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I NTRODUCTION

Les biotechnologies permettent a présent le dépelopnt d’outils particulierement utiles
en biologie et en médecine ; les biopuces constituee illustration de ce potentiel. Dans le
domaine de I'oncologie, les Iésions de I'ADN etrle@paration jouent un role essentiel et
dans cette problématique, les puces a ADN perntetted meilleure compréhension des
mécanismes de reconnaissance ADN/protéine.

Notre objectif était d’identifier par la protéomiqu e les protéines reconnaissant les
lésions carcinogénes des acides nucléigudsidentification de ces protéines d’intérét
pourrait permettre de définir de nouvelles cibleérapeutiques et de nouvelles applications
meédicales.

Le protéome peut étre défini comme I'ensemble degejmes synthétisées par une cellule.
La protéomique nous permet l'analyse de I'ensemdds protéines d’'un échantillon
biologique donné, dans une situation physiologiqugathologique. Le résultat obtenu est
un profil protéique avec, dans la mesure du passiidentification des protéines d'intérét.
Depuis quelques années, les outils de protéomigoiede plus en plus performants et nous
donnent acces a des informations sur des protéordenues dans des mélanges complexes.
Mais les technologies nécessaires sont trés cagelus CHU de Grenoble et I'Université
Joseph Fourier ont décidé la création d’'un Centrevestigation Biologique (CIB) dans
lequel une plateforme de protéomique s’est dévéemepuis 2002 ; elle dispose a présent
des équipements permettant des analyses compitds, séparation des protéines (gels
bidimensionnels, HPLC, SELDI) a leur identificatifvialdi-Tof).

Notre projet initial était d’identifier des proté&is d’intérét impliquées dans la reconnaissance
ou la réparation des lésions de '’ADN. Nous avamgsagé cette étude au sein de mélanges
complexes comme les extraits cellulaires obtenpsaréir de cellules saines ou tumorales.
Cette approche a été tentée a I'aide d’outils cortiéhectrophorese bidimensionnelle, les
billes magnétigues ou la technologie SELDI maispda donné de résultats concluants.

Nous nous sommes alors intéressés a la résonaase@lique de surface par imagerie
(SPRI) offrant la possibilité d’analyser plusieuingeractions moléculaires en continu et
simultanément.

Durant ce travail, nous avons réuni les compétedeedeux laboratoires différents et nous
disposons d'une part d'un systeme miniaturisé pteamele greffage d’oligonucléotides

(laboratoire CREAB) et d’autre part d’'une synthgsssible d’oligonucléotides comportant
une ou plusieurs bases maodifiées (laboratoire LAN).

- Au sein du laboratoire CREAB, la technologie deonésce plasmonique de surface
par imagerie est trés utilisée pour étudier desrations moléculaires tres variées,
en temps réel et sans nécessité de marquage.

- Le laboratoire LAN possede une compétence reconmu@ synthétiser des
oligonucléotides modifiés comportant des Iésionmizjuement définies.

Nous avons choisi d’'étudier le comportement degimes purifiées (ADN N-glycosylases et
AP-endonucléases) impliquées dans la reconnaissaese bases oxydées, alkylées,
hydrolysées ou fragmentées et leur excision évat@iparation par excision de bases



BER). Nous avons utilisé des oligonucléotides comamb la Iésion 8-oxoguanine qui est la

base oxydée la plus étudiée et dont les interatimec certaines protéines de réparation
sont bien connues. La technique de SPRi nous aipeme étude de ces interactions en
temps réel.

Ce manuscrit se compose de trois grandes parties :

Au cours d’'une courte synthése bibliographiquelssrlésions de I'’ADN dans le premier
chapitre, nous évoquerons les principaux mécanismes réparation en insistant
particuliérement sur la voie de la réparation paiston de bases (BER). Notre technologie
de SPRi doit étre replacée dans le contexte dediable des techniques a notre disposition
pour ce type d'étude et c’'est ce que nous ferormars du deuxieme chapitre. Le troisieme
et dernier chapitre sera consacré aux différestdtais obtenus.
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CHAPITRE |

LES LESIONS DE LADN ET LEUR REPARATION

L'acide désoxyribonucléique, ou ADN, est une extawire molécule qui garde en
meémoire et transmet les caractéristiques de tauéttes vivants. Cette molécule doit donc
posséder des propriétés physicochimiques qui péwsambler contradictoires : étre d’'une
stabilité extraordinaire mais étre en méme tempalga de modifications qui sont a la base
de I'adaptation et de I'évolution des especes \emnlLa stabilité du message génétique est
prodigieuse quand on songe que pour un seul éwWantyia partir d’'une cellule, I'oeuf
fécondé, la méme molécule d’ADN va étre reprodaité¢identique, dans chacune des
milliards de cellules composant l'individu et duréoute sa vie pour les milliards de cellules
a renouvellement parfois rapide comme nos lymplescyt

Paradoxalement cette molécule est chimiquemenildrag la fidélité du message sera
assurée par une tres efficace vérification. Ce antrés rares erreurs dans cette réparation
qui seront a l'origine des maodifications infimesoatissant aussi bien a des mécanismes
bénéfiques permettant a la vie d’évoluer qu'a desséquences létales ou pathogénes
comme les cancers.

I STRUCTURE DE L’ADN

Macromolécule polymere formée de deux brins olighdntidiques antiparalléles, 'ADN
posséde une stabilité due en partie aux liaisondroggne se formant entre bases
complémentaires. Chacun des nucléotides est congosésucre (le 2-désoxyribose) lui-
méme relié par une liaison ester a un phosphataraine liaisomN-glycosidique a I'une des
quatre bases suivantes : Adénine (A) ou Guanineg(Gonstituent les bases puriques, et
Thymine (T) ou Cytosine (C) qui constituent lesdsapyrimidiques. Les phosphates relient
les nucléotides entre eux par une liaison estee ¢htydroxyle 3’ de I'un et I'hydroxyle 5’
du suivant. De par cette propriété physico-chimjd@éN peut étre dupliqué par la cellule,
chaque brin servant de matrice.

C’est la séquence des bases mises dans un ordie gQué constitue le message génétique
car une succession de trois bases définira laipositun acide aminé précis lors de la
synthese des protéines.

La structure de base de '’ADN est représentéessiigure 1.
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Figure 1 : Structure de la molécule d’ADN

La découverte fondamentale de Watson et Crick @stldADN est formé de deux de ces
polymeres mis face a face dans une structure ehleidélice, le sens de polymérisation
d'un brin étant inverse de celui du brin qui luit @ssocié, leurs bases étant dans une
complémentarité précise. La guanine est toujousscde a la cytosine, et I'adénine a la
thymine par des liaisons hydrogene.

La taille de ce polymeéere nucléaire est considérghlesque les 46 chaines (une par
chromosome) mises bout a bout représentent 12arddlide nucléotides et une longueur de
1 métre. Cette molécule des milliers de fois plusglie que la cellule qui la contient est
soigneusement enroulée autour de nucléosomes falen@otéines spécifiques, les histones.
Cette structure ordonnée forme la chromatine enpeun acces rapide aux zones devant
soit étre copiées en ARN pour la synthese protésgiteréparées. Nos cellules contiennent
aussi de petites boucles d’ADN circulaire de seel@ml6569 paires de bases dans nos
mitochondries.

Les bactéries contiennent aussi des ADN de plugepttille, de quelgues millions de
nucléotides, non entourés d’histones et généraleaenlaires, ainsi que de petites boucles
d’ADN, les plasmides.
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I N ATURE ET ORIGINE DES LESIONS DE L ’ADN

Chaque jour 'ADN d’une cellule subit en moyenneO8® dommages sur ses bases, qui
heureusement vont étre correctement réparés.

Coupure de chaine
(simple brin)

\,\
Pontage

ADN-protéine

Dimérisation entre
2 bases adjacentes

Modification de la base
(oxydation, alkylation, ...

Coupure de chaine
(double brin)

Formation de site abasique

Figure 2 : Représentation schématique des difféentésions de 'ADN

L'’ADN cellulaire souffre de l'attaque d’agents exugs et endogénes, générant une large
variété de modifications impliquées dans la mutageret la carcinogénése. Notre ADN est
en effet sous I'agression constante de la lumiélare, de I'oxygene, d’agents chimiques et
méme de nos propres process cellulaires.

Les Iésions de 'ADN peuvent étre de différentetsires :

Tableau | : Différentes Iésions de 'ADN

Stress Conséquences sur I'ADN

Rayons ultra-violets Dommage de base

H,0, Cassure simple brin

Cis-Platine Adduits

Rayons X Cassures simple et double brin et dommadmse

D'aprés Lindahl*"

1.1 Les lésions oxydatives

De nombreuses especes réactives de l'oxygene sapables de modifier les
macromolécules cellulaires, protéines, lipidesustsi ’ADN. Selon le mécanisme, les bases
purigues et pyrimidiques peuvent étre transform@eproduits d’oxydation, ou subir des
ouvertures de cycle pour aboutir & des dérivés atarformamido pyrimiding.

11
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Mais le radical hydroxyle peut aussi attaquer dement soit la liaison entre la base et le

sucre créant des sites abasiques, soit la moléeuldésoxyribose créant des coupures de
chainé?.

Un tres grand nombre de ces dérivés ont ainsid&gtifiés et certains d’'entre eux sont

représentés sur la figure ci-dessous :

CHj

HN
o
H

5-hydroxy-6-hydro-

thymine

bo:

cytosine glycol

o]

OH

)\ OH

CHj3
HN
OA\N
H
thymine glycol

NH

N
H

S=hydroxycytosine

o]
OH

CH,

HN
DA\N
H

5,5-dihydrothymine

foliie

5.6-dihydroxycytosine

HN

o] 0
JJ\LH o 0 H
OH HN_/ﬁ HN HN H
o)\ ~<H D)\N o ofk S M
OH
H N N o7 N Ny

CH,0H

)\

5-hydroxymethyl-
uracil

H
NF OH
"TH

N” H

cytosine

HN I CHQO HN
S o~ ﬁc“
0% N H o7y s
H H

5-formyluracil

5-hydroxy-6-hydro-

OH

5-hydroxy-5-meihyl-
hydantoin

NH

trans-1-carbamoyl-2-0xo-4,5-
dihydroxyimidazolidine

Q

HN
Q)\N
H

5-hydroxyuracil

HN
DA\N
H

5.6-dihydroxyuracil

Ho Ha
NZ N NHCHO N/
I S D-on J\ o
“
H N
N H

4,6-diamino-5-form-
amidopyrimidine

H

uracil glycol 5-hydroxy-6-hydro- alloxan 5,6-dihydrouracil

uracil

5-hydroxyhydantein

9 o
N N HaN
r
~N HN7 Sy N HZN/L\\ NH, —
H H

N NHa
8-hydroxyguanine

2,6-diamino-4-hydroxy- oxazolone

5-formamidopyrimidine

8-hydroxyadenine 2-hydroxyadenine

Figure 3 : Exemples de Iésions oxydatives des bateBADN
D'aprést

Les molécules kD, et Q" ne sont pas trés réactives pour altérer forte&biN, mais
elles peuvent toutes deux générer le radi@hl qui est I'espéce la plus réactive de I'oxygene.
Ces espéces sont normalement sous contrble dertetsemble de systémes antioxydants
nutritionnels (vitamines C et E, caroténoides, pb@nols), de piégeurs endogenes
(glutathion, thioredoxine, glutaredoxine) ou d'emms antioxydantes (superoxydes
dismutases, catalases, glutathion peroxydasesretlurine peroxydases). Ces especes
réactives de I'oxygéne, lorsqu’elles sont contr§jésont utilisées par I'organisme comme
médiateurs cellulaires ou comme agents de degirudé bactéries ou de cellules anormales.
En revanche, lorsque la surproduction déborde jstemses antioxydants, le tissu ou
I'organisme se trouve en état de stress oxy#anEn faisant apparaitre des molécules
biologiques anormales et en surexprimant certa@éneg, le stress oxydant sera la principale
cause initiale de plusieurs maladies : cancer,ract, sclérose latérale amyotrophique,
détresse respiratoire aigue, oedéme pulmonairéljsgement accéléré. Ainsi, les relations
entre stress oxydant et cancer s'averent trésesrdes radicaux libres intervenant dans
I'activation des pro-carcinogenes en carcinogesréant les lésions de I'ADN, amplifiant les
signaux de prolifération et inhibant des genes meggeurs de tumeur comme P53.

Les dommages oxydatifs de 'ADN cellulaire soniraés a 0,5 fmol a 1 pmol/ug d’ADN a
I'état basal ; c’est la cause la plus importamteraitations spontanées chez I'honfthe

12
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o)
n i
- N
0= \|/ NH
L
NN ONH,
Oxicktion
o 0 8-oxodGuo
N~ OH  HO_ N~y
4 H e \ . .
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Rad.cﬁcn\{ . 0
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Figure 4 : Formation d’une base 8-0xoG ou FapyG mpattaque d’espéces réactives de I'oxygene
(radical hydroxyle) sur la guanine
D’aprés Blainey® et Cadet?

Parmi les lésions oxydatives, les modifications loese constituent la majorité des

dommages, dont la plus étudiée est la 7,8-dihydogeyuanine (identifiée sous le terme 8-

0xoG dans la suite de ce document).

C’est ce premier groupe que nous allons étudierésanance plasmonique de surface en
prenant comme « prototype » la base 8-0xoG ; gistde la Iésion la plus répandue avec les
sites abasiques, impliquée dans les phénoménes utegénese, carcinogénese et
vieillissement”.

Elle est incorporée dans I'’ADN selon deux voiedt Battaque des espéces réactives de
'oxygene sur I'’ADN, soit I'oxydation du GTP avamson incorporation par une ADN
polymérase!®. Son taux de production endogéne a été estimé& dntet 10 pour 1O
Guanines”. On sait aujourd’hui que 100 a 500 8-0xoG sonimfes par jour dans une
cellule humainé™®. Elle est considérée comme la lésimemutagéne endogéne la plus
abondante dans I'ADN" car elle peut induire un désappariement avec timéédurant la
réplication®?. En effet, si cette lésion persiste, le couplex8@/A est converti en T/A
durant la réplication et cette mutation est frégoremt rencontrée dans les cancers humains.

d AR NG
ROAN y AP formation
&Q%@G// I,‘P P
AR EGPNL == NOREINYL, == NG INEL == N NG,

Oxydation Replication Replication

Figure 5 : Réparation de la base 8-0xoG
L'oxydation d’'une base guanine génére une baseo&oxpposée a une cytosine. Une glycosylase

reconnait la Iésion et I'excise, générant un sib@sique, restauré en guanine par un mécanisme de
réparation. Mais si le brin 1ésé est répliqué, l@8oG s’hybride avec une adénine. Le résultat eet u
mutation GC-TA. D'aprés™.
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.2 Les désaminations et la formation de sites alsiques

> Les bases puriques et pyrimidiques possédent em&iree instabilité chimique. En effet,
si la liaison phosphodiester est trés résistantes #ddDN par comparaison avec celle de
'ARN, la liaison N-glycosidique des bases de I'ADN est plus fragiee conséquence
possible sera alors I'hydrolyse des bases de I'ARNpurination, dépyrimidination)
conduisant & la formation de sites abasiftle€es sites abasiques sont intrinséquement
instables et peuvent entrainer des ruptures dexeltiins la double hélice de 'ADN sous
I'action de la chaleur, de produits chimiques basj ou des ions Mg Ces sites sont donc
fortement mutagénes vivo™.

lls sont formés par perte spontanée de basestagdel I'action d’agents alkylants ou par
l'action des glycosylases. Ce sont les Iésiongplas fréquentes de 'ADN car on estime
qu'il existe 50 000 & 200 000 sites par cellul&tat basal*® et que 10 000 sites sont créés
par jour dans chaque cellule humaliife Si ils ne sont pas réparés, ils représentensites
potentiels pour des mutations. Il s'agit de la eédu A (insertion préférentielle d’'une
adénine).

De plus, ces lésions sont dangereuses car ellgsidio la réplication de I'ADN avec des
conséquences cytotoxiqued

» Par ailleurs, les bases qui possedent des amimydatiques (Adénine, Guanine et
Cytosine) peuvent étre désaminées a températysel gthysiologiques'®. La guanine et

'adénine se désaminent pour former respectivenentanthine et I'hypoxanthine. La
désamination de la cytosine explique la présenagnsade d'uracile dans I'ADN. La

structure en double brin assure a I'ADN une pravectelative face aux réactions de
désamination. Ces dernieres sont facilitées lorB4DN est sous forme simple brin.

1.3 Les lésions par formation d’adduits

De nombreux produits chimiques vont pouvoir gadeeroyau cellulaire et se fixer par une
liaison covalente sur une des bases de I'ADN, Us glouvent la guanine. L’alkylation de
I’ADN a généralement lieu sur les positions N-7Ce6 de la guanine et N-3 de l'adénine.
Certains réactifs possedent deux sites électrapleilesont ainsi capables de former deux
liaisons avec I’ADN, ce qui conduit & des pontaigé®-brins ou inter-brins.

Cet effet est souvent le fait de produits toxigpetluant I'environnement dont les plus
connus sont les hydrocarbures aromatiques polypyesi (HAP) dont fait partie notamment
le benzdalpyréne. Cette famille de composés génotoxiquetaggtment présente dans la
fumée de tabac mais aussi dans l'alimentation €adisr fumés ou grillés), la pollution
atmosphérique (gaz d’échappement) ou les émisgidastrielles.

Des adduits peuvent également étre formés a pdesr produits endogénes issus des
métabolismes cellulaires, dont les dérivés de Hbation des_lipides notamment les
aldéhydes comme le 4-hydroxy-nonén-2-al, ou leg/éerchlorés issus de l'inflammation.
L’addition d’aldéhydes aboutira a la formation #é&hoadduits ou, lorsqu'’il s’agit de bis-
aldéhydes comme le malonaldéhyde, a la formatian douveau cycle sur la guanine. Des
produits d’oxydation du glucoseomme le glyoxal et le méthylglyoxal sont fréqueemt
induits par le stress oxydant chez le diabétiqlieLes protéinesu polyamines entourant
I’ADN peuvent aussi former de tels adduits en cattabjue radicalaire.
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Inversement ces propriétés sont exploitées danstéacontre le cancer dans la réalisation de
médicaments alkylants qui en se fixant sur I'ADNrameront la mort par apoptose des
cellules cancéreuses. Il s’agit par exemple dyleiine, des dérivés de la nitroso-urée ou de
la mitomycine C.

1.4 Les lésions photochimiques

Les rayonnements ultraviolets (UV) vont selon leurgueur d’'onde réaliser des réactions
photochimiques directes sur les bases de I'ADN aégant a la formation de dommages
particuliers, les photoproduits. Le maximum d’alpsion de I'ADN étant a 260 nm, le
rayonnement UVB dont la longueur d’'onde est comgpantre 285 et 315 nm a un effet
direct sur la molécule d’ADN. Ce sont les basesnpigiiniques qui vont pouvoir réagir avec
ces photons pour former des diméres cyclobutanatesiphotoproduits (6-4) au niveau de
deux bases pyrimidiniques adjacerit8s

0 0 0 NH, NH, 0
HN%NH HN SN N%NH
A0 A L L L

drR drR drR drR drR drR
Cyclobutane TT Cyclobutane TC Cyclobutane CT

NH,
HN N/ NH,
=N
N
|
dR N\ >:o
\
dR
Photoproduit (6-4) TT Photoproduit (6-4) TC

Figure 6 : Exemples de Iésions photochimiques seisdases pyrimidiniques

Cette action était jusqu'’il y a peu de temps attEéd uniquement aux UVC (présents dans le
vide mais pas a la surface de la terre) et aux dul ils expliquaient I'action carcinogéene
sur la peau. Des travaux récents de Thierry Dookinmontré que les rayonnements UVA
formaient eux aussi des quantités non négligeatalghotoproduit$™.

.5 Les lésions multiples

Les dommages de '’ADN ne sont pas toujours isaléss peuvent se trouver nombreux
dans une portion étroite de la molécule (un & deurs d’hélice), on parle alors de lésions
multiples ou de cluster de lésions. La définitioa d clustered damage » correspond
minimum & deux dommages produits sur une longueut@ipaires de bas&8. Lorsque
deux lésions sont sur le méme brin d’ADN, il s'atgtlésions « tandem ».
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A Lo

Figure 7 : Dépbt d’énergie dans I’ADN par un rayomment ionisant & haut TEL
(ion lourd, particule Alpha), d'aprés Douk?.

Les rayonnements ionisants forment un grand nomhrees clusters de Iésions. En effet ils
agissent dans la cellule surtout indirectementbarisant la molécule d’'eau ce qui conduit &
la formation de différentes espéces réactivesvdigt déposer leur énergie le long de leur
trajet a travers '’ADN créant ainsi un grand nomioee cassures doubles et de lésions
multiples. Le stress oxydant et certains anticancér radiomimétiques comme la
bléomycine peuvent aussi générer un certain noaiésions multiples. Celles-ci sont trés
dommageables pour la cellule car beaucoup pluEithE a réparer comme nous le verrons
plus loin.
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11l L ES GRANDS MECANISMES DE REPARATION

La réparation doit étre replacée dans son contegtiilaire ; il s'agit d’'une réponse
cellulaire possible parmi d'autres, face a uneolésie 'ADN. La conséquence premiéere est
un arrét de la réplication ou de la transcriptioa.cellule peut s’orienter vers une tolérance
de la lésion (mutation avec ou sans conséquenceopimégue). On sait en effet que la
grande partie du génome des Mammiféres n'est pasdrite dans chaque cellule et ces
régions inactives pourraient tolérer certains dogesale déclenchement de I'apoptose est
une autre réaction cellulaire possible, en paiticgjuand la réparation est un échec.

a e

Cell-cycle Repair

checkpoint

activation » Reversal of base damage

» Excision of base damage

* Repair of stand breaks
t — homeologous recombination
DNA damage | - 2

— non-homologous end-joining

d
b l Damage
Transcriptional > tolerance

activation

* Replication bypass
* Many genes with = — error free
diverse functions C Apoptosis — error prone

Figure 8 : Les conséquences cellulaires d'une léside 'ADN

D'aprés?¥,

a : arrét du cycle cellulaire

: activation d’'un grand nombre de génes, rolesiEnsurvie cellulaire ?

: apoptose, probablement quand les autres rémonsesont pas suffisamment efficaces
: tolérance de la Iésion (mutation)

: réparation de 'ADN

O QO O T

Une fraction considérable du génome code des pesté&jui recherchent et réparent 'ADN
1ésé®. En 2009, plus de 150 génes associés a la répadei '’ADN sont identifiés chez
I'homme %, L'importance de la réparation est illustrée e $yndromes de déficience de
réparation qui seront abordés ultérieurement.
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DNA damage DNA damage

/ \\\

Defective/
incomplete |\
DNA repair | \

Genetic Genetic
stability instability

=

Cancer, Genetic
hereditary divergence
disease

Figure 9 : Schéma illustrant la réponse a une léside 'ADN
Equilibre entre réparation et autres réponses dalhes, provoquant ou non des mutations (instadilit

génétique). D’apre&?.
Les modes de réparation sont bien conservés dectérie & ’hommé”.

L'ensemble du systeme de réparation des lésioiaD& comprend 6 mécanismes dont les
trois principaux sont la réparation par excisiorbdees (BER), la réparation par excision des
nucléotides (NER) et la réparation des mésapparien{®R). Il faut citer ici les trois autres
mécanismes que sont la prévention de l'incorpanatie nucléotides endommagés, la

réversion directe et la recombinaison.

Espeéces réactives

de I'oxygéne Rayonnement UV
Agents Agents alkylants, Mutagénes de E,rr:e_ur?_de
alkylants Ravons X I’environnement Rayons X réplication

%
4| AT BT
iV
s
Mésappariements

CE-meG  sjtes abasiques, Oxydation, Dimeres de i
s s L Cassures double brin
Désamination, Alkylation,  PYrimidines de bases,

Cassures simple brin (ToucC) Insertions,
Adduits Délétions
: 3 ! | 3 :
Réparation directe
par réversion BER NER NwEJ MMR

Figure 10 : Les différentes voies de réparation Id&8DN
D'aprés/?®

La reconnaissance des Iésions est la premiére é¢ajorites les voies de réparatioh
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1.1 La suppression des nucléotides triphosphateanormaux

Il s’agit du systéme de prévention de I'incorparatdes bases oxydées.

Les désoxynucléotides triphosphates libres peusgamtyder puis les bases anormales
produites étre alors introduites dans ’ADN en sode sa synthese.

+ ChezE. coli, 'enzyme MutT est chargée d’hydrolyser la molécdé 8-oxodGTP (8-oxo-
7,8-dihydro-2’-désoxyguanosine 5'- triphosphateheUnutation de cette protéine entraine
un nombre de transversions A.-TC.G 100 a 100000 fois supérieur au taux de l'espec
sauvage®™. L'enzyme humaine appelée MTH1, qui est une 8-GM@ase représente
également le premier niveau de protection. Ceanperd’éviter I'incorporation de 8-oxoG
lors de la néosynthése de I'ADN.

+ Pour éviter l'incorporation d’uracile en cours dggnthése d’ADN, une désoxyuridine
triphosphatase (dUTPase) hydrolyse le dUTP fornwédantellement ou provenant d’'une
désamination du dCTP, régénérant le dUMP utilisdhles la biosynthese de la thymidine.

[1l.2 Laréversion directe des dommages

Des dommages peuvent étre directement suppriméss samplacer le nucléotide
endommagé par un nouveau.

» L'enzyme AGT (Q6-alkylguanine-ADN transferase), aussi homn@@methylguanine-
ADN methyltransferase (MGMT), déméthyle les O-méhgu alkyle guanine, ainsi que

plus lentement le®4-methylthymine, dans de nombreuses especes degibad I'hnomme
[27]

» Les bases méthylées sont réparées par le mémaismeachez les bactéries comme chez
I'homme. Les enzymes AIkB ch& coliet hABH 2 et 3 chez ’lhomme déméthylent les N1-
méthyl-adénine et les N3-méthyl-cytosine, par @aetion d’oxydatioff?.

» Un systéme enzymatique de photoréversion direete dimeres cyclobutanes par des
photolyases utilise I'énergie lumineuse pour couper liaisons entre les deux bases des
diméres de pyrimidine et régénérer deux basest@gaCes systémes ont été identifiés chez
les bactéries et chez des eucaryotes primitifss maisemblent pas exister chez I'hontitle

» Nous pouvons citer également I'enzyme polynuatisotigase qui élimine les cassures
simple brinf.
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I11.3 La recombinaison

Au cours de la vie cellulaire, des cassures deolsbl@ hélice d’ADN peuvent survenir.
Actuellement, nous connaissons deux systémes dmatém permettant de corriger ces
dommages.

En phases S ou G2 du cycle cellulaire, il s’aguné recombinaison de type homologue
(HR) qui est impliquée dans la réparation des casssimples et doubles brins de I'ADN.
En revanche, lorsque les cellules se trouvent eas@hGl, il s'agit plutét d'une
recombinaison de type non-homologue par jointure eldrémités (NHEJ). NHEJ et HR
jouent des roles superposables dans la réparamoalipures doubles brins dans la phase S
du cycle cellulaire.

Réparation d’une coupure d’ADN double brin
DSB

Recombinaison homologue ‘ Recombinaison non homologue
- Ku70
End Processing Ku80
(RADS0/MRE11/XRS2)
© L L
Formation de complexes protéiques l DNATK
{RAD 51, 52, 54, RPA..)
X L

XRCC4/
DNA Ligase IV
Formation des intermédiaires

DQE_ Jonction de Holliday

¥ Reésolution de la jonction de Holliday

Figure 11 : Recombinaison homologue et non homola&gu
D'aprés?®.

[11.3.1 Réparation par recombinaison homologue

Cette réparation utilise la partie homologue duogéet®*!,

Le mécanisme consiste a éliminer une grande podgonucléotides autour de la Iésion non
réparable et & copier la bonne information génétisur le brin similaire du chromosome
apparié. Ceci va nécessiter une machinerie comgplexerapprocher les deux brins d’ADN

de chromosomes différeritd.
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Elle se décompose en plusieurs étapes successives

1° étape la protéine ATM prend en charge la reconnaissades lésions, active le
complexe Rad50/Mrell/Nbsl et provoque I'apparitame extrémité 3’ qui sera protégée
par la protéine RPA.

2° étape BRCAL1 active Rad51. La protéine Rad51 (en coitabon avec d'autres
protéines : Rad52 et Rad54) est alors chargée tle egtrémité simple brin : Rad51
recherche I'hnomologie puis elle va positionner umpde brin jugé homologue dans la
cassure comme s'il s’agissait d'un ADN simple @imon plus d’'une cassure double brin.

3 étape Les dernieres étapes de la recombinaison faetvienir plusieurs enzymes : une
ADN polymérase qui est chargée de synthétiser ile dvmplémentaire, une ligase pour
souder la liaison phosphodiester et des nucléamgsggparer les deux ADN doubles brins
homologues.

La cassure double brin est ainsi réparée. La p®tdiajeure de cette voie est la protéine
Rad51.

Dans les cancers du sein familiaux, soit 5% degearandu sein, des mutations du géne
BRCAL sont retrouvéd®,

[11.3.2 Réparation par recombinaison hon homologue

La réparation par suture ou jonction des extrénfit&s Homologous End Joining) est aussi
utilisée pour la réparation des cassures doubte Gomme précédemment, c'est la protéine
ATM qui joue un réle central en stoppant le cyadidaire pour permettre les réactions de
réparation®”. Dans le NHEJ les extrémités de I'ADN sont jointdisectement. Les
principaux composants du NHEJ sont la sous-unitélytgue de la DNA protéine kinase
(DNA-PKcs) qui est recrutée par la protéine DNA @étérodimére), XRCC4 et la DNA
ligase IV.

La réparation par le NHEJ n’est toutefois pas uoie e réparation fidele, puisque des
délétions de quelques nucléotides peuvent avairdies du processus. L’inhibition de NHEJ
peut étre utilisée comme sensibilisant de la rhéiatpie des cancers.
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[ll.4 La réparation par excision de base (BER)

Ce type de réparation corrige les altérations deedbajui ne modifient pas la structure
générale de I'hélice ; les modifications concerrgm¥ les oxydations, les déaminations, les
ouvertures de cycle et certaines méthylations estegy Nous détaillerons davantage ce
mécanisme car il est celui étudié dans nos trawagpérimentaux. De plus, la BER est
probablement le mécanisme de réparation le plusitapt quantitativemerlt. Dans les
cellules humaines, la BER serait impliquée dansparation d’environ 20000 Iésions par
cellule et par joul®!.

[11.4.1 Mécanisme

Il s’agit du retrait d’'une base aberrante par ulyeagylase. En fait, quatre enzymes sont
impliquées dans la BER : une ADN glycosylase spga, une AP endonucléase, une ADN
polymérase et enfin une ADN ligaSé. Ce systéme fonctionne en trois étapes :

1°" étape: 'ADN glycosylase spécifique coupe la liaisoni gelie la base endommagée au
sucre, la transformant alors en un site abasiquexiste plusieurs ADN glycosylases
présentant chacune une spécificité de substratguiusoins large. Le chapitre suivant leur
est consacré car nous avons étudié le comportedeedeux d’entre elles sur une puce a
ADN. La multiplicité de ces enzymes permet la rétian d'une grande variété de
dommages. Le type de terminaison généré par l&gatits clivages enzymatiques des sites
abasiques est déterminant pour la sélection dei¢aBER :

» le short patch est favorisé par la présence duatéotide avec un résidu 3’ intact (action
d’'une enzyme bifonctionnelle)

» le long patch est favorisé par I'existence d'uodgibose phosphate en 3’ (action d’'une
enzyme monofonctionnell€). Mais ce mécanisme reste discuté en 2009 et keotration

en ATP & proximité du site abasique pourrait infleer la voie choisig”.

2° étape une AP endonucléase coupe les liaisons phospteds entourant le site abasique,
avec ou sans l'aide d'une AP lyase. En fonctionadeonséquence de la premiere étape,
deux voies sont possibles apres le retrait deda ba

» voie courte (un seul nucléotide excisé) : 'ADNywoérasef interagit avec XRCC1 qui
est la premiere protéine recrutée et I'ADN ligadeDans ce cas, il y a intervention de la
protéine PARP qui recrute les autres protéinesdleeessentiel de la protéine XRCC1 est de
stabiliser le complexe.

Cette voie est également opérationnelle s'il existe compétition entre les mécanismes de
NER et de BER pour un substft puisqu’en condition de stress oxydant internessti
possible que les acteurs de la voie du long-patiEnslimitants a cause de leur participation
a la réparation d’autres lésiof3.

» voie longue (excision d'un fragment de 6 a 13 éotitles) : cette voie nécessite la
protéine nucléaire PCNA et les polyméraBesu d ", La protéine PCNA coordonne les
activités enzymatiques des polymérases et de téipeoFEN1%,
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3° étape la base complémentaire est resynthétisée efuémi a I'aide de, respectivement,
des ADN polymérasegdetd/s et des ligases | et Ill.

