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Correction
des mésappariements
et stabilité
de l'information génétique

Jean-Pierre Claverys

L’information génétique de toute cel-
lule, contenue dans ’acide désoxyribo-
nucléique (ADN), peut subir de nom-
breuses altérations (mutations) sous
I’action d’agents mutageénes ou spon-
tanément, cn particulier lors de la
réplication de 'ADN qui précede la
division cellulaire. Ces mutations peu-
vent avoir des conséquences considéra-
bles pour le métabolisme cellulaire,
pouvant aller jusqu’au déclenchement
de processus de cancérisation chez les
eucaryotes supéricurs. Ainsi, des onco-
genes de type ras peuvent étre activés
par mutation ponctuelle. Les systemes
de réparation de ’ADN jouent donc
un role cssentiel en réduisant la pro-
babilité dec tels événements.

Parmi ces systemes, ceux qui assurent
la correction des mésappariements
(bases non complémentaires) de TADN
ont des effets multiples sur la stabilité
de Pinformation génétique. Par leur
action post-réplicative, certains systeémes
de correction des mésappariements
augmentent la fidélité de réplication.
Par leur action sur les intermédiaires
de recombinaison, les systémes de cor-
rection peuvent aussi moduler la
recombinaison. Selon les systemecs, il
pourra s’ensuivre unc augmentation de
la stabilité de I'information génétique
(dans le cas d’une inhibition de la
recombinaison) ou un accroissement de

la diversité des recombinants formés.
Ces différents aspects seront évoqués
au travers de la description des syste-
mes de correction des mésappariements
les plus étudiés.

Les mésappariements, leurs origines

Le terme de mésappariement désigne
toutc confrontation (au sens étymo-
logique) de bases autres que les paires
adénine-thymine (A-T) et guanine-
cytosine (G-C) normalement préscntes
dans unc molécule d’ADN bicaténaire.
Par extension, ce terme est aussi uti-
lisé pour désigner I’absence d’unc ou
de plusieurs bases complémentaires sur
I'un des decux brins. Unec molécule
d’ADN comportant un ou plusicurs
mésappariements est dite hétéroduplex
et porte une information génétique dif-
férente sur chaque brin (figure 1, centre).
En I’absence de correction, cette molé-
cule donnera donc naissance, apres
réplication, a deux molécules homo-
duplex génétiquement différentes
(figure 1, droite).

La réplication de 'ADN et la recom-
binaison génétique, deux processus
universellement présents dans le monde
vivant, peuvent étrc a I’origine de la
formation de mésappariements. Dans
le premier cas, les mésappariements
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Figure 1. Formation et ségrégation d‘'un mésappariement lors de la répli-
cation. L’incorporation d’une guanine (G) face & la thymine (T), par suite d’'une
erreur de l'appareil réplicatif lors d’une premiére réplication, aboutit a la forma-
tion d’un ADN hétéroduplex portant le mésappariement G/T (centre). Aprés un
nouveau cycle de réplication, deux molécules homoduplex génétiquement diffé-
rentes sont obtenues, et la mutation est alors fixée (droite). Remarquons que
la méme mutation peut étre provoquée par incorporation d’'une cytosine (C) face
a l'adénine (A) du brin complémentaire. Le mésappariement A/C est alors l'inter-

médiaire mutationnel.

résultent d’un dysfonctionnement de
’appareil réplicatif [1]. En I’absence de
correction, ils ont pour conséquence
une mutation qui sera définitivement
fixée lors du cycle réplicatif suivant
(figure 1). En revanche, la présence de
mésappariements est une conséquence
naturelle de la recombinaison homo-
logue. Les intermédiaires de recombi-
naison sont constitués de deux brins
complémentaires issus chacun d’un
duplex d’ADN parental différent et
associés par des liaisons hydrogene
(ADN hybride) [2]. Ces intermédiaires
sont des ADN hétéroduplex lorsqu’ils
recouvrent une région ou les partenai-
res de la recombinaison n’ont pas la
méme séquence. Une troisieme source
potentielle de mésappariements, com-
mune a tous les organismes dont
PADN contient des 5-méthylcytosine
(5-meC), est la désamination sponta-
née des 5-meC en T qui produit spé-
cifiquement le mésappariement G/T.

Les systemes de correction
des mésappariements

La correction des mésappariements est
assurée par des systemes variés qui
peuvent étre divisés en deux groupes,
systemes spécifiques et systémes géné-
ralisés. Ces systemes different non seu-
lement par leur spécificité de substrat

mais aussi par I’orientation de la cor-
rection. Nous verrons que les systemes
spécifiques effectuent une correction
directionnelle qui dépend uniquement
du mésappariement. Ainsi, I'un de ces
systtmes corrige le mésappariement
G/T systématiquement en G-C (jamais
en A-T). En revanche, I'orientation de
la correction par les systemes généra-
lisés se fait a partir d’un signal distinct
(et distant) du mésappariement. Cette
derniére caractéristique a pour corol-
laire une autre différence entre syste-
mes spécifiques et systemes générali-
sés : la correction est tres localisée pour
les premiers, alors qu’elle est beaucoup
plus étendue pour les seconds (quel-
ques centaines, voire quelques milliers
de nucléotides). Les implications de ces
différents modes de fonctionnement
quant au role de ces systtmes dans la
diversification des génomes et dans le
maintien de leur homogénéité seront
discutées plus loin.

