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NOUVELLE

Des fragments d’ADN synthétisés
par ’ADN polymérase O

modifient notre génome

Sophie Marion de Procé

> Chez les eucaryotes, la réplication de
I’ADN est bidirectionnelle. Malgré la
capacité des enzymes a répliquer I’ADN
avec une grande fidélité et I'existence de
mécanismes de réparation, des mutations
peuvent étre générées au cours de cette
réplication. La progression de la fourche
de réplication est réalisée dans la méme
direction que le brin d’ADN précoce, ce qui
permet la synthése de ce dernier de fagon
continue. &n revanche, la synthese du brin
tardif se fait dans la direction opposée,
imposant une synthese discontinue en
une série de fragments appelés fragments
d’Okazaki [1]. Lors de la synthése dis-
continue, le complexe ADN polymérase o
(Pol-a)-primase synthétise une amorce
d’ARN (grdce a la primase) et d’ADN
(gréce a la Pol-a) pour chaque fragment.
L’ADN polymérase & (Pol-0) est alors res-
ponsable de I’élongation de ’ADN jusqu’a
la nouvelle amorce ARN, et du remplace-
ment des amorces par de ’ADN [2]. €nfin,
des ligases assurent les liaisons entre les
fragments d’Okazaki adjacents.

Les fragments d’Okazaki interrompus
par des protéines liées a I’ADN ?

Les histones, protéines liées a I’ADN au
niveau des nucléosomes (Figure 1) [13],
doivent étre dissociées de "ADN pour que
la réplication puisse avoir lieu. Afin de
dupliquer a la fois I'information géné-
tique et I’information épigénétique
(codée notamment par les modifications
chimiques des histones), il est nécessaire
que les histones soient redéposées rapide-
ment a leur emplacement précis avec les
modifications adéquates apres le passage

m/s n® 10, vol. 31, octobre 2015
DOI: 10.1051/medsci/20153110002

Royaume-Uni.

MRC human genetics unit, IGMM, université d’€dinburgh,
Western general hospital, Crewe road, EH4 2XU Edinburgh,

sdeproce@staffmail.ed.ac.uk

de la fourche de réplication. Smith et
Whitehouse [3] ont récemment montré
que les jonctions de fragments d’Okazaki
se trouvent en majorité prés du milieu des
nucléosomes (appelé la dyade), plutdt que
dans les régions internucléosomales. Ceci
peut s’expliquer par la présence, dans ces
régions internucléosomales, de barrieres
de protéines qui sont liées a I’ADN (comme
les facteurs de transcription) et qui inter-
rompent le traitement des fragments
d’Okazaki réalisé par Pol-8 (Figure 2).

Les taux de substitution de nucléotides
augmentent avec la fréquence

des jonctions de fragments d’Okazaki
et des sites de liaison de protéines
Dans une étude récente [4], nous avons
utilisé les emplacements des jonctions

de fragments d’Okazaki de Smith et
Whitehouse [3], et nous avons établi que
chez la levure, les taux de mutations par
substitution nucléotidique et le nombre
de jonctions de fragments d’Okazaki
étaient fortement corrélés. Cette cor-
rélation, observée a la fois a I"empla-
cement des nucléosomes et a celui des
facteurs de transcription, n’est pas due
a la composition nucléotidique. La syn-
these et le traitement des fragments
d’Okazaki sont directionnels. Aussi, si
I"'un de ces processus est responsable
de la corrélation observée, lorsque les
séquences sont orientées selon le sens
de la synthese, les taux de substitutions
devraient étre asymétriques par rapport
a la dyade des nucléosomes, ou par rap-
port au site de liaison des facteurs de
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des nucléosomes.
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Figure 2. Des segments d’ADN synthétisés par
Pol- ¢ sont retenus a I’extrémité 5’ des frag-
ments d’Okazaki aprés la réplication du brin
tardif prés des sites de liaison de protéines.
Lors de la réplication du brin précoce, Pol-g
synthétise le nouveau brin d’ADN de maniere
continue. Lors de la réplication du brin tar-
dif, le complexe Pol-a-primase démarre la
syntheése des fragments d’Okazaki en synthé-
tisant une amorce d’ARN (primase) puis une
amorce d’ADN (Pol-a.) (séquence en bleu).
Pol-ou étant dépourvue d’activité de relec-
ture, son taux d’erreurs intrinseque est élevé.
Pol-3 synthétise ensuite le reste du fragment
d’ADN et, lorsqu’elle rencontre le fragment

d’Okazaki suivant, elle enléve "amorce ARN-

ADN synthétisée par le complexe Pol-oi-primase et la remplace par de ’ADN synthétisé bien plus fidélement par elle-méme (séquence verte).

