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Quelles sont les ADN
polymerases requises
pour la replication

et la reparation de I’ADN
chez les eucaryotes ?

Lors dela s

these d’ADN, la polymérisation de désoxyri-

bonucléotides s’effectue grace a des enzymes spécifiques:
les ADN polymérases. Cinq ADN polymérases ont été
identifiées chez les eucaryotes supérieurs: les ADN poly-
mérases d, 3, O, € et Y. Une sixieme ADN polymérase a été
identifiée tres récemment chez la levure: PADN polymé-
rase (. Ces enzymes jouent un role majeur dans la réplica-
tion et/ou dans la réparation de PADN. Les quatre pre-
mieres sont essentielles a la réplication de 'ADN
chromosomique, la réparation par excision de bases, la
réparation par excision de nucléotides et la réparation des
mésappariements ; TADN polymérase Y est requise pour la
réplication et la réparation de ’ADN mitochondrial ;
PADN polymérase { de levure est responsable du fran-
chissement des lésions de ’ADN lors de la réplication

induisant ainsi des mutations spontanées dans ’ADN.

a polymérisation de nucléo-
tides lors des processus de
métabolisme de 'ADN (répli-
cation, réparation, recombi-
naison, réarrangements chro-
mosomiques...) est réalisée par des
ADN polymérases spécifiques. Ce
sont des enzymes qui catalysent le
transfert d’unités 5’-désoxynucléoti-
dyle d’un désoxynucléoside 5’-tri-
phosphate au groupe hydroxyle 3’
d’une chaine d’ADN. Ces enzymes
exigent une amorce comme accep-
teur de désoxynucléotidyle et une
matrice spécifiant le nucléotide a
ajouter. Malgré cette propriété cataly-

tique commune, cinq ADN polymé-
rases différentes ont été isolées a par-
tir de cellules de mammifeéres: d, 3, &
et € ont une localisation nucléaire, y
est mitochondriale. Les caractéris-
tiques physiques, la localisation cellu-
laire et les propriétés fonctionnelles
qui différencient chacune de ces
enzymes sont résumées dans le
Tableau 1. Nous nous proposons, dans
cet article, de réaliser une synthese
du role spécifique de chacune de ces
polymérases dans la réplication et la
réparation de ’ADN chez les euca-
ryotes. Une attention particuliere
sera portée sur le role de ces enzymes
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Tableau |
PRINCIPALES PROPRIETES DES ADN POLYMERASES EUCARYOTES
Propriétés ADN polymérases
a B ) € Y { (S. cerevisiae)
Nombre 4 1 2 2 1 2
de sous-unités (su)
Poids moléculaire 180 kDa 39 kDa 125 kDa 255 kDa 125-145 kDa  Rev 7: 29 kDa
des sous-unités ADN polymérase su catalytique su catalytique
70 kDa 50 kDa* 55 kDa* Rev3: 173 kDa
role structural
60 kDa
fonction inconnue
50 kDa
ARN polymérase
Localisation Xg21.3-g22.1 8p11-p12 19913.3-q13.4 12924.3 15924 Rev 3: 16
chromosomique Rev 7:9
Homologue Pol | Pol IV Pol 111 Pol Il mitochondriale -
chez la levure
Localisation nucléaire nucléaire nucléaire nucléaire mitochondriale -
cellulaire
Fonction réplication BER réplication réplication réplication synthese
BER, NER BER, NER réparation a travers
la Iésion
Fonction non non oui oui oui non
exonucléase 3'-5’
Processivité faible faible élevée élevée élevée faible
(+ PCNA)
Fidélité élevée faible élevée élevée élevée -

* Le réle des sous-unités 50kDa et 55 kDa est inconnu.

dans la réparation de PADN par exci-
sion de bases (BER), la réparation
par excision de nucléotides (NER) et
le systeme de réparation des mésap-
pariements. Nous discuterons égale-
ment les derniéres connaissances
concernant I’ADN polymérase (
identifiée récemment chez S. cerevi-
siae et son role dans le franchisse-
ment des dommages lors du proces-
sus réplicatif.