Les systémes de correction spécifique

Le premier systtme de correction spé-
cifique d’un mésappariement mis en
évidence est le systtme VSP (very-short
patch) de la bactérie Eschenchia coli [3).
Ce systeme corrige spécifiquement en
G-C les mésappariements G/T prove-
nant de la désamination spontanée des

5-meC a lintérieur de la séquence
CC(A ou T)GG. Les cytosines situées
en position 2 dans cette séquence sont,
chez E. coli, le substrat d’une cytosine
méthylase, le produit du gene dom.
Immeédiatement en aval de ce géne se
trouve le gene vsr dont le produit est
absolument requis pour la correction
(pour revue, voir [4]). Cette organisation
génétique et P’action directionnelle du
systtme VSP suggerent fortement que
le réle biologique de ce systeme est de
protéger E. coli de Deffet mutateur
potentiel de la désamination spontanée
des 5-meC. Le mécanisme de correc-
tion est maintenant bien compris
(figure 2, gauche). La protéine Vsr puri-
fiée reconnait le mésappariement G/T
dans son contexte spécifique et fait une
incision unique en 5 du résidu T [5].
L’ADN polymérase I (polymérase de
réparation) élimine alors ce résidu par
son activité exonucléasique 5 — 3 et
assure la synthése réparatrice sur une
courte distance (une dizaine de
nucléotides)[4].

Les organismes eucaryotes sont eux
aussi confrontés au probléme de I'ins-
tabilité des cytosines méthylées, présen-
tes dans leur ADN a Dintérieur des
séquences CpG (impliquées dans la
régulation transcriptionnelle de plu-
sieurs genes). Une activité de correc-
tion spécifique du mésappariement
G/T situé dans une séquence CpG a
¢été mise en évidence a partir d’extraits
nucléaires de cellules humaines
Hela [4]. Cette activité a trés proba-
blement, comme le systtme VSP, un
role antimutateur. Le processus de cor-
rection qui aboutit aussi a la resynthese
d’'un court segment d’ADN differe
cependant du systtme VSP par le type
d’activité enzymatique mis en jeu
(hgure 2, drate). 11 fait intervenir séquen-
tiellement une glycosylase spécifique
qui élimine le résidu T mésapparié,
une AP-endonucléase qui reconnaitrait
le site abasique et incise le brin
d’ADN a proximité immédiate de ce
site, et enfin TADN polymérase 3, une
polymérase impliquée dans la
réparation [4].

Un autre systtme de correction spéci-
fique, mais du mésappariement G/A,
a été mis en évidence chez E. coli (pour
revue, voir [4]). Ce systeme assure la
correction directionnelle des mésappa-
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Figure 2. Correction spécifique des mésappariements G/T (systéme VSP) et
G/A (systéeme MutY). Ces systémes se distinguent par la nature des intermé-
diaires conduisant a la correction d’un brin. Gauche : incision directe par la pro-
téine Vsr de la liaison phosphodiester en 5’ du résidu T mésapparié. Droite : inci-
sion par la protéine MutY de la liaison glycosidique du résidu A mésapparié (ou
du résidu T mésapparié dans le cas de I'activité de correction des mésapparie-
ments G/T mise en évidence & partir d’extraits nucléaires de cellules humaines
Hela). Le site abasique ainsi créé est reconnu par une AP-endonucléase qui incise
la liaison phosphodiester adjacente. Dans les deux cas, la resynthése d'un seg-
ment long d’'une dizaine de nucléotides (zone encadrée) est prise en charge par
I’ADN polymérase I.
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riements G/A en G/C. Le processus de
correction est analogue a celui que
nous venons de décrire (figure 2, drode).
Il fait intervenir la protéine MutY, une
glycosylase spécifique du résidu A
mésapparié. Son rdle biologique est
tres probablement la correction des
erreurs de réplication aboutissant a
'incorporation d’un résidu A face 4 un
résidu G. 1l semble, a2 premiére vue,
surprenant qu’un tel systéme unidirec-
tionnel puisse avoir une action anti-
mutatrice. En effet, toute erreur de
réplication conduisant a I’incorporation
d’un résidu G face 2 un résidu A
devrait étre irrémédiablement fixée par
ce systeme. Cette situation conflictuelle
est évitée grace a l’action de la pro-
téine MutT, qui empéche précisément
I'incorporation d’un résidu G face a
un résidu A [6]. Prévention de la for-
mation du mésappariement A/G et
correction directionnelle du mésappa-
riement G/A sont donc combinées
pour réduire, chez E. coli, ce type
d’événement mutationnel.

Cette combinaison d’activités anti-
mutatrices spécifiques du couple de
mésappariements A/G, G/A existe pro-
bablement chez d’autres organismes.
Ainsi chez Streptococcus pneumoniae, un
systtme de correction spécifique du
mésappariement G/A en G-C a été
mis en évidence [7] et la protéine
MutX est I’équivalent fonctionnel de la
protéine MutT (Méjean, Salles et Cla-
verys, en préparation). L’existence
d’une telle combinaison d’activités anti-
mutatrices spécifiques est a rapprocher
de la relative inefficacité de correction
des mésappariements A/G, G/A par les
systtmes de correction généralisée.

Les systémes de correction généralisée

Le systtme Hex (heteroduplex ecasion) de
S. pneumomae et le systtme Mut de E.
coli sont les deux systémes de correc-
tion généralisée des mésappariements
les mieux connus. Si I’étude du
systtme Hex a permis I'émergence des
concepts d’activité antirecombinogeéne
et de role antimutateur par correction
des erreurs de réplication, celle du
systtme Mut a débouché sur
I’enzymologie des systemes de correc-
tion des mésappariements et a conduit
a I’hypothése d’une intervention de ces



systemes dans la spéciation, par leur
activité antirecombinogene. Nous pas-
serons donc en revue les propriétés de
ces deux systémes, puis nous évoque-
rons les éléments qui indiquent une
conservation de ces systémes au cours
de [D’évolution, des eubactéries a
I’homme, en passant par la levure, la
drosophile et le xénope. Enfin, nous
comparerons leurs effets sur ’homo-
généisation des génomes et sur la
recombinaison interspécifique.