Mais les polymérases impliguées dans le long patehsont pas encore parfaitement
identifiées™®.

C’est le mécanisme « short patch » qui est resjpias retrait de la base oxydée 8-oxoG
dans les cellules de Mammifér€8. Mais pour quelques purines oxydées avec un fort
pouvoir mutagéne (comme 8-0x0G), la capacité de BER cellules de Mammiferes est
limitée en comparaison de la capacité de réparatiantres Iésions endogénes fréquentes
comme I'uracild*! et les sites abasiques.
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Figure 12 : Les deux voies de la BER chez 'Homme
d'aprés . La base lésée est représentée avec une étoilgerdiP = long patch, SN = single

nucleotide.

La plupart des acteurs de la BER interagissent 8RCC1, protéine essentielle pour la
coordination et la stimulation de toute la réactfdh Ce mécanisme d’excision-resynthése
est en effet coordonné de fagcon rigoureuse pourr@ssine réparation fidéle des sites
abasiques sans entrainer des cassures de bringjégngs extrémement toxiques pour les
cellules. XRCC1 est une véritable plague tournalgda BER qui reste sur le site de la
|ésion durant toutes les étapes.
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I11.4.2 Types de glycosylases impliquées dans |aRBE

Pour la réparation directe et la BER, les |ésiamg seconnues par une protéine a activité
enzymatique : une ADN glycosyla$8. Ces enzymes sont présentes dans le noyau asdlulai
et ne sont pas induites par des lésions génotaxifitle Elles constituent d’excellents
modéles pour I'étude des interactions entre ADN Etsprotéines.

Les ADN glycosylases reconnaissent les bases réedifioxydées, alkylées, pontées,
hydrolysées, fragmentées) et les purines & cydtiairole ouvert.

Ces enzymes sont des petites protéines de 16 Dd2nk nécessitant pas de cofacteur
métallique ou d’énergie exogel&. Il existe 8 ADN glycosylases poér.coli ¥ et 11 chez
I'homme . La redondance de certaines de leurs fonctiongseule réle important de la
réparation par excision de bases dans la céffile

Tableau Il : ADN glycosylases humaines connues €002

ADN Nombre
glycosylases  d’acides Substrats Activité lyase
humaines aminés
UNG (1) 304 et (2) 313 Uracile Non
SMUG1 270 Uracile, 5-OH-meU Non
TDG 410 T, U Non
MBD4 580 T et U opposés a G Non
MUTYH 535 A opposeé a 8-0xoG Non
0OGG1 345 8-0x0G, fapyG Oui
NTH1 312 fapyG, DHU, 5-OHU, 5-OHC Oui
NEIL1 391 Comme NTHL1 et fapyA, 8-0xoG Oui
NEIL2 333 Activités de NTH1 et NEIL1 Inconnu
NEIL3 606 Inconnu Inconnu
MPG 293 3-meA, hypoxanthine Non

D'aprést et!®!

Quatre glycosylases sont spécifiques des baseséegyd NTH1, OGG1, NEIL1 et
NEIL2 2, ces deux derniéres exercant majoritairement aetivité sur de 'ADN simple
brin.

Le mécanisme de reconnaissance des lésions esspifocl'enzyme se lie a 'ADN de
maniére non spécifique, migre le long du duplexjisu site de reconnaissance, catalyse sa
réaction et continue a scanner I’ADN sans dissimtidt?!. La reconnaissance est déterminée
par des liaisons hydrogénes multiples entre |laéfetet les bases spécifiqlisLe modéle
généralement accepté suppose que les ADN glycesy&drent en contact uniquement avec
le brin d’ADN |ésé (réparation extra hélicoidalej! mais bien que Fpg et OGG1
(glycosylases bactérienne et humaine) ne montrgree similarité dans leur structure, on
sait qu'elles se lient également & la base C ogpasé |ésion de type guanine oxy#&eCe
mécanisme de reconnaissance a été décrit a I'aigproches structuralé&s..
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Toutes les ADN glycosylases n'ont pas la méme iétiv certaines sont capables de
simplement exciser la base par coupure de la hal$alycosidique, ce qui conduit a la
formation d'un site abasique (AP). On parle de gbytasesmonofonctionnelles Y.
Certaines sont également capables de réaliser Uaiciee étape de ce processus de
réparation, c’est-a-dire la coupure de la liaisblogphodiester en 3’ ou en 5’ du site AP.
C’est le cas de la formamidopyrimidine glycosyl@Spg) deE.coli, bien connue pour son
activité d’excision de la 8-0xoG. OGG1, NTH1 et NEIsont, chez les Mammiféres, les
seules glycosylases qui possédent cette activitélyaBe 2. Il s’agit dans ce cas de
glycosylasesifonctionnelles

DNA-O_ 0 i DNA-c_,0 DNAo_ 0
b4 tz:‘:n Bifunctional e e
"0 ©O ° processing o O o O OH 7
1 —— oW Nuc\ —— \Q/:O
“0_0 DNA o0 DNA -0 o Nue—
DNA-O Yo glycosylase DNA-O’P\\O glycosylase DNA—O’P\\O DNA
glycosylase
Recoghnition Schiff base 3’-cleavage
complex (1) intermediate (2) product (3)
lMonofunctional NaBH, reduction l Bifunctional
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product (4) complex (5) product (6)
Current Opinion in Structural Biology

Figure 13 : Mécanisme des réactions catalyséeslparADN glycosylases
(1) Reconnaissance d'une lésion. Les glycosylasmsofonctionnelles générent un site abasique

aprés retrait de la base Iésée (4). Les glycosgldsmnctionnelles catalysent d’autres réactiors vi
la partie nucléophile du site actif (Nuc) (2). Lésualtat sont les produits (3) et (6). Il est polesithe
stopper artificiellement la réaction en ajoutant By ; I'intermédiaire (2) est stabilisé en (5).
D'aprés®,
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La liaison de protéines aux sites abasiques egiriante pour la réparation ou la protection
d’autres dégradations. Ce sont les AP-endonuclépseBydrolysent '’ADN en 5’ du site
abasique et qui orientent ensuite la réparatios keeshort-patch ou le long-patcH.

Paradoxe biologique : les sites AP et les autresrirediaires semblent plus cytotoxiques
que la base altérée elle-méhie.

5 B B AP B 3
U /j

Hydrolyse B
3

Figure 14 : Sites de clivage pour les AP endonudés/lyases
AP = site abasique. Certaines glycosylases possagen activité AP lyase et permettant ainsi une

réaction de béta-élimination en 3’ du site AP. @arés de ces enzymes peuvent poursuivre la
réaction avec une delta-élimination assurant ailesretrait du site AP (exemple de I'action de la
Fpg) ®°. Les AP-endonucléases les plus importantes siplda quantitatif sont les hydrolases
agissant en 5’ du site abasique

Nous apportons ici quelques précisions sur ceda@mzymes en insistant particulierement
sur celles que nous avons utilisées au cours de éutde : Fpg, EndolV, OGGL1 et Apel.

[11.4.3 Les enzymes de la BER chez les bactéries

Les glycosylases bactériennes peuvent étre classégisisieurs catégori€s Elles peuvent
étre spécifiques des bases alkylées (AIKE.aoli), des cyclobutadipyrimidines (T4 endo V
du phage T4), de l'uracile (UNG H: coli), des pyrimidines modifiées (endolllEl’ coli),
des purines modifiées (Fpgel'coli), ou des mésappariements (Mut Edcoli).

1.4.3.1 Fpg protéine (Fapy-glycosylase ou Mut M)

ADN glycosylase deE.coli a large spectre d'actioR’, elle appartient & la famille de
protéines qui agissent a différents niveaux dangparation. Chek. coli, 3 enzymes sont
coordonnées pour empécher l'incorporation et I'audation de 8-oxoG : Mut T, Mut M et
Mut Y, il s’agit du systéme G&.

1% niveau : Mut T élimine 8oxodGTP du pool de déoxgtéatides phosphate.

2° niveau : Mut M (Fpg) est responsable du retraiadease 8-0xoG incorporée.

3% niveau : Mut Y est impliquée dans le retrait den@orporée en face de 8-ox&t
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a) Description de la Fpg

Le géne de la Fpg contient 809 gifh Il code pour une métalloprotéine de 30,2 kDa6& 2
acides aminés avec un atome de Zn par moléculdf(emtdoigt de Zn a I'extrémité C-
terminale). Elle posséde 6 cystéinB8. Si le doigt de Zn est modifié, il est observé une
diminution des capacités de liaison & I’ADN et degvités enzymatique¥’.

Cette protéine est présente a raison dé“¥0®200 copies par celluf&..

b) Reconnaissance des Iésions

La Fpg peut interagir avec 13 nucléotides (simplelouble-brin}®®.

La structure du complexe Fpg/ADN est établie mas pde choses sont connues sur la
dynamique de reconnaissance du substrat par cetene®”.

En plus de la 8-0xoG et Fapy G, la liste des lé&sieconnues par la Fpgvitro a été établie
en 2005; il s'agit de 8-oxoA, Fapy A, 50H cytosingOH uracile, dihydrouracile,
uracilglycol, thymineglycol, hydantion, oxazoloHeet la methyl-fapy-guaniné". La base
8-0x0A semble manquer de flexibilité et pourraibiibuer a I'inaccessibilité de la Fpg pour
exciser cette bas®.

Il est & souligner que les sites abasiques sof¢régat d’excellents ligands pour la Pty
Des études d'inhibition de son activité glycosylasd montré que des oligonucléotides
monobrin ou double brin contenant un site abasigdeit sont des inhibiteurs puissants de
Iactivité glycosylasé®”.

Le complexe Fpg/8-oxoG est spécifique et réversibléquilibre est déplacé par G/C en
exceés ou poly did€”.

c) Activité enzymatique de la Fpg

La Fpg clive de préférence les duplex d’ADN contgnane cytosine ou une thymine
opposée a la 8-oxoG. L’activité est diminuée 5 fois 200 fois si la base opposée est
respectivement une guanine ou une adéffimé.

Comme la paire de bases 8-0xoG/A est trés faiblewlarte, les réparations accidentelles
en T/A sont limitée€!. Les constantes de dissociation sont connues= B@® nM pour le
duplex 8-0x0G/C et Kd = 340 nM pour le duplex 8-GxA *°,

La Fpg est une enzyme bifonctionnéfléqui génére un site apurique ou apyrimidi§le

La Fpg posséde en effet trois types d’activité :

» hydrolyse de la liaison N-glycosidique avec forimatd'un site abasique

» élimination du 3'phosphate (beta élimination)

> élimination du 5’phosphate (delta éliminati&if)

Il'y a formation d’une base de Schiff (imine covda& entre la Pro-1 de I'enzyme et le C1’
du nucléotide excisé”.
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Figure 15 : Mécanisme réactionnel de la Fpg
d’aprést*?

a : déplacement de la base et ouverture du cyblese
b : premiére étape d&€limination

¢ : deuxieme étape geélimination

La plupart des études se sont focalisées sur tesaations de I'enzyme avec les bases
oxydées mais une étude récente montre I'importaiec@ groupements phosphate sur les
deux brins d’ADN qui interagissent avec des acatemés nucléophiles de F[5§.

111.4.3.2 Endonucléase Il

C’est une protéine bactérienrte. coli) de 27 kDa comportant 211 acides aminés, codée par
le génenth *”). Elle a une activité de type glycosylase et endimse, coupant la liaison
phosphodiester en 3’ (pd-€limination) ; les substrats de cette enzyme oo
principalement les dérivés d’oxydation de la thyenou de la cytosine, I'urée ou les diols de
thymine!®®,

Les mécanismes d’action de Fpg et Endo Il sorezapsoches (voir figure 16). L’excision
de la base oxydée implique la formation d'une k#eseéchiff avec un intermédiaire imino
entre un acide aminé de I'enzyme et le 2-désoxgebda coupure du brin d’ADN est
réalisé par ung-élimination pour Endo Il et un@-d-élimination pour Fpg.

Base de Schiff
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Figure 16 : Mécanismes de coupure
d’'un ADN endommagé par les glycosylases/endonwdéde la BER, pgf-élimination (A) ou pag

&élimination (B) %,
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111.4.3.3 Endonucléase IV

L’endonucléase IV ou Nfo, est codée cliezoli par le genafo. C'est une métalloenzyme
dont le site actif comprend trois atomes de zinquétfait partie des 5° AP-endonucléases
trés conservées chez les bactéries. Endo IV diViaison sucre-phosphate du site AP pour
produire un groupement 3’ hydroxyle et un 5’désibase phosphate.

Par rapport aux autres AP-endonucléases, ellepartecularité d’inciser plus efficacement
les sites AP lorsque le désoxyribose est oxydéreastion sur les sites abasiques ne dépend
pas de la nature de la base du brin apparié. Tasited coupure des sites abasiques oxydés
est 100 fois moins rapide que celle de I'exonuad#is”®. L’endonuclease IV reconnait
certaines bases modifiées, dont les 5,6-dihydraigb,6-dihydrouracil, 5-hydroxyuracil

et 2,6-diamino-4-hydroxy-B-methylformamidopyrimidine mais pas la 8-0xoG. Elle
potentialise I'élimination de cette derniére pandonucléase IH*.

111.4.3.4 Endonucléase VIII

L'endonucléase VIII (endo VIII olNei) est une protéine B. coli composée de 263 acides
aminés qui présente une forte homologie de séquemeeMutM (Fpg). Elle est codée par le
genenei. Endo VIII possede a la fois une activité glycasg et AP-lyase. Elle reconnait et
excise de nombreuses bases oxydées dont I'acidois@butyrique et I'urée, puis coupe la
liaison phosphodiester du site abasique formé panécanisme dg,o-élimination.

[11.4.4 Les enzymes de la BER eucaryotes

Comme chez les bactéries, la réparation par exciddobase fait appel a des glycosylases
monofonctionnelles ou bifonctionnelles (voir takied), & des AP endonucléases, des
polymérases et des ligases (voir tableau IlI).

La mutagénicité de 8-oxoG est contrée chez I'horpare3 mécanismes différents :

» Prévention

MTH1 hydrolyse 8-0xodGTP en 8-oxodGMP et empéchmeissertion dans 'ADN natff?.

» Réparation

8-0x0G est reconnue par la protéine OGG1 qui eXeidésion si elle est appariée a C;
reconstitution possible d’'une paire de bases nasrelke stade.

» Correction:

La protéine MYH retire 'adénine située en face8dexoG (Iésion post-réplicative) ; il y a
reconstitution d’'une paire de base 8-0xoG/C, sabpur OGGL1.

1.4.4.1 Les enzymes OGG

Cette protéine est considérée comme I'homologuaiyote de la Fpg. Le géne humain de
OGG1 produit deux transcrits différents ; la pno#eiOGGh est localisée dans le noyau
tandis que OG@est localisée dans la mitochondffé L’activité glycosylase de la forme
B n’a jamais été mesurée.

Deux protéines OGG différentes ont été mises edeége en 1998% avec un mécanisme
réactionnel identique dans les cellules Hela.

+ OGGL1 de 38 kDa clivant 8-0xoG quand elle est dppavec C, T (ou G)

* OGG2 de 36 kDa clivant 8-0xoG quand elle est dppar G et A.
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Cette enzyme est aussi trés efficace pour exas8rdxo-7,8-dihydroadénine faisant face a
une cytosine’.

OGG1 serait 80 fois plus lente que Fpg dans laraéipa des lésions oxydativés ™ son
activité lyase est trés faibl&. Le résultat majoritaire de son activité vivo est donc la
formation d’un site abasique. Cette enzyme estradgre bifonctionnelle.
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Figure 17 : Mécanisme enzymatique de OGGL1

D'aprés®,

La lysine du site actif de I'enzyme se lie au Gldésoxyribose et expulse la base 8-0x0G. Les®tape
suivantes conduisent a la coupure du brin d’ADN.

Dans des conditions de stress oxydant, 'enzyme D@8 acétylée, ce qui stimule son
activité "®. En fonction de son environnement, ses foncti@merg modulées. La présence
de bases 8-0xoG libres inhibe son activité enzyquatiet des concentrations physiologiques
de magnésium limitent son role & celui d’'une glytase monofonctionnell@”.,

Apel, XPC et NEIL sont des protéines qui augmeritaativité de OGG1™® en favorisant
sa seéparation du produit formé, c'est-a-dire ldessabasiques. Il existe en effet une
interaction protéique importante a considérer ei@®G1l et Apel qui présentent des
affinités similaires pour les sites abasiques. def affinité de OGG1 pour les sites AP
pourrait servir a séquestrer ces lésions et legeo de I'attaque d’autres enzymes, ce qui
empécherait la transcription et la réplicatih Mais le taux de clivage d’un site abasique
par Apel est 400 fois plus rapide que par OGGHucentraine une stimulation de I'activité
glycosylase de OGGH! ",

L'importance de OGG1 est confirmée par les étudepalymorphisme de son gene. Le

codon 326 a été largement étudié et le polymorphiSer326Cys est considéré comme un
facteur de risque de cancer du poumon, de I'cesepltagsein, du colon, de la peau et de
I'ovaire ¥, Ce polymorphisme serait responsable d’une extidmla base 8-0xoG deux a

six fois moins efficace, mais ces études épidémiglees sont controverséésd,

1.4.4.2 Uracile ADN N-Glycosylase (UNG)

L’'UNG élimine les bases uracile contenues par emeaus I'hélice d’ADN.

C’est une enzyme retrouvée non seulement chezalggries et les eucaryotes mais méme
chez certains virus (Epstein Barr Virus et virus |terpes). Le géne de cette enzyme
contient 7 exons et code pour deux isoformes, UNf&@chondriale (304 acides aminés) et
UNG2 nucléaire (313 acides amin&d). L'UNG ne reconnait pas I'uracile des ARN mais
est capable de I'exciser dans un ADN simple brinlouble brin en face d’'une base G ou A.
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111.4.4.3 Apel, ou HAP1, Ref-1, APEX-1

L’AP endonucléase-1 est une protéine de 37 kDast@lromologue humain structural et
fonctionnel de l'exonucléase Il B: coli. Elle représente plus de 95 % de I'activité
d’'incision des sites abasiques de I'ADN double bdans les extraits cellulaires de
Mammiferes. L'incision d’un site abasique par Aggghére une extrémité 3'-OH qui permet
'extension par les polymérases. L'extrémité 5’ estrésidu désoxyribose phosphate (5'-
dRP) qui est ensuite enlevé et remplacé. Commejuédsur la figure 12, Apel interagit
physiquement avec la flap endonuclease-1 (FEN1¢ @troliferating cell nuclear antigen

(PCNA) pour réparer les Iésions de 'ADN dans leg@atch repaif?. Apel nécessite du

magnésium qui, pour des concentrations basses @&rées] facilite le clivage des sites
apuriniques®?.

Par ailleurs Apel a I'étrange particularité d’étnee bi-enzyme. Sur un autre site actif
indépendant, elle fonctionne comme une protéinel tidiductase, utilisant la thioredoxine
pour remettre a I'état réduit fonctionnel des factede transcription comme Nf-KB ou

P53 ¥4,

1.5 La réparation par excision de nucléotides (NR)

Il s’agit de la coupure d'un petit oligonucléotigmvoquant une distorsion de I'hélice.

La réparation par excision de nucléotides est stegye de réparation trés versatile car elle
permet d’éliminer une grande variété de dommagesaige : les Iésions induites par les
ultraviolets, les diméres de thymine, les pontaiggs-brin, les gros adduits de I'ADN
comme par exemple ceux des hydrocarbures aromatiquadycycliques. Elle est
particulierement importante pour la réparation diesions formées par les aldéhydes
(peroxydation lipidique). La lésion cycloadénineeqous avons étudiée dans notre systéme
fait partie d’'une classe unique de Iésion oxydateel’ADN réparée par NER et non par
BER®,

Cette versatilité réside dans le mode de recorarassdu dommage, qui est basé sur la
déformation de la structure de I'’ADN générée pailéion, et non sur la modification
chimique de la base elle-méme. L’excision conc@rha 32 nucléotides chez les Eucaryotes
[86]

+ C’est le processus le pluficace pour éliminer les lésions encombrantes causant des
distorsions structurales de I'ADRf!.

+ C’est le systeme de réparation le phatyvalent en terme de la diversité des lésions qu'il
peut réparef 4,

+ C'est le mécanisme le plesmpliqué, impliquant 30 généd et 30 protéine%?.

On distingue deux voies de réparation :

» TCR : transcription coupled repair qui ne se piogue sur des génes activés.

En effet, les genes activement exprimés sont répdeépréférence avant les régions du
génome non exprimé&d.,

» GGR: global genome repair qui se produit sur IM@Rui n'est pas en cours de
transcription

Des protéines s’assemblent autour de la lésionupamécanisme séquentiel, formant un
assemblage protéique parfois appélgarasome
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ADN comportant une 1ésion

[TTTTTeTTTTTTT
TCR
GGR
Blocage de ’ARN polymérase  Recrutement du complexe Recrutement du
XPC/hHR23B complexe

DDBl/ DDB2

DDB! )DDB2
~

l DDBI ) DDB2

Recrutement du complexe
d’incision de la REN

Figure 18 : Les voies possibles d'initialisation dee NER

D'aprés®’,

Dans le systéeme TCR, 'ARN polymérase Il se trinvguée dans son élongation et recrute alors les
facteurs CSA et CSB, TFIIH et XPG pour ouvrir lauble hélice d'ADN au niveau de la lésion
(environ 10 nucléotides). Ensuite les deux systesnesnt le méme processus. Toute Iésion qui
interfére avec I'élongation de la transcription &&re un substrat pour le TCR.

La NER est composée de quatre étapes successiiematisées sur la figure 19 :

1°" étape: reconnaissance des dommages par le complexenkiR23B (XPC-R23¥. La
protéine UV-DDB (UV damaged DNA binding protein colex) joue un role trés important
dans la NER des cellules de Mammiferes. Elle pdupgrmettre I'acces des enzymes de
réparation aux photolésions de I'ADN dissimuléessda chromatin&®. Quand les cellules
sont exposées aux UV, 'accumulation de P53 adiveanscription de DDBS?.

2° étape ouverture de 'ADN de part et d'autre de la désigrace a I'action des hélicases
TFIIH, XPB et XPD (remarque : les protéines XPARRA se fixent & I'ADN lors de cette
étape). TFIIH a une activité hélicase qui déroeleliplex a proximité de la Iésion ; elle
contient Rad 3 et Rad 25 chez la levure, XPB et XR& les Mammiferds!.

3° étape excision d'un nucléotide par des nucléases fipges (XPG et ERCC1-XPF) et
génération d'un fragment d’environ 30 nucléotides.

4° étape synthése de la séquence complémentaire par I'fgDlimérase:/5 et ligation du
nucléotide excisé par I'ADN ligasé?f'.
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Figure 19 : Représentation schématique de la NER

D'aprés?4.

a : altération de la structure du duplex d’ADN

b : reconnaissance de cette Iésion par XPC, stbijiar R23

c : liaison de plusieurs autres protéines (XPA, RPPRAIH, XPG).

d : la liaison de ERCC1-XPF stabilise le complexdtiaprotéique

e : double incision du brin 1ésé avec les activeéslonucléases de XPG d'un c6té et de ERCC1-XPF
de l'autre

f : excision du fragment Iésé et intervention d’Apdlymérases et ADN ligase

g : retour a la configuration initiale

Il existe des liens étroits entre la transcriptida,réparation et le cycle cellulaire. Par
exemple TFIIH, composant de la NER, est impliquéesd’initiation de 'ARN polymérase
Il et certainement aussi dans la régulation duecydllulaire. De méme, RPA est aussi
impliguée dans la réplication et PCNA peut aussiisele médiateur entre le contréle du
cycle cellulaire et la réparation de I'’ADN.

De maniere trés simplifiée, ce tableau résume ifé&rehtes protéines impliquées dans les
meécanismes de BER et NER.

Tableau Il : Récapitulatif tres simplifié des préines impliquées dans les étapes de BER et NER

ETAPES
Reconnaissance du dommage Glycosylases XPC-R23 ou DDB1 et 2
Excision du dommage Glycosylases TFIIH, XPF, XPG (ERCC1)
Clivage liaisons phosphodiesters  Endonucléases ou glycosylases TFIIH, XPF, XPG
Resynthése Polymérases 3,8,e, PCNA ou Polymérases,c et PCNA
XRCC1
Ligase Type | ou lll (et XRCC1) Type |
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1.6 La réparation des mésappariements

Cette réparation entraine le retrait d’'un fragniBADN de plus de 100 nucléotid&3.

La présence d'un mismatch ne provoque pas de dgueat modifications structurales de
I’ADN mais il déstabilise localement la double leélien modifiant le point de fusion. Les
protéines de réparation des mismatch semblent enissagir avec des protéines impliquées
dans le cycle cellulairé?.

Figure 20 : Protéines impliquées dans la réparatides mésappariements

D'aprés?4.

Dans les cellules humaines, la reconnaissance sldés@ons est accomplie par un complexe protéique
MUTSa (composé de MSH2 et MSHG6). D’autres complexe<igumes agissent ensuite : MUG'S
MLH1, PMS2, MLH3.

La réparation des mésappariements (MR) est un risdcanqui permet de distinguer les
deux brins afin de détecter quelle est la base diffreg ce dont n’est capable aucun des
mécanismes précédents. Ces mésappariements amsas d’erreurs d’'incorporation lors
de la réplication, soit de la formation de struetusecondaires, ou encore de la désamination
de la cytosine méthylée en thymine. Le principeladeéparation est similaire a celui des
mécanismes par excision. Diverses exonucléasasieniaent pour dégrader le brin d’ADN
jusgqu’a une centaine de bases aprés le mésappatjemegis une ADN polymérase
resynthétise le fragment manquant et enfin une Aiphse termine le processus.

Ce systeme de réparation a été largement étudletdactéries. Il est connu sous le nom
de MUT HLS cheZ. coli. Mut S se lie a la zone mésappariée, puis MutMwtH agissent
de facon synergistique pour enlever la zone pot@rgéquence erronée sur le brin non
méthylé ainsi que de nombreuses hélicases, polgegret ligases. La distinction entre le
brin correct et le brin erroné se fait d'apres lathglation des cytosines car ce type de
réparation intervient juste apres la réplication'd®N alors que le brin néosynthétisé,
support d'erreur possible lors de sa synthese,paia encore été traité par les ADN
méthylases.
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Chez I'homme, on retrouve des homologues de MUISH 2,3 et 6) ainsi que de Mut L
(MLH 1, 3 et PMS2). Les interactions protéiques lskemt un peu plus complexes que chez
les bactéries.

Ces modéles impliguent la perturbation transitoieel’organisation de la chromatine pour
faciliter 'accés des molécules de réparation. bardination réalisée par les chromatin
assembly factors (CAF-1 par exemple) a été repattées la réplication de I'ADN et la
réparatior®.

[11.7 Laréparation des lésions multiples

Tableau IV : Eléments de radiobiologie

Energie nécessaire

. 1 a10 eV/inm 10 & 100 eV/nrh >100 eV/nm
pour créer le dommage
Nombre de 106°a 1d 10° 40
dommages par Gy
Temps de réparation
pour la moitié des 1210 min 10 a 20 min 50 & 60 min

dommages
D’aprés Goodheatf”.

Plusieurs études par électrophorése en gel ontrinéstfet de certaines Iésions multiples
sur la coupure d’oligonucléotides.

Ces dommages sont considérés comme faiblemengégégans la cellulE® ®. De plus ils
présentent un grand danger pour la cellule caesk désions sont sur les brins opposés et
toutes les deux excisées, le résultat est unereagsuble-brin.

En fonction de la nature des lésions, les consémpsetie la réparation seront différentes : un
site abasique et une base 8-0xoG sur deux brinBN’'Apposés seront réparés de maniére
séquentielle, limitant la formation de cassureshtibrin tandis que la réparation de deux
sites abasiques opposés engendre une cassure taabdée donc une lésion trés mutagéne
voire létald®’.

Ce processus n'est pas affecté par la présence tfoisiéme lésion mais est accentué par la
présence d’une 8-0x0G tandem en 5’ & un des desatasiqued’.

L'étude de cette réparation est difficile car elépend non seulement du type de Iésion mais
aussi de la distance entre les deux |ésiShs

[96
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A GAP ONE NUCLEOTIDE AWAY B GAP THREE OR MORE NUCLEOTIDES AWAY
FROM BASE DAMAGE FROM BASE DAMAGE
T T T T ET NN 8 LGN G T LT
POPOPRPR. OPOPOROD POPOPOPOPR SPOPOP
DNA glycosyllase / AP lyase, DNA glycusyllase / AP lyase,
5' AP endonuclease, 5' AP endonuclease,
DNA polymerase, DNA polymerase,
DNA ligase DNA ligase
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Figure 21 : Schéma simplifié de la réparation patgR de 2 lésions proches
une base 8-0x0G (en noir) et une cassure simpte braprés Harrisor®.

A : une base de distance
B : trois ou plusieurs bases de distance

[11.7.1 Cas des lIésions sur brins opposés

Quelques exemples ont été décrits dans la litteranéme si les études a partir d’extraits
nucléaires sont rar&§% 0,

» Lorsque deux uraciles sont a moins de 7 basesesibrins opposés, leur coupure est
possible et se traduit par une coupure double deirADN, sans doute sous l'action de
I"'UNG, car elle ne se produit pas dans les souchesrigatés ung%?.

» On sait que la liaison de la protéiRpg a la base 8-0xoG est inhibée si une autre Iésion,
en particulier une cassure simple brin, se trowreles brin complémentairé®™, ce qui ne
semble pas le cas pour OGEY!. Mais I'excision d’'une 8oxo-G par I'enzyme humaine
OGG1 est fortement diminuée par la présence dteresiasique sur le brin oppdS4.

En utilisant des extraits nucléaires de cellulehamster, la réparation des sites abasiques
est diminuée par deux lorsqu’ils sont opposés aase 8-0xoG.

» La capacité dé\pel a exciser un site abasique n’est pas modifiédgpprésence d’'une
dihydrothymine ou d’'une 8oxo-G sur le brin oppos@is est fortement inhibée par la
présence d'un deuxiéme site abasique situé suriteopposé, de 1 a 3 bases en 3’ du
premier],

» De méme la présence d’'une dihydrothymine faceitenabasique sur un oligonucléotide

double brin, diminue la réparation par des extraghulaires, en inhibant I'action de la
polymérase et la ligatior'*.
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[11.7.2 Cas des lIésions sur le méme brin (Iésioasdem)

Concernant plus spécifiquement les lésions tandam Ie méme brin d’ADN), il a été
montré qu’une lésion 8-0x0A inhibe l'incision d'wite abasique pafpg quand elle est
située & moins de 5 bases du c6té 5" o3’ Mais elle n’inhibe I'action dé\pel que en
étant du coté 3’ et a moins de 2 bases du sitecplsaette base 8-0x0A n’'a pas d’effet sur
la coupure paNth. Une inhibition identique sur la coupure d’'un sit&sique par Fpg et Nth
est observée lorsque c’est une 8-0xoG qui essiariéandem située & moins de 5 b&S8s
Lesendonucléases Il et VIII qui sont trés efficaces pour exciser les dihydroiles dans
I'’ADN perdent leur efficacité lorsque ces lésionsitsen tanderft®.

Des clusters de 3 Iésions formés de deux sitesopleasopposés associés a une 8-0xoG en
tandem, entrainent la coupure de la double chafsgue I'oligonucléotide est traité par des
extraits nucléaire$™,
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v F ONCTIONNEMENT DES SYSTEMES DE REPARATION

IV.1 Déclenchement de la réparation et kinases

La réponse a des agents génotoxiques met en resteascades de kinases qui relient les
dommages de I'ADN a l'activation de facteurs dens@iption régulant I'expression de
systémes de réparation. L’activation des kinaseldl AAtaxia Telangectasia Mutated), ATR
(Ataxia Telangectasia Rad3 Related) et DNA-PK (DNépendent protein kinase) est un
élément essentiel de la répoffs&.

Gy

\

Cycle ‘ ‘ ‘
X ChK2 Qs Dy Histone H2AX1
cellulaire

L Recrutementde : ligase
+ P33 . BRCAL
l RAD51

Bax Bcl2
|
- Apafl & Gyt Réparation par
Caspfse-9 recombinaison
Apoptose

S

—
Figure 22 : Réparation et kinases

La protéine ATM initie et coordonne non seulemaméparation par recombinaison mais aussi le
cycle cellulaire et I'apoptose.

En cas de coupures doubles brins, I'activationldeasses ATM et ATR recrute sur le site
Tell (une phosphatidyl inositol 3- like protéina&se) et les protéines du systeme NHEJ. Si
la DNA-PK a le temps d’'étre activée, ces protésm® remplacées par Mecl qui permet la
fixation du systéme de réparation par recombinaisonologué™?. La phosphorylation de
'histone H2Ax est un élément essentiel de la mise place de la réparation par
recombinaison et permet 'arrivée de BRCAL. Ceé&yst de kinases permet l'intégration de
la réparation dans le cycle cellulaire et entraif&rrét de ce dernier en cas de difficulté a
réparer un trop grand nombre de lésions, voirassg@ge en apoptose.