I La réplication

La réplication in vitro de I’ADN,
contenant l’origine de réplication de
SV40 et catalysée par des extraits de
cellules de mammiféres, a permis
I’identification des protéines cellu-
laires de la réplication [1, 2]. Parmi
celles-ci, les ADN polymérases 0,
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et/ou € sont les polymérases requises
pour la réplication de I’ADN chro-
mosomique (figure 1). Dans le modele
de réplication de SV40, un double
hexamere formé par I’antigene T de
SV40 (hélicase) se fixe sur une
séquence palindromique spécifique
de l'origine de réplication du
génome de SV40 et en présence de la
protéine auxiliaire RPA (protéine de
réplication A), déroule 1I’ADN
double-brin. Une fois ’origine de la
réplication localement dénaturée, le
complexe ADN polymérase-0-pri-
mase se fixe sur le complexe ADN-
antigene T-RPA. L’ADN polymérase
O-primase est formée de quatre sous-
unités (Tableaw I). Les deux plus
petites sous-unités du complexe (de
60 et 50kDa) forment la primase (ou
oligoribonucléotide polymérase).

L’activité de synthése d’oligoribonu-
cléotides (2 a 12 nucléotides de long)
est portée par la sous-unité de 50 kDa
(p50). Le role de la sous-unité de
60 kDa (p60) est jusqu’alors inconnu.
Ces courts fragments d’ARN sont
ensuite allongés par la sous-unité de
180kDa (p180) qui synthétise un
fragment d’ADN adjacent de 20 a
40 nucléotides de long. Une amorce
ARN-ADN est ainsi créée; elle va per-
mettre la synthése du premier frag-
ment d’Okazaki [3]. Le mécanisme
par lequel PADN polymérase a-pri-
mase passe de l'activité primase a
lactivité polymérase n’est pas encore
établi. La sous-unité pl80 interagit
avec la sous-unité de 70kDa (p70)
dont le rdle pourrait étre purement
structural dans I’assemblage des sous-
unités du complexe ADN polymérase
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Figure 1. Synthése d’ADN semi-conservative. La synthése des deux brins
d’ADN du chromosome eucaryote est liée dans I'espace et dans le temps
grdce a une machinerie de réplication complexe et trés bien organisée.
L’hélicase (antigene T chez SV40) déroule ’ADN double-brin. RPA facilite le
déroulement de I’ADN et protege I’ADN simple brin formé. Au cours de I'ini-
tiation, la premiére amorce ARN-ADN est synthétisée par ’ADN polymérase
a-primase. La synthése continue est réalisée par le complexe processif ADN
pol &/PCNA ou ADN pol ¢/PCNA. La synthése discontinue est plus complexe:
I’ADN polymérase a-primase engendre des amorces d’ARN-ADN ensuite
prolongées en fragments d’Okazaki par ’ADN polymérase O et/ou ¢ puis le
complexe ADN pol &/PCNA ou ADN pol ¢/PCNA complete la synthése

jusqu’au fragment d’Okazaki suivant,

le fragment d’ARN étant dégradé pro-

gressivement par la nucléase FEN-1 et/ou la RNase H1. La liaison des frag-
ments d’ADN formés est réalisée par I’ADN ligase I. (D’aprés [1].)