Le systéme Hex

La mise en évidence du systeme Hex
et sa caractérisation ont été menées a
travers I’étude de ses effets sur la
recombinaison homologue lors de la
transformation (pour revue, voir [8]). La
transformation est un processus induc-
tible au cours duquel des fragments
d’ADN exogene péneétrent sous forme
monocaténaire dans les cellules. Ces
fragments, lorsqu’il s’agit d’ADN
homologue, participent a la formation
d’un ADN hybride en établissant des
liaisons hydrogéne avec le brin com-
plémentaire du génome récepteur
(figure 3). Comme dans la recombinai-
son entre deux ADN duplex, ’ADN
hybride comporte des mésappariements
quand la séquence des partenaires de
la recombinaison n’est pas totalement
identique.

L’existence de variations importantes
d’efficacité de transformation (de
recombinaison) entre marqueurs géné-
tiques d’une méme région a conduit,
des 1966, a ’hypothése de I’interven-
tion d’un systeme de correction des
mésappariements, responsable de I'éli-
mination préférentielle du brin ’ADN
exogene pour certains marqueurs géné-
tiques, les marqueurs LE (bw ¢faency :
faible efficacité de transformation) [9]
(figure 3B). Dans cette hypothese, les
marqueurs HE (hghest ¢fficiency), qui
donnent 20 fois plus de recombinants,
correspondent a des mésappariements
non reconnus (fgwe 34). La validité de
ce concept d’action antirecombinogene
d’un systéme de correction des mésap-
pariements a été démontrée par une
série d’expériences génétiques et par
I'isolement de mutants Hex~ inté-
grant marqueurs LE et HE avec la
méme haute efficacité [8].
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L’ensemble des résultats génétiques
obtenus suggerent que la correction
d’un  mésappariement ponctuel
s’accompagne de I’élimination de la
majeure partie du fragment d’ADN
exogene. Ainsi, I'efficacité de transfor-
mation d’un fragment d’ADN portant
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Figure 3. Correction des mésapparie-
ments par le systéeme Hex au cours
de la transformation. Un fragment
exogéne d’ADN monocaténaire (trait fin)
déplace le brin récepteur (double trait)
pour créer un hétéroduplex (la cinétique
de disparition du brin déplacé n’est pas
connue). A. Dans le cas des marqueurs
HE (haute efficacité de transformation),
I'établissement de liaisons covalentes
(point noir) permet lintégration définitive
du fragment exogéne. La structure
hétéroduplex est résolue aprés passage
de la fourche de réplication qui produit
un duplex parental et un duplex trans-
formé. B. Dans le cas des marqueurs
LE (faible efficacité de transformation),
I'action du systéme Hex aboutit a I'éli-
mination de la totalité du fragment exo-
gene. Une étape de resynthése restau-
rerait l’information parentale (en
I'absence d’information sur le devenir
du brin déplacé, il est aussi possible
d’envisager qu’il reprenne sa place pour
reformer le duplex parental).

un marqueur HE a proximité d’un
marqueur LE est celle du marqueur
LE [8]. Le suivi du devenir d’un
ADN exogeéne portant un marqueur
LE en son centrc et uniformément
marqué au *P sur un seul brin
démontre I’élimination des séquences
exogenes situées aussi bien en 5 qu'en
3’ du marqueur LE [10]. L’¢limination
de la totalité du fragment cxogene, soit
de 3000 a 6 000 nucléotides, a licu
apres formation de la structure hété-
roduplex mais, trés vraisemblablement,
avant rétablissement de liaisons cova-
lentes entre fragment exogéne et brin
d’ADN récepteur adjacent. Cectte
observation a conduit au modele de
correction fondé sur la reconnaissance
du mésappariement, suivie de la
recherche d’extrémités (celles du frag-
ment exogene dans le cas de la trans-
formation) a partir desquelles a lieu
I'élimination du segment ainsi défini

(figure 44).

Le role biologique du systtme Hex
dans la correction des erreurs de répli-
cation a été déduit du phénotype
mutatcur des mutants Hex~ [11]. La
correction des erreurs de réplication
posc le probleme de la distinction entre
brins d’ADN parental et brins néosyn-
thétisés. Ces derniers doivent étre spé-
cifiquement éliminés pour aboutir a la
conservation de I'information génétique
parentale. Le modele de fonctionne-
ment proposé pour le systeme Hex est
calqué sur celui déduit de I’étude de
son fonctionnement lors de la transfor-
mation et fondé sur la recherche
d’interruptions sur ’ADN apres recon-
naissance d’un mésappariement prove-
nant d’une erreur de réplication.
L’ADN néosynthétisé possede au
moins l'extrémité en cours d’élonga-
tion, voire plusieurs interruptions, en
cas de synthése discontinue, qui doi-
vent permettre sa correction préféren-
tielle (figure 4B). Deux genes spécifiques
essentiels au fonctionnement du
systeme Hex, hexA et hexB, ont été
identifiés [8].

Le systétme Mut

La mise en évidence et I’analyse géné-
tique du systtme de correction géné-
ralisée des mésappariements de E. coli
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ont été, pour unc large part, fondées
sur l'introduction dans les cellules de
molécules hétéroduplex construites in
vitro a partir de PADN de bactério-
phages (pour rewe, wvoir [4, 8, 12]).
L’analyse du devenir de marqueurs
génétiques portés sur ces molécules
hétéroduplex a permis de montrer que
cc systeme, appelé Mut, était respon-
sable de la correction de longs seg-
ments d’ADN (plusicurs centaines 2
quelques milliers de bases). Trois génes
spécifiques essentiels au fonctionnement
de cc systeme, les genes mutH, mutl
et mutS, ont été identifiés. Les souches
mut- présentent, comme lcs souches
hex-, un phénotypc mutateur, ce qui
indique que le systtme Mut joue un
role de correction des erreurs de
réplication.

