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pS3R2 : réparation
de ’ADN ou synthese

Inserm U781, Hopital Necker-Enfants Malades,

de ’ADN mitochondrial ?

Alice Bourdon, Agnes Rotig

> Les déplétions de I’ADN mitochondrial
(ADNmt) sont caractérisées par une
diminution du nombre de molécules
d’ADNmt et sont une cause importante
des déficits de la chafne respiratoire.
De nombreux génes nucléaires contr6-
lent le nombre de copies d’ADNmt
et ces anomalies quantitatives sont
les conséquences de mutations de
certains de ces genes. Des mutations
dans cing génes nucléaires ont été
rapportées dans des déplétions de
I’ADNmt. Ces génes sont impliqués dans
la réplication de ’ADNmt (POLG [1]
qui code I’ADN polymérase mitochon-
driale) et dans la voie de récupéra-
tion des dNTP mitochondriaux (DGUOK
[2], TK2 [3] codant respectivement
pour la désoxyguanosine kinase et la
thymidine kinase mitochondriales).
Le dernier géne identifié, MPV17 [4],
code pour une protéine localisée dans
la mitochondrie mais dont la fonction
est inconnue a ce jour. Cependant,
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pour une majorité des patients avec
déplétion de ’ADNmt, le géne muté
reste a identifier. La grande hétéro-
généité clinique des patients avec
déplétions de ’ADNmt suggeére une
grande hétérogénéité génétique et
la découverte de nouveaux génes de
déplétions de ’ADNmt est rendue dif-
ficile par la petite taille des familles.
Une analyse de liaison réalisée sur une
famille consanguine présentant une
déplétion trés sévere de ’ADNmt dans
le muscle (1% de la quantité normale
d’ADNmt) nous a permis d’identifier une
région sur le chromosome 8 avec un lod
score significatif de 3,3. Parmi les quel-
ques 60 genes de la région, nous avons
bien évidemment étudié les génes codant
pour des protéines avec une fonction ou
une localisation mitochondriales mais
sans succes. Nous nous sommes ensuite
intéressés au géne p53R2 qui code pour
une petite sous-unité de la ribonucléo-
tide réductase.

La ribonucléotide réductase est une
enzyme cytoplasmique qui catalyse la
réduction des nucléosides diphospha-
tes (NDP) en dNDP [5], étape limitante
dans la synthése de PADN. Elle est
constituée d’un homodimere de deux
grosses sous-unités Rl et d’un homo-
dimére de deux petites sous-unités
R2. Uexpression de Rl est constante
et ubiquitaire alors que R2 est unique-
ment exprimée au cours de la phase
S. La protéine R2 est spécifiquement
dégradée en fin de mitose. p53R2 code
pour une deuxieme petite sous-unité
qui a été identifiée en 2000 par deux
laboratoires [6, 7]. Cet homologue de
R2 (80 % d’identité), exprimé de facon
constante, est une cible du facteur de
transcription p53 et est ainsi appelé
p53R2. La synthése des dNTP dans les
cellules en division est trés majori-
tairement assurée par le complexe
R1/R2 au cours de la phase S mais le
complexe R1/p53R2 est également
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actif assurant la synthése de 2 a 3%
des dNTP. Dans les tissus non prolifé-
ratifs, la sous-unité R2 est absente
et ne permet donc plus la syntheése
des dNTP par le complexe R1/R2. Or,
dans ces cellules, une synthése des
dNTP est toujours nécessaire pour la
réparation de I’ADN apres des Iésions.
La découverte de la sous-unité p53R2
induite par p53 a alors laissé penser
que le complexe R1/p53R2 permettait
la synthese de dNTP pour la répara-
tion de ’ADN. Pensant avoir identifié
un nouveau gene impliqué dans la
tumorigenese, le groupe de Nakamura
a généré une souris p53R2~~ [8] afin
d’étudier les anomalies de répara-
tion de I’ADN. Malheureusement ces
souris ne présentaient aucune tumeur
mais développaient rapidement une
insuffisance rénale a 4 semaines, un
retard de croissance a 6 semaines et
mourraient vers I’dge de 14 semaines.
Le role de p53R2 dans la réparation de
I’ADN n’était donc pas aussi évident
qu’on le pensait d’autant que I’in-
duction de p53R2 apres des Iésions de
I’ADN n’engendre pas d’augmentation
significative des pools de dNTP dans

les cellules non prolifératives. De plus,
I’induction de p53R2 par p53 est assez
lente, avec un maximum 24 h apres la
lésion de I’ADN alors que la réparation
de I’ADN semble compléte quelques
heures seulement apres la [ésion.