Cependant, si des protéines, telles que les histones qui forment les nucléosomes, ou les facteurs de transcription, sont liées a I’ADN a I"extrémité

5" du fragment d’Okazaki, le processus est interrompu et ’ADN synthétisé par Pol-o reste dans le génome apreés la réplication, causant alors une

augmentation des taux de substitution a ces sites.

transcription. C’est en effet ce que nous
avons observé, avec une augmentation
des taux de substitution en position 5’
des fragments d’Okazaki.

Chez "homme, les taux de substitu-
tion augmentent également au centre
des nucléosomes, avec une distribution
identique a celle que I’on observe chez
la levure. Chez les deux espéces, nous
avons également détecté une augmen-
tation des taux de substitutions nucléo-
tidiques a coté de sites de liaison pour
de nombreux facteurs de transcription.
Nous avons étendu notre analyse @ un
large éventail de régions auxquelles
les protéines régulatrices se lient. Ces
régions ont été identifiées par la pré-
sence d’empreintes a la DNase | afin
de déterminer si la méme signature
mutationnelle était présente. Chez
les humains comme chez la levure,
en alignant les régions contenant des
empreintes a la DNase |, nous avons pu
observer une augmentation considérable
des taux de substitution de nucléotides
en amont de I"empreinte. Cette aug-
mentation était liée a la position plutot
gqu’au contenu de la séquence. Cette
signature mutationnelle n’est donc pas
due a la rétention de séquences muta-
génes au niveau de ces sites. Ce phéno-
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mene d’augmentation du taux de subs-
titution est répandu dans le génome au
niveau des sites de liaison de protéines,
a la fois chez la levure et les humains.

Des segments d’ADN synthétisés par
Pol-0t seraient retenus

dans le génome apres la réplication
Nous avons émis I’hypotheése selon
laquelle cette augmentation des taux
de substitution en position 5’ des
fragments d’Okazaki provenait de la
rétention d’ADN synthétisé par Pol-a
(Figure 2). Quand le fragment d’Okazaki
précédemment synthétisé est rencontré,
il est traité par I’action coordonnée des
nucléases FEN1 (flap endonuclease 1) et
DNA2 [5, 6] avec la synthése continue
d’ADN par Pol-8, avant la liaison finale
des fragments d’ADN adjacents. Au cours
de ce processus, il était généralement
admis que la majeure partie, sinon la
totalité, de I'amorce d’ADN synthétisée
par Pol-au [7] était éliminée en méme
temps que I’amorce d’ARN, et remplacée
par de ’ADN synthétisé par Pol-0 [8].
Ceci était une hypotheése intéressante
car, contrairement aux autres polymé-
rases de réplication, Pol-ot ne présente
pas d’activité de relecture 3’ a 5, ce
qui limite sa fidélité intrinséque [9].

Cependant, des études réalisées chez la
levure, utilisant un modéle de mutants
de la polymérase a fidélité réduite,
ont montré que I’ADN synthétisé par
Pol-ot contribue au génome entier [8].
Pol-ou étant particulierement suscep-
tible d’engendrer des erreurs, la réten-
tion de I’ADN synthétisé par celle-ci, a
Pextrémité 5’ des fragments d’Okazaki,
fournirait une explication simple pour
comprendre "augmentation des taux
de mutation que nous avons observée.
Puisqu’il a été montré que les barrieres
formées par les protéines influengaient
le traitement des fragments d’Okazaki
[3], nous proposons que I’ADN synthé-
tisé par Pol-ou est préférentiellement
retenu au niveau des sites ol les pro-
téines se lient peu aprés la syntheése
initiale d’ADN des fragments d’Okazaki.

Lincorporation de ribonucléotides pour
suivre les polymérases de réplication

Pour déterminer le site de rétention de
’ADN synthétisé par Pol-o in vivo, nous
avons utilisé la technique d’incorpo-
ration de ribonucléotides dans I’ADN
génomique, afin de suivre 'activité des
différentes polymérases ADN. Dans une
levure @ bourgeon dépourvue de RNase-
H2, enzyme qui débute normalement le