O-primase ou entre pl80 et 'anti-
gene T de SV40 [4, 5]. Un complexe
RF-C/PCNA (facteur de réplication
C-antigéne nucléaire de prolifération
cellulaire) se fixe sur I'extrémité 3’
OH de cette amorce ARN/ADN néo-
synthétisée, dissocie 'ADN polymé-
rase 0 de la matrice d’ADN, laissant
la place a ’ADN polymérase d et/ou
€ qui reconnait le complexe RF-
C/PCNA et sera responsable de la
synthése du brin continu. Dans ce
complexe, 'hétéropentamere RF-C
permet de charger la protéine PCNA
_06 sur 'ADN [6] et PCNA interagit
7

directement avec ADN polymérase
d pour augmenter son efficacité [6].
Sur le brin a synthese discontinue,
I’ADN polymérase O-primase préala-
blement dissociée remet en route la
syntheése d’une nouvelle amorce
d’ARN/ADN. L’ADN polymérase a-
primase est ensuite remplacée par
I’ADN polymérase & qui compléte la
synthése pour former un fragment
d’Okazaki de 300 nucléotides de
long. Des fragments d’Okazaki sont
ainsi synthétisés de maniere disconti-
nue et joints entre eux par 'ADN
polymérase & dans le systtme de

réplication de SV40 et/ou I’ADN
polymérase € dans la réplication de
I’ADN chromosomique. Il a été
récemment établi que ’ADN polymé-
rase € n’est en aucun cas nécessaire a
la synthese discontinue lors de la
réplication de 'ADN de SV40 mais
reste essentielle pour la réplication
de I’ADN chromosomique [7].
L’amorce d’ARN est progressivement
dégradée par la nucléase FEN-1
et/ou la RNAse H1 et la lacune est
comblée par 'ADN polymérase 0
et/ou €.

L’ADN polymérase II de levure
(équivalent de PADN polymérase €
de mammiféres) posséde, dans sa
partie carboxy-terminale, un
domaine impliqué dans I'arrét du
cycle cellulaire en phase S, et conte-
nant un doigt de zinc pouvant étre
impliqué dans la détection des dom-
mages dans ’ADN. Elle pourrait ainsi
jouer un role de détecteur de dom-
mages lors de la réplication coordon-
nant 'avancement de la fourche de
réplication avec le cycle cellulaire
[8]. Par analogie avec ce systéme, on
pourrait aussi attribuer a ’ADN poly-
mérase € de mammiféres un role
similaire.

La réparation par excision
de bases (BER)

Les lésions réparées par le systeme
BER regroupent des dépurinations
spontanées de 'ADN, des désamina-
tions de cytosine et méthylcytosine,
des produits de réaction avec les radi-
caux libres, des méthylations de
I’ADN [9, 10]. La caractérisation des
protéines impliquées dans le systéme
BER et la reconstitution in vitro de ce
systéme avec les protéines purifiées a
permis de définir les principales
étapes de ce mécanisme de répara-
tion (figure 2A). La liaison N-glycosy-
lique reliant la base endommagée a
la chaine de désoxyribose-phosphate
est hydrolysée par une ADN-glycosy-
lase créant ainsi un site AP (apurique
ou apyrimidique). L’AP-endonu-
cléase (HAP-1 chez ’homme) réalise
alors une coupure a I'extrémité 5’ de
la 1ésion engendrant ainsi des résidus
3’0OH et 5’désoxyribose-phosphate.
Les données actuelles suggerent alors
I’existence de deux voies de synthése
réparatrice [11]. Lorsqu’un seul
nucléotide est excisé, la voie de
«réparation par breche courte» est
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Figure 2. Représentation schématique de la réparation par excision de bases (BER) et de la réparation par excision
de nucléotides (NER) chez les eucaryotes. A. La réparation par excision de bases comprend deux voies paralléles:
une voie de réparation & bréche courte (1 nucléotide) impliquant I'ADN polymérase [3, associée au complexe XRCC1-
ADN ligase Ill-poly[ADP-ribose] polymérase, et une voie de réparation a bréche longue (6 a 13 nucléotides) impli-
quant les ADN polymérases J et/ou €. B. La réparation par excision de nucléotides engendre une bréche de 30 nucléo-
tides environ, remplie par les ADN polymérases o et/ou €. (D’aprés [41]).