IV.2 Expression des genes de réparation et adaptati au stress

Les genes de réparation du génome humain vontirédwets ou réprimés par différents
facteurs. Le plus important de ces facteurs estréss par le biais de I'activation de kinases
ou de facteurs de transcription spécifiques.

L'irradiation gamma induit I'expression des ARN BARP, Ku 80, Rad51 et Ligases | et
[T
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Dans des cellules souches kiratinocytes, une irradiation par 2 Gy de rayons gamma
n'induit que 5 genes de réparation (RAD52, RAD23®2\B1, BCCIP, XRCC5) sur les
26496 génes mesurés par microarfa$l. L'expression de XPC dans des kératinocytes
augmente dés 4 heures aprés exposition aux BWBAinsi deskératinocytes en culture
traités avec de I'ADN endommagé par les UVC vordiaune capacité de résistance aux
UVB accrue, alors que le traitement par un ADN olypucléotide non endommagé est sans
effet [16],

La protéine Apel est surexprimée dés la premiéngreh@pres irradiation gamma de
fibroblastes **’). De méme dans des fibroblastes en culture, le dénpel est fortement
surexprimé aprés une exposition a 53/diyVA 18,

Les activités d’excisionin vitro des extraits nucléaires de cellules HelLasur des
oligonucléotides contenant des furanes analoguesitele abasiques (attribués a Apel) sont
plus élevées dans les cellules en G1 du cycle que delles en G2, Aprés un stress
radioinduit les activites hNTH1 et Apel n‘augmentgoe dans les cellules en G1. Mais
I'activité de coupure des 8-0xoG par OGGL1 restestzotie.

IV.3 Adaptation par translocation nucléaire

Beaucoup de recherches portent sur le déclenchetesntoies de signalisation agissant sur
la réparation de I'ADN, mais peu d’entre ellesttat de la régulation des systémes de
réparation a savoir la modulation positive et niégatle ces activités. Certains genes de
réparation peuvent étre induits et leur produittp&we dégradé s'il est ubiquitinylé, ce
mécanisme constitue en soit une régulation.
Aprés un stress, un grand nombre de protéinesveriant dans la réparation sont
transportées depuis le cytosol vers le noyau par geotéines participant au trafic
intracellulaire. A 'inverse une translocation némire directement dépendante de la présence
de dommages a été mise en évidence pour des g®iéipliquées dans :

.LaBER : OGG1, Apel

.La NER : DDB1/DDBZ2™”!

.La NER-TCR : CSA™!

.La MR : MSH2, MSH@'
Les effecteurs entrant en jeu afin de provoquetecetanslocation ne sont pas toujours
connus. Cependant, il a été montré que la probéie peut étre transloquée vers le noyau
de maniére ATR dépendant&®. Aprés un stress UVA, OGG1 et Apel quittent leur
localisation pour gagner des foci nucléaires etnoguvement est annulé par ajout
d’'antioxydants, montrant que cette translocatianezox dépendant&?.
Une fois la réparation des dommages effectuéesllale doit & nouveau retrouver un niveau
de réparation basal. La translocation des enzyraae®ghration apparait donc comme une
voie de régulation potentiellement importante destésnes de réparation, dont I'implication
concrete reste a déterminer.
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IV.4 Variations physiologiques

Les activités de réparation de 'ADN ne sont pagstantes mais subissent de nombreuses
influences physiologiques.

Ainsi la NER est soumis auxythmes nycthéméraux induits par les changements
hormonaux en cours de journée. L'activité danslwaau de souris est ainsi retrouvée plus
élevée en fin de journé®g®,

L’ agea également une influence sur les activités daratipn. Chez 30 sujets de 26 a 106
ans, l'expression des genes mesurée par microamagire une forte augmentation de
I'expression des geénes de réparation de la BER (D@&B UDG) et de défense
antioxydanté™®. Le transfert vers le noyau et la mitochondrie@®G1 et Apel serait
diminué avec I'age, ce qui expliquerait les anoawlie la réparation constatées chez les
sujets 4gé%%’]. Une comparaison de I'activité dans le noyau £nitochondries du cerveau
de souris vieillissantes montre une diminution @edivités OGG1, UDG, et NTH1
uniqguement dans la mitochondrie, alors que la teerwces protéines ne varie pas avec I'age
des animauX?®. Ces enzymes étant codés dans le noyau, cetéeetiitfe traduit sans doute
la diminution du transfert vers la mitochondrie.
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\% CONSEQUENCES DES LESIONS POUR LES ETRES VIVANTS

V.1 Mutations et évolutions

Les mutations interviennent lorsque I'excés deolgsiou une déficience de réparation laisse
persister ces anomalies au moment ou le cycle treytaque les polymérases infidéles
recopient mal cet ADN [&63&°.

-A-A-T-G-C-T-C-G-T-T-
-T-T-A-C-G-A-G-C-A-A-
Stress oxydant
Réparation Réparation des

par BER ’ \ misappariements
i i
A-A-T-G-C-T-C-G-T-T- -A-A-T-G-C-T-C-G-T-T- -A-A-T-G-C-T-C-G-T-T- -A-A-T-T-C-T-C-G-T-T-
T-T-A-C-G-A-G-C-A-A- ™ T 1 C.G-A-G-C-A-A- "™ 1 A A.G-A-G-C-AA " T T A AG-A-G-C-AA-
DNA DNA
Polymérase Polymérase
infidéle Mismatch ou infidéle
Génome normal Lésion oxydative . . Mutation
misappariement
Premiére Deuxieme
division division
cellulaire cellulaire

Figure 23 : Mécanisme de formation d’'une mutation

ChezEscherichia colitransfecté au moyen d'un vecteur d’ADN soumis |pt#@ment & un
stress oxydatif (F&), Mc Bride et colf®*@ ont pu augmenter de 20 & 80 fois le taux de
mutation de ce microorganisme. Les mutations las ffequentes étaient des transversions
G- C ou G-T et des transitions €T. Un peu plus tard, toujours chgz coli, la 8-0xoG

fut reconnue comme causant des substitutionsT@t A— C entre autres mutatiof§**32

In fine, cette modification de I'ADN induit des transvers GC vers TA souvent observées

spontanément dans les cellules cancéreuses swndegéne

4% 134 Ces transversions

sont des mutations du génome, transmissibles dlukecefilles.

Certainsvirus codent pour des enzymes chargées de modifier dessbde I'ADN, des
cytosine désaminases générant des uraciles dabiNJ) &t des Uracil ADN-glycosylases
chargées d’éliminer ces uraciles par excision. dwrg de ce processus, des mutations vont
apparaitre faisant muter le virus et lui permetti@thapper aux défenses de I'organisme.

V.2  Apoptose

L'apoptose ou Mort cellulaire programmée est uncessus physiologique utile dans
'embryogénese, I'hématopoiése ou la sélection Igegphocytes T, mais qui devient

pathologique en réponse aux agressions celluldrass ce cas il consiste en un suicide
altruiste des cellules anormales pour protégegdinisme atteint.
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Les lésions de 'ADN constituent des signaux paucdllule, modifiant le cycle cellulaire et
induisant I'apoptose, dont les mécanismes de tranisth commencent & étre confis. Le
mécanisme passe pane activation de P53déclenchant une apoptose mitochondriale
dépendante de I'activation des caspases-9.
» P53 est nécessaire au check point en G1 du cglildaire, et les cellules mutées sur P53
ont perdu la possibilité d'arréter le cycle celitda P53 est un facteur de transcription trés
souvent altéré dans les cancers qui est activiepatress géenotoxiques.
» P53 est nécessaire aussi bien a la réparaticADd! Ipar excision de nucléotides (NER),
que par excision de base (BER). Il est encorecd#fide savoir si P53 interagit directement
avec le complexe de réparation de la NER ou paidis d’un géne dont I'expression est
induite par P53 comme p48XPE, XPC.
» P53 participe ainsi a I'excision-réparation :
¢ des dommages induits par,®3. Cette voie constitue une cible pour les
chimiothérapies des cancers P53 déficients.
+ des lésions UV induites de I'’'ADN, mais n'a pasffi#esur la réparation couplée a
la transcriptior*®.

V.3 Carcinogenese

V.3.1 Maladies héréditaires

Les maladies héréditaires concernant les anondida réparation de I’ADN sont trés rares
(5% des cancers humains). Certaines anomaliesigéegtdes protéines de réparation sont
responsables de cancers familiaux de l'enfant. Les gonnu de ces cancers est le
Xeroderma pigmentosum, maladie génétique autos@miggessive qui entraine des cancers
cutanés rapidement mortels. Dans la forme communXRl les premiers signes cutanés
apparaissent dés 1 a 2 ans. C'est d'abord uneskys#ilité aux rayons UV du soleil
(érythémes intenses), puis des altérations de da peposée (sécheresse cutanée, taches
hyperpigmentées, kératoses). Les tumeurs cutamgalmologiques apparaissent des I'age
de 8 ans. La fréquence des cancers cutanés egpli@alpar 4800 chez les sujets de moins
de 20 ans par rapport a un groupe témoin. La nwlaiccompagne de troubles
ophtalmologiques (inflammations de la conjonctive d& la cornée) et d’anomalies
neurologiques (20% des malades XP ont une pertgrgssive de neurones du cortex
cérébral entrainant des troubles neurologiquesregkéd_es enfants ne peuvent sortir que la
nuit (d’'otl le nom des « enfants de la lune »), @tus d’'une combinaison intégrale. Les
autres cancers héréditaires figurent sur le taldeapres.
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Tableau V : Pathologies induites par des défautsrdparation de 'ADN

Pathologie Clinique Anomalie de la réparation
Xeroderma pigmentosum Photosensibilité, tumeurs cutané¢ Défaut de la NER®”
cataractes, anomalies neurologiques
Syndrome de Cockayne Petite taille, anomalies squelettiquespPéfaut de réparation par NER des
atrophie optique, surdité, retard mentallésions UV-induites
Trichothiodystrophie Ichtyose congénitale, cheveux épa Défaut de la NER
déficit intellectuel, retard de croissanc
Anémie de Fanconi Anémie, malformations rénales etPas encore connu,
cardiaques plusieurs génes impliqués
Syndrome de Bloom Retard de croissance, défic Défaut des protéines hélicases
immunitaire, susceptibilité aux cancer
Syndrome de Werner Cataracte, ostéoporose, athérosclérosBéfaut des protéines hélicases
perte d’élasticité cutanée, petite taille,
diabéte
Ataxie-telangiectasie Ataxie cérébelleuse, telangiectasi¢ Altérations du cycle cellulaire
déficit immunitaire.
Cancer colorectal héréditaire  Tumeurs de l'intestin gréle Anomalies dans la répan des
mésappariement!
Syndrome de Nijmegen Microcéphalie, infections fréquente Défaut de

vieillissement précoce et susceptibili recombinaison homologue
aux cancers
MCSZ Microcéphalie, convulsions, retard deMutation sur le géne de
(microcephaly and seizures)  développement la polynucléotide
kinase 3'-phosphatase*
*Nouveau syndrome décrit en 2048

V.3.2 Maladies acquises

L'exposition a des facteurs de risques, dits fastearcinogénes, qu'elle soit due a des
comportements a risque comme le tabagisme, a uletipo importante ou a la vie
professionnelle, est une des principales causesatexrs. Or dans leur quasi-totalité, ces
facteurs carcinogénes vont créer des lésions dasigyénes soit parce qu'ils forment des
adduits a 'ADN (HAP, tabac, aflatoxine des moigigs), ou des photoproduits (rayons
UVA et UVB), soit parce quiils sont des génératedisects ou indirects de radicaux
OXxygénés et d'espéces réactives de l'oxygene (nka@mium, chrome, fer, tabac, rayons
ionisants, ozone, amiante). Ces défauts de réparatint provoquer une augmentation du
nombre de lésions dans I'ADN cellulaire. Le phépetyassocie le plus souvent un
vieillissement prématuré, une photosensibilité, seasibilité augmentée aux radiations
ionisantes et un risque de cancer augméfité

Les travaux de Ames et de son équtfe™ montrent qu'il existe une corrélation nette, au
sein des espéces animales, entre le risque derGanoedge donné, et I'excrétion urinaire de
bases oxydées de I'ADN. En Europe, la comparaisontagix de 8-oxoG dans les

lymphocytes humains, montre chez les sujets de maseulin un gradient Nord/Sud et un
risque élevé de cancer colorectal dans ces'Bays

Nous pouvons citer quelques exemples d’'associakodéfauts de réparation et de signes
cliniques décrits dans la littérature :
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+ La diminution d'expression de certains génes NERde associée a un risque

d’augmentation des cancéf¥.

+ |l a été montré une association entre les défdeita BER et le risque de cancer pour trois
types d'organe : le poumon, le sein et I'ovaire.

¢ Le géne d'OGG1 est situé sur une région d'un closmme délété dans le cancer du
poumon® et son absence ou la diminution de son activitassociée a ce cancd¥t™*3,

+ Des défauts de la BER ont également été assapiédésordres neurodégénératifs.

En revanche, les défauts de réparation de '’ADNsemblent pas étre responsables de
cancers gastrigues. Mais de nombreuses controyeessistent pour les cancers de l'intestin,
de la prostate et du systéme hématopoiéffdue

Nous pouvons citer également le géne XPD (Asp/Asjre His/His au codon 1104“ ou
Asp/Asp en 312 contre Asn/AsH®) dans le cancer du poumon, de nombreuses mutations
du géne BRCA1 et BRCA2 dans le cancer dué8jie géne XRCC1 (formes Arg/Arg 399
contre GIn/GIn) dans le cancer de la prostate,eitu'¥®, ou du cancer du poumon non a
petites cellule§*”, plusieurs formes du géne MSH2 ou MLH1 dans leernolorectaf*?,

le gene ATM dans les lymphomes.

Le suppresseur de tumeur P53 joue un rble impodant la régulation de la réponse
cellulaire aux dommages de ’ADN. Comme nous I'a/en précédemment, P53 interagit
avec deux protéines de la BER: OGG1 et Apel. Ellgmente I'activité de ces deux
enzymes. La mutation du géne de P53 est retrouars plus de 50% des cancers et est
associée a une faible réponse aux agents thérapesit{®.

V.3.3 Thérapeutique

Dans le cadre du traitement du cancer, le but dbitaiothérapie et de la radiothérapie est
d’'induire des lésions de I'ADN. L’inhibition des sig¢mes de réparation pourrait donc

potentialiser ces traitements.

Prenons I'exemple de la résistance liée a la réparpar excision de base :

La BER est capable de réparer les bases alkylées.68 dans la résistance aux traitements
a base d’agents alkylants est donc aussi importhatété mis en évidence au cours d’études
pré-cliniqgues ou l'inhibition de la BER a permisadgmenter la sensibilité a ces molécules.
Il est a noter qu'il existe des protéines compési pouvant diminuer la réparation de

I’ADN : protéines a haute affinité pour 'ADN (p&ihes de la chromatine, histone H1,

PARP)M,

Plusieurs stratégies sont utilisées pour dimintetivité de la BER dans les cellules
tumorales. Elles visent toutes des points clés écamisme comme le blocage de I'étape de
resynthése par la polymérage(acide pamoique), I'inhibition de Apel (LucanthpHg”
pour empécher la coupure du brin d’ADN au niveasl slees abasiques, l'inactivation de la
PARP en vue d'inhiber le recrutement de la polyrsépa CEP-6800).

A la vue du réle des lésions de I'ADN dans la qaogenése, il est donc en apparence
paradoxal de constater que la plupart des traittsmdestinés a lutter contre le cancer
utilisent une génération massive de radicaux lilmaglant 'ADN ou forment des adduits
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directs sur 'ADN. Ainsi pour la radiothérapie, [@hoto chimiothérapie, ou certaines
chimiothérapies utilisant la bléomycine, I'adriaimgcou la doxorubicine, la formation du
radical hydroxyle attaquant 'ADN est le mode diant principal pour forcer les cellules
cancéreuses a entrer en apoptose. D’autres antdaumdorment des adduits directs,
essentiellement sur la guanine de 'ADN qui estbése la plus sensible aux réactions
d’oxydation et d’addition.

C’est pourquoi la réponse des malades a une chiérampie ou radiothérapie dépendra de
leur capacité d’expression, ou de l'efficacité dolymorphisme de leurs systemes de
réparatior!™". A titre d’exemple,

» le taux d'expression du géne de l'endonucléApel est directement corrélé a la
sensibilité des tumeurs cervicales a la radiothéFap.

» les lésions dues au cisplatine sont réparéesiparié NER (excision de nucléotides) mais
aussi MR (réparation des mésapparieméhts) C’est pourquoi I'expression d’'une protéine
impliquée dans la NEFERCC1, est prédictive de la survie des patients apaéement'>”.
Une autre étude montre des résultats similaires dae malades traités pour leur cancer du
poumon par une association de cisplatine et de itgme, qui survivent plus longtemps
s'ils présentent une faible expression de ERCC3 tam tumeuf**®.

V.4 Sénescence

Une autre conséquence des lésions de I'ADN estréendes cellules en sénescence qui
intervient lorsque les télomeéres des chromosomes endommagés. Ce processus de
vieillissement qui atteint de facon normale ledute$ différenciées au bout d'un certain
nombre de subdivisions est appelé la sénescentieat&ye. Les cellules ne peuvent plus
proliférer, leur taille augmente en prenant unanforplus aplatie. Un grand nombre de
protéines de réparation sont présentes dans tasdsts, Ku, DNA-PKcs, RAD51D, MRN
(MRE11/RAD51/NBS1), BRCA1l, hRad9 et PARPI1, indiqudaur importance pour
protéger ces structures. La sénescence post st@ssne la sénescence réplicative, se
caractérise par des modifications morphologiquesamét prolongé et irréversible de la
croissance cellulaire, une perte du potentiel dénique, un raccourcissement des
téloméres™®,
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CHAPITRE II:
METHODES D’ ETUDE DES INTERACTIONS

ADN/PROTEINES

L'étude des interactions ADN/protéines est fondaenpour notre compréhension des
mécanismes de croissance, développement, diffétémci évolution et I'approche de
certaines pathologies. En effet, de trés nombrepse®ines sont capables de se lier a
I’ADN et interviennent dans les mécanismes de céfithn, transcription et réparation.

En parallele de ce type d'étude, il est possiblavéstiguer les liaisons protéine/protéine
pour comprendre certains mécanismes de réparatioparticulier les protéines se liant aux
histones'*"! mais nous nous limiterons ici aux interactions Aprgtéines.

Deux approches sont possibles :
- Soit I'étude des conséquences de ces interactions
- Soit l'analyse de l'interaction elle-méme et l'idification de ces protéines de
liaison & I’ADN
L'objectif de notre travail correspond davantageeadeuxieme item avec le piégeage des
protéines impliquées dans la reconnaissance et/@phration des lésions de 'ADN.
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I ETUDE IN VIVO DES LESIONS OU DE LA REPARATION DE L’ADN

Ce chapitre ne sera pas approfondi car ces teamsigtilisables pour étudier la réparation
chez des animaux de laboratoire ou dans des celuieculture, ne répondent pas a notre
problématique. Nous pouvons simplement citer :

.1 Des méthodes indirectes

Le suivi dans le temps du taux de Iésions présetates des tissus ou cellules apres un stress
génotoxique permet de connaitre la vitesse de aBipardes lésions créées par ce stress.
Pour mesurer ce taux de lésions, on peut utiliserdes méthodes suivantes :

» COMET : électrophorése de 'ADN de cellules isgl@&ans un gel permettant de mesurer
les cassures double et simple Bff. L'utilisation d’enzymes de la BER pour traitesle

pelotes d’ADN avant électrophorése permet de reoétie méthode spécifique de certaines
lésions. L'utilisation d'un milieu alcalin permeg diétecter également les sites alcali-labiles.

> LC-MS/MS : pour quantifier les dommages préseraasd’ADN ™%, Les différents
nucléosides normaux ou lésés sont séparés surolorane chromatographique puis dirigés
vers un spectrométre de masse ou ils vont étresdenpar la source electrospray, et se
retrouvent chargés positivement ou négativemerst. elhtrent alors dans le premier
quadripble du spectrometre de masse qui ne laipssser dans le second quadripdle que les
nucléosides possédant la masse du nucléoside @rétDdns le second quadripdle, ils se
fragmentent pour étre ensuite quantifiés dan®lsiéme quadripdle.

» PCR médiée par ligation : permettant la cartogeaghs cassures monocaténaires.

» Test ARP (aldéhyde reactive probe) : réaction @um avec un groupement aldéhyde
utile & la quantification des sites abasictf8s™",

1.2 Des méthodes directes

» Réactivation de plasmides lésés : des cellulestsmmsfectées avec un plasmide codant
pour un gene rapporteur comportant un dommage tiligicde réparation est mesurée au
microscope en fluorescence par I'expression du gapgorteur, tel celui de la GFP.

» Synthése d’ADN non programmeée : en présence duidlirye triti€e qui sera incorporée
durant la réparation par excision de nucléotides.
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I ETUDE IN VITRO DES PROTEINES DE RECONNAISSANCE ET DE
REPARATION DE L 'ADN

Historiguement, les interactions entre ADN et praté ont été étudiées a 'aide de méthodes
génétiques (mutations dirigées), biochimiques eticiirales fournissant des données
qualitatives ou semi-quantitatives. La tendanceowrdihui est d’obtenir des données
quantitatives précises sur ces interactions dtéase de réparation.

Nous nous intéresserons ici plus particulieremerttachniques permettant la recherche de
ces « DNA damage-binding proteins », toutes ledirtigeies de cristallographie et de
spectrométrie RMN approchant les connaissancesciialées de la liaisoff! ne faisant pas
partie de notre sujet d’étude. De méme, nous nocalierons ici sur des oligonucléotides
isolés et nous ne décrirons pas les analyses peEssibs protéines de liaison a la chromatine
ou & des structures en triple héffé&.

Enfin, nous n'aborderons pas les techniques caédriques permettant la détermination des
constantes cinétiques des interactions ADN/proteli€ (Isothermal Titration Calorimetry)
et DSC (Differential Scanning Calorimetry) sont deshniques utilisées pour des réactions
dont les modifications de température peuventrégsurées.

Les complexes ADN/protéines peuvent étre étudiésisiniveaux différents :

» Au niveau de I'ADN, le site de liaison peut étmégsément défini avec la connaissance
exacte de la ou les bases impliquées.

» Au niveau de la protéine, les acides aminés dsteatla liaison peuvent étre déterminés
et il est possible d'étudier la structure tertiaidle la protéine et ses changements
conformationnels.

» Au niveau du complexe lui-méme, sa cinétique dmé#bion et dissociation, sa stabilité et

I'énergie d'interaction peuvent étre mesurées.

Concernant l'interaction proprement dite, ce s tlisons hydrogéne et des liaisons de
van der Waals qui se forment entre I'acide nuckgigula protéine.

(DNA-free form) (Specific protein-DNA complex)

Figure 24 : Mécanisme proposé pour une interactis?ddN/protéine
D’aprés Oda*®¥,
(1) :liaison non spécifique de faible affinité, ddura électrostatique.
(2) :liaison spécifique de forte affinité, composeédidisons hydrogene et de van der Waals
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Nous nous focalisons ici uniquement sur les protéis de liaison a 'ADN

Il existe des techniques d’étude de petites mabécsynthétiques se liant & TADN? mais
notre revue de synthese se limitera aux molécutegature protéique. Il est malgré tout
difficile de traiter d’un sujet si vaste et d’aberd’ensemble des protéines de liaison quel
que soit le résultat de cette interaction. De ptilaprés Yanevd™®®, il n’existe pas de
méthode robuste pour la capture d'affinité de pnete se liant spécifiguement a ’'ADN. Ces
interactions dépendent de la translocation deimes du cytoplasme vers le noyau et de
leur affinité éventuelle pour les lésions de 'ADKE. Il semble évident que plusieurs
techniques peuvent s’avérer complémentaires padiegtune interaction donnée.

Ces interactions sont trés variées et sans dét#ild’ensemble des liaisons chimiques
possibles, la revue de Luscomtieal **” décrit 54 familles structurales, ce qui illustee |
grande diversité des structures chimiques direatemmpliguées dans [linteraction
protéine/acide nucléique.

PDBand NDB
g N
C D)

/' Sélection
/ “Protein+DNA, X-ray diffraction "’

< 3.0 Angstréms

263 complexes ADN/protéine
Rl | 240 Complexes liés a Bllesi
simple Ia double héli LT |
brin a double helice quadruple

[
\ / Etude de la structure secondaire

54 Groupes de structure protéique

Figure 25 : Etude des complexes ADN/protéines
Selon™®"],

PDB = Protein Data Bank, NDB = Nucleic Acid Dataleas

314 complexes ADN/proteme
//
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.1 Techniques avec marquage

[1.1.1 Radioactivité

Il est possible de marquer 'ADN ou un polynucldetiassez facilement, notamment en
utilisant un des isotopes du phosphore apport@@diATP et fixé par des kinases ou des
désoxynucléotides fixés par des terminale-transésa

[1.1.1.1 Filtration sur membrane

La premiére technique sur le plan historique ediltiation sur membrane, membrane a
travers laquelle peuvent passer les acides nuegitiores tandis que les protéines et les
complexes ADN/protéines sont retedti€. L’approche est semi quantitative car elle utilise
de I’ADN radioactif. Mais I'interprétation est di€ile si plusieurs protéines sont a méme de
se lier a ’ADN.

11.1.1.2 Gel shift : EMSA : Electrophoretic Mobilig Shift Assay

Il s’agit d'une autre technique utilisant la raditeité qui consiste en une migration
électrophorétique d'oligonucléotides en gel de paotylamide non dénaturant.

L'utilité initiale de cette technique, en 1981, iete détecter les facteurs de transcription se
liant & des séquences spécifiques de I'ABR Relativement simple et rapide, elle permet
la séparation de I'ADN libre de I'ADN lié a des pétmes grace a leurs différences de
mobilité sur un gel d’électrophorése, TADN compéerux protéines ayant une mobilité
moindre. Si une molécule d’ADN propose plusieuttesside fixation pour une protéine
donnée, il se formera autant de bandes que dedsitiésison.

Méthode facile et versatile, elle est trés sengiblE® mol d’ADN). Elle est utilisée pour des
mesures quantitatives et cinétiquE8. Tous les paramétres de l'interaction peuvent étre
étudiés, ainsi que I'influence des sels, du tamgeria température...

Electrophorese ..
op - Complexe ADN-protéine
non dénaturante

en gel de polyacrylamide

- ADN libre

Figure 26 : Technique EMSA
Représentation schématique d’un gel de polyacrgemiilisé pour une technique EMSA

Cette approche présente toutefois deux sourceedigootentielles : la dissociation possible
du complexe durant I'électrophorese et la liaisemprbtéines supplémentaires en fonction de
la composition ionique du milieu. Un résultat sequantitatif est possible grace a la mesure
spectrophotométrique du gel. Depuis les annéese®@, technique s’est améliorée :
+ En utilisant des oligonucléotides marqués®®y la sensibilité est beaucoup plus
importante
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+ En incubant le mélange ADN/protéine avec des ctitepés de I'ADN, les
réactions non spécifiques sont minimisées. En ,efést polyméres synthétiques
comme le poly(dl-dC) ont prouvé leur efficacité poletude des protéines
nucléaires'™.
Méthode simple, efficace et largement utilisée péwudier de telles interactions, elle est
également rapide ; en effet, sur des mini-gelmitaation peut se dérouler en 30 minutes.

Lorsqu’'un complexe est détecté, il est parfois ipbssde prouver la nature protéique du
ligand avec I'action de protéases. Et s'il s'agitne protéine de reconnaissance d’une lésion
de I'ADN, le complexe ne doit pas se former avesdade d’ADN sain. Il est évident que la
découverte d'une protéine de liaison a 'ADN |és€ prouve pas que cette protéine est
impliguée dans le mécanisme de réparation. Néaramoaite approche a été trés largement
utilisée pour étudier les protéines de réparat®hADN.

Il est parfois possible d’identifier la protéingeeue par une analyse en spectrométrie de
masse mais la visualisation d’'un signal peut cpordre a une quantité insuffisante de
protéines pour une identification ultérieure. Desples informations obtenues avec le gel ne
renseignent pas sur la nature de I'interacfith

[1.1.1.3 Analyse des coupures par électrophoréese

Cette technique d’analyse par électrophorése dud’'gerylamide (EGPA) mesure I'activité
des enzymes de la BER sur des oligonucléotidesle®dinins marqués portant une Iésion.
L'activité des enzymes se traduit soit par la fdiorad'un site abasique, soit directement
par une coupure. Dans tous les cas, I'utilisation thmpon alcalin (généralement contenant
de la pipéridine) transforme le site abasique ampare. Une électrophorése permet ensuite
de reconnaitre par leur petite taille, la formatioles fragments par rapport a
I'oligonucléotide intact. Sur la figure ci-dessousus constatons une coupure d'un site
abasique par les enzymes de la BER :

8-0xoA control AP control
oligo Z2 oligo Z1
z & Z o
O < £ £ 2
OT Z g g s¢
intact
40mer
Band 1 — » » +«——Band 2
L

Figure 27 : Mesure des activités de coupure sur gel

Représentation de I'image obtenue par un phosphpémaes résidus d’oligonucléotides marqués
portant soit une 8-0x0A (oligoZ2), soit un site sibgae (oligoZl) aprés mise en présence de
différentes enzymes de la BER.

(CON = contrble sans enzyme)

D'aprés!®”.
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La quantification des signaux radioactifs obteneisiet un suivi des capacités de réparation
des enzymes. Mais il est impossible d’accéder anstantes et parameétres cinétiques
caractéristiques de I'enzyme pour sa lésion.

La taille des fragments obtenus permet toutefoigrdeiser le mécanisme de coupure. Ainsi,
l'incubation d’'un oligonucléotide portant une Iési®-hydroxyhydantoine avec I'enzyme
Fpg donne deux fragments indiquant une double ceuge la liaison phosphodiester en 5’
et en 3’ de la Iésion par un mécanismgdeélimination.

[ IS

b,

Figure 28 : Analyse des produits de coupure de demzymes

Image des produits de coupure aprés incubation daligonucléotide 22mer duplex 5-OH-
hydantoine/Guanine avec les enzymes Fpg de Laauvsdactis (LI) et Fpg d’E. coli sur gel de
polyacrylamide 15 % natif.

Piste 1 : oligonucléotide témoin ; Piste 2 : duple¥pg d’E. coli; Piste 3 : duplex + Fpg d’E.coli +
pipéridine ; Piste 4 : duplex + Fpg LI; Piste 5 jplex + Fpg LI + pipéridine.

Ces résultats suggerent que les protéines Fpg reissent le dommage ; il en résulte soit la
formation d’'un complexe de type ADN/protéine, €idt en haut), soit la coupure de la Iésion
(observation de produits de coupure, pistes 2 et 3)

On note la présence d’'une bande supplémentaireamigapidement en piste 5. Celle-ci n’était pas
présente lors de l'incubation avec la protéine Fi§. coli. Elle a disparu aprés un traitement en
milieu pipéridine 1 M a 90 °C, pendant 5 min. Laitement par la pipéridine a haute température a
permis, d’'une part de détruire le complexe, enrhipé I'oligonucléotide 22mer duplex (observation
d’'une bande au niveau du témoin), et d’autre pdartdiiire une coupure de I'oligonucléotide par un
mécanisme dgd-élimination. D'aprés*’,

Souvent utiliséein vitro pour la mesure de réparation de lésions insérées das
oligonucléotides synthétiques et traitées par desymes purifiées, cette méthode est
également adaptée au suivi de la réparation d’ABINilaire, apres extraction de ce dernier
et post marquage radioactif.
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[1.1.1.4 Mesure du blocage de la réplication par ehésion (extension d’amorce)

En utilisant un oligonucléotide simple brin marquatant la |ésion, apparié a une amorce,
on peut étudier la capacité de difféerentes polysesa copier la zone d’ADN portant la
lésion. Une lésion bloguante ne permettra pas deiecol’oligonucléotide matrice
correspondant a la Iésion et donc d’allonger I'azeoiEn électrophorése, on observera un
oligonucléotide de taille identique a celui d’origialors que I'extension d’amorce donnera
naissance a un ADN double brin plus lourd.

- L
- -
e wew - -
1 2 3 4 5|67 8 910|1|12|3|4|5

A CGT NlACGT NlAC G T N
Figure 29 : Extension d'amorce d'un oligonucléotidésé
L'oligonucléotide porte une Iésion acide oxalurique
Les enzymes utilisées sont: ADN polymérAsél-5), Klenow fragment exd6-10), Tag ADN
polymérase (11-15), mises en présence d’'un oligéntide isolé (A, C, G ou T) ou d’un mélange des
quatre (ligne N). D'apré&™.