La distinction entre ADN parental et
ADN néosynthétisé s’appuie, dans ce
cas, sur 'absence transitoire de méthy-
lation [13] de [P’adénine dans les
séquences GATC, sur les brins
néosynthétisés (figure 5, p. VI). Cette
méthylation est introduite par la
désoxyadénosine méthylase Dam, de
facon postréplicative [12]. Le phé-
notypc mutateur associé a un défaut
de méthylation (mutants dam-) ou a
une hyperméthylation (souche surpro-
ductrice de Dam) (8] et [Iinfluence
directe de la présence et du nombre de
sites GATC sur le taux de mutation
d’un géne porté par un plasmide [14]
sont en accord avec ce mode de recon-
naissance du brin a corriger, de méme
que la correction préférentielle du brin
non méthylé sur les ADN hétérodu-
plex [8]. L’activité des différentes pro-
téines Mut et les autres activités requi-
ses pour une réaction complete de cor-
rection n witro sont décrites plus loin.

La spécificité de reconnaissance
des mésappariements

L’analyse de la spécificité de correction
du systtme Hex a montré que ce
systeme reconnait les mésappariements
ponctuels avec des efficacités variables
(pour rewe, vorr [8]). Les mésapparie-
ments A/C, G/T et G/G sont recon-
nus et corrigés avec une efficacité
maximale et les autres mésapparie-
ments avec une efficacité décroissante :

m/s n° 6, vol. 8, juinjuillet 92
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Figure 4. Modéle d‘action du systéme Hex sur les intermédiaires de recom-
binaison et sur les erreurs de réplication. Aprés reconnaissance d’'un mésap-
pariement, le systéme Hex recherche des interruptions qui serviront de point
d’entrée et de limites pour la correction. A. Dans le cas d’'un hétéroduplex inter-
médiaire de recontbinaison entre ADN exogéne (trait fin) et ADN récepteur, les
extrémités du fragment exogéne sont des sites préférentiels d’initiation de la cor-
rection qui aboutira a I'élimination de ce fragment. B. Dans le cas d’une erreur
de réplication, I'extrémité du brin en cours d’élongation (trait fin) et les interrup-
tions éventuelles liées a une synthése discontinue constituent autant de points
d’entrée pour le systéme Hex (la correction pourrait étre bornée, d’'un cété, par
le mésappariement). Dans les deux cas, la correction restaure l'information
parentale.
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C/T > A/JA > T/T > A/G[13)]. Le
mésappariement C/C semble échapper
a toute correction, voire inhiber la cor-
rection de mésappariements adjacents.
Le systeme Hex corrige aussi efficace-

N

ment les additions-délétions de 1 a

3 bases, mais pas celles de 5 bases et
plus [8, 16]. La spécificité du systeme
Mut s’est avérée trés semblable a celle
du systtme Hex (pour revue, voir [8, 12,
17]). Une influence des séquences envi-
ronnantes sur la reconnaissance de cer-

CHg
CHs

Brins néosynthétisés

CHg
ADN parental

l.Mu.tH
INCiIsion
P GATC =

CT?G
CH3

Figure 5. Correction des erreurs de réplication par le systéme Mut. La pré-
sence de groupes méthyl sur I’ADN parental est symbolisée par -CH3. Aprés
reconnaissance (1) d’'un mésappariement (m/+), le systéme Mut effectue une
recherche bidirectionnelle (2) de sites hémiméthylés. La protéine MutH incise alors
le brin non méthylé comme indiqué pour initier la réaction de correction.

tains mésappariements, en particulier
A/G, a été observée dans les deux
systemes, sans qu’il soit possible d’éta-
blir de corrélation simple entre la
nature de ces séquences et ’efficacité
de reconnaissance. Ainsi, une relation
directe avec la richesse en G-C des
séquences environnantes, suggérée dans
le cas du systtme Mut [18], n’a pas
été confirmée [19] et n’a pas été cons-
tatée dans le cas du systtme Hex [13].
La plasticit¢ conformationnelle du
mésappariement A/G, beaucoup plus
grande que celle des autres mésappa-
riements (pour rewue, vorr [17]), pourrait
expliquer D'influence des séquences
environnantes sur sa reconnaissance
ainsi que I’existence de plusieurs syste-
mes de correction spécifique de ce
mésappariement, ou de prévention de
sa formation.

La réaction de correction
reconstituée tn vitro

L’analyse 7 utro du mécanisme de cor-
rection par le systtme Mut et la puri-
fication des différentes protéines ont pu
étre abordées par la mise en ceuvre
d’un test particulierement élégant. Le
substrat de la réaction est une molé-
cule circulaire fermée contenant un
mésappariement placé a la jonction de
deux sites de restriction. La correction
de I'un des deux brins restaure ’'un
des sites et donc la sensibilit¢ 2 1'une
des enzymes de restriction (figure 6).
L’état de méthylation des sites GATC
du substrat peut étre controlé a
volonté, lors de sa préparation, pour
orienter la réparation sur l'un ou
’autre brin.