activée. Cette voie majoritaire fait
intervenir le complexe ADN polymé-
rase 3/XRCC1/ADN ligase III/PARP
(poly [ADP-ribose] polymérase) dans
lequel XRCC1 joue un réle d’adapta-
teur capable de stabiliser les trois
autres partenaires, et la PARP joue
un role a la fois de détecteur du site
AP incisé et de recrutement des
autres protéines [12, 13]. Par
ailleurs, en interagissant avec ’ADN
polymérase B, XRCC1 permet d’évi-
ter une synthese d’ADN excédentaire
par cette polymérase lors de la répa-
ration [14]. L’ADN polymérase B est
un monomere de 39kDa dépourvu
d’une activité intrinseque 3’-5’ exo-
nucléase (Tableau I). Le domaine
amino-terminal de liaison a ’ADN de
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8 kDa posseéde une activité désoxyri-
bose-phosphodiestérase (dRpase)
associée qui assure l’excision du
résidu 5’désoxyribose-phosphate sur
le site abasique par [-élimination; le
domaine carboxy-terminal de 31kDa
possede 'activité catalytique de poly-
mérisation de nucléotides. Il a été
décrit récemment une interaction
entre I’AP-endonucléase humaine
(HAP1, Refl, Apex) et PADN poly-
meérase (3. Cette interaction permet le
recrutement de ’ADN polymérase 3
sur le site abasique et stimule son
activité dRpase [15]. La structure
cristallographique de ’ADN polymé-
rase 3 humaine a été établie récem-
ment et révele 'existence de deux
motifs identiques de type hélice-

boucle-hélice, I'un dans le domaine
amino-terminal et I'autre dans le
domaine carboxy-terminal de
I’enzyme. Ce motif est retrouvé dans
d’autres protéines nucléaires et défi-
nit la spécificité de liaison a I'ADN
[16]. Lorsque plusieurs nucléotides
sont excisés, la voie de «réparation
par breche longue » est activée. Ces
bréches plus longues de 6 a
13 nucléotides résultent d’une réac-
tion de déplacement de brin dans le
sens 5-3’. Le brin ainsi déplacé est
ensuite excisé par la DNAse IV (5-
3’ exonucléase). De récentes études
démontrent 'implication du com-
plexe ADN pol 8 et/ou £/PCNA dans
cette voie. Il n’est aujourd’hui pas
encore clairement établi quels dom-
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mages activent spécifiquement I'une
ou 'autre de ces deux voies bien que
la voie faisant intervenir ’ADN poly-
mérase 3 soit majoritaire. Lorsque les
sites abasiques sont modifiés in vitro
par oxydation ou réduction, il sem-
blerait que la «voie de réparation par
breche longue » devienne majoritaire
et, dans ce cas, utilise ’ADN polymé-
rase B mais des études supplémen-
taires sont nécessaires pour confir-
mer cette hypothése [17].
L’inactivation du géne codant pour
I’ADN polymérase B chez la souris
conduit a une létalité embryonnaire
a 10,5 jours suggérant un role essen-
tiel de PADN polymérase B dans le
développement embryonnaire [18].
Les fibroblastes embryonnaires éta-
blis a partir des embryons de 10 jours
présentent une trés grande sensibi-
lit¢é aux agents alkylants monofonc-
tionnels produisant des dommages
réparés par le BER, ce qui confirme
le role de cette protéine dans ce sys-
teme de réparation [19].

Il n’est pas encore clairement établi
quelle ADN ligase intervient spécifi-
quement dans chacune des deux
voies de la réparation par excision de
bases. L’interaction de XRCC1 avec
I'ADN ligase III suggeére que cette
derniere est responsable de I'étape
de ligation dans la voie de réparation
par bréche courte [12]. Toutefois,
Kubota et al. [14] ont montré que
cette étape de ligation peut aussi étre
réalisée par ’ADN ligase I in vitro. De
méme, on attribue a ’ADN ligase I le
role principal dans la voie de répara-
tion par bréche longue bien qu’elle
puisse étre remplacée par 'ADN
ligase III in vitro [17].