[1.1.1.5 Mesure des mutations

En utilisant un oligonucléotide identique mais noarqué et en réalisant une incubation
préalable avec différents désoxynucléotides marguésne ADN polymérase, on pourra
identifier par chromatographie le risque de mutapar création d’'un mauvais appariement.

[1.1.1.6 Crosslinking induit

Des liaisons covalentes peuvent étre créées atifiment par des UV ou des agents
chimiques entre un oligonucléotide radioactif ete uprotéine. Cette méthode produit
exclusivement des adduits ADN/protéine et le p@insouligner concerne la nature des
interactions concernées qui sont uniguement desaictions spécifiques. Elle est largement
utilisée pour déterminer des constantes d'affimtéme dans le cas de liaisons faibles. Un
gel EMSA sépare ensuite les complexes spécifiquepepvent étre découpés et élués du
gel. Un exemple de cette application concernerlstx de Rogachewt al.'®® qui ont
permis d’identifier les groupements phosphatesragiesant avec les protéines Fpg et
OGGL1.
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Figure 30 : Exemple d’application de crosslinking

D’apreés®®.

1 : crosslinking chimique entre 'ADN comportantdase 8-oxoG et la protéine Fpg non marquée

2 : addition de Fpg marquée ) mais non liée de fagon covalente

3 : digestion par une protéase

4 : chromatographie pour isoler le complexe oligoiéotide-peptide

5 : hydrolyse de la liaison covalente

6 : identification par ESI-MS/MS

L'addition de Fpg marquée permet d’éliminer les tidgs retenus par la chromatographie (étape 4)
de par leur nature hydrophobe et non issus du aggktovalent.

[1.1.1.7 Universal Protein Array (UPA)

Méthode décrite en 2008, il s’agit d’une quantification des liaisons ADNdgpéine a la
surface d'une puce. Des protéines purifiées somhdhbilisées sur une membrane de
nitrocellulose (96 spots) et mis en contact aves dégonucléotides doubles-brins
radiomarqués pendant 12 heures a 4°C. Apres phssiauages, la surface est analysée par
autoradiographie et [lintensité de chaque spot pebportionnelle a la quantité
d’'oligonucléotides liés. Il est précisé que la soef peut-étre utilisée plusieurs fois et
I'application mentionnée concerne le screeningrdéémes thérapeutiques en oncologie.

11.1.1.8 Southwestern Blotting

Cette méthode complémentaire permet d’approchepoids moléculaire des protéines
concernées. Des mélanges protéiques sont fraciquaréSDS-PAGE et les protéines sont
transférées sur membrane sur laquelle elles entantcontact, renaturées, avec des
oligonucléotides marqués. Le probleme principatetite approche réside dans la présence
de protéines dont la liaison a 'ADN n’est pas $fige. Il est alors possible de bloquer la
surface de la membrane de transfert avec de I'AQN sgerme de saumon ou des
oligonucléotides type poly(di-dC}™?. Un autre inconvénient est que certaines protéines
activesin vivo peuvent perdre totalement ou partiellement letivige sur gel.
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[1.1.2 Fluorescence
11.1.2.1 Biopuces

Les biopuces a anticorps sont fabriquées en dépdsananticorps sur une lame de verre.
Dans notre cas, les immunoglobulines concernéageséides anticorps anti-« DNA binding
protein ».

Les protéines de deux échantillons a compareresdrdites, puis marguées avec soit du Cy3
soit du Cy5. Les deux échantillons sont ensuiteosép sur la puce a anticorps en quantité
égale. Une compétition s’opére alors entre lesépres des deux échantillons pour se fixer
sur l'anticorps spécifique de ces derniéres. Lgmlconduit a la superposition de deux
images obtenues aprés lecture, ces deux imagesspondant a la fixation des protéines de
chaque échantillon. La couleur indique le niveadixiion des protéines.

Cette technique est trés sensible et aussi treffigpé mais elle est colteuse.

l 1: Extraction des protéines l

B B
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P P D 9
® 52
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Liaison majoritaire
dela protéine de
I'échantillon

Compétitionentre la
protéine du controle etde
I'échantillon
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Figure 31 : Principe des biopuces a fluorescence
D'aprés®’,

A la surface de la biopuce, d’autres interactioost possibles, en remplacant les anticorps
par des oligonucléotides. Cette approche permatalyge simultanée de plusieurs
parametres de maniere sensible, directe et quargita

Deux raisons expliquent la haute sensibilité :

+ |la concentration de la cible est importante
+ le complexe se forme seulement sur le micro-spgéerdrant un fort signal loc&f®.
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Néanmoins, une mise en garde s'impose pour I'obsiervde phénoménes rapides comme
des liaisons protéine/ADN instables car la dissamiadu complexe ne doit pas perturber la
lecture en fluorescencé’”. La cinétique de translocation de protéines sus de
oligonucléotides 1ésés a été étudiée avec une imeatde fluorescendd.

Il est également possible de suiume activité de réparationpar un méthode fluorescente
sur support. Sauvaiget al *™® ont développé un test miniatune vitro, permettant de
quantifier I'activité de coupure enzymatique decglgylases sur des oligonucléotides lésés et
marqués en 3’ par une biotine. Ces substrats sorgréalable hybridés sur des sondes
complémentaires, elles-mémes fixées sur un sugpetlaire contenu dans les puits d'une
microplaque (OLIgo Sorbent Assay, OLISA). Une foatés par les enzymes de réparation,
les substrats sont analysés par fluorescence aapaitl d’un conjugué streptavidine-
phycoérythrine. Si la glycosylase a clivé la |ésgg@tectionnée, on ne détecte alors aucun
signal en solution, signe d'une activité enzymatig8elon l'intensité du signal, la quantité
d’enzyme ou d’extraits utilisée et la densité djohiucléotides fixés dans les puits, on peut
en déduire les paramétres cinétiques de I'enzymssaslésion.

[1.1.2.2 Spectroscopie par fluorescence

Il s'agit de la mesure des fluctuations d’'intensi&fluorescence de molécules en solution.
La fluorescence intrinséque des protéines, soun®difiée par la liaison a 'ADN est
mesurée, a la condition que les acides aminés nwFgsoient bien localisés sur le site de
liaison & la protéine. Si ce n'est pas le casekhrique est modifiée pour réaliser une
compétition entre la protéine étudiée et une sdlndeescente se liant & I’ADN.

Avec cette méthode, il est possible de suivre fan&tion de complexes sans restrictions
spatiales, a la différence des puces immobilisssitiolécules d’ADN et limitant la réaction
dans I'espacg™,

11.L1.2.3FRET : Fluorescence Resonance Energy Trdas

L'association spécifique entre une protéine et IMIPeut provoquer la déformation de
celui-ci. La détermination précise de cette défaimmeest importante pour la compréhension
du réle biologique de I'association. Elle peut étresurée par FRET, avec des fluorophores
placés aux extrémités du duplex d’ADN. Grace areasfert entre fluorophores, il est
possible de connaitre

+ la distance entre les extrémités du duplex et dienmodéliser la déformation du double-
brin

+ certaines caractéristiques énergétiques de smtiaADN/protéiné'®.

Cette approche a été envisagée au laboratoirederta thése d'Alexia Chollat-Namy
(2007) 8 mais dans un contexte différent, celui de la r&an. Il s’agit de I'analyse d'un
substrat oligonuléotidique en forme d’« hairpinoy, épingle a cheveu, congu pour I'étude
des activités de réparation de '’ADN par les glytases de la BER, mesurées par le suivi de
l'inhibition du « quenching » de fluorescence (dégdine demande de brevet en 2002 par
D. Gasparutto, J.Cadet, brevet FR2836926).

Un autre développement a été décrit par I'équipeMadeihusudan®. Il s'agit d’une
méthode de dosage en plaque 96 puits sur lesqmeisrsmobilisés des oligonucléotides
double-brin couplés a la fluorescéine et a une cubdéde quencher. Ces molécules d’ADN
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contiennent un analogue de site abasique. S'il$ slorés par une enzyme, alors il y a
émission de florescence. A linverse, en présertwibiteurs, le signal de fluorescence
n'est pas détecté.
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Figure 32 : Dosage de l'activité Apel par une tecne de fluorescence
Un duplex d’ADN est marqué avec une molécule dedphhore FAM a I'extrémité d’'un brin et un

quencher DABCYL a I'extrémité du brin complémentdiia séparation de ces 2 molécules se produit
lors du clivage du site abasique par Apel. D'apt¥s

[1.1.3 Marquage photo-chimique

La formation d’une liaison covalente avec un groppetoréactif permet de stabiliser un
complexe ligand/protéine, méme en conditions déaatas. Deux approches analytiques
sont possibles :
> le complexe protéine/ligand est analysé par épbtrese et permet l'identification
de la protéine liée,
> le complexe est analysé par spectrométrie de namsss digestion peptidique et on
accede ainsi a la structure moléculaire de ladrais

Electrophorése
du complexe
ADN/protéine

S/

Liaisonde la

w protéine cible
u +

N

/ = Analyse du site
de liaison par

spectrométrie de masse

Figure 33 : Deux approches analytiques pour le masege photochimique
Identification de la protéine ou de la structure slte de liaison avec I'’ADN.

P = photophore. D'apré§%,

Les applications de 'ADN photoréactif sont nomlses, avec en particulier I'analyse des
facteurs de transcription et de la structure dtamatiné?.
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[1.2 Techniques de « Binding »

[1.2.1 Immunoprécipitation

Cette méthode est habituellement utilisée pourélealion des lésions elles-mémes. Nous
pouvons citer 'exemple de la détection des diméeeshymine dans les kératinocytes avec
un anticorps dirigé contre cette lésion UV-ind{fit&.

Ici, il s'agirait de I'utilisation d’'un anticorpsitigé contre une protéine de liaison a I’ADN,
en milieu liquide. Pour cette stratégie, I'épitqmetéique reconnu par I'anticorps doit étre
accessible malgré la formation du complexe ADN-§ird.

I1.2.2 Tag des protéines avec une séquence polyidiize

Une séquence poly-histidine peut étre inséréexérdmité N ou C terminale du polypeptide
d’intérét et son affinité avec les ions nickel inbilizés peut étre utilisée pour I'étude
d’interactions avec des oligonucléotidés.

Il est également possible dutiliser une réactiartiggne-anticorps pour détecter ces
protéines. Un exemple est I'application de Darainal ™ utilisant la modification
d’'impédance d’une électrode sur laquelle sont fo&s anticorps anti-histidine pour détecter
la présence des protéines MutH et MutL. Récemmeng stratégie de screnning du
protéome de la levure a permis d'identifier desémses et des phosphatas&s

11.2.3 Billes magnétiques

11.2.3.1Billes fixées a des oligonucléotides dalesbut de piéger une ou plusieurs
protéines d'intérét

Cette approche ne nécessite pas de sondes radigraarq

Des extraits protéiques nucléaires sont incubég aes oligonucléotides double-brin
biotinylés et des billes d’agarose/streptavidine.pincipe repose sur la trés grande affinité
de la biotine & I'avidine (Kd = 16M).

La longueur de I'ADN biotinylé est comprise entr@ & 500 paires de basés!, et une
attention doit étre portée au probleme potentiehddombrement stérique de I’ADN sur les
billes, pouvant géner I'accés des protéines.
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Figure 34 : Schéma simplifié pour I'utilisation dbilles magnétiques
recouvertes de streptavidine, liée a I'oligonucidetbiotinylé comportant une lésion (point rose).

: construction du complexe billes/ADN. S = stamidine, B= biotine.

: ajout de protéines (extrait cellulaire)

: lavage ; seules les protéines liées a '’ADNada bille sont retenues

: changement de force ionique (NaCl 1M) pour Elas protéines

: électrophorése en gel de polyacrylamide, déealgs spots pour identification en SM.

ga b~ wWwDN PP

Cette technique s'applique pour des protéines ipasfet des extraifs®”. Le probléme
potentiel réside dans la présence éventuelle dreradéases et exonucléases.

Deux concepts sont soulignés par une publicatioc2008™°°! :

+ capture d'affinité (interactions tres spécifiques)

+ particules magnétiques (collecte facile sur umdneolume)

La spécificité de la liaison ADN/protéine dépenddéex facteurs :

+ la longueur du site (idéal de 3 a 5 pdb)

+ la longueur de I'espacelif®

Ces billes magnétiques peuvent aussi étre dépsséds cible d’'un spectrométre de masse
type MALDI pour l'identification des ligands surADN. Mais comme la résolution n’est
pas optimale pour des protéines dont la massenf&steiure a 10 kDa, le complexe formé
doit tres souvent étre soumis a I'action de ladityp au préalable.

» L'inconvénient principal de cette approche estiefitifier de nombreuses protéines dont
la liaison a I'ADN n'est pas spécifique puisqu'ellest le plus souvent de nature
électrostatique.

De plus, nous avons constaté que certaines pretéirntda capacité de se lier a la bille elle-
méme (sans ADN). Ce phénoméne pourrait &tre expligu la porosité des bill 88”7 19,
Yaneva et Tempe$t™ proposent dans ce contexte des sélections négativeositives au
préalable : compétiteur dI-dC, augmentation dérlagence...

» L'avantage principal de cette méthode est sontatlap possible a I'étude d’'un grand
nombre de Iésions ; leur création directe sur I'ADR a la bille est possible avec par
exemple des rayons UV, une DNasé¥?.
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[1.2.3.2Cas particulier d'utilisation des billes : purification du complexe
ADN/protéine

a) Le test de trapping

Des stratégies existent pour piéger des internrédiade la réaction d’'une protéine sur
I’ADN, soit dans I'objectif d’analyser le mécanisméactionnel, soit d'accéder a la structure
moléculaire de la liaison. Le test de trapping aleamolécule NaBH rentre dans ce
cadre®. Il peut également é&tre utilisé pour piéger deszyees comme les
glycosylases/lyases.
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Figure 35 : Mécanisme d'action du NaBJH
Selon Nash et &

Des oligonucléotides biotinylés sont fixés sur bliles et les protéines sont mises en contact
avec ces oligonucléotides en présence de NaBH
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Figure 36 : Schéma simplifié pour I'utilisation di@rapping avec billes magnétiques

1 : construction du complexe billes/ADN. S = Staefdine, B = Biotine.

2 : ajout de protéines (extrait cellulaire) en raili NaBH (liaisons covalentes avec certaines
protéines)

3 : lavage ; seules les protéines liées a '’ADNada bille sont retenues

4 : action d’'une DNase pour séparer la bille deDN

5 : électrophorése des complexes ADN/ protéindegttification en SM.
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Le test de trapping détecte un intermédiaire bas8athiff par lequel 'enzyme est liée a son
substrat. Avec ce test, les glycosylases monofomatilles ne forment pas un intermédiaire
base de Schiff, seules les enzymes bifonctionnailgsosylase et lyase- sont concerndes
L'action d’'une DNase suivie d'une séparation eélmuiorétique permet d'isoler des
protéines d'intérét. Cette méthode permet d'étutlas classes de protéines : les AP lyases,
les protéines se fixant de préférence aux sitesetAles protéines contenant une fonction
amine qui se lie & FADN'™.

b) Oligonucléotide conjugué a une molécule photmwtige

Une stratégie originale a été décrite en 2887et qui consiste a lier I'oligonucléotide sur la
bille a I'aide d’une molécule photoréactive quirespirradiation UV, pourra étre clivée.
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Figure 37 : Purification d’'un complexe ADN/protéina I'aide de billes magnétiques

D'aprés®,

A : I'oligonucléotide est conjugué au groupemenbtphéactif, couplé lui-méme a la biotine. Les
billes magnétiques recouvertes de streptavidin¢ isanbées avec cette molécule.

B : purification des extraits protéiques, incubésea les billes préparées lors de I'étape A. Apres
plusieurs lavages, le complexe ADN/protéine estqufivé.

Cette stratégie présente I'avantage d’éliminepleseines se liant de maniére non spécifique
sur les billes magnétiques.
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1.3 Techniques de Footprinting

Ces techniques sont utilisées pour connaitre laeseg précise d’ADN impliquée dans la
liaison protéique. L'oligonucléotide d’intérét emarqué a I'une de ses extrémités et mis en
contact avec la protéine (purifiée ou contenue densiélange complexe). Le complexe est
ensuite traité par un réactif enzymatique ou chimigqui clive partiellement 'ADN ; la
protéine liée joue alors le r6le de protecteuraviss de cette dégradation. Les fragments
obtenus sont étudiés par électrophorése et autgraghie.
Le réactif utilisé peut étre :
+ une enzyme : la plus utilisée est la DNase |. Maisaille ne lui permet pas d’accéder
aux zones proches de la protéine liée. L'exonueldhgprésente 'avantage de digérer
tout I’ADN libre.
+ un agent chimique : cette molécule a les capadit&gr sur 'ADN mais la protéine
peut également étre la cible d’altérations. Le aaldhydroxyle peut jouer ce réle en
oxydant la molécule de désoyribose et en provodaardssure de ’ADN.

RS

T RS

Figure 38 : Principe schématique de la réaction Beotprinting
A : Formation d’'un complexe ADN/protéine sur un bleubrin radiomarqué suivie par I'action du

réactif de footprinting (en moyenne une coupureratécule d’ADN).
B : Séparation des fragments obtenus sur un geédpiencage. La région protégée correspond a
I'absence de bandes parmi les produits de digesftaprés!*’?,

L’inconvénient majeur de cette technique réside sddréquilibre de la réaction
ADN/protéine. De I'ADN en exces va générer un brdé fond génant tandis que les
protéines en exces peuvent se lier de manierepémifisiue a I’ADN.

Une autre approche est maintenant trés utiliséeéaetion de footprinting peut se dérouler
sur un gel non dénaturant. Les complexes ADN/pretede faible affinité peuvent ainsi étre
maintenus dans le gel.
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Mais dans tous les cas, ces techniques se déromlevitro et linteraction peut étre
artéfactuelle ou absente si les conditions ioniquesont pas optimales ou les cofacteurs
absents. Il existe une technique de « footprinitingvo » a partir de cellules traitées avec le
diméthylsulfaté*’?.

Une approche alternative et complémentaire estaftiifiar les bases impliquées dans cette
interaction de maniére a empécher ou limiter iadia de la protéine. Nous obtenons ici une
mesure directe de la contribution de chaque nudEott méme la nature précise des
contacts intermoléculaires.

Une variante de cette technique a été imaginéd'dmuipe de Barkef'*!. Les protéines
liées de maniére covalente a 'ADN sont supposeéesifer la réplication, la réparation, la
transcription...(comme certains médicaments anticgdneée partir de cellules CHO, leur
objectif est d’isoler ces protéines liees a I’ADNs utilisent un détergent commercial
(DNAzol®) qui posséde la propriété de lyser les cellulgdrdiyser 'ARN et dissocier les
complexes non covalents. L’ADN génomique est d'dbigpblé avec ce détergent puis les
complexes extraits sont traités avec la DNase idelhtification protéique est ensuite
possible par spectrométrie de masse.
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1.4 Protéomique

Le protéome est 'ensemble des protéines présetaes une cellule ou un tissu. Deux
groupes de techniques peuvent étre abordées’@&ecttophorése bidimensionnelle et la
chromatographie.

[1.4.1 Electrophorése bidimensionnelle

L'électrophorese 2D est une séparation de protgapes leur dénaturation, selon leur point
isoélectrique (isoelectrofocalisation) et leur neasm®léculaire (SDS PAGEY®! 19,

Mélange protéique

)

IEF
Séparation selon pl

SDS PAGE
Séparation selon PM

Figure 39 : Principe de la réalisation d’une électphoréese bidimensionnelle
A : mélange protéique initial

B : Isoélectrofocalisation

C : Electrophorése SDS PAGE

L'étape suivante est la révélation des protéingspntes par coloration du gel.

Les gels colorés sont ensuite scannés et desdisggmommerciaux permettent I'analyse des
images obtenues. Nous pouvons citer comme exemplemgeMastét (Amersham
Biosciences), Melanie®3(GeneBio), ProgeneSigNonlinear Dynamics), PDQués(Bio-
Rad laboratories)... Certains d'entre eux peuverragir avec un systeme robotique qui
découpe les spots d'intérét dans le gel, afin slatalyser en spectrométrie de masse.
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Figure 40 : Exemple d’électrophorése bidimensionieel
obtenue avec 750 g de protéines d’extraits nu@éale cellules Hacat mis en contact avec 75 pmol

d'oligonucléotides sans lésion (1) ou avec lésidh qur billes magnétiques Dynal. L'élution a été
réalisée avec du tampon KCI 1M. L’éluat subit ussddage puis une IEF en pH 3-10 (50 000 Vh)
puis une migration SDS PAGE en gel homogéne a 12%.

Les techniques de coloration a I'argent rendensiptes la détection de plus de 3000 spots
sur un gel. Une coloration fluorescente (Sypro Ruyd®rmet la méme sensibilité que celle de
la coloration a I'argent mais la coloration estumup plus proportionnelle a la quantité de
protéines présentes dans chaque ‘$ibt

Tableau VI : Techniques de révélation des tachestgiques sur gel de polyacrylamide

Sensibilité
Méthodes de coloration (quantité minimale de protéine
détectable par tache en nanogramme)
Rouge Ponceau 100
Bleu de Coomassie 40
Argent 4
Or colloidal <1

Les étapes de solubilisation des protéines sorgngésles pour la réalisation de ces
gels™®® 1% car |es protéines & analyser doivent :

+ étre extraites du milieu biologique

+ étre isolées des substances pouvant interférerlavechnique analytique

+ rester en solution pendant toute la séparation
Le principal probleme de cette visualisation prpié est la diversité chimique des
protéines : poids moléculaire, point isoélectrigtisolubilité™*®.
Elle nous permet d’'une part une analyse différatet d’autre part d’identifier ensuite les
protéines d’intérét par une protéolyse dans lesgealie d'une extraction peptidique, a la
condition que la coloration utilisée soit compatildvec I'analyse en spectrométrie de
massé**%.
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L'avantage réside dans l'approche de l'analyse tdbits cellulaires complets, sans
connaissance préalable de leur composition. A diieg, le choix des critéres de migration
(gammes pl et PM) sélectionne artificiellement wredégorie de protéines. De plus,
lincidence des comigrations de protéines est ingme®" et compromet souvent I'analyse
ultérieure.

Cas particulier : Technigue DIGE : Dlfference Gidfrophoresis

Il s’agit également de I'analyse de gels 2D maiis d®liminer tout biais analytique lié a la
faible reproductibilité du gel, chaque échantillEst marqué avec un fluorochrome différent
et une comigration est réalisée.

2-D DIGE Methodology- experimental workflow

Sample A
control

t
Cy3

Sample B Pooled
treated Standard

CyDye™ DIGE Fluor minimal dyes
labelling

4

Image acquisition
Thyphoon™ 9410 Variable Mode Imager

Differential In-gel Analysis (DIA)
DeCyder™ Diferential Analysis Software

y2ICY3ICy5 co-deiection & normalisation

Figure 41 : Schéma explicatif de la technique DIGE
(GE Healthcare). Les 2 échantillons a comparer soarqués avec 2 fluorochromes différents et un

3° fluorochrome est utilisé pour le mélange des 2aétiions (standard interne). Le gel obtenu aprés
électrophorese bidimensionnelle est scanné et Kaeautilise la superposition des images pour
observer les spots différentiels. A droite, un edemd’image obtenue avec des extraits
lymphocytaires humains.

Cette méthodologie améliore la reproductibilitésémsibilité et I'aspect quantitafif?.

[1.4.2 Surface Enhanced Laser Desorption lonizatiorSELDI

La premiére utilisation de la technologie SELDI pbétude des interactions ADN/protéines
date de 2008%% et a été identifiée sous I'acronyme DACA (DNA Aifiy Capture).

Avec cette approche, nous pouvons aborder le pengé la chromatographie d'affinité qui
sera également appliqué ultérieurement pour d'suigpositifs. Il s’agit de la séparation de
protéines basée sur les interactions spécifiquies das ligands immobilisés et les protéines
cibles.

Il est important de préciser que ce principe deochatographie d’affinité peut étre couplé a

d’autres techniques, comme celle que nous venongomleau chapitre précédent. Par
exemple, avant la séparation des échantillons phactéophorése bimensionnelle, la
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séparation d’affinité est utilisée pour la précontration et le prétraitement des mélanges
complexe&€®¥. Elle permet :
5 le retrait d’'une protéine ou d’une classe de pimé qui interfére avec les analyses
ultérieures
> la concentration de protéines de faible abondance
» la classification de protéines totales en plustegroupes en fonction de leur structure
chimique.
Ces étapes chromatographiques sont tres largemepticuées avant les séparations
électrophorétiques et les analyses en spectromegrimasse.

La technologie commercialisée par la société Cigdrempermet une rétention sélective de
molécules a la surface d'une « chip » constituébateettes présentant des spots avec des
propriétés chimiques différentes (ioniques, hydaty@s, hydrophiles...) ou fonctionnalisées
avec des sondes biologiques (ADN, anticorps, récegt...).

'E X T

Hydroghohic Catian exchangs Anion exchange Metal athnigy Mormal phase
BB
:';:: fl-‘
A T o di haem
R b | 6V -
P5-10or P5-20 A ntibody-antigen Receptor—figand OMNA-protain

Figure 42 : Surface de la puce utilisée avec lahaoclogie SELDI
Chaque barrette est composée de 8 ou 16 spotsndm 2le diamétre dont la nature de la surface

chromatographique est définie par l'utilisateur.

Aprés application d’un échantillon sur la puceb#arette est insérée dans un lecteur SELDI
pour analyser les molécules capturées. Des pratéiegrande taille (>60kDa) peuvent étre
détectées. Seulement 5000 cellules sont nécespairesine analysé™!, voire 5002%°,

Cette approche est plus informative qu'une chrogragghie classique et permet de
s'affranchir des contraintes des gels bidimensitnuis-a-vis des protéines hydrophobes,
trés acides ou trés alcalin@¥!. Néanmoins, non reliée a un spectrométre de malksae
permet pas lidentification des protéines d'intéf¥f! et beaucoup de tampons sont
compatibles avec le SELDI et incompatibles en spewdtrie de masse classidtfé.

De plus, la spécificité de la liaison protéine/ADNest pas forcément établie car de
nombreuses interactions non spécifiques peuvert Beo. Enfin, la quantité de protéines
présentes dans I'échantillon peut également étriacteur limitant, comme lors de I'étude
réalisée sur les facteurs de transcription, neésgmtant que 0,01 % des protéines nucléaires
totales™®®,
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1.5 Méthodes optiques

Les deux méthodes citées ci-dessous peuvent magenteractions tres rapides en temps
réel, mais la deuxieme (SPR) est la plus utiliséeart I'analyse simultanée de plusieurs
interactiong?®%,

11.5.1 Spectrophotométrie en flux stoppé

Cette technique est une mesure de la modificatiabnsdrbance en fonction du temps. Les

molécules sont libres en solution et une catégdtamtre elles est marquée avec un

fluorochrome. Il est également possible d'utilisarfluorescence intrinséque d’'un acide

aminé, comme le tryptophane par exemple. Cetteoappra été utilisée récemment pour

étudier les conformations de I'enzyme Fpg lors ale grocessus catalytique avec une base
oxydée, la 8-oxo&*7,

light source

mixer

" substrate J

Figure 43 : Représentation simplifiée d'un specttoptometre en flux stoppé
D'aprés®Y. 'intervalle de temps entre 2 spectres d’absanmpijou d’émission) est de I'ordre de

1 msec.

ST—

NN S

detector

I1.5.2 Résonance Plasmonique de Surface : SPR

L’analyse d’interactions biomoléculaires avec cettshnique est appelée BIA (Biomolecular
Interaction Analysis). Il s'agit d’'une techniquetiopie dans laquelle la liaison d’un analyte
sur la surface change lindice de réfraction atéiface surface/solution. Les interactions
moléculaires sont analysées en temps réel sare dtaparquage.

L'utilisation de la SPR pour I'étude des interan§0ADN/protéine a débuté en 198%.
Elle permet non seulement détudier des interastioda partir de protéines
purifiéest?® F79 214 majis qussi & partir de mélanges protéiques compléans les extraits
cellulaires®*. L'idée est de permettre le screening de protéinesagissant de maniére
spécifique avec une séquence déterminée d’aciddsiques.

La premiére machine commerciale utilisant cettbrietogie existe depuis 1990 sous le nom
de BlAcore. Les 4 cellules de mesure permettemhdsure d’interactions avec 4 ligands
différents en méme temps. L'avantage principal dé instrument est de calculer des
constantes cinétiques d’association et de dissocipbur les interactions étudiées.

C’est une approche similaire que nous avons chdéaie notre étude mais avec la possibilité
de comparer davantage d’interactions. Notre chieist porté sur [ESPRi (par imagerie) qui
permet I'observation de nombreuses réactions péisgles sur une méme puce et nous
détaillerons I'originalité du dispositif dans I®igsieme chapitre.
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1.6 Spectrométrie de masse

[1.6.1 Utilisée de maniére indépendante

Nous ne détaillerons pas ici I'ensemble des teduyies utilisées. Une revue trés compléte
reprend I'ensemble des dispositifs existdfifs Si celui-ci ne comprend qu’une seule étape
de spectrométrie de masse, on peut distinguer téetirologies principales :

© MALDI-TOF : Matrix Assisted Laser Desorption loatzon-Time Of Flight

Méthode utile pour I'analyse de peptides ou deginets. L'échantillon est co-cristallisé avec
une matrice absorbant I'énergie des photons d’'varrdaser. Les ions obtenus sont injectés
dans le spectrometre de masse et séparés selomdmge. Les masses moléculaires des
peptides représentent I'empreinte de la protéirigalie. L'identification protéique est
obtenue en confrontant ces informations a des hdseaionnées spécifiques. La limite de
détection dépend de la protéine a identifier miéspeut atteindre I'ordre de grandeur de la
picomole 7,

® ESI-MS : Electrospray lonization-Mass Spectrometry

L’application d’'un gaz sur un échantillon liquideopoque son évaporation et la formation
d'un aérosol. Chaque espéce moléculaire apparatt de multiples formes chargées;
acceélérées dans le champ magnétique, elles atteirdrdétecteur selon leur masse.

MALDI-MS ESI-MS

MS —) MS

Figure 44 : Représentation schématique de 2 techuag de spectrométrie de masse
D'aprés[?8,

Mais la spectrométrie de masse isolée n'est pasasmmique quantitative car l'intensité du
signal dépend de la composition chimique des preteet de la matrice utilisée. L'intensité
du signal d’un peptide ne refléte pas la quantt@eptides de I'échantilldfi®.

La technologie ICAT(Isotope-Coded-Affinity-Tag) est une approche ditative mais a ce
jour peu utilisée pour I'étude des interactions Apidtéine. Une seule publication a mis en
évidence une protéine se liant au géne promotelar ciéatine kinase musculalfé”,
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Echantillon

protéique 1 Quantification

-
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LT

Digestion peptidique Chromatographie

— Identification

Marquage des Cystéines
avec 2 réactifs ICAT
différents

Figure 45 : Principe de la technique ICAT
Deux échantillons protéiques peuvent étre compgrése a un marquage différent. Le mélange des 2

échantillons est séparé par chromatographie afiisalér les fragments peptidiques marqués puis
analysé par spectrométrie de masse.

La spectrométrie de masse en tandeécessite un appareillage plus complexe et plus
colteux mais présente une puissance analytiqueisupe La LC-MS/MS a elle seule est
intéressante pour I'analyse de mélanges complékes.chromatographie liquide concentre
et sépare les peptides présents dans le mélangés Agur élution, ils sont ionisés et
analysés par spectrométrie de masse. Le ou leglgemtintérét sont sélectionnés grace a
leur rapport masse/charge, puis fragmentés (leipreanalyseur est utilisé comme filtre de
masse). Une seule analyse offre la possibilitéol#iset de séquencer plusieurs centaines de
peptides d’'un échantillon. La limite de sensibiliffproche la femtomole.

11.6.2 Utilisée de maniere couplée a une autre tectogie

La spectrométrie de masse peut étre utilisée darg temps, aprés une premiere capture
des protéines d'intérét. C’est I'exemple de SELD&kt BIA-MSP%!,

O Avec le SELDI-MS, il est possible de déterminerni@sse moléculaire de protéines
précédemment capturées. Des profils protéiquesdaptibles peuvent étre obtenus a partir
de fluides biologiques intéressants en protéomitjuque, & condition de disposer d'un
grand nombre d’échantillons permettant I'obtentifenrésultats fiable%?" et d’algorithmes
bioinformatiques sophistiqu&?.