N

Grice a ce test, les protéines MutH,
MutL. et MutS ont été purifiées 2
quasi-homogénéité sous une forme bio-
logiquement active (pour rewue, wvorr [4]).
La protéine MutS est capable de se
fixer sur une molécule d’ADN présen-
tant un mésappariement et recouvre
alors une dizaine de bases de part et
d’autre du mésappariement. MutL est
la protéine dont le role est actuellement
le moins bien compris. Cette protéine
pourrait servir d’interface entre les pro-
téines MutS et MutH [4]. Elle se fixe,
en présence d’ATP, sur les complexes
formés entre MutS et les molécules
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d’ADN comportant un mésapparie-
ment. Cet cnsemble est alors capable
d’activer la protéine MutH pour I’inci-
sion des sites d(GATC) non méthylés,
en 5 du G (figwe 5). Les trois protéi-
nes MutH, MutLL et MutS sont seu-
les requises pour assurer les étapes de
reconnaissance du mésappariement et
de choix du brin a réparer. Outre ces
protéines, ’ADN hélicase II (le produit
du géne wrD), la protéine Ssb, I’exo-
nucléase I (activit¢ 3 — 5’), exonu-
cléase VII ou I'exonucléase Rec] (acti-
vités 5 — 3’) et PADN polymé-
rase III holoenzyme (polymérase répli-
cative) sont nécessaires, tres vraisem-
blablement pour réaliser les étapes
d’excision et de resyntheése (en présence
de dNTP), et enfin ’ADN ligase pour
recirculariser le substrat. L’ADN héli-
case II pourrait intervenir dans I’étape
d’excision du brin a corriger, en per-
mettant ’action des différentes exo-
nucléases qui sont toutes spécifiques de
PADN monocaténaire.

Les systemes Hex et Mut
sont apparentés

L’hypothése d’un apparentement des
systémes de correction généralisée des
bactéries S. pneumoniae et E. coli [8],
s’appuyant sur les similitudes de spé-
cificité et de mode de correction, s’est
avérée tout a fait fondée puisque des
homologies significatives ont été décou-
vertes entre les protéines HexA et
MutS [20] et entre les protéines HexB
et MutL [21]. La protéine HexA est,
comme la protéine MutS, capable de
se fixer sur une molécule d’ADN pré-
sentant un mésappariement (Pru-
dhomme, Claverys et Modrich, en
préparation). En dépit de leurs homo-
logies, les protéines Hex nc peuvent
remplacer les protéines Mut in wvwvo
dans E. coli [22]. Cependant, la pro-
téine HexA est capable d’interactions

abortives avec une ou plusieurs protéi-
nes Mut [22].

La différence la plus marquante entre
les systtmes Hex et Mut est I’existence
de la protéine MutH et son action sur
les sites GATC hémiméthylés pour
orienter la correction. L’hypothese
d’une surimposition de ce mode
d’orientation sur un systéme ancestral
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orientant la correction a partir d’une
interruption a été avancée [8]. Cette
proposition s’est révélée exacte puisque
la protéine MutH n’est pas nécessaire
lorsque le substrat comporte une inter-
ruption, aussi bien i wvivo qu'in
utro [4]. 11 faut remarquer que le
systtme MutH-hémiméthylation pré-
sente l’avantage de permettre une

V  5-AAGCTTTCGAG
C 3-TTCGTGAGCTC

!

HindllIS
XholS

Hétéroduplex

f1

/

Correction sur le brin
viral (V), obtention
de la paire GC
coupure par Xhol

Sy

Correction sur le brin
complémentaire (C),
obtention de la paire TA
coupure par Hindlll

reconnaissance spécifique des brins
néosynthétisés sur une distance qui
peut étre estimée a 80 kb en aval de
la fourche de réplication, alors que les
interruptions naturelles n’existent pro-
bablement pas au-dela de 3 a2 4 kb du
point de réplication.

Les premiéres étapes de la correction

Figure 6. Test biochimique pour
I'étude de la correction des mésap-
pariements in vitro. Le substrat est
une molécule circulaire fermée
(6440 pb) préparée a partir de dérivés
du bactériophage f1 contenant un ou
plusieurs sites GATC. Le test est fondé
sur l'introduction d’'un mésappariement
(ici G/T) a l'intérieur de sites de recon-
naissance pour des enzymes de restric-
tion (ici Hindlll, séquence surlignée, et
Xhol, séquence soulignée). La présence
de ce mésappariement rend ce site
résistant a ces deux enzymes. La cor-
rection sur I'un ou l'autre brin restaure
la sensibilité a I'une des deux enzymes,
comme indiqué. L’état de méthylation
des sites GATC peut étre contrélé lors
de la préparation du substrat. La dis-
tance la plus courte entre le site GATC
et le mésappariement est de 1024 pb.

Il est maintenant admis que la recon-
naissance d’un mésappariement par la
protéine MutS (HexA) est I’événement
initial de la réaction. L’orientation de
la correction nécessitant la reconnais-
sance d’un signal (interruption d’un
brin ou site GATC) distinct et distant
du mésappariement pose le probleme
d’une interaction a distance. La capa-
cité de la protéine MutS purifiée a for-
mer une figure en o (comportant une
boucle) sur une molécule d’ADN con-
tenant un mésappariement [4] est en
faveur d’'un modele de migration [17].
La participation directe de la protéine
MutL (HexB) a cette étape n’est pas
établie. Sa fixation sur les complexes
protéine MutS-ADN permet néan-
moins de supposer son intervention.
Les protéines HexB et MutL pour-
raient étre chargées de la reconnais-
sance de l'interruption [21]. L’élimina-
tion de séquences situées en 5 et en
3’ du mésappariement par le systeéme
Hex [10] suggére que la recherche
d’interruptions est bidirectionnelle a
partir du mésappariement. Dans le cas
du systtme Mut, la correction peut se
faire a partir d’un site GATC unique,
mais situé aussi bien en aval qu’en
amont du mésappariement [4]. Une
recherche bidirectionnelle semble donc
avoir lieu dans les deux systémes.
Cette recherche bidirectionnelle peut
étre intégrée dans un modele qui sup-
pose la séquestration du mésapparie-
ment a I'intérieur d’une boucle d’ADN
(fgure 7, p. VIII).