de nucléotides (NER)

La réparation par excision de nucléo-
tides est efficace sur les lésions
encombrantes ou provoquant une
distorsion importante de 1’hélice
d’ADN. Elle élimine les adduits for-
més par ’action des carcinogeénes
chimiques comme le cisplatine et des
photoproduits de 'ADN engendrés
par les rayons UV-C [10]. Chez
I’homme, le systeme de réparation
par excision de nucléotides est le
mécanisme principal impliqué dans
la réparation des dommages produits
par les UV. Des mutations dans les

I La réparation par excision

s g¢nes codant pour les protéines XP
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qui participent au systtme NER sont
responsables du xeroderma pigmento-
sum caractérisé par un risque élevé
de développer des cancers de la peau
[23].
Le mécanisme de réparation par exci-
sion de nucléotides est maintenant
élucidé en grande partie grace aux
expériences de réparation réalisées in
vitro (figure 2B). Le complexe
RPA/XPA reconnait la lésion sur
I’ADN, T'activité hélicase portée par le
facteur de transcription TFIIH per-
met la formation d’une structure
ouverte au niveau du site du dom-
mage. L’ADN est d’abord incisé a 2-
9nucléotides en 3’ de la lésion par
I’endonucléase XPG, puis a 16-
25nucléotides en 5’ de la lésion par
le complexe XP-F/ERCCI. Un oligo-
nuléotide d’environ 30 nucléotides
contenant la lésion est alors excisé.
La lacune d’ADN doit ensuite étre
remplie par une ADN polymérase. Or
ce systeme nécessite in vitro comme in
vivo le facteur accessoire des ADN
polymérases & et €: PCNA, ce qui
implique un roéle de ces polymérases
dans I’étape de synthése réparatrice
du systeme NER. De nombreuses
études suggerent que 'ADN polymé-
rase € est le candidat privilégié in vivo
[20] et in vitro [21]. Toutefois, des
travaux récents de Zeng et al. [22]
fondés sur T'utilisation d’anticorps
spécifiques, démontrent clairement
I'implication de 'ADN polymérase 0
dans la réparation in vitro des dom-
mages induits par les UV-C. Il n’est
donc pas encore clairement établi
quelle est la polymérase (0 ou €) qui
intervient préférentiellement dans le
systeme NER. Il est possible, en fait,
que les deux enzymes participent a ce
processus n vivo.

Le systeme de réparation

des mésappariements
Les cellules eucaryotes disposent d’un
systeme de réparation similaire a celui
de E. coli pour corriger les mésappa-
riements d’un seul nucléotide et les
petites boucles (jusqu’a 4 nucléotides
mésappariés) qui surviennent lors de
la réplication et la recombinaison [24,
25]. Les premieres étapes de la répa-
ration des mésappariements sont bien
connues (figure 3A). Les protéines
homologues de MutS de E. coli recon-
naissent la lésion dans PADN: I’hété-
rodimeére hMSH2/GTBP reconnait