® Un autre couplage a été décrit ; SPRi coupléecaanalyse directe par SELDI-MS. Cette
approche a été comparée a la technologie BlAcoidesde LC-MSP?? et a permis
l'identification de protéines nucléaires. Une stgie intéressante a également été décrite en
20044 pour étudier un récepteur de cellules T humainkss;résultats ont été obtenus a
partir de I'immobilisation d’un oligonucléotide sdes billes magnétiques, puis sur une puce
SELDI et enfin sur une surface SPR éluée pour nayse en ESI-MS.
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© Nous nous focaliserons ici sur 'analyse _en BIA-M§pectrométrie par résonnance de
surface couplée a la spectrométrie de masse &agit d’'une perspective possible pour
notre projet. Cette approche combinée existe def83 %> 2% et permet Il'identification
des molécules dont les interactions sont obsergéetemps réel. L'idée est d'utiliser la
surface du prisme de la SPR comme systeme de mitfiogtion par affinité puis de
collecter les molécules ayant interagi pour lestifier en spectrométrie de masse. La
commercialisation du systéme BlAcore 3008 permis lidentification de molécules
partenaires au sein de complexes protéiques. lifdEtion protéique est obtenue aprés
digestion tryptique, analyse des peptides en gpeétirie de masse puis recherche dans les
bases de données. Cette stratégie comporte moétapds manuelles que les méthodes
conventionnelles comme la chromatographie d’affindu I'immunoprécipitation ; ceci
permet de limiter les pertes d’échantillon et anvélila sensibilité*".

Protein in solution On-chip MALDI-TOF-MS

) B Matrix
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Figure 46 : Surface Plasmon Resonance Mass Specetm

D'aprés(??®,

Un ligand (ADN par exemple) est lié de maniére tenvi@ a la surface d’'un prisme. Apres injection
d'un mélange de protéines, les interactions son¥issl par SPR. Les protéines d'intérét (liées a
I’ADN), peuvent étre analysées soit par le retdstla puce et I'application d’'une matrice pour é&ud
en MALDI-TOF, soit par une élution et une analyseeSI-MS a la sortie du dispositif

Comme les autres techniques de détection optiques avons vu que la SPR renseigne sur
la quantité totale de biomolécules retenues attace de la puce. Mais en cas de liaisons
multiples, elle ne différencie pas la liaison d’an plusieurs analytes sur le ligand, elle
n’informe pas non plus sur la nature des molécdiizgérét ?®°. La nature des molécules
concernées par les interactions non spécifiqués isonnue.
Le couplage avec la spectrométrie de masse type DMAIOF permet de collecter
davantage d'informations. Il est envisageable car :

¢ L’'analyse en SPR est non-destructive

+ La surface de rétention (sur le prisme) peut féitéement convertie en cible MALDI

avec I'application d’une matrice.
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11.6.2.1 Premier cas : analyse directe sur le pris

Les molécules d'intérét peuvent étre piégées, noded et directement analysées en
spectrométrie de masse ; cette approche nécessistodper la machine des la fin de la
phase d’association, de retirer le prisme et dedeuvrir de matrice pour spectrométrie de
masse MALDI. Ce type d’analyse a la surface deuleepsera informative sur la nature des
espéces moléculaires liées de maniére non spézifiquligand et permettra de valider ou
non I'ensemble des étapes du protocole d’analys@asticulier les lavage&®. La surface
du prisme peut ici étre considérée comme une zemgicro-affinité sur laquelle les analytes
sont concentréé®,
Les avantages a souligner sont :
» la caractérisation des interactions transitoineécéssitant des ions calcium par
exemple)
» I'utilisation possible de mélanges protéiques clexgs
> la sensibilité comprise entre 60 et 100 fmol dgadt>®. Une approche améliorée
grace a une micro-élution automatique proposéel'@quipe de Lopezet al sur un
appareil Biacore permet méme d’atteindre une siibsSibomprise entre 10 et 20 fmol
de protéine isolée d’un extrait cytosolique complé.

Plusieurs sociétés ont développé des instrumerfissc@pables d’analyser par MALDI-MS
une dizaine ou une centaine de spots: Biacore, BidSystems, GWC Instruments,
Graffinity ?*. 1l est méme possible d'étudier simultanément gestéines se liant

spécifiquement & deux ligands différents sur la m@mce®™" et la résolution spatiale des
spots est préservée durant I'application de laiogatr

Les limites d’'une analyse MALDI concernent toutefoi

¢ les protéines de grande taille, supérieure a 6% k& les modifications post-
traductionnelles qui vont perturber l'identificatides protéines d'intérét.

+ la destruction de la puce ; il est nécessairealdsar recueillir suffisamment de matériel

en un seul cycle.

11.6.2.2 Deuxieme cas : analyse aprés élution

La possibilité d’éluer les molécules retenues tieda SPR est une alternative intéressante
dans la mesure ou la puce peut ensuite étre séailMais la difficulté principale rencontrée
en analyse ESI-MS/MS est un probleme quantitatifies échantillons élués ne fournissent
pas une intensité de signal suffisante. Il est sameaable de répéter plusieurs fois la
procédure d'élution mais la perte de matériel @liét est inévitable.
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11.6.2.3 Troisieme cas : séquencage par spectraieéle masse en tandem

Le séquencage des acides aminés peut répondre alceble problématique si on le couple
a une analyse SPR. Natsueteal.*? ont donc développé une méthode de digestion et de
séguengage « on-line ».
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Figure 47 : Exemple de fonctionnement de la SPR ptie a la LC-MS/MS
La protéolyse a lieu sur les protéines fixées aysdce. La cellule est ensuite chauffée pour perenet
la digestion enzymatique. Le mélange peptidiquengstté dans une colonne chromatographique et
ensuite analysé par ESI-MS/MS. D'apl&8.

L’enzyme protéolytique est injectée directementsdiancellule d’analyse a 37°C et le flux
est stoppé. La digestion compléte indiquée par ignak du sensorgramme indique le
moment de réinitialisation du flux. Afin de minireisle risque de perte d’échantillon, le
mélange peptidique est concentré dans une colompitaire. L’analyse ESI-MS/MS peut
alors commencer.

Une publication récenté€®? montre I'extraction de protéines humaines se liantles
nucléotides cycliques grace a cette nouvelle tdolgie

L'intérét a souligner est la combinaison d’'une téghe de quantification et d'une analyse
qualitative??,

Parmi I'ensemble des techniques listées dans qatahanous avions initialement choisi les
méthodes d’analyse protéomique avec I'électropleobédimensionnelle et la stratégie des
billes magnétiques. Face aux difficultés rencomstréen particulier I'absence de

reproductibilité des résultats, nous avons imaginéconcept similaire avec une biopuce
comportant des oligonucléotides et I'analyse dasaations ADN/protéine par une méthode
optique, la SPRi ; c’est I'objet du chapitre suivan
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CHAPITRE Il

PRINCIPE SPR ET RESULTATS

Depuis une vingtaine d’années, la résonance plasm®rde surface (SPR) est considérée
comme un outil de recherche dans le domaine phautigoe, le contrble qualité
alimentaire, le contrdle de I'environnement etdeslyses cliniques. Elle a été congue pour
analyser en temps réel les interactions entre maézules. Cette technologie permet en
effet I'étude des interactions entre deux part@sainoléculaires dont I'un est immobilisé sur
un support, 'autre étant perfusé a débit constant.

Elle est utilisée pour étudier de multiples intéicaes 2> :

- ADN/ADN 34

- ARN/ADN %I

- Protéines/ADN?®!

- ARN/protéined?*”!

- Antigéne/Anticorps=®

- Sucres/protéind&™.

L'avancée technologique la plus importante estSRR par imagerie (SPRi)ou SPR
« microscopique » qui couple la sensibilité des ures avec les capacités spatiales de
'imagerie. Elle est basée sur la modulation detdinsité d’une lumiére monochromatique
incidente p-polarisée, a angle fixe. Deux avantaigegortants par rapport a la SPR
classique :

- La capacité de visualiser la surface complete dtéolauce en temps réel

- La possibilité d'analyser plusieurs interactions lénalaires en continu et

simultanément
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| PRINCIPE

La résonance des plasmons de surfsag étre considérée comme une oscillation collect
des électrons libres du métal a l'interface engaretal et le milieu diélectrique. Cela se
traduit par une chute de la réflectivité du métad @ un transfert d’énergie entre le faisceau
incident et 'onde de surface qui se propage saotefface métal/diélectrique lorsque les
conditions de résonance sont remplies et donc pgpic d’absorption localisé autour de
'angle de résonance dans la plage angulairgfiexion totale. Cette technique permet de
détecter tout changement se produisant dans ceundiglectrigue & moins de 100 nm de
I'interface.

Le principe de mesure par SPR est basé sur laeaarltplasmon qui représente la variation
de la réflectivité en fonction de l'angle d’inciden L'optimum de la résonance des
plasmons est au voisinage d'un angle d’incidencmdot le minimum de réflectivité.

Intensity of
reflected light

(%)

A B

—
Angle (o)

Figure 48 : Schéma du dispositif d’excitation pola SPR
Une surface d'or recouvre un hémisphére (ou unnpels La lumiére polarisée produite par une

source (étoile) est dirigée vers la cellule d’arsglyL’intensité de la lumiére réfléchie est mesynae

le détecteur (disque). A un certain angle d’incicen@), I'excitation des plasmons de surface
entraine une diminution d'intensité de la lumiém&fléchie (A). Une modification de l'index de
réfraction a la surface du film d’or est responsallune modification de I'angle de A a B.
D'aprés/®,

L’étude des interactions biologiques au niveau alsurface peut donc s’envisager par la
mesure soit de la variation de I'angle de résonasmie de la variation de la réflectivité a un
angle fixe. C'est ce dernier mode d’interrogatiare qnous avons choisi, en sachant que
I'angle de mesure choisi doit correspondre au marinde la pente de la réflectivité pour
avoir la meilleure sensibilité possible.

Nous disposons d’'une couche mince métallique dégges dizaines de nanomeétres a la
surface d'un prisme ; la lumiére incidente va pouvae coupler avec les électrons de
conduction du métal, c’est le plasmon de surfacandle pour lequel nous obtenons le
maximum de perte d’intensité lumineuse réfléchieappeléangle de résonanceCet angle
dépend des caractéristiques optiques du systéplasgbrécisément des indices de réfraction
des milieux présents de chaque coté du meétal.oBi $e place dans ces conditions de
résonance (angle de résonance ou angle de réfletae), une onde évanescente se forme
et va s'atténuer trés rapidement en s’éloignantinieerface (décroissance exponentielle).
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Cette onde ne sera sensible gu’aux perturbationso@inage de l'interface, siege des

interactions biomoléculaires et donc insensiblewaet perturbation en dehors de cette zone
limite. La fixation de biomolécules sur cette ifid@e va perturber la propagation de I'onde
évanescente. Avec cette technologie, la molécuhaoinilisée a la surface du prisme est

appelée le ligand, le partenaire perfusé est Kaeal

La méthode de mesure la plus répandue en imagBmRec®nsiste a suivre, pour un angle
d’incidence et une longueur d’onde fixés, les taies de la réflectivité. Ces variations sont
proportionnelles aux modifications de masses araece.

Trois modifications sont possibles :

+ variation de I'indice de réfractiodu milieu couvrant,

+ formation d’'une couche biologique d'indice de aéfion différentdont I'épaisseuva
augmenter au cours du temps,

+ augmentation de la concentration en moléculesegilslu voisinage de l'interface se
traduisant par une augmentation de lindice deaction dans la couche biologique
d’épaisseuconstante.

Cette variation est d’'autant plus importante quedembre de molécules sera grand. Ceci
permet donc d’'une part de quantifier les molécalisorbées sur la surface et d’autre part de
suivre en temps réel les cinétiques des interagtion

[l DISPOSITIF

[I.1 Systeme optique

A la différence des appareils disponibles sur lechn® notre dispositif présente un degré
d’automatisation trés limité et de nombreux régtagent effectués manuellement.

Trois éléments composent notre systeme (Genoflissy, France) :

© le prisme ; toutes les interactions moléculaimesslieu & la surface d’'un prisme recouvert
d’une fine couche d’or (50 nm). Ce prisme possadfort index de réfraction.

@® la cellule microfluidique dans laquelle ont li@utes les mesures. Son volume moyen est
de 4 pl (environ 1 cm de diamétre et 50 um d’épaids Elle est positionnée dans une
enceinte noire et thermostatée.

© le systéme optique composé d’'une source monochiaquead = 660 nm). En utilisant
une caméra CCD pour la détection du signal, legé&maeuvent étre enregistrées en continu.
Les résultats s’expriment en variation de réflétdien fonction du temps. Chaque courbe
obtenue correspond au signal mesuré sur une syfécise du prisme (ces zones d’analyse
sont choisies au début de chaque expérience).éténtde ce dispositif est de permettre
I'étude de plusieurs zones de la surface en mémpstell est donc possible de comparer le
comportement de différentes cibles quand on injéztenéme molécule. L’inconvénient
principal pour les mesures d’interactions biomoléicas est le choix de I'angle optimal
(fixe) qui n'est réellement optimal que pour un@eaonnée sur la surface (un ou plusieurs
spots).
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Camera CCD

Figure 49 : Biocapteur basé sur I'imagerie SPR
C: cuve,L, L lentilles, P : prisme dont 'une des faces est recouverte dRmi, : polariseur,S :

source de lumiére monochromatiqiie, trou source. D’apré§*Y.

Le tampon circule en continu pendant les expéremtdes échantillons sont injectés par
lintermédiaire d’'une boucle d'injection. Une pomperistaltigue dont le débit est a
déterminer fonctionne en continu.

La régulation thermique précise de la cellule digs® a fait 'objet de la thése de JB
Fiche Y, Son dispositif permet de travailler sur une gandméempérature comprise entre
la température ambiante et 80°C et des rampesiriiséae température peuvent étre
programmeées.

[I.2 Surface métallique

Il existe différentes méthodes d’immobilisation deslécules d’intérét. Certaines puces sont
commerciales (BIAcore), pour d’autres, les spotsvpat étre créés manuellement ou par
des spotters automatiques.

Il est essentiel que la méthode choisie ne pertpalkdes interactions potentielles. La capture
covalente est trés utilisée pour 'immobilisatieesdacides nucléiques biotinyl&¥!,
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Figure 50 : Surface de la biopuc

A: Copolymérisation électrochimique yrrole et d'un oligonucléotide pyrrolé en 5. Leopuit
résiduel est un film solide déposé a lrface du prismé&*!

B : La synthése deplots de polymére, déte par T. Livache et al*®!. Le déplacement de la pipe
par rapport a la surface d’or est piloté par traiscteurs permettant un positionnement micrométri

dans les trois dimensions de I'espace et dirigésl@#ogiciel Polypotter (logiciel développé au Cl
Grenoble).

C: Surface d’or du prisme greffé avec environ 80ts %%
D : Visualisation des spots a la surface du prismecawotre camér.
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Il existe plusieurs techniques de préparation despa ADN. Celle développée par I'équipe
du laboratoire (T. Livache) utilise I'électropolyrigation du pyrrolé*? : un mélange de
pyrrole simple et de pyrrole modifié par la sonde&l’intérieur d’'un cdne de pipette, sur la
surface d'or. Une différence de potentiel est dasappliquée (2V) entre l'or et le fil de
platine plongé dans le céne. Ceci entraine la pétigation du pyrrole sous forme d’une fine
couche de quelques nanomeétres d’épaisseur et tben®®0 pum de diametre. Aujourd’hui,

le laboratoire CREAB est capable de greffer un geogpyrrole sur, entre autres, des
oligonucléotides, des protéiné¥! et des oligosaccharidé€’.

Le choix du pyrrole est justifié par ses nombreugespriétés chimiques et physiques
avantageuses : hydrosoluble, facilement oxydabddyngérisation & pH neutre avec un
potentiel relativement faible. De plus, les spatayent étre réalisés en une seule étape sans
aucun traitement chimique préalable de la surface

Dans tous les cas, I'étape préliminaire avant lIissgen SPRi est le contrble de la qualité
des spots (avec leur image). Grace a I'imagerias pouvons détecter des hétérogénéités de
surface, des défauts sur la surface d’or, desmromugreffage et des bulles d’air éventuelles.
Ceci est trés utile pour la sélection des airesésure. L'or est choisi comme une surface de
controle.

Si nous envisageons l'utilisation de spots commbrtees oligonucléotides, le prisme peut
étre utilisé plusieurs fois. A la fin de chaque @xgnce, I'injection d’'une solution de soude
permet de retrouver la configuration initiale aleoligonucléotides monobrins de départ.

[1.3 Sensorgramme

L'analyse consiste a suivre les variations de céflgé en fonction du temps. Une cinétique
d’interaction se divise en trois parties. Tout dah le prisme est mis en contact avec la
solution tampon sans les cibles afin de mesuretéflectivité initiale qui va servir de
référence. Ensuite, les molécules cibles, diluéassda méme solution tampon, sont
injectées et vont interagir avec les sondes, d’association. Une masse égale de deux
protéines différentes liées a la surface donnerméane intensité de réponse. Enfin, le
tampon seul est de nouveau injecté, c’est la ptiesecage ou dissociation. Cette derniére
phase nous permet de mesurer la réflectivité filas les mémes conditions que la
réflectivité initiale. La différence de réflectigitcorrespond alors au changement d’indice
provoqué par la fixation stable de la cible sursesdes.

Signal de
résonance (RU)

[ @
@ o @
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P8 g0 ®
100 M e o o
Saturation v f:: :?._.:9
e
® issociation
@ @
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e S e @
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LT XL 4 i s o e
a I
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Retour a la ligne de base
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1+ 200 30*} 400 500 6[][Z|-|-emps (s)
Injection Fin de l'injection

Figure 51 : Sensorgramme montrant les différentesges d’un cycle analytique
D'aprés/?%,
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I1.4 Avantages de cette technique

O Absence de marquage
La préparation des échantillons est ainsi pluseaiBé plus, la fonctionnalité des molécules
d’'intérét n’est pas influencée par ce type d’aréfi

® Analyse en temps réel

Ceci permet d’obtenir des informations sur les tijées d’interactions, a la différence du
gel retard. A noter toutefois que la protéine netse fixer que d’'un coté de 'ADN car une
extrémité est liée a la surface de la puce.

© Détection en paralléle
La comparaison des résultats obtenus est facilendéatisable (mesures en méme temps,
dans les mémes conditions de tampon et de temp&¥&fl

O Sensibilité
La SPRi permet de détecter des variations de nassgveau de l'interface et différentes
méthodes ont été décrites pour augmenter cettépie@ &>,

© Analyse non destructrice

Comme nous l'avons vu dans le chapitre précédest,plotéines retenues a la surface
peuvent étre ensuite analysées par spectrométrimdse, soit directement a la surface de la
chip, soit aprés une élutid’i’. Cette analyse peut révéler des variants protéiqus a des
modifications post-traductionnelles et des compdexa ne sont pas détectables par la SPR
seule®Y,
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[l CONTEXTE DE SON UTILISATION

La SPRi est un outil de choix pour I'étude d'intgrans ADN/protéine car elle rend possible
'observation de phénoménes rapides et surtout dmparaison d'interactions avec
différentes séquences d’ADN greffées sur la surfaagremiere publication rapportant une
étude d'interaction de ce type par SPR date de.1993

Tableau VIl : Exemples d’études de DNA binding peds par SPR

Protéine analysée Année Auteur
Repressor lactose 1993 Bondeson™
Récepteur nucléaire SF-1 1999 Bryan*’]
High mobility group proteins (HMG) 2000 Webster**!
Hélicases bactériennes 2001 Pacek**
Topoisomérase 2002 Renodon-Corniérg™”
Polymérases 2003 Gruz®l
Telomérases 2003 Maesawd >
Inhibiteur de I'activateur du plasminogéne 2003 Grinberg®™?
Topoisomérase 2003 Leontiou™*
Facteur transcription ADR1 2003 Schaufler™!
Facteur de transcription NtERF2* 2003 Hao™®!
Réplication protéine A (RPA) 2003 Schubert’™
Protéine P53 2004 Maillart 4
Polymérases 2004 Tsoi®"
Récepteur estrogénes 2007 Teh®®®
Facteur de transcription LFY** 2009 Moyroud®*!

* : protéine fixée sur la puce et injection d’ollgeléotides.
** . premiére analyse sur un géne entier immobi(jgés de 3000 paires de bases)

Des interactions ADN/petites molécules ont égaldné@ visualisées par SPR; c'est
I'exemple de la Netropsin, un antiviral dont la s®@snoléculaire est de 432 Da et qui se lie
aux paires de bases APf”,

Plus spécifiqguement certaines glycosylases (rappesrtians le tableau ci-dessous) ont déja
fait 'objet d’étude par SPR:
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Tableau VIII : Exemples d’études d’ADN glycosylaspar SPR

Protéine analysée Année Auteur
Enzymes bactériennes
UDG 1998 Panayotolf®
MutS 1999 Johnson™?
UDG 1999 Purnapatré&®
MutS 2003 Fourrier®”
Enzymes humaines
Apel 2001 PrivezentzeV®!
Protéine S3 ribosomale* 2004 Hegde?®®®
Alkyl-N-purine-ADN glycosylase 2004 Gros??®”!
N-methylpurine-ADN glycosylase 2009 Adhikari #°°l

*activité glycosylase discutée pour cette enzymerfsant I'action d’autres glycosylases

Dans notre cas, la SPRi n'est pas utilisée poucuterl des constantes cinétiques des
protéines enzymatiques comme les glycosylases.eNétude s’est focalisée sur les

interactions parallélisées de différentes lésiom$ ADN face a des protéines purifiées. Le

projet a long terme est de rechercher des prot&admnt a des Iésions de I'’ADN a partir

d’extraits cellulaires de Procaryotes ou d’Eucaggot
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IV DESCRIPTION DE NOTRE DISPOSITIF

Ce travail s’est déroulé entre 2005 et 2009. Héanéené en collaboration avec le Dr Didier
Gasparutto (Laboratoire de lésions des acides iquelé LAN) et le Dr Thierry Livache
(Laboratoire de la Chimie de la ReconnaissancetedeEdes Assemblages Biologiques
CREAB) au CEA de Grenoble. Les résultats obtenuas déja intégrés dans deux doctorats
de Physique : JB Fiche, thése soutenue le 15 noee?ilD6®! et J Fuchs, thése soutenue
le 5 novembre 2008*,

Notre dispositif nous a permis dobserver dans uemger temps les hybridations
ADN/ADN et dans un deuxieme temps la liaison destgines au double brin d’ADN
néoforméin situet la conséquence éventuelle de cette liaison.

IV.1 Les zips et leur hybridation (construction duligand)

Nous avions une double exigence : travailler suf ABN double brin et pouvoir utiliser
notre puce plusieurs fois. Il était donc impossitdegreffer directement sur la surface d’or
les oligonucléotides d'intérét car chaque injectitenprotéine a la capacité de modifier les
bases étudiées.

Le greffage de zips nous a permis de répondre @pmoequis. Ces zips permettent en effet
I'adressage des différentes séquences sur la @esezips sont des séquences monobrins de
24 bases qui se divisent en 6 tétraméres. Ces rsggpigie s'apparient a aucune autre
séquence zip complémentaif&.

‘ 1°" étape ‘
Greffage des zips (24 bases) sur la surface d’'oigpgechnique d’électro-polymérisation
décrite sur la figure 50. Le nombre de zips eserdéné par le nombre de séquences a
analyser. Plusieurs séquences zips étaient didpsnians notre laboratoire, avec une
homologie composée de 10 bases T et une terminpigonle en 5. Les bases T servent de
bras espaceur pour limiter l'influence de la swefac
Dans notre étude, nous avons choisi les zips 2Z,6,9 (cf tableau IX). En général 4 a 5
spots de chaque zip sont réalisés de maniere gsanaine réaction moyenne.

! \
" Zipcode Y
1 sequence \‘

Figure 52 : Greffage des zips

Chaque spot sur la surface d’or correspond a laspréce d’'un oligonucléotide simple brin, dont la
nature et la concentration sont choisies. D'apf&s.
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La densité de greffage a été testée lors des presngxpériences (de 1,25 a 10 uM) et la
concentration de 10 uM nous a permis d’obtenirignad optimal d’environ 2% de réponse.

Signal obtenu sur ODN CA
avec des concentrations croissantes de Fpg

25

L5 H200M

=30nM

Signal en %

I 40nM
®50nM

il il -

0,25uM 0,5uM 1uM 2um 10uM

[ODN] du plot sur puce

Figure 53 : Test de la densité de greffage des plot
avec différentes concentrations de Fpg vis-a-visindoligonucléotide comportant la lésion

cycloadénine (reconnaissance sans coupure). Enisges; la concentration du zip utilisé pour le
greffage. En ordonnées, la modification de réfiatgtiobtenue avec différentes concentrations de Fpg
(de 20 a 70 nM). La concentration en zip de 20 pidVpas été testée puisque le signal mesuré durant
I'hybridation est équivalent a celui obtenu pour 1BI.

‘ 2° étape ‘
Hybridation, dans un tub& I'extérieur du systéme, du zip complémentai l{dses) avec
I'oligonucléotide d'intérét (22 bases). Le zip cdémpentaire est un oligonucléotide simple
brin composé de 2 parties :
+ une séquence en 3’ parfaitement complémentaigpdgreffé sur la puce
¢ une séquence en 5’ commune a tous les zips coraptaires et s’hybridant avec
I'oligonucléotide étudié.

CONSTRUCTION DE LA PUCE

Exemple de 3 hybridations
dans 3 tubes différents

22 bases

B1, B2, B3 : 3 bases différentes

Figure 54 : Schéma rappelant I'hybridation des zipemplémentaires
avec l'oligonucléotide étudié, avant I'injectionrda puce comportant plusieurs zips.

Ces oligonucléotides ont été synthétisés en utilisachimie des synthons phosphoramidites
sur support (Applied Biosystems), déprotégés eremdmmoniacal et purifiés par HPLC.
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Pour pouvoir comparer des interactions protéine/AédN\fonction de la nature des Iésions,
les séquences doivent étre identiques, a I'excepligs bases endommagées. Il est également
essentiel d'obtenir une hybridation totale du zipmplémentaire donc la quantité
d’oligonucléotide d'intérét est en excés de 10 ¥.nélange est chauffé 3 min a 90°C puis
ramené lentement a température ambiante.

L’oligonucléotide de 22 bases choisi pour I'étudenporte une base G en position 8 de
I'extrémité 5, c'est cette base qui est substitygse différentes lésions pour obtenir
'ensemble de notre panel d'oligonucléotides.

[e)

HN N
T
HN \N N o. o
oy

0

s

ADN

Guanine

a) Substitution possible par une base oxydée

C’est la base 8-0x0G que nous avons utilisée, mibdés enzymes Fpg et OGE1 Cette
lésion a été choisie dans notre étude car elleréstmutagene (hybridation possible avec
I'adénine durant la réplication). Il s’agit d’unésion prévalente dans des conditions de stress
oxydant®”. Comme nous I'avons vu précédemment, les deuxneegyrpg et OGG1 sont
capables d'initier la voie de réparation par extisde bases (BER) avec la base 8-0xo0G,
respectivement chez les Procaryotes et chez learyates.

7,8-dihydro-8-Oxoguanine
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b) Substitution possible par une base cyclisée

La cycloadénine (CA) est une lésion rarement reeuen clinigue mais décrite comme
piége vis-a-vis des protéines de réparation ; estipas un substrat pour la FH§.

Elle résulte de I'action du radical hydroxyle séDN. Cette Iésion bloque les polymérases
de I'ADN. L'isomére S est plus toxique que I1é°R! ; c’est une Iésion endogéne qui pourrait
contribuer & la neurodégénération dans le Xerodepiganentosum!®. En effet,
I'accumulation de cyclopurines interfére avec kanscription, soit en complexant, soit en
altérant certains facteurs de transcription.

La synthése chimique d’oligonucléotides cycliséaital’objet d’'une publication en 1999 par
le laboratoire des lésions des acides nucléiqu&Eaf".

ADN

5’,8-cyclodeoxyadenosine

c) Substitution possible par un analogue de siésighe

» THF ou tétrahydrofurane, un analogue stable derésbtenu par synthése et qui mime le
comportement d’un site abasique (connu comme ilegtab

Tetrahydrofuran

» C3, composé de 3 atomes de carbone remplacardéaaxydibose, mimant également un
site abasique.

Spacer C3

THF et C3 remplacent artificiellement les sites sitpaes « vrais » observéa vivo,
insuffisamment stables pour des études biochimiguedtro. Ces 2 derniéres lésions sont
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décrites comme des substrats pour la Fpg carrfirédiaire réactionnel de son activité lyase
est un site abasiql@’.

d) Lésions tandem

Nous avons également utilisé des lésions tandeme iasion 8-0x0A est ajoutée coté 3’ au
brin comportant une base 8-o0xoG ou THF. Les 2 tésgmnt soit vicinales (position 1), soit
séparées de 6 bases (position 7), comme précisdeltableau IX. De telles Iésions tandem
existentin vivo et I'intérét de I'étude de leur réparation esbaligner'®®.

NH;
8
N
)\ | % °
X, N
N o
H o,
(o

[¢]

ADN

7,8-dihydro-8-Oxoadenine

3° étape ‘

Injection de chaque tube obtenu a I'étape 2 (caneton de 250 nM) et visualisation de la

réaction en SPRi. Il était envisageable d'injedermélange des zips complémentaires
hybridés mais dans un souci de rigueur, nous asooisi des injections consécutives. Elles
nous ont permis de contrbler, lors de chaque exipéei la spécificité de la réaction et

I'absence de réactions croisées entre zips. Ceétafe se déroule a 45°C afin de minimiser
ce type de réactions indésirables et surtout digelifa formation de structures secondaires.
L'ordre d'injection des séquences respecte I'ordee stabilité des oligonucléotides (par

exemple, les sites abasiques sont toujours injemtéslernier). Nous obtenons ainsi des
signaux tres homogenes, quelle que soit la séquence

06 —Cpl4_moy
/f'N —Pppy_moy
04 — Zip2-G_moy
—— Zip6-80oxoG_moy
/ / / / ——Zip7-CA_moy
02 — Zip9-THF_moy

variation de la réflectvité (%)

temps(min)

Figure 55 : Sensorgramme montrant les différentesges d’hybridation
des zips complémentaires a 250 nM.
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A B

Injection & 40°C et hybridation des zips Visualisation des spots lors des étapes d’hybridatn

!

N

Injection de Zip2c a 250nM

Injection de Zip6c a 250nM

o<l

Zp2 Zp6 Zp9
24 baseg

]
Surface d'or

Injection de Zip9c a 250nM

Double brin finalisé

Puis retour 25°C pour les injections de protéine

¢
2

Figure 56 : Construction de la puce en 3 étapes
A, injection des doubles-brins partiels réalisé$é@ape précédente sur la puce et contrdle de la

spécificité sur I'image (B), C, doubles brins prgtaur I'injection des protéines étudiées.