Dans le cas du systeme Hex, les résul-
tats obtenus lors de la transformation
suggeérent que la correction concerne
un fragment défini par des interrup-
tions situées de part et d’autre du
mésappariement. En revanche, la
région corrigée par le systtme Mut in
utro concernerait un intervalle compris
entre un site GATC et quelques bases

Vil
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au-dela du mésappariement [4]. Il est
cependant possible que [Dutilisation
d’un substrat circulaire fermé et la
situation dissymétrique des sites GATC
introduisent des contraintes topologi-
ques telles qu’elles empéchent I’utilisa-
tion normale de deux sites GATC. 1l

+ 4 >3‘/§
@
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Migration

retour

A \
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— Pol HEX
3

Dégradation exonucléotidique
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est aussi possible que le systtme Mut
ait évolué de facon a interrompre la
réaction de migration dés la rencontre
du premier site (GATC ou interrup-
tion) pour initier la correction. Une
migration a rebours pourrait alors se
produire qui permettrait une nouvelle
fixation de la protéine MutS sur le
mésappariement séquestré a I'intéricur
de la boucle. Cette fixation « retour »
pourrait étre le signal de fin de cor-
rection (figure 7). Dans un modele
d’excision in situ du segment a répa-
rer, il faut remarquer que I'utilisation
d’un site GATC unique situé indiffé-
remment en aval ou en amont du
mésappariement suppose ’existence de
deux activités exonucléasiques de pola-
rité opposée. En outre, la resynthese
ne pourra accompagner ’excision que
lorsque le site GATC est situé en 5’
du mésappariement. Dans le cas con-
traire, une longue région d’ADN
monocaténaire sera créée, qui pourrait
contribuer a linitiation d’événements
de recombinaison.

L’universalité des systémes
de correction généralisée
des mésappariements

Une série d’observations suggeérc que
les systemes de correction généralisée
des mésappariements existent chez la
plupart des étres vivants. La premiére

Figure 7. Modéle d’action des systémes Hex et Mut. Ce modeéle prend en
compte les observations sur le fonctionnement des systémes Hex et Mut, et sur
les propriétés des protéines MutH et MutS. La premiére étape est la formation
d’un complexe HexA (MutS) — mésappariement sur lequel se fixe la protéine HexB
(MutL). Un mouvement bidirectionnel a alors lieu qui conduit a la formation d’une
boucle 3 l'intérieur de laquelle le mésappariement reste séquestré. La rencontre
d’interruptions entraine I’arrét de la progression de la boucle et une dégradation
du brin interrompu, accompagnée d’une resynthése. Simultanément, le complexe
protéique Hex (Mut) pourrait effectuer une migration a rebours, réduisant la taille
de la boucle. La fixation « retour » de HexA (MutS) sur le mésappariement cons-
tituerait le signal de fin de correction. Dans le cas du systéme Mut, la rencontre
d’'un site GATC hémiméthylé constituerait, en présence de la protéine MutH, un
équivalent de la rencontre d‘une interruption (non représenté). L’arrét de la pro-
gression du complexe Mut dés la rencontre d’une interruption (ou d’un site hémi-
méthylé) unique et la dégradation (-resynthése) d’un brin accompagnée d’'un mou-
vement & rebours, interrompu par la fixation « retour » sur le mésappariement,
conduirait aux événements de correction asymétrique (du site GATC proximal &

quelques nucléotides au-dela du mésappariement) observés

représenté).

in vitro (non

de ces observations est la découverte
que le systtme Pms dc Saccharomyces
cerevisiae a une spécificité de correction
tout a fait similaire a celle du systeme
Hex [8]. Les mutants Pms ont un
phénotype mutateur, impliquant ce
systtme dans la correction des crreurs
de réplication. Plus récemment, des
systemes de correction généralisée des
mésapparicments ont été mis cn évi-
dence a partir d’ceufs de xénope et
d’extraits nucléaires de cellules de dro-
sophile et de cellules humaines
Hela [4]. Leur spécificité de correction
est proche de celle des systemes pro-
caryotes et le segment réparé est long
de plusieurs centaines de nucléotides.
Comme pour le systtme Hex, ’orien-
tation de la correction est dictée par
la présence d’unc interruption mono-
caténaire dans les systtmes humain et
de drosophile. La polymérase interve-
nant dans ce cas est la polymérase «,
C’est-a-dire unc polymérase impliquée
dans la réplication [4]. Ce résultat est
a rapprocher de lintervention de la
polymérase réplicative dans lc cas du
systtme Mut. Il apparait donc qu’un
méme mode de fonctionnement a été
conservé au cours de I’évolution.

L’existence d’homologics significatives
entre les protéines HexB-MutL et la
protéine Pmsl [21] ct Pidentification
d’'un génc codant pour une protéine
homologue des protéines HexA-MutS
chez la souris et ’homme [4] suggerent
en outre que les différents systemes de
correction généralisée sont apparentés.

Correction des mésappariements
et recombinaison génétique

Les conséquences de I’action des syste-
mes de correction sur les intermédiai-
res de recombinaison peuvent étre
multiples, voire antagonistes. Les syste-
mes de correction spécifique qui cor-
rigent de trés courts segments d’ADN
sont potentiellement capables de pro-
duire de courtes conversions (figure 84),
c’est-a-dire des transferts unidirection-
nels d’information génétique d’une
molécule d’ADN a une autre [2]. Ces
systémes ont une action diversificatrice
potentielle soulignée par de nombreux
auteurs. La formation de séquences
recombinantes du type +b+ (figu-
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re 84) ou a+c (figure 8B), événement
rare entre sites proches au cours de la
recombinaison, correspond a ce type
d’action et a ¢été démontrée, par exem-
ple dans le cas du systeme VSP de E.
colt [4).