un mésappariement d'un nucléotide
ou une boucle de 1-2 nucléotides et
I’hétérodimeére hMSH2/hMSHS3
reconnait une boucle de plus de 2
nucléotides. Le complexe ADN-
hMutS est reconnu a son tour par un
autre hétérodimere composé de pro-
téines homologues de MutL de E. coli:
hMLH1/hPMS2. L’élimination du
brin incorrect est réalisée par une
exonucléase qui peut étre la DNAse
IV/FEN1 (ou 5-3’ exonucléase) puis
I'étape de resynthese/ligation est simi-
laire a celle de la réparation par exci-
sion de nucléotides. Durant le proces-
sus de resynthese, TADN polymérase
impliquée doit synthétiser un oligonu-
cléotide de 100 a 1000 paires de bases
en 3’ ou 5’ du mésappariement. Cette
synthése réparatrice est assurée, dans
les cellules humaines, par une ADN
polymérase sensible a I'aphidicoline
[26]. Par ailleurs, des études récentes
démontrent un role important de
PCNA dans le systtme de réparation
des mésappariements [27, 28]. Ces
données indiquent donc clairement
I'implication de 'ADN polymérase 6
et/ou € dans ce processus. PCNA
semble avoir plusieurs roles dans ce
systeme: il peut s’agir d’un facteur de
processivité* pour les ADN polymé-
rases, mais peut également étre impli-
qué dans des étapes plus précoces de
reconnaissance du brin endommagé
ou, par interaction avec I’ADNase
IV/FEN 1, dans I'étape d’excision du
brin contenant le mésappariement.
L’'importance du systtme de répara-
tion des mésappariements est claire-
ment démontrée chez ’homme pour
éviter 'apparition de mutations
conduisant a la transformation des
cellules. En effet, les genes hMSH2 et
hMLHI mutés sont responsables du
syndrome HNPCC (hereditary non poly-
posis colon cancer) caractérisé par un
risque élevé de développer des
tumeurs du colon [29].

L’ADN polymérase {
et le franchissement
de lésions

lors de la réplication

La combinaison de ces trois systemes
de réparation (BER, NER et répara-
tion des mésappariements) assure

* La processivité dune ADN polymérase est sa capa-
cité a synthétiser de UADN de maniere continue sans
se détacher de son substrat.
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Figure 3. Représentation schéma-
tique du systeme de réparation des
mésappariements chez les euca-
ryotes et du mécanisme de franchis-
sement des lésions par I’ADN poly-
mérase (. A. Le systéme de
réparation des mésappariements
engendre une breche de 100 a 1000
nucléotides ensuite remplie par les
ADN polymérases J et/ou €. B. L’ADN
polymérase { de levure est capable
de franchir les lésions dans I’ADN au
cours de la réplication par un proces-
sus hautement mutagéne.

une réparation efficace et rapide de
I’ADN endommagé. Toutefois, lors
de la réplication subsistent des lésions
qui sont franchies par les ADN poly-
mérases dans un processus haute-
ment mutageéne. Par exemple, TADN
polymérase [3 de thymus de veau est
capable de franchir efficacement in
vitro un adduit d(GpG) di au cispla-
tine, en engendrant une délétion
mutagéne d’une paire de bases [30,
31]. L’ADN polymérase 3 humaine
est également capable de franchir des
sites abasiques dans ’ADN, condui-
sant ainsi a des délétions ou des sub-
stitutions de bases [32]. Les travaux
récents de Giot et al. (Orsay, France)
[33] réalisés in vivo, suggerent que
I’ADN polymérase & de S. cerevisiae
peut également étre impliquée dans
un systeme de franchissement de
lésions induites par les UV.

Chez la levure, S. cerevisiae, trois
autres protéines (Revl, Rev3, et
Rev7) sont impliquées dans le fran-
chissement des lésions dans 'ADN
[34]. Le complexe Rev3/Rev7 forme
I’ADN polymérase { de levure
(figure 3B). Cette ADN polymérase est
capable de franchir in vitro des
lésions de type dimére de thymine
(cyclobutane). Rev3 est également
capable de franchir un adduit de
type N-2-acétylaminofluoréne (AAF)
in vivo en engendrant une délétion
d’une paire de base [35]. Lorsqu'un
site abasique est présent sur I’ADN,
Iactivité désoxycytidine transférase
de Revl réalise I'insertion d’une cyto-
sine en face du site abasique facili-
tant ainsi la capacité de 'ADN poly-
mérase { de franchir cette lésion. Les
mutations spontanées observées chez
S. cerevisiae peuvent étre dues a 'effet m—
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mutagéne du phénomeéne de fran-
chissement des lésions par 'ADN
polymérase { plutdét qu’a des erreurs
d’incorporation des ADN polymé-
rases lors de la réplication. Les pro-
téines homologues de Revl et Rev3
de S. cerevisiae ont été identifiées chez
I’homme, ce qui laisse supposer que
le processus de franchissement des
lésions existe aussi chez les euca-
ryotes supérieurs [36].