]
Surface d'or

4° étape (post-analytique) ‘
Une injection de soude 0,3M a la fin de chaque e&pée permet de retrouver la
configuration initiale de la puce, ne comportane des zips a sa surface. Il est important
d’effectuer un rincage minutieux de I'ensemble gsté&me avant d’initier une nouvelle
hybridation?®”.
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Tableau IX : Séquences étudiées en SPRI

Name | Sequence 5'—3’

Poly-pyrrole probes

Zip2 pyrrole-T10-CAG CAC CTG ACC ATC GAT CGC AGC

Zip6 pyrrole-T10-GAC CGG TAT GCG ACC TGG TAT GCG

Zip7 pyrrole-T10-TGC GAT CGC AGC GGT AAC CTG ACC

Zip9 pyrrole-T10-GAC CAT CGT GCG GGT AGG TAG ACC

CP14 pyrrole-T1o-GCC TTG ACG ATA CA

A24 pyrrole-T10-CAA GTG TGA CCC AGT AAG TGA GGG

Zip complementary targets 3’—5’ (part complementary to studied sequence in bold)

Zip2c GTC GTG GAC TGG TAG CTA GCG TCG GTG AAG CCT AGC ACT GAC
TAG A

Zip6e CTG GCC ATA CGC TGG ACC ATA CGC GTG AAG CCT AGC ACT GAC
TAG A

ZipTe ACG CTA GCG TCG CCA TTG GAC TGG GTG AAG CCT AGC ACT GAC
TAG A

Zip9c CTG GTA GCA CGC CCATCC ATC TGG GTG AAG CCT AGC ACT GAC
TAG A

CPl4c TCT CAC GGA ACT GCT ATG TCG ATT AAG TCT TAG TAA AAC A

Studied sequence with/without lesion 5°—3’
CAC TTC GGA TCG TGA CTG ATC T
ODN-G-bio CAC TTC GGA TCG TGA CTG ATC T -biotin
ODN-80x0G CAC TTC G8-0xoGA TCG TGA CTG ATC T
ODN-8ox0G-bio CAC TTC G8-0x0GA TCG TGA CTG ATC T -biotin
(
(
(

ODN-G

ODN-Cyclo-A JAC TTC GCAA TCG TGA CTG ATC T
ODN-THF JAC TTC GTHFA TCG TGA CTG ATC T
ODN-C3 JAC TTC GC3A TCG TGA CTG ATC T

Sequence with tandem lesions 5°—3’
JAC TTC G8-0x0G 8-oxo0A TCG TGA CTG ATC T
JAC TTC GB-0x0GA TCG TG 8-ox0A CTG ATC T
JAC TTC GTHF 8-ox0A TCG TGA CTG ATC T
JAC TTC GTHFA TCG TG8-ox0A CTG ATC T

ODN-8G /8A-1st
ODN-8G/8A-7th
ODN-THEF /8A-1st
ODN-THEF /8A-Tth

CP14 et A24 sont des séquences controles simpis-peilles peuvent étre utilisées comme référence
pour déduire le signal non spécifique obtenu Iotsnd injection de protéine. Les oligonucléotides
biotinylés sont synthétisés par la société Eurogmrites autres séquences ont été préparées par le D
Gasparutto (CEA Grenoble) : synthese sur suppoldnséa chimie phosphoramidite suivie d'une
purification sur gel de polyacrylamide et par HP{(Kerck L6200)

IV.2 Letampon

Comme les interactions ADN/protéine sont de naitum@ue, le choix de la composition du
tampon est primordial. Les protocoles expérimentdexla littérature sont nombreux. Si
nous nous focalisons sur les études impliqguant pdegtines de liaison & 'ADN, nous
constatons que la plupart des tampons utilisédarorgnt de I'Hepes et des concentrations
comprises entre 50 mM et 200 mM de sel, NaCl ou R 2611 [257] [266] [263] [l7] g
contiennent également de I'EDTA et/ou des sels de M
La composition de notre tampon est originale atltésle plusieurs sources différentes : une
publication portant sur I'étude des protéines aésdin a 'ADN ™ |es tampons utilisés
pour les gels retard et différents essais réahsépréalable pour des captures de protéines
sur oligonucléotides couplés a des billes magnésiqu
Sa composition est la suivante :

. Tris HCI 30 mM,

. MgCl, 3mM,

. KCI 100 mM,

.EDTA 1,3 mM,

. DTT 0,2 mM, ce dernier composant étant ajoutéraporanément.
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Une étude a montré que la force ionique du miliewsiague la concentration en ions
divalents avaient une importance significative dilaction des glycosylases; une
augmentation de la force ionique et de la concBotr@n ions magnésium favoriseraient les
interactions spécifiquéd™. Si I'on regarde plus spécifiquement les condiiogcessaires a
'analyse des activités glycosylases de Fpg et QG@ais savons que les cations divalents
ne sont pas nécessaires pour les deux activiteogllase et lyase; la formation du
complexe est donc insensible & la présence d’EB¥ADe plus, le pH optimal pour les
deux activités est compris entre 7 et 7,8. La présele KCl ou NaCl a 100 mM stimule leur
activité*?,

Notre tampon est utilisé du début a la fin d’'un@érience SPRiI, permettant I'’hybridation
initiale des oligonucléotides, I'injection des pmriotes d'intérét, le rincage... Il circule avec
un débit de 5 mi/h.

Sa filtration (0,22 um) avant chaque utilisatioh @wse précaution utile a la minimisation du
bruit de fond. Le rble du tampon n’est pas seuld@rmaportant pour les étapes de liaison des
protéines mais aussi pour les étapes de lavageff&n plusieurs approches ont été décrites
pour minimiser les interactions non spécifiquemmbbilisation homogéne des ligands,
modifications des propriétés de la surface, maiséeactéristiques du lavage peuvent a elles
seules moduler la liaison des protéines non spg@ei*®.

Il est toutefois important de préciser que le chdé ce tampon a été influencé par des
résultats obtenus avec la protéine Fpg. Il est ganssible qu’il ne représente pas le tampon
optimal pour I'ensemble des protéines étudiées.

IV.3 Le blocage de la surface

Notre objectif était de limiter les interactionsmngpécifiques des protéines étudiées avec la
surface. En effet, dés les premiéres injection§m nous avons observé une variation de
réflectivité sur la surface d’or, suffisante poampggcher I'observation d’un signal spécifique.
L'utilisation de serum albumine bovine n'a pas m@rcet artéfact, probablement a cause de
son pl de 4,8 trés différent de celui de la Fpg #p19,6). Mais des injections de
Cytochrome C a 1uM (pl = 10,7) nous ont permis,dgébut de chaque expérience, de
bloquer durablement la surface de la puce. Nousnsavmontré que linjection de
Cytochrome C provoque un signal non négligeable I'suret qu’elle ne modifie pas
I’hybridation. Trois injections de Cytochrome C pM sont réalisées au début de chaque
expérience pour garantir I'absence d'interactioms spécifiques.

Malgré I'efficacité du blocage, nous avons obsameé instabilité des protéines au cours de
leur injection. Notre hypothése explicative s’esttge sur une interaction potentielle des
protéines injectées avec la boucle en Teflon, pimé&ne déja observé entre le Téflon et les
immunoglobulines G ; nous avons donc utilisé une boucle en PEEK toniamétre
interne est le méme que celui de la boucle d'ilgect’origine. Ce probléeme a été ainsi
corrigé.
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Figure 57 : Influence du matériau utilisé pour laldiidique
Deux injections de la protéine Fpg & 50 nM et étddesignal sur les plots zip9 hybridés avec les
oligonucléotides comportant la cycloadénine. Lesurbes en couleur correspondent a ces
oligonucléotides, (les autres étant grisées). Lascentrations d’ADN sont croissantes (du rouge au
bleu). Nous verrons ultérieurement qu'il est normda@btenir un signal sur la Iésion CA et non sur 8-
0oxoG.
1" injection aprés stagnation de la protéine 30 mamsl la boucle en Teflon ef hjection aprés
stagnation dans un tube eppendorf (le signal esttique aprés stagnation dans un boucle d’injection
en PEEK). Notre test montre que la Fpg est intégradnt détruite ou adsorbée dans la boucle en
Téflon en 30 min.

Nous nous sommes également interrogés sur la ndasdubes Eppendorf utilisés pour
réaliser la dilution de la protéine avant injectatmous avons testé 3 références de tubes en
polypropylene, siliconés ou non. Les sensorgramrmobtenus dans des conditions
expérimentales exagérées (temps d’attente avaattion de 2h) montrent des différences
importantes. Il existe donc une interaction noncsjgie de la protéine Fpg avec certains
tubes ; adsorption sur les parois ?, dénaturatola ¢hrotéine ? Bien que le temps d’attente
réel soit d'une dizaine de minutes maximum (dilutiréparée extemporanément), il a été
décidé d'utiliser toujours la méme référence desub
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V ETUDE DES ENZYMES DE REPARATION

V.1 Les protéines analysées

Tableau X : Liste des enzymes utilisées au courndige étude

Enzyme  Fournisseur Concentration MM en kDa

Fpg RetD Systems 1,12 g/l
S. Boiteux 2,6 g/l
Sigma 0,23 g/l 30

B. Castaing 7,6 g/l
Fpg E2Q* S. Boiteux 8 all

Endo IV  RetD Systems 1 g/l 31
0OGG1 Trevigen 100 U/50 pl 38
Apel Trevigen 1000 U/400 pl 37

*Fpg mutée issue de Bacillus stearothermophilus

Pour chaque enzyme, nous avons déterminé la coatientoptimale de I'aliquot a injecter
en SPRi, compromis entre d’'une part la limite desislité de la technique et d’autre part la
possibilité de réactions non spécifiques et le deltes protéines.

~ 3nM__ EnM 12nM 25nM 50nM_100nM
T T T T T

Intensité réféc hie

06| r i
k4
04t 1/ 1

0zt i i
| -
00 by driaind -
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) 2 4 B 8 o 12 14
Temps(nin)

0 20 40 80 50 100
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Figure 58 : Injections de la protéine Fpg a des amntrations croissantes
de 3 a 100 nM. Noir polypyrroleé;ris ADN simple brinRouge ADN double brin sans lésjorert

ADN double brin comportant une base .(Bntre chaque injection, la puce est régénérée e
solution de NaCl 1,5M.

Dans cet exemple, la limite de sensibilité estrld,3a distinction entre les séquences d’ADN |é&sé o
non ne devient réellement manifeste qu’'a partidgeM.

De méme la recherche de la température optimakecassité plusieurs expériences : 25°C
pour les protéines bactériennes et 37°C pour legtipes humaines. A 20°C, nous ne
visualisons pas de signal pendant la durée detiign.

Toutes ces protéines sont conservées a -20°Ct Al ester que les tampons de conservation
contiennent du glycérol (30 & 50%) pour permetiredngélation de la protéine ; sa présence
sera détectée en SPRI. Avec les enzymes commesai@les avons été génés par la présence
de BSA qui provoque un bruit de fond tres importantSPRI. A titre d’exemple la Fpg
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commercialisée par le laboratoire SIGMA n’était pasez pure pour étre utilisée et aucun
résultat obtenu avec cette enzyme n’'a pu étre g&plNous avons donc sélectionné les
fournisseurs en conséquence. La SPRi pourrait démein excellent outil pour qualifier un
lot d’enzyme comme la Fpg et déterminer la préséneatuelle de protéines contaminantes
responsables de signaux non spécifiques sur ’ADNI® molécules générant un bruit de
fond génant. Un nouvel outil de contréle qualité ?

Nous avons également injecté des extraits celadalE. coli, a 0,5 g de protéines/I. lls ont
éteé filtrés pour éviter toute injection de partesulou d’agrégats qui pourraient nuire a la
qualité des données recueillies. Nous abordersn®ailtats ultérieurement.

V.2 Larégénération

Cette étape a lieu apres linjection de protéir@stte opération consiste en une injection
bréve de solution fortement élutive permettant desatier rapidement et de maniere
exhaustive toutes les molécules d’analyte restsst@ées au ligand apres la fin de la phase
de dissociation. Un soin tout particulier doit éapporté a la recherche des conditions
optimales de régénération ; une régénération iisauffe entraine, au cours des cycles
successifs une accumulation progressive de mokdidmalyte sur le ligand, saturant celui-
ci et faussant les mesures ultérieures, a l'oppos® régénération trop drastique peut
entrainer une perte de ligand.

Trois possibilités sont retrouvées dans les prdésade la littérature :

+ soit un détergent ionique

SDS de 0,05% a 0,561 ¢4

+ soit une modification de la force ionique du milie

NaCl de 1M & 2M°7 1291,

¢ soit une combinaison des deux

NaCl 0,5M et SDS 0,005%.

Nous avons choisi I'injection de NaCl a 1,5M afie de pas risquer la création de bulles
avec le SDS. Cette force ionique provoque la diaoo des protéines liées a I'ADN et
présente également I'avantage de stabiliser leeduilADN %! || est toutefois important
de rincer la boucle d'injection avec du tampon amtgaque injection de sel car les résultats
peuvent étre perturbés par des traces de sel.

Lors de cette élution, nous observons généralenmamttres forte baisse du signal et nous
avons tenté, au cours des premiéres expérienddentifier la nature de I'éluat en réalisant
une électrophorese suivie d’'une coloration argemtigais la forte salinité de I'échantillon et
la faible quantité de protéine récoltée en sortiaidpositif (estimée de I'ordre de la femto-
mole) ne nous a pas permis d’obtenir de résultdedtification.

V.3 Analyse de la liaison ADN/enzyme

Il nous était impossible de calculer des constaritetiques d’association ou de dissociation
pour quatre raisons :

» Les signaux obtenus sur les sensorgrammes montaeeient un état d’équilibre
(instabilité de la liaison de la protéine a 'ADN ?
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> Le signal mesuré résulte de la superposition dignal spécifique et d’un signal non
spécifique (reconnaissance de I'’ADN double brin).

> Les interactions observées peuvent étre moduléesepdébit de la fluidique. A faible
débit, I'enzyme a la capacité d’entrer en contaetcglusieurs brins d’ADN. A haut débit,
I'enzyme est éliminée plus rapidement de la cellidenesure.

Nous mesurons avec notre dispositif la variatiavbgle de I'index de réfraction de chaque
spot.

» De plus, il est trés difficile d’obtenir une redretibilité parfaite de deux injections
d’enzyme (faibles volumes pipetés dans une solwisgueuse comportant du glycérol).
Nos résultats sont donc issus d’'une analyse gtivadita

Néanmoins, le fait de mettre en solution des daublkins d’ADN (avec ou sans lésion)
réduirait la réassociation de la protéine avecdigonucléotides de la puce. Cet effet
« parking » pourrait probablement étre éliminé egnaentant le débit du tampon. Cette
approche mériterait d’étre approfondie si nous adigims calculer des constantes cinétiques
pour les différentes interactions étudiées.

Nous avons réalisé des tests de compétition enctamje apres la protéine, des
oligonucléotides doubles-brins comportant une basgnale ou une base mutée. L'idée
initiale était de diminuer l'interaction non spégife de la protéine Fpg avec ’ADN double
brin immobilisé. Cette approche a déja été réalpsel’équipe d’Adhikari*’® en utilisant

un anticorps monoclonal vis-a-vis de I'enzyme Nimgidurine glycosylase.

Nous avons observé des différences de cinétiqutisgeciation, avec un phénomene plus
rapide en présence de duplex en solution. Le psasede dissociation observé dans nos
conditions expérimentales n’est probablement quiebéune partie des protéines pourraient
se lier successivement a plusieurs doubles-brinis)]a lente diminution du signal en
'absence de duplex.

Retour tampon Injection ADN double brin

— Ppy

— Zip2G30.25uM
Zip2Ga0.5uM
Zip2 Galum
Zip2 Ga2uMm
Zip2 Gal0uM

—— Zip9CA40.25uM
Zip9 CA30.5uM
N
Zip9 CAa1uM
Zip9 CAa2uM
— Zip9CA310uM
—cp

Figure 59 : Tests de compétition
Injections de la protéine Fpg a 50 nM sur un oligoléotide sain et un oligonucléotide comportant la

base CA, suivie d’'un passage en tampon (A) ou dinjeetion d’'un oligonucléotide double brin a
100 nM (B).

L'expérience a été répétée avec un ODN double comportant THF, CA ou 8-0xoG (résultats non
montrés).
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V.4  Révélation de I'activité enzymatique

Il est tres difficile de détecter et d’analyser signal spécifique lors de linjection de la
protéine ou de son élution. Comme l'activité enziiqnee ne peut étre étudiée directement,
nous avons testé trois approches différentes :

V.4.1 Premiere approche : deux injections conséeasi d’enzyme

Pendant la 'I® injection, nous observons trois comportementsérkfits : une forte
interaction spécifique avec les séquences compddarnésions, une interaction plus faible
avec I'ADN double brin non lésé et une interactioon spécifique avec les plots de
polypyrrole et 'ADN simple brin. Cette répartitiates courbes est conforme aux résultats de
la littérature®®. Lors de la deuxiéme injection de Fpg, nous obiienm sensorgramme trés
différent pour les plots contenant la base 8-oxo@rbe rouge)Ceci signifie que I'action
enzymatique lors de la premiére injection a modéistructure de I'oligonucléotide qui n'est
plus substrat lors de I& ijection. (A l'inverse, le résultat obtenu sus l@ots comportant la
lésion CA,courbe vertemontre que la Fpg reconnait cette lésion de masgécifique et
reproductible, sans action enzymatique, observativaccord avec d’'autres travatix).

Fpg ] 0OGG1

T T 5 T

rinsing rinsing A @

AN HIASAS

) o]

=
[,

y change (%
>

Reflectivity change (%)
N

E N
=0.5 4 \ ‘ =
S \Y/ 1 :
i \ L
xr 0 § 0
Fpg Fpg 0GG1 OGG1
-0.5 T i -1 L
160 170 180 190 200 210 390 400 410 420 430 440
Time (min) Time (min)

Figure 60 : Deux injections consécutives d’enzyme
a) Injection de la protéine Fpg a 50 nM suivie djpmssage en tampon et d’'uneirfjection de Fpg a

la méme concentration puis injection de NaCl 1,%Yiméme protocole avec la protéine OGG1 a
50 nM.

Noir : polypyrrole, nBleu : ADN double brinRouge : ADN comportant une
base 8-oxoGVert : ADN comportant une base CA

En revanche, le sensorgramme est trés différemt @ve double injection d’OGGL1 qui a les
capacités de se lier uné @is a 'ADN comportant initialement la base 8-&dcourbe
rouge).On peut supposer que :

» l'action de cette enzyme dans notre dispositibesiucoup plus lente que celle de Fpg. En
effet, la durée moyenne décrite pour exciser la s OGG1 est d’environ 20 min et la
demi-vie du site abasique généré est longue [(2h)Dans nos conditions expérimentales
OGG1 n’a pas le temps nécessaire pour créer usareagans le brin d’ADN mais peut-étre
le temps de générer un site abasique (qu’elle redotors de la 2injection).
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» la concentration en magnésium de notre tamponndienpeut-étre I'efficacité de OGG1
pour le clivage du brin d’ADN ; on sait que cettgzygme opére comme une glycosylase
monofonctionnelle & des concentrations physiologscqie magnésiufi’.

V.4.2 Deuxieme approche : révélation par la tempiéira

Nous avons comparé la stabilité thermique des woligigotides apres I'action de I'enzyme.
En préliminaire, nous avons Vérifié que les oligdaatides double-brin initialement
hybridés sur la puce, sans lésion, avec 1 ou @riéssont stables a la température cible.
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Figure 61 : Exemple de courbe de dissociation thégoe

sur lagquelle on observe la stabilité de nos oligdéatides comportant soit une base THF (a), so& un
base 8-0xoG (b) a la température appliquée dangenpitotocole (45°C). Les deux autres zips sont
hybridés avec des Iésions tandem que nous étudiet@rieurement.

La chute de réflectivité correspond a la fusion desx brins d’ADN.

Si 'enzyme a eu une activité lyase, elle générexdéagments de 7 et 14 bases
(oligonucléotide initial de 22 bases) et ces fragtmesont instables a 40°C.
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Figure 62 : Mécanisme simplifié de I'action de lagg sur la Iésion 8-0x0G
D'aprés?’,
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Apres linjection de sel, la cellule de mesure dsuffée a 45°C (rampe de température a
raison de 1°C par min).

Dans nos conditions expérimentales, ces deux fragmeestent stables a 25°C et une
détection directe par la mesure de la réflectivetst impossible. Cette élévation de
température jusqu’'a 45°C pourrait favoriser la alisstion sélective des duplex de petite
taille sans entrainer la dissociation des autrgsleduplus stables car comportant au

minimum 22 paires de bases appariées.
g

Retoura 25°C

) ) Injection ODN 22 b

\ simple brin

Figure 63 : Principe de révélation de I'activité epmatique de la Fpg

sur notre biopuce. L'injection d'un oligonucléotidenple brin permet de visualiser une hybridation
exclusivement sur le zipc précédemment hybridé @ligonucléotide Iésé. Nous ignorons si le
chauffage a 45°C permet le départ complet ou plagied’oligonucléotide lysé par I'enzyme.

Injection Fpg Chauffage 45°C /

[}

Apres chauffage, la séquence zipc est accessibienauvel oligonucléotide donc I'injection
d’un oligonucléotide de 22 bases et complémenti@réextrémité 5’ du zipc (a 250 nM et
25°C) nous a permis de visualigeposterioril'action de I'enzyme ; la fixation spécifique de
cet oligonucléotide signe I'action de I'enzyme.

Le prérequis de cette analyse étant bien entengiétence exclusive de doubles-brins avant
l'action de I'enzyme, nous I'avons vérifié par ungection préliminaire de I'oligonucléotide
complémentaire 22mer qui ne se fixe a aucun spot.
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Figure 64 : Révélation de I'activité catalytique di@ Fpg aprés chauffage
a 45°C. Le sensorgramme montre ['hybridation d'ufiganucléotide complémentaire. Noir

polypyrrole, Gris ADN simple brinRouge ADN double brin sgiBleu ADN comportant la base 8-
0xo0G,Vert ADN comportant la base CA.
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Nous n’observons un signal spécifique que sur lets goncernés par I'activité catalytique
de la Fpg, c’est-a-dire ceux comportant initialetiarbase 8-0xoG.

Si I'on suppose que la variation de réflectivitdé psoportionnelle a la masse des cibles
hybridées sur la surface, nous avons eu l'idédidies I'activité de la Fpg en comparant les
signaux mesurés pendant I'hybridation de la pugeetant la révélation.

Tableau Xl : Estimation de I'activité Fpg

Concentration spotting Intensité mesurée durant Intensité équivalente | Intensité mesurée duramt
en uM I'hybridation de la puce : 69 bases pour 22 bases la révélation : 22 baseg
10 1,39 +/- 0,04 0,44 0,40 +/- 0,04
2 1,18 +/- 0,04 0,38 0,37 +/- 0,04
1 0,65 +/- 0,04 0,21 0,24 +/- 0,04
0,5 0,40 +/- 0,04 0,13 0,18 +/- 0,04
0,25 0,17 +/- 0,04 0,05 0,13 +/- 0,04

Comparaison des intensités mesurées et calculéesans de I'hybridation afin d’estimer I'activité
Fpg.

Avec cette estimation, nous pouvons supposer quetddité des Iésions 8-oxoG a été
éliminée par la Fpg. La technique de révélationtempérature permet donc la mise en
évidence de l'activité enzymatique lyase mais auss estimation quantitative de son
efficacité.

La méme expérience a été tentée avec I'enzyme O@@&s$ le signal obtenu lors de
I'hybridation aprés chauffage est trés faible sg plots contenant initialement 8-0xoG :
environ 0,1 % de variation de réflectivité alorsaije était comprise entre 0,4 et 0,5 % pour
'action de la Fpg. De plus, le rapport signal/bmiiest pas satisfaisant. Ce résultat reste
donc a confirmer ; il serait peut-étre utile d’awegter la durée d'action de I'enzyme sur la
puce (8 min d’injection suivies de 30 min de ringa@ns notre protocole).

V.4.3 Troisieme approche : réaction de trapping ave borohydrure de sodium

En présence de NaBHa Fpg se lie de maniéere covalente a ’'ADN mdédgar une base 8-
oxoG".
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Figure 65 : Mécanisme d'action du NaBJH
Selon®,

La base lésée (B*) est lysée en C1’ avec I'actim éditome d’'azote de I'enzyme ; il y a formation
d'un intermédiaire base de Schiff qui est normalenetivé. En présence d’agent réducteur, la liaison
de la glycolsylase est irréversible.
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Nous avons réalisé ce test en modifiant le tampws He linjection de la protéine
(remplacement de KCI par NaBH la méme molarité). Nous avions observé que toute
hybridation est impossible en présence de ce taNa@H, ; il circule donc seulement dans
le systtme au moment de l'injection des protéiRedcaution supplémentaire essentielle : le
dégazage systématique de ce tampon d’une parfgfiati@n sous hotte pendant minimum
5h et d’autre part par le dégazeur lié a notreadigip. En effet, la molécule de NaBHn
milieu agueux produit de I'hydrogéne.

La réaction d’hydrolyse du borohydrure de sodiumt @re décrite de la fagon suivante :
NaBH, + 2 HO = 4H, + NaBG,

Nous avons vu que la molécule de NaBprovoque la réduction irréversible d'un
intermédiaire réactionnel : la base de Schiff pieduors de I'ouverture du cycle du
déoxyribose. Cette réaction est plus informativendmécanisme réactionnel que d’'une
réelle actionin vivo car aprés la formation artificielle de cet addwgvalent, aucune autre
réaction n'est possible. Seule la régénérationletotee la puce avec NaOH 0,1M est
envisageable.

Le résultat montre la formation d’une liaison cevdé entre Fpg et la base 8-0xoG car c’est
la seule interaction résistante a la modificatiedadforce ionique du milieu.
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Figure 66 : « Trapping » de la Fpg sur la base 8a®
dans le tampon comportant NaBBl 100mM. Un rincage par une solution de NaCl 1 &®Mpermet

pas d'éliminer la protéine Fpg liée a la lésion Sed.

Le mécanisme est en théorie similaire pour les @eymes Fpg et OGGY® mais aucune
interaction n'a été mise en évidence - a 2 reprisavec I'enzyme OGG1, malgré la
prolongation de la durée de réaction (30 min) aehdlyse a 37°C. Nous n'avons pas
d’explication mais il est possible que le contamlgngé de I'enzyme avec ce tampon
particulier modifie la structure ou les propriét@salytiques de I'enzyme.
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V.5 Amplification possible du signal

Dans le but d’augmenter la sensibilité de notr@algif, nous avons cherché a augmenter
l'intensité des signaux obtenus a deux momentgreifits dans I'analyse de I'interaction.

V.5.1 Signal de fixation de la protéine a I'oligomigotide

Il a été montré®® que linjection d’'un anticorps sur une surfacespréant le complexe
ADN/protéine permet la quantification de cette giae.

Nous avons utilisé des anticorps polyclonaux (R&tBtems et Millipore) et monoclonaux
(Interchim) anti-Fpg dans le but d’observer undaten de réflectivité liée a la formation
des complexes ADN/Fpg/anticorps. L'objectif étatblle : d’'une part amplifier notre signal
et d’autre part permettre ultérieurement la débectipécifique de la Fpg liée a 'ADN aprés
une injection d’extraits cellulaires. Différentsofwcoles ont été testés pour nos anticorps
apreés injection de Fpg purifiée :

+ Concentrations de 1/100 a 1/5000 dans notre taingituel

+ Mémes dilutions dans ce tampon sans DTT

+ Mémes dilutions dans notre tampon avec 1uM decbytone C

+ Mémes dilutions en tampon PBS

+ Injections simultanées de la protéine Fpg en ngélavec I'anticorps anti-Fpg

+ Prolongation des étapes de ringcage et diminutiodédit afin de discriminer une

eventuelle interaction.

Nous n’avons jamais observé une différence de kigna a l'anticorps. La densité de
greffage est-elle trop importante pour permetiedés des molécules d’anticorps ?

Un test en Western Blot réalisé séparément avaitmd@ue nos anticorps ne se fixaient que
sur des enzymes commerciales et non sur I'enzyriiséuhabituellement dans notre
protocole et fournie par le Dr S. Boiteux (CEA, FEoray aux Roses). Cette approche a été
abandonnée.

V.5.2 Signal de révélation de I'activité apres disgtion thermique

L'utilisation d’'oligonucléotides monobrins biotiréd injectés aprés 'action enzymatique et
le chauffage est un artifice nous permettant d'@maple signal avec de la streptavidine.

Avant leur utilisation, nous avons montré que latibie n’interférait ni sur la qualité de
I’hybridation, ni sur les interactions avec I'enzyfapg.
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Figure 67 : Influence de la biotine
Sensorgramme montrant la liaison de la Fpg injeé@&80 nM sur 2 ODN comportant la Iésion 8-
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Figure 68 : Amplification du signal avec la streptadine

(1) Injection d’'un oligonucléotide complémentaiiengle brin biotinylé (aprés I'action de I'enzyme
Fpg et I'étape de chauffage) suivie d’'une inject{@h de streptavidine. Ici, 'amplification du sigh
est trés nette pour le zip7 et le zip9 correspotglanx sites de la base 8-0xoG, ce qui signifieiog!’
hybridation a eu lieu, révélant une activité lyateetrait de la base lésée par I'enzyme étudiée.

Cette amplification donne d’excellents résultdts signal d’hybridation initial est augmenté
de 300 %.

V.6 Identification des protéines fixées

Comme la technique SPR n’est pas destructivet #masageable de collecter les protéines
d’'intérét apres élution et de les identifier pae technique de spectrométrie de masse.
Nous avons choisi une puce ne comportant que d¢s Ipybridés avec une Iésion (CA). Le
choix de cette Iésion est justifié par le fait queste molécule n’est pas excisée par les
enzymes utilisées. Elle nous sert de piege a metedg.

Afin d’éliminer les protéines se liant a L’ADN deamiére non spécifique, I'expérience est
menée en différentiel (une autre puce ne compartedgs oligonucléotides normaux). Nous
avons injecté soit de I'enzyme Fpg purifiée, sei dxtraits cellulaires. coli.
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Les tests ont été réalisés plusieurs fois et sdiftérentes modalités :

» Surface

Soit avec un grand nombre de spots (48) créésaparéthode d’electropolymérisation du
pyrrole.

Soit totalement recouverte d’oligonucléotides daigr@ a obtenir un maximum de capture ;
nous utilisons ici des ODN thiolés permettant daven la surface a raison de 20 pmol
d’oligonucléotides/cr la surface du prisme étant d’environ 1°cm

» Elution:

Soit la solution saline est injectée dans le digip&PRi et les protéines sont collectées en
sortie. Nous avons au préalable mesuré préciséméstnps d’élution entre le passage dans
la cellule de mesure et la sortie du systeme,idel’d’'une solution colorée : 1min et 20 sec.
Soit le prisme est sorti de I'appareil et incubéaune goutte de trypsine a 37°C pendant
30 min. Comparée aux autres enzymes la trypsinesa@stent choisie car elle tolére de
petites quantités de détergents et nécessite urdgH pour une action enzymatique
optimale 7,

La solution est ensuite récupérée a la pipette poeridentification en spectrométrie de
masse.

La Fpg a pu étre identifiée par spectrométrie daesmaguelle que soit la concentration
injectée (25, 50 ou 100 nM). Mais dans tous lesleagésultats de spectrométrie de masse
sur extraits cellulaires ne sont pas concluants gdes raisons de sensibilité de la technique.
Le rapport signal/bruit obtenu est en effet trdlsléa
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VI DISCUSSION SUR LES RESULTATS OBTENUS VISA-VIS DES DIFFERENTES
LESIONS

Ces résultats ne concernent que des protéines atigues purifiées car avec les extraits
cellulaires, nous navons pas pu détecter ni lanmeaissance éventuelle de certaines lésions,
ni I'action enzymatique potentielle des protéingedtées.

VI.1 Dans le cas d’un site I1ésé unique

Tableau XlI : Tableau récapitulatif des actions d&senzymes purifiées sur 4 |ésions isolées

8-o0x0G CA THF C3
Fpg coupure liaison liaison liaison
OGG1 | Pas d'action spécifiqu: Pas d’action spécifiqu: DM DM
EndolV | Pas d’action spécifiqu DM coupure coupure

DM : données manquantes pour notre étude en SPRi

» 8-0x0G

La SPRi détecte l'activité de la Fpg sur cette pbasenme décrite dans la littérature
(glycosylase bifonctionnell€™). Comme nous I'avons vu précédemment, le réleogigue
essentiel de la Fpg est le retrait des bases endgéen par les espéces réactives de
I'oxygéne ; elle forme dans un premier temps up sibasique en coupant la liaison N-
glycosidique puis dans un deuxiéme temps une reidarla chaine oligonucléotidique en
coupant la liaison phosphodiester. Nous visualidansupture de la chaine d’ADN avec
l'artifice de chauffage qui révele la fragilité dite concerné.

Notre attente se portait sur une réaction similairec I'enzyme OGG1 mais nous ne I'avons
pas observée. Il a été décrit une activité de OGutre-vingt fois plus faible que celle de la
Fpg vis & vis de la lésion 8-oxd®.

» Cycloadénine
On observe une liaison de I'enzyme Fpg a la CAtedésion pourrait avoir un réle de piége

vis-a-vis de la Fpg. Celle-ci restant fixée a la, @Ae devient incapable de détecter d’autres
Iésions afin d'initier le processus de réparatiahibiteur endogene de Fpg).

» THF et C3

Ces structures chimiques nous permettent d’étueieomportement des enzymes vis-a-vis
des sites abasiques mais les résultats devrordfomigtre interprétés avec précaution car
I'enzyme n’est pas en présence de vrais sites @lssitrop instables. Une création de site
abasique vrai a été tentée extemporanément, paytiee UDG sur une base Uracile. Le

protocole était différent, en particulier pour ngosition du tampon. L’activité lyase de la

Fpg a bien été observée sur ce site abasique wiaill®xpérience n’a pas été répétée ; nous
ne tiendrons pas compte de ces résultats ici.

En revanche, le comportement de la Fpg vis-a-visHie et C3 a été confirmé. L'affinité de

la Fpg est plus forte pour ces deux modificatioms gour CA, l'interaction avec THF étant
supérieure a celle de C3.
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Figure 69 : Fpg et sites abasiques
a) Injections successives de la protéine Fpg &difftes concentrations d@a @ : 6,25nM, 12,5nM,

25nM, 50nM et 100nM. Régénération par NaCl 1,5Mephaque injection. b) signal normalisé. c)
dissociation de la protéine Fpg pendant 2h30. Oseote la stabilité de Fpg sur les sites abasiques.

Bien que les bases CA, THF et C3 ne soient pasutesdtrats vis-a-vis de la Fpg, elles ont la
capacité de se lier fortement a 'enzyme. Une aefgerience a été menée sur une nuit et
apres 18h de rincage, il persiste un signal suplets contenant C3 et THF alors que le
complexe Fpg/CA s’est dissocié. Nous montrons &igrande stabilité du complexe
Fpg/sites abasiques.

Ces résultats sont en accord avec la toxicité pietende ces modifications, piégeant une
enzyme de réparation a leur niveau, tout en restleg-mémes non réparées.