Société Francaise de Génétique

généralisée vont, contrairement aux
systtmes de correction spécifique,
entrainer une homogénéisation de
séquence. Suivant le choix du brin
réparé, leur action aboutira soit a une
conversion longue (figure 8C), soit a

Du fait de la longueur du segment I’avortement de la recombinaison
corrigé, les systtmes de correction (figure 8D).
abc
+ + + = )
abc
b M
abc
.|--
a
et
abc
4 S
& 4+
VSP - like Hex - like
abc abc abc abc
—-— - - e— —_— - - -e— _-{-{-}— — - - -e—
abc abc abec abc
et et et et
abc a+c abc ++ +
=R — —— s ==l ==
T I 7T i r=r- T T T
+b+ +++ abc ++ +
Recombinant Recombinant Recombinant Recombinaison
(conversion courte) (conversion longue) avortée

Figure 8. Correction des mésappariements et recombinaison génétique. lllus-
tration des conséquences possibles de Il’action des différents systémes de cor-
rection des mésappariements sur les intermédiaires de recombinaison entre deux
ADN duplex. La recombinaison, initiée (arbitrairement) par l'invasion d’un brin, con-
duit a la formation d’'un hétéroduplex comportant trois mésappariements a/+, b/+
et c¢/+. La correction spécifique du mésappariement b/+ par un systéme analo-
gue au systéme VSP produira, par correction en b/b, une conversion courte et
un excés de recombinants +b+ (A) ou, par correction en +/+, un excés de
recombinants a+c (B). (Il faut noter qu’en I'absence de marqueurs flanquants
a et c, cette correction de b/+ en +/+ aurait un effet antirecombinogéne appa-
rent, en réduisant le nombre de recombinants.) Un systéme de correction géné-
ralisée des mésappariements analogue au systéme Hex pourra produire une con-
version longue (C) ou faire avorter la recombinaison en détruisant le brin enva-

hissant (D).
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L’action antirecombinogéne du systeme
Hex est évidente au cours de la trans-
formation ; c’est la base méme de sa
mise en évidence (voirr plus haut).
L’action antirecombinogeéne du systéme
Mut est aussi apparente pendant la
conjugaison [23]. Une action antire-
combinogene du systeme Mut a aussi
été observée lors de la recombinaison
entre séquences partiellement divergen-
tes (séquences homéologues) [24, 25].
(Les ADN hétéroduplex formés entre
séquences homéologues comportent de
nombreux mésappariements et consti-
tuent donc un substrat potentiel pour
le systtme Mut)) A partir de ces
observations, I’hypothése d’une impli-
cation des systeémes de correction géné-
ralisée des mésappariements dans la
stabilité des chromosomes et dans la
spéciation a été proposée [12] : la
recombinaison entre séquences répétées
homéologues est susceptible de pro-
duire des réarrangements chromosomi-
ques importants (inversions ou délé-
tions de grands segments) ; son inhi-
bition contribuerait a la stabilité chro-
mosomique. De méme, le maintien
d’une barriere a la recombinaison
entre séquences homcéologues favorise-
rait la spéciation.

Correction généralisée
des mésappariements,
stabilité chromosomique
et spéciation

En ce qui concerne la stabilité chro-
mosomique, l'inactivation du systeme
Mut a pour conséquence une augmen-
tation d’un facteur 10 environ des
duplications chromosomiques de
grande taille [26]. Cet effet parait suf-
fisamment limité pour que I'on s’inter-
roge sur le réle biologique de ce
systtme dans la stabilité chromosomi-
que. Il est possible que d’autres méca-
nismes, par exemple la structuration
du chromosome en domaines indépen-
dants, assurent une protection plus effi-
cace vis-a-vis de la recombinaison entre
séquences dupliquées homéologues.
D’une maniere plus générale, d’autres
hypotheses séduisantes ont été avancées
qui peuvent expliquer la faible fré-
quence de recombinaison entre séquen-
ces répétées en méiose et donc la sta-



bilité des chromosomes [2]. L’impor-
tance du systétme Mut dans la spécia-
tion est par contre attestée par la
démonstration que ce systéme est res-
ponsable des tres faibles fréquences de
recombinaison entre E. coli et Salmonella
Yphimunium, deux espéces dont la diver-
gence est estimée a 15-20 % [25]. La
recombinaison interspécifique est pres
de 1000 fois plus efficace dans une
souche mut-.

L’implication des systémes de correc-
tion généralisée des mésappariements
dans la spéciation au travers de I’inhi-
bition de la recombinaison homéologue
est-elle générale ? Pour tenter de
répondre a cette question, nous avons
récemment examiné [’action du
systtme Hex au cours de la transfor-
mation homeéologue chez §. pnawnoniae.
Nous avons constaté que, au-dela d’un
certain seuil de divergence, le systéme
Hex s’avérait incapable d’inhiber la
recombinaison : la fréquence absolue
de recombinants obtenue avec un frag-
ment d’ADN présentant unc diver-
gence de 5 % est, dans une souche
hex*, prés de 10 fois supérieure 2
celle d’'un fragment dont la divergence
est de 2,2 % (Humbert et Claverys,
résultats non publiés). Il y a blocage
du systeme Hex, attribué a la satura-
tion de sa capacité de correction par
un hétéroduplex comportant un trop
grand nombre de mésappariements.
L’analyse de ce phénomene est actuel-
lement en cours pour tenter de déter-
miner quels sont les éléments limitants
du systtme Hex et le mécanisme de
ce blocage. Il n’est en effet pas impos-
sible qu’une correction partielle ait
lieu, en particulier aux extrémités du
fragment homéologue. Dans cette
hypothese, le systtme Hex aurait alors
une action diversificatrice potentielle
lors de la transformation homéologue.
Une modulation de I'action de ce
systtme lors de la recombinaison
homéologue (par modulation de la
capacité de correction des mésapparie-
ments ou de la capacité de formation
des hétéroduplex) pourrait d’ailleurs
contribuer 2 I’adaptabilité de cette bac-
térie dans des conditions changeantes
d’environnement. Quelles que soient
les conclusions & venir, il parait d’ores
et déja évident que le systtme Hex ne
joue pas le role de barriere a la recom-
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* GLOSSAIRE *