I L’ADN polymérase y

Ce n’est que depuis la fin des années
1980 que 'ADN polymérase Yy a pu
étre purifiée a partir des eucaryotes
supérieurs. L’enzyme est composée
d’une sous-unité catalytique unique
de taille variable allant de 125 a
145 kDa suivant les organismes.
L’ADN polymérase y contient une
activité 3’-5’ exonucléase associée et
montre de grandes similitudes de
séquences avec 'ADN polymérase I
de Escherichia coli (Tableau I). Comme
aucune autre polymérase n’a
jusqu’ici pu étre identifiée dans la
mitochondrie, il semblerait que cette
enzyme soit seule responsable de la
réplication et de la réparation de
I’ADN mitochondrial.

L’ADN polymérase Yy est une enzyme
hautement processive. De récents tra-
vaux réalisés in vitro suggerent que
cette polymérase, comme les autres
protéines de réplication nucléaires,
pourrait s’associer avec des protéines
auxiliaires telles que RPA et PCNA
qui augmenteraient la processivité de
I’enzyme, afin que la synthése de
I’ADN mitochondrial soit réalisée de
la maniere la plus efficace et fidele
possible.

Le métabolisme oxydatif de la mito-
chondrie est responsable d’une
grande partie des dommages pro-
duits sur ’ADN mitochondrial,
notamment des résidus 8-oxodG. De
plus, la mitochondrie est constam-
ment soumise a des pertes de bases
de maniere spontanée ou induite
engendrant des sites abasiques.
L’ensemble de ces dommages est res-
ponsable d’un grand nombre de
maladies génétiques provoquées par
des mutations dans ’ADN mitochon-
drial. La fréquence élevée de ces
dommages et leurs conséquences a
donc conduit la cellule a se doter
d’un systeme de réparation efficace

messssss dans lequel est impliqué ’ADN poly-
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mérase Y mais sa fonction exacte
dans ce processus reste a définir

[37].
I Conclusions

L’activité de polymérisation de
nucléotides réalisée par les ADN
polymérases est trés bien établie,
mais I'identification de six ADN poly-
mérases différentes chez les euca-
ryotes fait s’interroger sur leur spéci-
ficité fonctionnelle.

Les efforts investis ces quinze der-
nieres années dans 1’étude de la
structure et de la fonction de ces
enzymes nous permettent a présent
de mieux situer leur importance
dans les deux grandes voies du méta-
bolisme de ’ADN que sont la répara-
tion et la réplication de ’ADN. Il est
donc possible d’apporter les conclu-
sions suivantes: (1) TADN polymé-
rase O-primase amorce la syntheése
des fragments d’Okazaki lors de la
mise en route de la réplication et lors
de la réplication du brin a synthese
discontinue; (2) ’'ADN polymérase &
complete la synthése des fragments
d’Okazaki, réalise la synthése du brin
continue et est impliquée dans les
étapes de polymérisation a la fois du
systtme NER, du systeme de répara-
tion des mésappariements et de la
«voie de réparation par breche
longue » du systtme BER; (3) TADN
polymérase [ réalise 'étape de poly-
mérisation de nucléotides dans la
«voie de réparation par breche
courte » du systeme BER; (4) 'ADN
polymérase € semble étre la polymé-
rase majeure du systtme NER mais
peut également se substituer a ’ADN
polymérase 0, soit lors de la réplica-
tion, soit dans la «voie de réparation
par breche longue du systtme BER »
ou dans I’étape de polymérisation du
systtme de réparation des mésappa-
riements; (5) ’ADN polymérase Y est
la seule polymérase mitochondriale
répertoriée de nos jours; (6) 'ADN
polymérase { semble étre respon-
sable des mutations spontanées
observées chez S. cerevisiae par fran-
chissement des lésions lors de la
réplication de ’ADN endommagé.
Les ADN polymérases eucaryotes
sont donc fondamentales pour le
métabolisme de 'ADN et leur dys-
fonctionnement peut entrainer des
conséquences dramatiques sur la vie
de la cellule. Cette observation pour-