Ces courbes peuvent étre rapprochées du signéd¢ sthtenu lors d’une injection de Fpg
mutée. Cette derniere conserve théoriguement divitéae reconnaissance de la base 8-
oxoG mais n’exerce plus son activité enzymatiqueofer toutefois que cette protéine n’est
pas dissociée par une injection de sel, a la @iffée des conditions précédentes.
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Figure 70 : Test de Fpg mutée
a) Injection de la protéine Fpg a 50nM. b) injectide la protéine Fpg mutée a 500 nM.

L’étape ultérieure d'injection de I'oligonucléotidemple brin aprés action de I'enzyme mutée ne
montre aucun signal d’hybridation, résultat (nonntré) attendu puisque I'activité lyase est inhibée.

Il existe des endonucléases capables d'agir susites abasiques (représentés dans notre
étude par les sites THF et C3). Nous avons étlatitdn de EndolV, une enzyme issu&d’
coli qui posséde des propriétés 3' AP-endonucléase®teXonucléasd?”®. Les signaux
d’interactions observés sont faibles malgré la ttéad’enzyme injectée (estimée a environ
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130 nM). A la différence de la Fpg, Endo IV restéme fixée aux Iésions THF et C3 aprés
l'injection de sel. La révélation indirecte de [aié enzymatique par l'injection d'un
oligonucléotide simple brin aprés chauffage monine action spécifique sur les plots
contenant initialement THF et C3, avec un signas jihtense pour THF.
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Figure 71 : Action de Endo IV sur les sites abasggi
a) Injection de la protéine EndolV a 4 Ul/ml. b) Véation de l'activité par injection d'un

oligonucléotide biotinylé aprés chauffage, réactiamplifiée par la streptavidine. Seuls les plots
contenant initialement THF et C3 ont réagi, ce maontre 'activité lyase de EndolV sur ces deux
Iésions.

VI.2 Dans le cas de Iésions tandem

Des lésions multiples peuvent se former dans I'’Ap&tticuliérement aprés expositions aux
radiations ionisant€€. Ces lésions sont supposées constituer un réél poéfr les
mécanismes de réparation car chaque lésion peufienddcalement les propriétés de la
double hélice. L'inhibition de réparation la pluste est souvent montrée quand la seconde
lésion est proche de la Iésion initiale, mais susrin complémentairé®.

Tres peu d’études ont été menées sur des lésiohiplanilocalisées sur le méme brin
d’ADN : on parle alors de lésions «tandem ». Lenger article traitant de l'action
d’extraits cellulaires humains sur deux Iésionsiéan date de 2005 et montre déja que la
réparation dépend de la position relative des 2dakérées.

La publication de I'équipe de P. O'Neff’” s'intéresse a ce type de lésions avec une
méthode d’analyse par gel. lls montrent ainsi gegcision d’'un site abasique par la
protéine Fpg est diminuée en présence de 8-oxoAners celle-ci est a une distance de
quatre bases, coté 5’ ou coté 3'. Quant a l'actierApel, elle est influencée par la Iésion
tandem 8-0x0A si celle-ci est localisée en 3’ da abasique et & une distance qui n’excéde
pas deux bases. La méme équipe a également éadlién d’extraits nucléaires sur un site
abasique & proximité d’une base 8-0xX6® et méme sur un double-brin comportant deux
lésions tandem sur un brin et une base Uraciléaire brin™7,

Selon un modeéle similaire, nous nous sommes irgéses |'influence d’une base oxydée (8-
0X0A) située en tandem de deux de nos lésions ¢eéudent étudiées (8-oxatk THF) et
nous l'avons positionnée soit juxtaposée, soit pt dmses de distance, cb6té 3’ (cf
tableau IX). Cette base oxydée (8-0x0A) n’est passée par les enzymes utilisées. Nous
savons que la Fpg reconnait et excise la Iésiomida@Eormamidopyrimidine avec une
adénine (FapyA) mais elle n'a pas d’action sur base 8-o0xoA car celle-ci posséde un
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cycle imidazole fermé qui pourrait contribuer a soanque de flexibilité et donc a son
inaccessibilitd®?.

VI.2.1 Etude de Fpg
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Figure 72 : Action de I'enzyme Fpg sur nos lésiotadem
a et c: injection de la Fpg a 200 nM a 25°C suidiene injection de sel, b et d : révélation de

I'activité lyase apres rampe thermique (45°C) awgection de I'oligonucléotide simple brin biotiryl
et injection de streptavidine.

En a et b, I'action sur les Iésions tandem compurta base 8-oxoG peut étre comparée a l'action
sur la base 8-0xoG seule ou sur I'ODN double bensslésion. L’activité de coupure est maximale si
les deux lésions sont distantes de 7 bases.

En c et d, nous étudions I'action de la Fpg suégidns tandem différentes. Nous retrouvons I'aétivi
de coupure maximale sur les mémes Iésions tandem.

L’ensemble de ce travail a été réalisé sur la mpoee avec des signaux d’hybridation identiques.

Les oligonucléotides comportant les Iésions tandemété choisis avec une molécule de
biotine car notre volonté initiale était de détedtactivité enzymatique de maniére plus
directe, sans avoir besoin de I'étape de chauffdgmus espérions observer un signal
différentiel entre les oligonucléotides intactkiés avec l'injection de streptavidine. Mais
le signal équivalent obtenu nous a montré que, madlgction de la Fpg, I'oligonucléotide
restait dans sa configuration double-brin a 25tG;eei malgré la présence d’un&l@sion
proche.
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Notre protocole se déroule donc avec des étapgdésupntaires car la présence d'une
biotine a I'extrémité des brins comportant lesdésitandem pourrait étre considérée comme
une contrainte. Mais cette difficulté peut étre toomée avec une injection préalable de
streptavidine :

Apres action de I'enzyme et la dénaturation thetmigotentielle, nous injectons :

+ De la streptavidine a 10 nM afin de saturer I'enisie des biotines présentes sur le
systéme

+ L’oligonucléotide simple brin biotinyl§ui se localisera uniquement sur les simples brins
existants c’est-a-dire ou 'activité lyase aurdieu

+ De la streptavidine pour amplifier ce signal d’higlation (toujours trés faible, de I'ordre
de 0,1 %).

Figure 73 : Représentation schématique de notretpaple avec des oligonucléotides biotinylés
Exemple d'une puce comportant d’'une part un olighéotide témoin sain et d'autre part un
oligonucléotide avec 2 lésions tandem (symboliggsles 2 ronds de couleur rouge). Lors de
I'hybridation initiale, nous avons choisi des oligaléotides 22mer biotinylés (biotine = boule
bleue).

A : Action de I'enzyme puis chauffage a 45°C

B : Injection de streptavidine (cube violet)

C : Injection d’un 22mer simple brin biotinylé

D : Injection de streptavidine

Le signal amplifié correspond exclusivement a liigdition qui a lieu a la place de I'oligonucléotide
lysé par 'enzyme.

VI.2.1.1 Interprétation du signal d’injection de Fgp

Le changement de réflectivité est important (juagl%) et le signal obtenu avec les 2
lésions THF/BA juxtaposées se distingue des asgasorgrammes par son intensité plus
importante. Lors de I'étape de dissociation, urigdince plus subtile peut étre remarquée
sur les plots de zip7 (8G/8A juxtaposées) pourueklgla dissociation semble plus lente.
Peut-on supposer une activité enzymatique ralénteuse de la°#sion a proximité ? Quoi
gu’il en soit, nous n'observons pas la stabilitélald-pg constatée antérieurement sur une
lésion THF unique. Ce phénomene est peut-étrelhédéssociation de la Fpg liée a la base
8-0x0A.
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VI.2.1.2 Interprétation du signal d’hybridation

Ce signal est le reflet de I'activité lyase de Ygme.

L’activité lyase de la Fpg est maximale sur le tarem 8G/8A séparés de 6 baseBeut-on
imaginer gu’une 2 lésion sur le brin comportant la 8-oxoG facilie decrutement de
'enzyme de réparation ? A cette distance, lesofésisont en réalité tres proches
(enroulement de la double hélice). La présenceeddgtonde anomalie pourrait faciliter la
reconnaissance de la premiére. Cette hypothegestfite si les deux lésions sont séparées
de 6 bases car le signal obtenu pour une Iésioxo&®eule ou juxtaposée a une base 8-
OXOA est similaire ; on ne montre pas une difféeed@ctivité enzymatique de la Fpg face a
ces deux lésions tandem trés proches (en compamdisoe lIésion 8-0xoG unique).

Les résultats de la littératuf8” ont montré une activité lyase de Fpg diminuée ande
|ésion tandem : site abasique/8-0x0A, le site ajp@spouvant provenir soit de I'effet direct
des radiations ionisantes soit du retrait d’'uneeti@sée par une glycosylase.

Ces résultats sont-ils en contradiction avec ldses® Des études complémentaires sont
nécessaires car sur nos oligonucléotides, nousoésida base 8-oxoG et non un site
abasique. Par ailleurs, le dispositif analytique tess différent d'une part vis-a-vis de
l'activité enzymatique (10 min versus 1h) et d’aypart vis-a-vis de la disponibilité spatiale
des molécules (oligonucléotides immobilisés verileu liquide). Notre travail représente
en effet la premiére étude de réparation des Iédadem par SPRi.

Un signal parasite est observé sur le zip2 dubydbtidation croisée observée entre zip2c et
Zip7c. Le résultat le plus surprenant est I'acémaymatique lyase de la Fpg obtenue sur le
couple THF/8A. En effet, nous avons vu précédemrgaatles sites abasiques et la base 8-
O0X0A peuvent jouer le réle de ligand pour la Fpgshmee constituent pas des substrats pour
cette enzyme. Nous avions également vérifié lailgeakhermique de ces oligonucléotides
dans les conditions de notre étude. On peut domposer une petite activité lyase de la Fpg
sur ces substrais vitro.

VI.2.2 Etude de EndolV
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Figure 74 : Action de I'enzyme EndolV sur nos lési® tandem
a : injection de Endo IV a 4U/ml pendant 30 minrévélation de 'activité enzymatique par injectio
d’un oligonucléotide biotinylé puis injection deegitavidine.

Un signal trés faible est obtenu comme précédem(fetfio) lors de I'injection de I'enzyme
EndolV.
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Aprés injection de sel et chauffage, nous injectiam®ligonucléotide simple brin biotinylé.
Comme nous savons que EndolV a la propriété deerdigmalogue de site abasique THF,
le résultat attendu lors de I'injection de strefdane est un signal positif sur les quatre spots
(zips 6, 7 et 9 pour la coupure et zip2 car laib@était initialement présente).

La révélation de l'activité enzymatique nous monine action maximale de EndolV sur une
lésion THF unique et Iégérement diminuée en cag°désion présente. Mais comment
expliquer le signal tres faiblement positif (0,2&ttenu pour I'ADN sain lors de I'injection
de streptavidine ? Ce signal n’est pas lié a I'lddiron du simple brin (nulle sur ces plots) ;
la seule explication possible réside dans I'hypsgh&une perte antérieure de biotine sur ces
plots. Quelle est I'action de I'enzyme EndolV ses bligonucléotides biotinylés ?
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Figure 75 : Hypothése expliquant les résultats ottis avec I'enzyme EndolV
et nos oligonucléotides biotinylés. Le zip6c edbridg avec une lésion THF unique (nous ne

disposions pas de I'oligonucléotide biotinylé paette Iésion). Les zips 7¢ et 9¢c comportent THF et
8-0x0A en tandem. Le zip 2c est hybridé avec gowlicléotide sans Iésion.

A : action de I'enzyme EndolV suivie d’'une rampariiique jusqu’a 45°C. Notre hypothése concerne
la coupure de la biotine par Endo IV.

B : injection d’un oligonucléotide simple brin hioglé

C : Injection de streptavidine

Une expérience a été réalisée en gel retard psuahger I'action de 3 enzymes utilisées au
cours de cette étude ; elle confirme une activit€alpure de la biotine avec EndolV.
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Figure 76 : Résultat d’'un gel retard
réalisé avec des oligonucléotides non lésés et néarqu*?P et incubés pendant 30min & 37°C avec 3

enzymes différentes.

Si I'on regarde la structure de la biotine liée'exttémité 3'P des séquences, la liaison
formée pourrait mimer un site reconnu et coupé padolV. La liste des dommages
reconnus par EndolV fait I'objet d’'une publicatiéfi®. Ici, il s’agirait d'une activité

3’exonucléase. En effet, des analyses complémestaint été réalisées avec d'autres
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oligonucléotides et ont montré cette activité¢ deldd. Une publication de 2008
suppose méme que cette fonction 3’ exonucléasegibétre significativen vivo.
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Figure 77 : Structure de la biotine
couplée a I'extrémité 3’ de nos oligonucléotides yae molécule de TEG.

A notre connaissance, c’est la premiere fois qedt constaté une action de I'enzyme
EndolV sur des oligonucléotides biotinylés et catteraction mérite d’étre connue car elle
peut étre responsable de nombreux artéfacts tagmiq

VI.2.3 Etude de OGG1

Comme précédemment, les résultats obtenus avexytten OGG1 ne sont pas concluants
(faible signal inférieur a 0,2% et nombre insuffise’ expériences).

0.4

0.3 1
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02 — Ppy
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= Zip 6 8-0x0G

— Zip 7 8G,8A-1"voisin
— Zip 9 8G,8A-7me voisin
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-0.14
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Figure 78 : Résultat de I'action de OGGL1 sur lesiéns tandem

(aprés un contact de 30 min a 37°C). Injection 'dégonucléotide simple brin biotinylé (1) suivie
d’'une injection de streptavidine (2). On observetnés faible signal sur I'oligonucléotide comportan
initialement les 2 lésions trés proches.

On peut s’interroger sur l'activité AP lyase de OlG@ans notre systéme. Une explication
potentielle est qu'une action combinée glycosylgasé de OGGIn vivo pourrait créer de
tres nombreuses cassures simple-brin dans le gér®ome action peut en revanche étre
bénéfique si sa forte liaison aux sites abasiquetege ces Iésions de l'attaque d’autres
endonucléases. Donc OGG1 pourrait avoir un rolgepteur jusqu'a ce que d’'autres
enzymes comme Apel soient recrutés D’aprés les travaux de Vidal, la demi-vie du
complexe 8-0xoG/OGG1 est supérieure a 2 hélifeBans ce contexte, I'action simultanée
de deux enzymes est une approche intéressante.
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VI.2.4 Etude de 'action couplée de 2 enzymes

Afin d’améliorer les performances de la réparatimous avons choisi deux couples
enzymatiques ; un systeme Procaryote Fpg/Endoiv siystéme Eucaryote OGG1/Apel.
La guanine oxydée est reconnue par les glycosyléspg ou OGG1) qui initient la
réparation avec l'excision de la base et donc tenétion d’'un site abasique. Leur activité
lyase leur permet d’éliminer ce site abasique. Daras de OGG1, le produit final est un
résidu aldéhyde qui doit étre retiré pour permétiction d'une ADN polymérase ; dans les
cellules humaines, c’est 'enzyme Apel qui assatdonction.

En pratique, nous injectons la premiére enzyme cancentrations habituelles. Aprés un
rincage de 8 minutes, la deuxieme enzyme est égeet le protocole habituel est ensuite

appliqué.

» Couple Fpg/EndolV

L’activité de coupure de la base 8-oxoG observéec de couple Fpg/EndolV semble
supérieure a celle observée avec Fpg seule (gigmdiridation de 0,5% versus 0,9% sur les
figures 72b et 79b). On peut supposer que de namiziees abasiques sont créeés lors de la
premiére étape mais la durée d'action de la Fpgbkeinsuffisante pour observer une
activité lyase, celle-ci est facilitée par EndolMous pouvons donc constater I'action
séquentielle de ces deux enzymes, conforme auttatssde la littérature et confirmée
récemment®?,

» Couple OGG1/Apel

Il a été montré que sous l'action d'un stress orydmportant et la présence de base 8-
ox0G, la quantité de protéine OGG1 n‘augmente pais 10n activité est majorée par la
présence de la protéine Apel dans les celluleg,ld@ynthése semble induite par un stress
oxydant. Il est probable que Apel favorise la diggtion de OGG1 qui reste liée au site
abasique®®. Une autre étude précise que l'activitt OGG1 esttipliée par cing en
présence de Apell®. Sur le plan cinétique, les sites abasiques forp@sOGG1 sont
rapidement occupés par Apel, empéchant la réasacile OGGL1 et la rendant disponible
pour d’autres actions enzymatiques

Grace a cette synergie, nous observons pour laigrefois I'activité de OGG1, faible sur la
lésion 8-0x0G seule mais nettement majorée pardsepce d’une Iésion 8-0x0A en tandem,
particulierement si les deux lésions sont proches.
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Figure 79 : Action couplée de 2 enzymes sur nosdgs tandem

a : injection de Fpg a 200 nM suivie de Endo IV, ¢ : injection de OGG1 a 16 U/ml suivie de
Apel a 8U/ml, b et d: révélation de lactivité pmatique par injection d'un simple brin
complémentaire biotinylé suivie de l'injection deeptavidine.

L’ensemble de ces résultats devra étre confirmé upargel d’électrophorése avec nos
oligonucléotides marqués &tP mais en résumé nous pouvons déja soulignervitéctiu
couple enzymatigue OGG1/Apel dont I'action est plaportante sur les deux lésions
juxtaposées. A linverse, I'enzyme Fpg seule ouassociation avec EndolV semble plus
efficace si les deux lésions sont distantes deséda

Tableau XIlII : Récapitulatif des résultats obtenwsir nos Iésions tandem

Base témoin| 8G/8A | 8G~~~~8A | THF/8A | THF~~~~8A
Fpg 8G : ++ ++ +++ + +/-
EndolV THF : +++ NA NA + ++
Fpg + EndolV 8G : ++ ++ +++ NA NA
OGG1 + Apel 8G : ++ +++ ++ NA NA