processus d’excision des ribonucléotides,
nous avons étudié la contribution des
différentes polymérases (Pol-at, Pol-0 et
Pol-€) en utilisant des enzymes mutantes
qui integrent les ribonucléotides a des
taux plus élevés que leurs homologues
de type sauvage. Nous avons développé
une approche de séquencage de nou-
velle génération, que nous avons appelée
emRiboSeq (pour séquencage des ribo-
nucléotides intégrés) [4]. Cette méthode
détermine la distribution des ribonucléo-
tides intégrés, pour chaque orientation
de brin, dans tout le génome. Elle utilise
un traitement de I’ADN génomique avec
une RNase H2 recombinante qui génére
des entailles aux extrémités 5 des ribo-
nucléotides intégrés, et la liaison d’un
adaptateur de séquengage au groupe
3’-hydroxyle du désoxynucléotide situé
immédiatement en amont du ribonucléo-
tide. Le séquencage de semi-conducteur,
qui mesure en temps réel I’émission de
protons dégagés lors de la polymérisation
de I’ADN, permet de cartographier les
sites d’incorporation des ribonucléotides.
EmRiboSeq a un grand potentiel pour
I’étude in vivo du réle des polymérases
ADN dans la réplication et les méca-
nismes de réparation. Cette méthode
pourra également étre utile pour définir
les origines de réplication et les sites de
terminaison. Trois études [10-12] ont
développé des méthodes similaires pour
déterminer la répartition des ribonucléo-
tides intégrés sur ’ensemble du génome,
démontrant I'utilité des ribonucléotides
en tant que marqueurs des enzymes de
la réplication, dans la levure a bourgeon.

Pol-0ot synthétise 1,5% du génome

de la levure

€n utilisant notre méthode de séquen-
cage, emRiboSeq, nous avons observé,
avec une Pol-ou mutante, une rétention
accrue de ribonucléotides sur le brin
tardif de ’ADN de la levure, démontrant
que I’ADN synthétisé par Pol-c est retenu
dans le génome apres la réplication [4].
De facon a quantifier la contribution
de I’ADN synthétisé par Pol-o dans le
génome, nous avons utilisé des mesures
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de densitométrie de gels alcalins pour
mesurer les taux d’incorporation de
ribonucléotides. Nous avons ainsi estimé
la contribution relative de Pol-o au
génome a environ 1,5%.

Il apparait donc que (1) les segments
d’ADN Pol-o peuvent étre identifiés
dans tout le génome, et (2) le traite-
ment par Pol-8 des fragments d’Oka-
zaki est modifié par des protéines liées
a I’ADN. Nous proposons donc que la
rétention de I’ADN Pol-ot est accrue
au niveau des sites de liaison des pro-
téines dans les fragments d’Okazaki, et
qu’elle est responsable de 'augmenta-
tion du taux de mutation. Les processus
de fidélité de la réplication, y compris la
réparation efficace des défauts d’appa-
riement a Pextrémité 5 des fragments
d’Okazaki, permettent d’atténuer les
erreurs de réplication de Pol-a.. Au final,
’ADN synthétisé par Pol-o. ne forme
qu’une petite fraction du génome, la
majorité de I’ADN étant encore synthé-
tisé par Pol-O et Pol-g. Cependant, &
I’échelle du temps évolutif, il semble que
ces processus soient insuffisants pour
compenser intégralement le manque
d’activité de relecture de Pol-a.

Quelles sont les conséquences de ces
taux de mutation élevés ?

Essentielle pour le reconditionnement
rapide du génome aprés la réplication,
la formation des nucléosomes a un réle
clé pour assurer sa stabilité. Cepen-
dant, nous montrons que cela est réa-
lisé au prix d’'une augmentation des
mutations au niveau de certains sites,
détectable sur une échelle de temps
évolutif. La mutagenése associée aux
fragments d’Okazaki pourrait avoir une
importance en génétique humaine, car
elle augmente les taux de mutation au
niveau des sites fixant les facteurs de
transcription et ceux impliqués dans
la liaison des protéines régulatrices.
Cette mutagenese accrue a sans doute
été obscurcie par une forte sélection
purificatrice nécessaire au maintien de
la fonction de ces sites. U'augmenta-
tion des mutations suggere cependant

que ces sites pourraient étre des points
chauds évolutifs. €lle pourrait aussi
permettre d’expliquer le renouvellement
évolutif rapide des sites de fixation des
facteurs de transcription et la difficulté
de prédire, en se basant sur la conserva-
tion des séquences entre les espéces, les
sites fonctionnels non codants.

Ces expériences démontrent que I’ADN
synthétisé par Pol-o contribue au
génome eucaryote, et augmente pro-
bablement les mutations au niveau des
sites régulateurs. ¢

DNA fragments synthesized

by polymerase O shape our genome
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