Meésappariement : toute confrontation de
bases autre que les patres adénine-thymine
(A-T) et guanmine-cytosine (G-C) dans une
molécule ’ADN bicaténaire. 11 extste huit
mésappanements ponctuels : G/T, A/C,
A/A, T/T, G/G, C/C, 4G & C/T.

ADN hétéroduplex : molécule ’ADN
comportant au moins un mésapparement
(voir ci-dessus).

Recombinaison génétique : processus
conduisant @ un changement dans [’asso-
cuation physique entre deux  segments
d’ADN.

ADN homeéologues : molécules ayant
une homologie imparfaite (degré de diver-
gence de quelques %o a 20-25 %).

Conversion : transfert  umdirectionnel
d’information d’un duplex I’ADN paren-
tal vers lautre, ou d’un site chromosomi-
que vers un autre dans le cas de séquen-
ces répétées

binaison interspécifique. Tout indique
que les marqueurs génétiques que nous
avons utilisés, issus d’isolats cliniques
de S. pneawnomae, proviennent d’un
transfert interspécifique [27]. Nos résul-
tats suggerent fortement que ce trans-
fert a eu lieu par transformation inters-
pécifique naturelle de souches hex*.

Les deux systemes de correction géné-
ralisée des mésappariements les mieux
connus, les systtmes Hex et Mut,
n’ont donc pas le méme effet inhibi-
teur de la recombinaison homéologue.
L’implication directe des systémes de
ce type dans la spéciation par inhibi-
tion de la recombinaison homéologue
pourrait néanmoins étre générale et le
systtme Hex ne représenter qu’un cas
particulier lié au statut d’organisme
transformable de S. pneumoniae. La
transformation, processus hautement
spécialisé et treés efficace de transfert
génétique, pourrait avoir évolué pour
permettre une grande adaptabilité de

I’espeéce, y compris par acquisition de
séquences hétérospécifiques. L’étude
d’autres systemes de correction géné-
ralisée des mésappariements permettra
d’évaluer le caractere général de la
contribution de ces systémes a la spé-
ciation. Actuellement, seules des don-
nées fragmentaires concernant le
systtme Pms de S. cerevisiae sont dis-
ponibles. L’augmentation de la recom-
binaison homéologue mitotique obser-
vée dans un mutant pmsl est limitée
a un facteur 4,5 [28]. Il serait intéres-
sant de connaitre I’effet de ce systéme
sur la recombinaison homéologue
méiotique.

Conclusion et perspectives

L’implication des systemes de correc-
tion généralisée des mésappariements
dans la stabilité de I'information géné-
tique par la correction des erreurs de
réplication est bien établie. La coinci-
dence de spécificité de correction de ces
systémes avec certaines des erreurs les
plus fréquentes de 1’appareil réplicatif
(pour revue, voir [29]) peut étre considé-
rée comme un indice supplémentaire
de ce role antimutateur. En revanche,
la généralité de I’implication de ces
systemes dans la spéciation (au travers
de linhibition de la recombinaison
homéologue) reste a établir puisque,
contrairement au systeme Mut, le
systtme Hex ne semble pas capable de
jouer un tel réle. Néanmoins, la con-
servation des systtmes de correction
généralisée des mésappariements tout
au long de I’évolution atteste de leur
importance biologique. Leur inactiva-
tion a probablement des conséquences
tres dommageables chez les eucaryotes
supérieurs. Il n’est pas impossible que,
dans un proche avenir, une relation
directe soit établie entre certaines mala-
dies génétiques telles que le syndrome
de Bloom [30] et I'inactivation de I'un
de ces systémes.

J.-P. Claverys : directeur de recherche au Chrs.
Microbiologie ct génétique moléculaires, Cnrs
UPR 9007, universit¢ Paul-Sabaticr, 118,
route de Narbonne, 31062 Toulouse Ccdex,
France.
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geting signal that is distinct from and
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ches present in resting DNA. This is
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ches originating through deamination
of 5-methyl-C in specific sequences.
Antimutator action is then achieved
through directional repair (to G-C)
and correction is restricted to a very
limited number of bases. Due to
their different mechanisms of correc-
tion, mismatch repair systems diver-
sely affect genetic stability through
action on (heteroduplex) DNA
recombination intermediates. VSP-
like systems are responsible for appa-
rent multiple exchange events, poten-
tially resulting in sequence diversifi-
cation. Generalized mismatch repair
systems frequently abort recombina-
tion. It has been proposed that this
antirecombination effect reflects their
functional role in controlling the fide-
lity of genetic exchange. These
systems would contribute to chromo-
somal stability (by limiting exchanges
between members of a gene family)
and represent the major barrier to
recombination between bacterial spe-
cies. The generality of this hypothe-
sis is discussed in light of results
obtained with the two best characte-
rized bacterial systems.
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