NA : non applicable
/ : 2 lésions juxtaposées
~~~~: 2 |ésions séparées de 6 bases
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VIl PERSPECTIVES

Il s’agit de la premiére étude de ce type par SRRpbus devons donc confirmer les résultats
obtenus (en particulier sur Iésions tandem) pauttéa techniques.

Par ailleurs, avant d’envisager d'autres appliceticd partir d’enzymes purifiées ou
d’extraits cellulaires, il est nécessaire d’améiote dispositif fluidique de maniere a
diminuer le volume de la boucle d'injection. Enegffle volume minimal a injecter est
actuellement d’environ 1 ml.

Nous avons montré que notre dispositif permettaitisualisation d’activités de réparation

de I'ADN. La possibilité de greffer plusieurs séqoes oligonucléotidiques différentes,

comportant une ou plusieurs bases lésées, nousrpran systeme trés versatile sur lequel
les combinaisons d'interactions parallélisées $uiinties. De plus, les protéines analysées
peuvent étre injectées de maniére concomitante émuesitielle, ce qui nous permet

d’envisager de nombreux modéles d’interactionitro.

La perspective la plus séduisante concerne l'iigect’extraits cellulaires sur différentes
Iésions immobilisées afin d’'une part de visualigerrésultat potentiel de l'interaction
(coupure de la séquence olignucléotidique) et deagtart d'identifier des protéines de
liaison spécifiques en spectrométrie de massermetecet outil pourrait permettre d’étudier
la capacité de chaque individu ou d’'un groupe dsufation a réparer un panel de lésions
définies. L'interprétation concernerait alors unfpmprotéique global issu de I'analyse SPRI,
assimilable a un résultat d’analyse protéomique.
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CONCLUSION

Ce travail ne représente que la premiére étape ide au point et de validation d’'un
dispositif puissant et versatile pour I'étude desriactions ADN/protéine en temps réel.
Tous les paramétres de la technique sont a preakdés : la préparation de la puce et les
densités d'oligonucléotides, les réglages optigeesSPRI, les matériaux concernant la
fluidique, le blocage des surfaces, le tamponsétibt son débit, les températures optimales
pour les différentes étapes, les conditions denémgéion de la puce. L'ensemble des
difficultés rencontrées nous a orientés vers unéiaration progressive de notre dispositif.
Les résultats obtenus sont encourageants. lls aoupermis de révéler et amplifier une
activité enzymatique de plusieurs protéines deredjom (Fpg, EndolV et Apel) sur notre
biopuce a ADN dans le cas d’'une Iésion unique olésiens multiples. De plus, hous avons
mis en évidence un artéfact technique non désdya présent dans la littérature : I'action
de I'enzyme EndolV sur un oligonucléotide biotinylé

Ces travaux devront étre poursuivis avec I'étudextdaits cellulaires et la perspective
d’identifier de nouvelles protéines.
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Base excision repair (BER) is the major mechanism for the correction of damaged nucleobases
resulting from the alkylation and oxidation of DNA. The first step in the BER pathway consists of
excision of the abnormal base by several specific DNA N-glycosylases. A decrease in BER activity
was found to be related to an increased risk of carcinogenesis and aging. To investigate BER
activities we set up a new device for DNA repair analysis based on surface plasmon resonance
imaging (SPRi). Oligonucleotides bearing an abnormal nucleoside, namely
8-0x0-7,8-dihydro-2'-deoxyguanosine and (5'S)-5,8-cyclopurine-2'-deoxynucleoside, were grafted
by a pyrrole electro-copolymerization process on a glass prism coated with a gold layer. The latter
label-free DNA sensor chip permits the detection of N-glycosylase/AP-lyase activity as well as the

binding of repair proteins to DNA damage without cleavage activity. Thus, the Fapy DNA
N-glycosylase (Fpg) protein is shown as expected to bind and then cleave its natural substrate,
namely 8-oxo-7,8-dihydro-guanine, together with the resulting abasic site. Using the current SPR
imaging-based DNA array we observed an original binding activity of Fpg towards the
(5'S)-5'.8-cyclodAdenosine residue. These results altogether show that SPR imaging may be used
to simultaneously and specifically detect recognition and excision of several damaged DNA
nucleobases, and constitutes an interesting technique to screen inhibitors of DNA repair proteins.

Introduction

Oxidative damage of DNA bases results from an attack upon
our genome by various carcinogenic agents such as ionizing
radiation, UV-A radiation, redox metals and other processes
over-stimulating macrophages. Oxygen radical species create a
broad range of DNA damage: abasic sites, oxidized bases, DNA
strand breaks, inter- or intra-strand cross-links, cross-links to
proteins or lipids."* Many oxidized bases have been identified in
DNA, such as 8-0x0-7.8-dihydro-2'-deoxyguanosine (8-oxodG),
thymidine glycol (Tg). 5.8-cyclo-2'-deoxyribosylpurines (5.8-
cyclo-dPurines) and more than 50 different abnormalities.*
In order to counteract the potential mutagenic and cytotoxic
effects of the lesions, living organisms have evolved DNA repair
mechanisms including excision. reversion and recombination
pathways.>® Among all the existing repair processes. the base
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excision repair (BER) pathway, which is conserved from bacteria
to mammals, is the major mechanism devoted to correct these
latter base lesions.” The main features of BER deal with the
recognition and removal of an aberrant base from the DNA by
an N-glycosylase such as the bacterial Fapy DNA N-glycosylase
(Fpg, also called MurM) or its eukaryote homolog oxoguanine
DNA N-glycosylasel (OGGl), followed by incision of the
resulting AP-site by an AP-endonuclease or an AP-lyase. Repair
is completed in subsequent steps by processing of the resulting
termini. filling of the gap by polymerases and intervention of a
ligase to re-seal the repaired strand.'

The presence of alterations within DNA is believed to be
associated with cell death, aging and cancer."™"* Therefore, the
correct functioning of the DNA repair machinery is crucial
for the maintenance of genomic integrity and cell viability.
Genetic studies have revealed direct correlations between defects
in the repair of damaged bases and human disease. Thus
several works have clearly shown that a decrease in base
excision repair capabilities is linked to an increased risk of
cancer (for a review see ref. 14). Paz-Elizur ef al. have shown
using an oligonucleotide (ODN) cleavage assay that low human
oxoguanine DNA N-glycosylasel (hOGG1) activity in blood
peripheral mononuclear cells was associated with an increased
risk of lung cancer.'” Existing publications demonstrate the
relationship between allelic variant or allelic loss of some genes
belonging to the BER system and increased cancer risk.' In
adults, many polymorphisms of DNA repair genes are linked
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to an increase in the incidence of some cancers. Evidence exists
regarding the presence of mutations in the human MutY gene
and the development of colorectal adenoma and cancer.'**
Boiteux and co-workers have clearly shown that mutations in the
hOGG] gene are present in human lung and kidney tumors.®®
Moreover, the cysteine-362 form of human OGGI has been
shown to be more abundant in lung cancer than the serine
isoform.?' Paradoxically, most of the treatments used in cancer
therapy act by damaging the DNA of tumor cells and so their
efficiency is dependent on a high amount of DNA damage that
results in tumor cell death. Thus, the expression of various genes
involved in DNA repair of cross-linked, oxidized and alkylated
bases can modulate the efficiency of chemotherapy.

As mentioned above, it will be important to measure DNA
repair capacities to assess the risk of cancer or to search for
new modulator drugs. As stated by Rosell e7 al..* the possibility
of individualizing DNA repair profiles is becoming a central
issue in the search for improved chemotherapy results. However,
the determination of excision repair activities is challenging
and complex. Time-consuming experiments, mainly by using
electrophoretic analyses coupled with the isotope labeling of
damage-containing DNA fragments, are necessary to fully
characterize such enzymatic repair capacities.

The development of new tools aimed at measuring the DNA
repair capacities of small cell extracts should allow progress
to be made on the knowledge of various aspects in the field
of DNA repair. With regard to cancer biology we should be
able to evaluate tumor heterogeneity with emphasis on DNA
repair by investigating in situ activity on tissue slides. By
screening patients via global DNA-repair assays we should be
able to better understand which polymorphisms are directly
responsible for poorly efficient repair. We should also have
a tool to screen for chemical agents inhibiting DNA repair
that will enable the selective inhibition of different pathways
involved in the process. Such agents should allow a better
determination of the molecular mechanisms of resistance to
chemotherapeutic drugs or radiotherapy. In our laboratory
we have thus far developed microarray-based assays aimed at
measuring simultaneously the repair of various types of DNA
damage by the BER mechanism.?*** The BER-targeting test
consists of the elaboration and then the use of a miniaturized
DNA-repair biochip based on the follow-up of the digestion by
DNA N-glycosylases of fluorescently labeled oligonucleotides
that have incorporated specific and different DNA lesions.
Such biochips should allow the simultaneous evaluation of
the repair capacity of various damages involving different
DNA-repair pathways. Nonetheless, it will also be important
to have complementary, miniaturized, label-free techniques to
analyze DNA-binding and DNA-cleavage processes by DNA-
repair enzymes. Such tools should allow the elaboration of
global functional assays, which is of great interest for the
discovery of new drugs modulating DNA repair by high
throughput screening of chemical banks. So we introduce in
the present paper a new, multiplexed, label-free technique,
based on an original microdevice using base damage-containing
DNA probes and surface plasmon resonance imaging (SPR1)
detection to analyze the behavior of DNA N-glycosylase
enzymes. The latter SPRi technique has long been used to study
various biological processes such as DNA-—protein and RNA-

protein interactions,”? DNA-drug binding,*® protein—protein
3132 pligosaccharide—protein recognition® or DNA -
DNA hybridization.*** In the current work, we apply for the
first time SPR imaging to assess DNA N-glycosylase binding
and catalytic properties toward various oxidatively damaged
DNA sites. The present SPRi-based assay should provide a
powerful tool to further substantiate the role of repair capacity
in the development of cancer and human health, and to develop
screening platforms to search for new DNA-repair activity
modulators.

interactions,

Materials and methods
Reagents and general methods

All reagents were purchased from Sigma-Aldrich (Saint
Quentin-Fallavier, France). MALDI-ToF mass spectrometry
measurements were performed with a Biflex spectrometer
(Bruker), using 3-hydroxypicolinic acid as a matrix and am-
monium citrate as a cation exchanger, as previously described.*
Purified Fapy-DNA N-glycosylase enzyme was a gift of Dr Serge
Boiteux (CEA Fontenay-aux-Roses, France).

Synthesis and characterization of oligonucleotides

The target sequence used in the present study was a partial
duplex DNA with a single-strand sequence complementary to
a specific zip-code and a duplex section containing the oxidized
base lesion (Scheme 1).

All oligonucleotide syntheses were carried out on an Ap-
plied Biosystems 392 DNA/RNA synthesizer using the phos-
phoramidite chemistry on a scale of 1 pumol. The oligonu-
cleotides that contain the pyrrole residue at the 5-end po-
sition were synthesized following the previously described
protocol [Scheme 1(A)]." The oligonucleotides that contain
the 8-ox0-7,8-dihydro-2'-deoxyguanosine and (5'S)-5".8-cyclo-
2'-deoxyadenosine lesions [Scheme 1(B)] were prepared follow-
ing the previously described methodologies.*®** Upon comple-
tion, oligonucleotides were deprotected in concentrated aqueous
ammonia for 20 h at 55 °C and then purified by preparative
20% denaturing PAGE using UV-shadowing detection or by
reversed phase-HPLC. After desalting by size exclusion, the
oligonucleotides were then quantified by UV measurements at
260 nm. Finally, the purity and the integrity of the synthetic
DNA fragments were checked by RP-HPLC analyses together
with MALDI-ToF mass measurements. Samples were then
lyophilised and frozen at —20 °C until use.

DNA chip manufacture

Zip-Pyr probes were grafted at defined locations on the gold
surface. The DNA chips were prepared on a glass prism
coated with a gold layer (thickness 50 nm; GenOptics, France)
as follows, First, the prism was immersed in a solution
containing ethanol and dodecanethiol for 10 min at room
temperature in order to create a hydrophobic thiol monolayer.
Then, the prism was rinsed with ethanol and deionised water
(18.2 MQ cm) and dried under a stream of argon. Finally,
the DNA spots were made using a pyrrole copolymerization
process as previously described.’” Briefly, for each probe, an
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H
DNA
8-ox0dG

(5'S)-5'8-CyclodA

3-GTC GTG GAC TGG TAG CTA GCG TCG GTG AAG CCT AGC ACT GACTAG A-5'

3'- CTG GCC ATA CGC TGG ACC ATA CGC GTG AAG CCT AGC ACT GAC TAG A-5

© Zip sequences
Zip2 5'- Pyr(T10)- CAG CAC CTG ACC ATC GAT CGC AGC -3'
Zip2¢c
Zip6 5'- Pyr(T10)- GAC CGG TAT GCG ACC TGG TAT GCG -3'
Zip6c
Zip9 5'- Pyr(T10)- GAC CAT CGT GCG GGT AGG TAG ACC -3'
Zip9c

Damaged sequences
ODN-G
ODN-8-oxo-guanine
ODN-Cyclo-adenine

Positive control (PC)
Scheme 1

3- CTG GTA GCA CGC CCA TCC ATC TGG GTG AAG CCT AGC ACT GAC TAG A-5

5'-CAC TTC G(GIATCG TGACTGATC T- 3
5'- CAC TTC G(8-0xodG)A TCG TGACTGATC T-3'
5'- CAC TTC G(5'.8-CyclodA)A TCG TGA CTGATC T-3'

5" Pyr (T10)- TGG AGC TGC TGG CGT - 3’

(A) Structure of the pyrrole residue inserted at the 5-end of the Zip ssDNA sequences to attach the latter fragments onto the SPRi

biochip by electro-copolymerization. (B) Structure of the oxidatively generated DNA lesions, namely 8-o0x0-7.8-dihydro-2"-deoxyguanosine and (5'S)-
5 8-cyclo-2'-deoxyadenosine, inserted into the damaged duplexes and then studied on the DNA-repair SPRi biochip. (C) Oligodeoxyribonucleotide
sequences and sandwich constructs used on the SPRi chip in the present study.

electro-polymerization solution containing 20 mM of pyrrole
and 10 uM of pyrrole-modified ODN was prepared. The
electrolyte solution is composed of 20% dimethyl sulfoxide, 0.5%
glycerol and 30% acetonitrile. We used lithium perchlorate as the
electrolyte with a concentration of 0.15 M and the solution is
finally completed with water. To attach the probes to the surface,
the prism is set on a platform whose height is controlled by a
servo-motor. To prepare the spots, a micro-pipette whose tip was
modified with a platinum wire is used as an electrochemical cell.
The tip is filled with 5 pl of the solution and its x—y position on
the prism is controlled by two other motors. The actual fixing of
the probes onto the prism is then achieved using a home-made
LabView program. When the contact between the solution and
the gold surface is made, the grafting is carried out by applying
an electric pulse of 2 V for 100 ms. The spots obtained with this
method were around 400 pm in diameter with a layer thickness
of around 5 nm., as estimated by atomic force microscopy. The
homogeneity of the chip is assessed by two different ways: the
first by controlling the electrochemical charges such that they
are the same for each spot (generally between 0.5-1 pC); and the
other by checking that the reflectivity versus angle of incidence
curves are identical for each spot of the chip. From this protocol,
the density of probes was estimated to be around 1-10 pmolcm™
and an array of 40 spots can be prepared on each single prism
in about half an hour.

The probes were arrayed in different spots on the prism.
Polypyrrole (Ppy) spots without ODN were used as a negative
control whereas spots grafted with Positive Control (PC) probes
served as a positive control. Each probe sequence was grafted
five times (five spots) in order to control the reproducibility

and the dispersion due to the electro-polymerization process
and to search the optimal conditions for the further ODN-
protein interaction experiments. The DNA chips were dried and
stored at 4 °C under argon between each experiment. Note
that the same chip can be used for more than 50 successive
hybridizations before a significant decrease of the sensitivity is
observed. Moreover, the detection threshold has been found in
the 1-5 nM range, depending on the nature of the sequences
used. This value is comparable to previous values reported in
the literature. 7

Selective DNA hybridization on the chip

The DNA binding sequences were hybridized on a specific area
of the chip. To observe Fpg interactions with damaged DNA,
a universal microarray approach was used as first developed
by Gerry.*! Oligonucleotide sequences can be filed into two
categories: damaged sequences to study Fpg behavior as a
function of the lesions (ODN-dG, ODN-8-oxodG and ODN-
§.8-CyclodA) and Zip sequences to attach each lesion in a
specific area of the chip (Scheme 1).

Zip probes (Zip2. 6 and 9) bear on their 5-end a ten-thymine
spacer to improve hybridization and a pyrrole moiety for the
electro-polymerization grafting method. Zip targets (Zip2c,
Zip6c and Zip9c) are 46-base sequences with 24 nucleotides
on the ¥-side complementary to the Zip probes and 22 nu-
cleotides on the 5'-side complementary to the oligonucleotides of
interest.

All experiments were performed in a binding buffer containing
30 mM Tris HCI (pH 8), 3 mM MgCl,, 0.1 M KCI, 1.3 mM
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Scheme 2 Hybridization strategy on the sensor biochip. (a) A first hybridization is performed between Zip targets and oligonucleotides of interest.
(b) Then, duplexes are injected on the chip and hybridized with their specific probes grafted onto the gold surface. In this example, Zip9 duplexes do
not contain damaged base and are used as control constructs to determine Fpg interactions with undamaged dsDNA.

disodium EDTA and 0.2 mM dithiothreitol (DTT) in deionised
water, and the specificity of the hybridization reactions on the
chip was controlled by SPRi. As illustrated in Scheme 2a, we
separately performed hybridization between Zip targets and
damaged oligonucleotides at 250 and 275 nM respectively (10%
excess of the short strand). Mixtures were incubated at 90 °C
for 3 min and allowed to cool slowly to room temperature to
ensure hybridization reaction. Then, the entire volume (I ml)
was injected onto the chip (Scheme 2b) at 40 °C to overcome
secondary structure effects on Zip sequence hybridization. A
regeneration step of the DNA chip was achieved using an
injection of NaOH at 100 mM for | min.

Protein binding on the DNA chip

Finally, Fpg protein was injected onto the chip and interactions
with DNA were analyzed by SPR imaging. Fpg enzyme
was over-expressed using recombinant Escherichia coli.** Fpg
conservation buffer: 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 2mM disodium
EDTA, 150 mM NacCl, 30-50% glycerol. The concentration of
the stored aliquots was 2.6 mg ml-'.

Interactions between damaged DNA and Fpg were observed
by injecting 500 pl of the protein dilution at 25 °C with a constant
flow rate of 1 pl s7' and registering the reflectivity variations
for each of the spots on the chip. As Fpg/DNA complexes
were mostly stabilized by electrostatic interactions, 1.5 M NaCl
solution was used to remove bound Fpg without altering the
DNA duplexes. This regeneration procedure does not alter the
ability of the immobilized DNA to bind protein in subsequent
cycles.

For these experiments three different controls were used:
polypyrrole spots without DNA as negative control, PC and
ODN-G DNA duplexes to observe Fpg interaction with un-
modified ssDNA and dsDNA.. Finally it should be noted that all

the experiments described in the present study were performed
at least in triplicate.

SPR imaging set-up

SPR is a non-destructive optical method used to detect small
changes of the refractive index/dielectric constant at the inter-
face between a dielectric medium and a noble metal (generally
water/gold for biological applications). Indeed, for a specific
angle of incidence ¢ in the total internal reflection domain,
p-polarized photons are coupled to free electron modes of
the gold. This phenomenon, called surface plasmon excitation,
comes with a loss of the reflectivity and the best coupling
angle ¢ strongly depends on any variations of the refractive
index/dielectric constant near the gold surface (for reviews see
refs 43 and 44).

The set-up we use is a classical SPR imaging apparatus
(GenOptics, Orsay, France) equipped with a diode source
(4 = 635 nm) and used to follow the hybridization kinetics
as described previously.* The light is p-polarized and the
intensity reflected by the gold surface is monitored using a CCD
camera (Pixeltly 230XS); the prism is used in the Kretschmann
configuration [Scheme 3(A)].

In order to achieve the best sensitivity, the angle of incidence
¢ must match with the maximum slope of the reflectivity versus
¢ curve (reflectivity range between 20 and 40% for an angle of
incidence above the minimum of reflectivity). LabView software
(GenOptics, Orsay, France) allowed for real-time and parallel
monitoring of the reflectivity for each spot of the chip. Briefly,
the CCD device registers images of the entire surface [see
Scheme 3(B)]. These images are processed by the software in
order to associate with each spot of the chip an average value of
the reflectivity. To this purpose, a mask of the chip is registered
at the beginning of the experiment and assigns a well-defined
area on the surface to each spot. Thus, by registering an image
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Scheme 3 (A) The SPRi experimental set-up is composed of an LED as the light source (/ = 635 nm). The light is polarized in TE or TM mode by
a polarizer and it illuminates the functionalized gold layer in contact with the heating flow cell. Reflectivity changes of each spot are followed using
a CCD camera monitored by a LabView interface. A degassing system is used to prevent bubble formation in the flow cell during experiments. (B)
Image of the DNA chip as seen from the CCD. Owing to SPR properties and the angle of incidence we used for the experiment, the gold appears
darker than the spots. (C) Differential image registered during an injection of Zip6c targets. This picture is obtained by subtracting the image of the
chip during the hybridization process with an image registered before injecting the targets. As a result, only the spot where hybridization occurs is
revealed. The increase of intensity from top to bottom is correlated to an increase of the density of probes.

of the chip every 1 or 2 s, the program is able to reconstruct
the reflectivity curves in real-time for each spot. Ultimately,
the specificity of the reactions can be quickly assessed using
differential images. During the reaction, snapshots of the chip
are subtracted from a reference picture, registered before the
injection of the targets/proteins. In doing so, only spots where a
reaction occurs appear brighter on the differential image. As an
example, Scheme 3(C) displays what can be observed after an
injection of Zip6c targets. As expected, only spots where Zip6
probes were immobilized are glowing, illustrating the specificity
of the hybridization process.

The original part of this set-up pertains to the use of a home-
made heating flow cell with a 4 ul hybridization chamber.® The
body of the cell is made of stainless steel, a bio-compatible
material with good thermal conductivity. A Viton o-ring is
used to prevent leaking and the tubing was made of PEEK
(polyetheretherketone). The chamber is then heated using a
resistor glued onto the top part of the stainless steel body.
The temperature is measured using a negative temperature
coefficient resistor and is regulated by electrical heating using
a PID controller (Oxford ITC503). The buffer, whose flow rate
is controlled by a syringe pump, is carefully and continuously
degassed using an online degasser to prevent bubble formation.
Using this set-up we are able to regulate the temperature in the
chamber from 25 to 70 °C with a precision below 0.1 °C.

Results and discussion

General considerations regarding the SPRi microdevice and the
related analyses

To prevent non-specific interactions between proteins and the
gold surface, Bovine Serum Albumin (BSA) is often injected
at the beginning of the experiments. Nevertheless, during Fpg
injections, the non-specific signal was generally higher for
surfaces blocked with BSA than for a bare gold surface. We
suppose this phenomenon to be due to electrostatic interactions
between both proteins since Fpg and BSA are respectively
positively and negatively charged at pH 8. To overcome this
problem, we use Cytochrome C (CytC) whichisa 15 kDa protein
with an isoelectronic point close to Fpg. Then, two injections
of CytC at 2 uM are sufficient to prevent all non-specific
interactions between Fpg and the gold surface or polypyrrole.
In addition, Fpg can interact with the Teflon (polytetrafluo-
roethylene) tubing used for continuous flow experiments. This
phenomenon was observed with IgG antibody* and it probably
induces protein adsorption and denaturation in our case. Indeed,
the more Fpg proteins were in contact with the Teflon tubing
of the fluidic device, the less the recognition signal measured by
SPRiwas important. Moreover, when Fpg is injected on the chip,
we first observe an increase of the reflectivity due to Fpg/DNA
interactions followed, after few minutes, by a decrease, probably
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due to protein denaturation by Teflon. To minimize these effects,
we replaced Teflon with PEEK tubing, which led to a better
stability of Fpg and, consequently, a more reproducible SPR
signal.

Damaged DNA recognition by Fpg protein

A typical set of SPR curves obtained after an injection of Fpg
at 50 nM and 25 °C is displayed in Fig. 1 (time period 1).
Interestingly, three different behaviors can be distinguished: a
strong and specificinteraction with damaged DNA containing 8-
oxodG and (5'S)-5'.8-CyclodA lesions, a weaker interaction with
undamaged dsDNA and. finally, no reaction for the controls
(Ppy and ssDNA).
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Fig. 1 Reflectivity data for Fpg/DNA interaction kinetics on the

sensor chip for dsDNA without damage (red curve), 8-0xodG lesion
(blue curve) and (5'S)-5.8-CyclodA (green curve). The black curve
corresponds to the polypyrrole control and the grey one to the ssDNA
spot. Curves are obtained as follows: after a first injection of Fpg at
50 nM and T = 25 °C during 7 min (1), the chip surface is rinsed with
the binding buffer (2); then, another Fpg injection is performed under
the same conditions (3) and, finally. the surface is regenerated with a
1.5 M NaCl solution (4).

The weak variation of reflectivity (<0.3%) observed on
the polypyrrole spots confirms the ability of CytC to block
the surface and prevent non-specific interactions between the
Fpg enzyme and the pyrrole matrix. As expected from the
literature,*”>" the presence of ssDNA on the spot does not
seem to promote any specific interaction with Fpg. Indeed,
as illustrated in Fig. 1, the variations of reflectivity measured
on Ppy and ssDNA spots are quite the same, leading to
the conclusion that Fpg does not specifically interact with
ssDNA. In contrast, a specific signal (0.75%) is clearly observed
for spots containing dsDNA on Fig. 1, providing evidence for
the formation of dsDNA/Fpg complexes. Indeed, as described
in the literature, recognition of lesions by Fpg is a combination
of two different mechanisms.** First, electrostatic interactions
between the enzyme and the DNA double helix lead to the

formation of an Fpg/DNA complex. Then, Fpg moves along
the double helix using a processive mechanism and tests each
base to detect the presence of a lesion.>* This second interaction
is actually well illustrated in Fig. 1 (time period 1) for spots
containing 8-oxodG or (5'S)-5.8-CyclodA lesions. The variation
of reflectivity (approx. 1.8-2%) is indeed more than twice
that observed for undamaged dsDNA, revealing the specific
recognition of those two lesions by Fpg.

In order to test the possible enzymatic activity of Fpg with
these two lesions, a second injection of Fpg is performed under
the same conditions. As illustrated in Fig. 1 (time period 3),
the SPR curves are the same as for the first injection except for
spots containing 8-oxodG. Indeed, for the 8-oxodG curve, the
reflectivity decreased by a factor of two between both injections,
which means that the Fpg substrate was modified during the first
injection. This variation could be explained by the well-known
Fpg-mediated enzymatic excision activity toward the 8-oxodG
lesion:**** after the first Fpg injection, a large part of the 8-
oxodG lesions has been removed and then Zip duplexes bearing
a gap are formed. In fact, Fpg recognition of processed duplexes
only relies upon non-specific electrostatic interactions, which
explains why the current reflectivity is then equal to that of the
undamaged duplex.

On the other hand, the Fpg enzyme clearly binds the (5'S)-
5'.8-CyclodA lesion but it does not seem to have any enzymatic
excision activity toward this lesion. Indeed, no change of the
SPR signal has been observed between both injections (see
Fig. 1). The latter experiment has been repeated several times
without detecting any relevant change of the reflectivity for the
spots containing this lesion. Let us notice that an injection of a
1.5 M NaCl solution allows complete regeneration of the chip
by screening the electrostatic interactions [see Fig. [ (time period
4)]. This result stresses the importance of those interactions for
the stability of the (5'S)-5,8-CyclodA/Fpg complex.

In addition to this qualitative analysis, a more quantitative
analysis of the non-specific interaction kinetics of Fpg with
dsDNA is possible. From the SPR curves, we extract, from
an injection of Fpg at 50 nM followed by the rinsing without
Fpg, the forward and reverse rate constants (k; = 6.7 & 2.3 x
10* M-' s and k_, = 6.7 £ 0.3 x 10~ s7', respectively). These
rate constants lead to a dissociation constant K, = 100 +
30 nM, a value which is lower than other data found in the
literature, from stopped-flow techniques, for instance, measured
for a 12-mer DNA fragment.’>* Indeed. our rate constants are
significantly different from those observed in solution. This
may be due to the biochip surface that affects significantly
the interaction kinetics. Moreover, it has been well reported
that such DNA-protein interactions strongly depend upon the
nature and length of the DNA sequence, leading to a dispersion
of the dissociation constant over two orders of magnitude.®
According to the latter work. the longer the sequence is, the
lower the dissociation constant would be, which is consistent
with our observations since sequences of 46 bases long instead
of 12 bases are used in the current study.

The non-specific interaction of Fpg with dsDNA is the
simplest case to determine quantitatively since only two pa-
rameters, k; and k_,, are necessary. However, when considering
the interaction between Fpg enzyme and damaged DNA, the
analysis is far more complex since at least three mechanisms
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are involved. First, the formation of a non-specific DNA /Fpg
complex followed by recognition of the lesion and the formation
of a specific lesion/Fpg complex. Then, depending on the lesion,
the enzymatic reaction leads to the formation of a gap and
the dissociation of the enzyme. Furthermore, in this case, it is
difficult to observe these mechanisms separately by SPR and
thus extract the large number of necessary parameters needed
to model the different mechanisms involved.

As a conclusive remark, we have been able to demonstrate
the ability of Fpg to interact specifically with two different
lesions: 8-oxodG and (5'S)-5.8-CyclodA. For the former, we
also observed the enzymatic activity by comparing how the SPR
kinetics changed with successive injections of Fpg. For the latter
cyclonucleoside residue, however, no enzymatic excision activity
seems to occur (vide infia for further details). The reproducibility
of these results has been demonstrated many times, either on
the same chip by repeating the whole hybridization step (see
Scheme 2) or by using another chip.

Fpg/(5'S)-5,8-CyclodA interaction analyses

Fig. 2(A) shows the reflectivity variations measured by SPRi for
a 12 nM Fpg injection. We observe a specific signal for dsDNA
with identical kinetics for the three first minutes of the injection.
Then, the reflectivity measured for undamaged dsDNA spots
reaches equilibrium while it increases continuously for duplexes
containing the (5'S)-5,8-CyclodA lesion. Therefore, it appears
that Fpg protein can specifically recognize and bind the (5'S)-
5.8-CyclodA lesion but no enzymatic cleavage reaction was
observed as previously seen in Fig. 1. The latter binding property
of Fpg toward several 5,8-cyclo-2'-deoxyribosylpurine lesions
was confirmed in our group by several electrophoresis mobility
shift assays.” Indeed, contrary to 8-oxodG spots, successive
injections of Fpg at the same concentration always gives the
same signal for dsDNA containing (5'S)-5.8-CyclodA.
Differences are also observed in the dissociation kinetics. In-
deed, after the Fpg injection, reflectivity continuously decreases
for all spots except those containing the (5'S)-5.8-CyclodA
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Fig. 2

lesion. For the latter. we notice a slow dissociation, which
suggests that Fpg can interact with (5'5)-5.8-CyclodA and form
a stable complex with it. However, as illustrated on Fig. 2(B),
this behavior becomes less obvious as the Fpg concentration is
increased. Indeed, as already explained above, Fpg recognition
of damaged DNA occurs in two different steps: the first one is
a non-specific electrostatic interaction between the glycosylase
and the duplex; then, the second step is processive scanning until
lesion detection is achieved.™ Thus, as duplexes are 46 bases
long, more than one glycosylase can interact with the same
sequence but only one can eventually form a stable complex
with the lesion. So, it explains why for concentrations higher
than 25 nM that the kinetics of dissociation became faster since
we did not only observe dissociation of Fpg/lesion complexes.

To conclude, Fpg can specifically interact with the (5'S)-
5'.8-CyclodA lesion to form a stable complex but no obvious
enzymatic activity can be detected by SPRi. Thus, this reaction
is perfectly reversible and complex dissociation is accelerated by
increasing the ionic strength [using NaCl solution at 1.5 M for
example as illustrated on Fig. 2(B)] or the buffer flow rate (data
not shown). Moreover, the sensitivity threshold for the detection
is about 3 nM when working with purified Fpg. All these results
suggest that (5'S)-5".8-CyclodA. and to a larger extent the 5'.8-
cyclopurine residues, may act as a trap for DNA N-glycosylases
and could then decrease the ability of the cell to repair damaged
DNA nucleobases by acting as a competitive inhibitor. This
result appears of particular interest and points out the toxicity
of such oxidatively generated cyclonucleoside damage toward
the BER pathway, in addition to that recently reported in the
literature. >4

Detection of Fpg glycosylase activity

We have seen that Fpg enzymatic activity on 8-oxodG can be
revealed by an important decrease of the reflectivity after the
excision of the lesion (Fig. 1). Nevertheless, these results are
obtained in an ideal case, with purified proteins and synthetic
oligonucleotides. The enzymatic reaction is then quickly and
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(A) Injection of Fpg protein at 12 nM and 25 °C. The black curve corresponds to the polypyrrole spot and the grey one corresponds to

the ssDNA spot. Strong specific signals are observed on the dsDNA and 5'(5)-CyclodA spots. After the Fpg injection, we observe fast dissociation
kinetics on Ppy, ssDNA and dsDNA spots while reflectivity remains quite steady for the 5'(S)-CyclodA damaged sequences. (B) Injections of Fpg at

3,6, 12,
NaCl.

50 and 100 nM, 25 °C and a flow rate of 4 ml h™". Each injection was followed by regeneration of the DNA chip with a 1.5 M solution of

1042 | Analyst, 2008, 133, 1036-1045

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2008

144



easily observed as non-specific interactions are reduced and Fpg
is injected at concentrations higher than 50 nM.

However, in a non-ideal case, all these conditions may not
be fulfilled and it will be useful to detect Fpg activity using an
indirect method. As described in the literature, the Fpg protein
removes 8-0x0dG and then excises the resulting apurinic site
through successive 3'- and 3-phosphate cleavages, results of
beta- and delta-elimination. The final product of the Fpg action
is thus a single nucleotide gap in DNA flanked by two phosphate
groups. Indeed, gapped duplexes are formed on the chip after
excision of the lesion, and damaged sequences are consequently
shared into two distinct sequences. For example, in our case,
two short sequences of 7 and 14 bases are obtained after Fpg
activity on a damaged nucleotide (see Scheme 1). These short
duplexes are only obtained when the lesion is removed during
Fpg enzymatic activity. Otherwise. there is no change and the
sequences are still 22 nucleotides long.

Gapped duplex

///ﬁ

Heat ODN
45°C injection /

Thus, to discern gapped duplexes from the other type, we use a
specific denaturation method whose principle is as follows: since
short duplexes are less stable, there is a range of temperatures
where short duplexes (less than 14 bases) quickly denature while
long ones are still stable (22 bases). In our case, as illustrated
on Scheme 4, we expect that gapped duplexes denature entirely
when the chip is heated and left for 3 min at 45 °C. Previous
experiments have been performed to ensure that all duplexes are
thermodynamically stable at this temperature.

To validate this idea, several injections of Fpg are first
performed on the chip to ensure that 8-oxodG lesions have
been properly removed (see Fig. 1). Then, the chip is heated
for 3 min at 45 °C and allowed to cool to 30 °C. When the SPRi
signal is steady. ODN sequences are injected and we observe
a specific hybridization signal only on spots where duplexes
containing 8-oxodG lesion have been previously hybridized,
as illustrated on Fig. 3. This experiment has been repeated

po™

/_|’7

Excision of the damaged ODN hybridization
base by Fpg — gapped

duplex formation

Specific denaturation
of the gapped duplex
at45°C
Scheme4 Fpg DNA repair activity can be observed using specific temperature denaturation. After 8-oxodG recognition. there is a reaction cascade
including excision of the damaged nucleotide by Fpg. Two short strands (7-mer and 14-mer) are formed which quickly denature at 45 °C compared
to the unmodified duplexes (22-mers). Consequently. after 3 min at 45 °C, all of the gapped duplexes dissociate and we observe specific hybridization

by injecting the complementary sequence onto the chip.
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Fig. 3 After a denaturation step at 45 °C, the initial Fpg activity toward 8-0xodG is revealed by an injection and a specific re-annealing of the DNA
complementary strand (30 °C and 250 nM) (blue curve). No hybridization is observed on the other non-cleaved double-stranded DNA fragments
[red curve for ODN-G, green curve for ODN-5(S)-CyclodA, black curve for Ppy and grey curve for ssDNA].
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several times on different chips to ensure that this variation was
not an artifact. Thus, the hybridization signal shown in Fig. 3
reveals Fpg catalytic activity on damaged duplexes containing
the 8-oxodG lesion. It also confirms that Fpg can specifically
interact with the (5'S)-5.,8-CyclodA lesion without glycosylase
and lyase activity since no hybridization is measured. Finally,
the use of temperature-driven denaturation reveals itself as a
quick and easy way to indirectly assess the enzymatic activity
of Fpg. depending on the nature of the lesions. We indeed
took advantage of the destabilizing effect of a cleavage site to
selectively denature duplexes processed by the Fpg enzyme. It
must be stressed here that the ODN denaturation cannot be
observed by SPR since the variation of reflectivity due to the
change in temperature is too important. Indeed, the refractive
index of water is strongly dependent on temperature and a
variation of 20 °C leads to a variation of reflectivity of about
6-7%. Knowing the expected change of reflectivity due to the
denaturation of a 22-base ODN is on average around 0.6
0.8%;% this signal is simply concealed by the variation due to
the temperature.

Concluding remarks

Compared to other techniques used to measure DNA-repair
activities, SPR presents many advantages: it does not need
labeling of the DNA, it allows the detection of binding as
well as excision steps, and it does not denature proteins. Few
applications of SPR to DNA-repair studies have been also
reported. Accordingly. the binding of ribosomal protein S3 to
7.8-dihydro-8-oxoguanine and abasic sites or the processing of
uracil lesions by the uracil-DNA N-glycosylase repair enzyme
have been investigated by surface plasmon resonance.

SPR imaging not only presents a similar interest as classical
SPR, as we demonstrated in the current study for Fpg protein,
but also offers a simultaneous detection of enzyme activity
toward several DNA damage targets. Indeed, by using pyrrole
electro-copolymerization we were able to graft oligonucleotides
bearing an abnormal base onto a glass prism coated with a gold
layer without introducing further damage to the sequence. Then
the resulting DNA-based biosensor was used to measure, for the
first time in a simultaneous manner, the fixation and cleavage
activities of DNA N-glycosylase repair enzymes by plasmon
resonance imaging, in a rapid, miniaturized and multiplexed
format. The current findings clearly demonstrate that E. coli
Fpg was not only able, as expected. to bind and excise its natural
8-0x0-7.8-dihydro-2"-deoxyguanosine substrate, but also to bind
to (5'S)-5.8-cyclo-2'-deoxyadenosine. Our data unambiguously
demonstrate the specificity for DNA binding and DNA N-
glycosylase activities of the observed signal. Finally, the SPR
imaging-based DNA array constitutes an efficient, label-free
biochip technology that may be used to simultaneously and
specifically analyze. in real-time, the enzymatic recognition and
processing of several DNA damages and then be applied to
screen DNA-repair activity-modulating drugs. Work is currently
in progress in our laboratory to extend the applications of
this SPRi device to enzymatic DNA-repair activity analyses
with purified eukaryote DNA N-glycosylases or directly in cell
extracts.
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ABSTRACT

An original oligonucleotide-array, coupled with SPR-
imaging detection, has been developed to study
biological interactions between DNA base lesions and
DNA repair enzymes. This bioanalytical tool constitutes
an efficient screening platform to quantify DNA repair
activities and to search for new DNA repair inhibitors.

INTRODUCTION

Base excision repair (BER) is the major mechanism for
correction of damaged nucleobases resulting of alkylation
and oxidation to DNA (1,2). The first step in the BER
pathway consists in excision of the abnormal base by
several specific DNA N-glycosylases. A decrease in BER
activity was found related to an increased risk in
carcinogenesis and aging (3,4). Therefore, the correct
functioning of DNA repair machinery is crucial for the
maintenance of the genomic integrity and cell viability. To
investigate BER activities we set up a new oligonucleotide-
array for DNA repair analysis based on surface plasmon
resonance imaging (SPRi). The latter label-free DNA
sensorchip permits not only to detect N-glycosylase/AP-
lyase activities, but also the binding of repair proteins to
DNA damage without cleavage activity.

o NH;
S
<y, AT
NH, %, N N
DNA~O 0. DNA~O' 0.
¥ i
DNA DNA
8-0x0-dG (5°S) 5,8-cyclo-dA

Figure 1: Structure of the damaged nucleosides site-specifically
inserted into oligonucleotides and used in the SPRi-based
enzymatic repair assays.

RESULTS AND DISCUSSION

Modified oligonucleotides bearing an oxidatively
generated base damage, namely 8-0x0-2’-deoxyguanosine

(8-0x0-dG) and (5°S) 5°,8-cyclo-2’-deoxyadenosine (5°,8-
cyclodA) (Figure 1), were prepared by solid-phase
chemical synthesis as previously described (5, 6). These
damaged base-containing DNA fragments were hybridized
with complementary strands grafted by a pyrrole electro-
copolymerisation process on a glass prism coated with a
gold layer (7). Then, the resulting lesion-containing
oligonucleotide-array coupled with surface plasmon
resonance imaging (SPRi) detection, was used to
investigate the behavior of the E.coli Fapy DNA N-
glycosylase protein (Fpg), a repair enzyme involved in the
processing of oxidized nucleobases (8).

First, by using a thermal denaturation procedure
followed by a specific hybridization step (Figure 2) the
latter enzyme was shown as expected to bind and then
cleave its natural substrate, namely 8-oxo-7,8-dihydro-
guanine, together with the resulting abasic site.

Figure 2: Fpg DNA repair activity can be observed using specific
temperature denaturation. After 8-oxodG recognition, there is a
reaction cascade including excision of the damaged nucleotide by
Fpg. Two short strands (7-mer and 14-mer respectively) are
formed which quickly denature at 45°C compared to the
unmodified duplexes (22-mers). Consequently, after three minutes
at 45°C, all the gapped duplexes dissociate and we observe
specific hybridization by injecting the complementary sequence
on the chip.

The use of the current DNA biochip also allows the
observation of an original binding activity of Fpg protein
towards the (5°S) 5°,8-cyclo-2’-dAdenosine residue without
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Figure 3: (A) Reflectivity data for Fpg/DNA img-na’g‘irgns kinetics on the sensorchip for dsDNA without damage (red curve), 8-oxodG
lesion (blue curve) and 5°(S)-CyclodA lesion (green curve). Black curve corresponds to poly-pyrrole control and the grey one to ssDNA
spot. Curves are obtained as follows: after a first injection of Fpg at 50 nM and T=25°C during seven minutes (step 1), the chip surface
is rinsed with the binding buffer (step 2). Then, another Fpg injection is performed in the same conditions (step 3) and, finally, surface
is regenerated with a 1.5 M NaCl solution (4). (B) Image of the DNA chip as seen from the CCD. Due to SPR properties and the angle
of incidence we used for the experiment, the gold appears darker than the spots. This picture is obtained by subtracting the image of the
chip during the hybridization process with an image registered before injecting the targets. As a result, only the spot where
hybridization occurs are revealed. The increase of intensity from left to right is correlated to an increase of the density of probes.

an additional AP-lyase activity (Figure 3). Such a behavior
should have an important biological significance since the
latter oxidative damage constitutes a possible endogenous
inhibitor for Fpg protein and other DNA N-glycosylases
that consequently decreases the cellular repair capacities.
These results altogether show that the present
oligonucleotide microarrays coupled with SPR imaging
may be used to simultaneously and specifically detect
recognition and excision steps of several DNA damages by
repair enzymes (9).

CONCLUSION

In the current work, we apply for the first time SPR-
imaging to assess DNA N-glycosylase binding and catalytic
properties toward various oxidatively damaged DNA sites.
The present miniaturized label-free SPRi-based assay
should provide a powerful tool to further substantiate the
role of repair capacity in the development of cancer and
human health. This technique should also be used as
screening platforms to search for new DNA repair activity
modulators, such as inhibitor drugs used in radio- and
chemotherapy protocols.
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A STUDY OF THE INTERACTIONS BETWEEN PROTEINS AND DNA DAMAGE
USING SURFACE PLASMON RESONANCE IMAGING (SPR)

DNA is the carrier of genetic information. DNA dageacaused by various physical or chemical
stresses is a challenge for cellular repair syst@imsse include the base excision repair systenR{BE
which involves several enzymes whose objectiveglaeecognition and removal of damaged bases,
well-recognised functions for two glycosylases: kanyotic Fpg and eukaryotic OGG1l. Many
approaches have been described to study DNA/pratégnactionsin vitro. With surface plasmon
resonance imaging (SPRi), we have a real-time tgqaokn without labeling, with which we can
observe interactions in parallel for a single profeurified enzyme (Fpg, OGG1, EndolV or Apel)
vis-a-vis various injuries to synthetic oligonudides immobilized on a gold surface. The damages
studied were an oxidized base (8-0x0G), a cyclsssk (cycloadenine) and analogues of abasic sites
(THF and C3). We also studied the action of thessymes on multiple lesions, in tandem, combining
the 8-0xoG and 8-0x0A bases on the same strandNéf Dhe originality of our system combines the
direct analysis of the DNA/protein interaction witie indirect approach of observing its outcome by
hybridization and amplification of the signal afeethermal ramp. The results obtained enable us to
consider the use of our technique to observe thal&neous repair of certain lesions by cell extrac
for biochemical work, or by human tissue extraotstfio-medical work.

Key-words : DNA-glycosylase Fpg, 8-oxoguanine, tmdlesions, Surface Plasmon Resonance
imaging, DNA chip, Base Excision Repair.

ETUDE DES INTERACTIONS ENTRE PROTEINES ET LESIONS DE L’ADN
PAR RESONANCE PLASMONIQUE DE SURFACE PAR IMAGERIE (SPR)

L’ADN étant le support de l'information génétiques Iésions de 'ADN provoquées par différents
stress physiques ou chimiques sont un défi powsystemes de réparation cellulaire. Parmi ceug-ci |
systeme de réparation par excision de bases (BEBlique plusieurs enzymes dont les objectifs sont
la reconnaissance et le retrait de la base Iéséetidns bien connues pour deux glycosylases : Fpg
Procaryote et OGG1 Eucaryote. De nombreuses apgsodmt été décrites pour étudier les
interactions ADN/protéinén vitro. Avec la résonance plasmonique de surface parer@agSPRi),
nous disposons d’une technique d’analyse en tegglssans marquage avec laquelle nous avons pu
observer des interactions parallélisées d’'une m@mé€ine enzymatique purifiée (Fpg, OGG1,
EndolV ou Apel) vis-a-vis de différentes lésionsdes oligonucléotides de synthése immobilisés sur
une surface d'or. Les dommages étudiés sont une bagdée (8-oxoG), une base cyclisée
(cycloadénine) et des analogues de sites abagfjbset C3). Nous avons également étudié I'action
de ces mémes enzymes sur des Iésions multipléandam, associant les bases 8-oxoG et 8-0x0A sur
le méme brin d’ADN. L'originalité de notre dispdbiassocie I'analyse directe de linteraction
ADN/protéine et l'approche indirecte de sa conségeepar une stratégie d’hybridation et
d’'amplification du signal aprés une rampe thermidques résultats obtenus permettent d’envisager
I'utilisation de notre technique pour observer éparation simultanée de certaines Iésions par des
extraits cellulaires pour des travaux de biochimiedes extraits tissulaires humains pour des travau
de biologie médicale.

Mots clés : ADN-glycosylase Fpg, 8-oxoguanine désitandem, imagerie par résonance de plasmons
de surface, puce a ADN, réparation par excisiohade.
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