rait étre mise a profit dans une nou-
velle approche thérapeutique pour le
traitement des cancers. On peut ima-
giner que la résolution de la struc-
ture cristallographique de ces
enzymes permette, dans I'avenir, la
mise au point de nouveaux inhibi-
teurs spécifiques des ADN polymé-
rases et complémentaires des inhibi-
teurs des topo-isomérases I déja
utilisés dans le traitement des can-
cers, ouvrant ainsi des perspectives
prometteuses dans la mise au point
de nouveaux agents antitumoraux.
D’autre part, I’étude de ces enzymes
et des facteurs auxiliaires permet peu
a peu d’établir une connexion entre
les mécanismes de surveillance du
génome et la progression du cycle
cellulaire. Ainsi, 'interaction de
I’ADN polymérase a-primase avec la
poly(ADP-ribose) polymérase (pro-
téine impliquée dans la réparation
par excision de bases [12, 38]), iden-
tifiée récemment [39, 40], permet un
contrdle de l’avancement de la
fourche de réplication apres dom-
mages (m/s n°11, vol. 12, p. 1269). De
plus, il est maintenant établi que le
facteur auxiliaire des ADN polymé-
rases O et € PCNA, constitue un
point de communication entre les
processus de controle du cycle cellu-
laire, la réplication, la réparation par
excision de nucléotides, la réparation
par excision de bases et le systeme de
réparation des mésappariements [6].
Comprendre les mécanismes molécu-
laires reliant les systemes de répara-
tion, les arréts du cycle cellulaire, et
la machinerie de réplication est un
défi pour la recherche future =
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* GLOSSAIRE *

BER : base excision repair.

NER : nucleotide excision repair.

PCNA : proliferating cell nuclear
antigen.

RF-C : replication factor C.

RPA : replication protein A.

site AP : site apurique ou apyrimi-
dique.

HAP:1 : human AP-endonuclease.

FEN-1 : 5’flap endonuclease 1.

XRCCI : X-ray repair cross com-
plementing 1.

PARP : poly (ADP-ribose) polyme-
rase.
dRpase :
rase.
XPA : xeroderma pigmentosum

group A.
XPG : xeroderma pigmentosum G.
ERCCI : excision repair cross com-
plementary 1.
TFIIH : transcription factor ITH.

désoxyribose phosphodiesté-
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Summary

Which DNA polymerases are used
for DNA-replication
and DNA-repair in eukaryotes?

There are five well-characterized
DNA polymerases in higher euka-
ryotes: DNA polymerases o, 3, &
and € are nuclear proteins and
DNA polymerase Y is a mitochon-
drial enzyme. Recently an addi-
tionnal enzyme was described in S.
cerevisiae called DNA polymerase (.
This short review summarizes our
current knowledge concerning the
role of each of these polymerases
in DNA replication and the major
excision repair pathways: base
excision repair (BER), nucleotide
excision repair (NER) and mis-
match repair. The summary ans-
wer is that DNA polymerase o is
required for semi-conservative
DNA replication but not for DNA
repair. Base excision repair mainly
involves DNA polymerase B, but a
compensatory alternative pathway
involving DNA polymerase 0
and/or € may also operate.
Nucleotide excision repair like
mismatch repair uses DNA polyme-
rase € and/or 0. Both of these two
enzymes are also required for lead-
ing and lagging strand synthesis
during DNA replication. DNA
polymerase Y is required in mito-
chondrial DNA replication and
probably also in mitochondrial
DNA repair. DNA polymerase
appears to be involved in the
bypass of damage during DNA
replication of a damaged template.

s F. Dantzer.
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