Les mitochondries contiennent des
dNTP indispensables a la réplication
de "ADNmt. Ces dNTP mitochondriaux
sont issus soit du transport des dNTP
cytoplasmiques dans la mitochondrie
soit d’une voie de récupération mito-
chondriale a partir de PADNmt. Cette
voie de récupération est essentielle
pour la réplication de ’ADNmt puisque
des mutations dans des génes de cette
voie (DGUOK et TK2) conduisent & des
déplétions séveres de ’ADNmt. Dans
des cellules en prolifération le pool de
dNTP cytoplasmiques est largement suf-
fisant pour fournir la mitochondrie. €n
revanche, dans les tissus non proliféra-
tifs, une synthése continue de dNTP est
également nécessaire a la réplication de
PADNmt qui est indépendante du cycle
cellulaire [9].

Le séquencage du géne p53R2 chez nos
patients a permis d’identifier une muta-
tion non-sens homozygote (0284X).

Cellules en phase S
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Figure 1. Synthése des désoxyribonucléotides chez les mammiféres au cours de la phase S (gauche)
et en phase G0/G1. Au cours de la phase S, les dNTP sont synthétisés par le complexe ribonu-
cléotide réductase R1/R2. Dans les cellules non prolifératives, sans protéine R2, les dNTP sont
synthétisés par le complexe R1/p53R2. La voie de récupération des dNTP mitochondriaux participe

au maintien du pool des dNTP mitochondriaux.
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Nous avons également retrouvé des
mutations faux-sens (E194K, W64R,
£194G, C236F), de site d’épissage
(IVS3-2 A—G) et une petite délétion
(AGIu85) de ce geéne chez quatre autres
patients issus de trois familles diffé-
rentes non consanguines [10]. Tous les
acides aminés mutés sont hautement
conservés entre les especes et ont été
identifiés auparavant pour jouer un
role important dans le fonctionnement
de I’enzyme. Ces mutations mettent
donc en évidence pour la premiere fois
le lien entre la synthése de dNTP cata-
lysée par R1/p53R2 et la syntheése de
I’ADNmt. Enfin, la découverte de déplé-
tions de ’ADNmt dans le muscle, le rein
et le foie de la souris p53R2™~, prouve
que p53R2 joue un role majeur dans
la réplication de "ADNmt. Il est aussi
important de noter que les parents des
enfants atteints, hétérozygotes pour
les mutations p53R2, ne développent
pas de tumeur.

La derniére surprise a été I’observa-
tion d’une induction de p53 dans les
cellules (lignées lymphoblastoides,
fibroblastes et cellules amniocytai-
res) de patients mutés dans p53R2.
L’expression de p53 semble égale-
ment augmentée dans les tubules du
rein des souris p53R2™/" suggérant
un mécanisme commun aux cellules
humaines et aux tissus murins. On
connait maintenant des systemes de
réponse de genes nucléaires a un dys-
fonctionnement mitochondrial tels
que la régulation rétrograde chez la
levure, "augmentation du Ca?* cytoso-
lique ou I'activation de NFkB chez les
mammiféres [11]. Il est donc possible
d’imaginer que p53 pourrait également
participer a ce contrdle. Il serait inté-
ressant de déterminer si I’induction
de p53 est la conséquence d’un état
de stress provoqué par les mutations
du geéne p53R2, par la déplétion de
I’ADNmt, ou encore plus généralement
par le déficit de la chaine respiratoire
dans ces cellules. ¢

p53R2 : DNA repair

or mitochondrial DNA synthesis?
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Traitement pharmacologique

dans le syndrome de Rett
Des résultats prometteurs chez la souris

Jean-Christophe Roux, Laurent Villard

> Le syndrome de Rett est un grave désor-
dre neurologique qui affecte le fonction-
nement du systéme nerveux central [1].
Cette neuropathie a une prévalence d’en-
viron 1/10 000 naissances de filles et elle
représente environ 10 % des retards men-
taux profonds d’origine génétique chez la
femme [2]. Les manifestations cliniques
sont caractérisées par un développe-
ment normal durant la période néonatale
jusqu’a 6 a 18 mois, puis par un ralentis-
sement du développement et une régres-
sion rapide des capacités intellectuelles
et de communication associée a une
microcéphalie, des stéréotypies manuel-
les et des troubles de motricité (ataxie/
apraxie) [1]. Dés son individualisation, il
a été remarqué que le syndrome de Rett
ne frappait que les filles et que le carac-
tere et ’homogénéité des signes cliniques
de la maladie étaient compatibles avec
une origine génétique. L'identification
du gene responsable, en 1999, a confirmé
qu’il s’agissait bien d’une maladie géné-
tique et a permis d’entrevoir son méca-
nisme pathogénique. Il s’agit du geéne
Mecp?2 localisé sur le chromosome X et
codant pour une protéine régulatrice de
la transcription [2, 3].
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Déficits noradrénergiques

a lorigine des troubles

respiratoires dans le modéle murin

Les filles atteintes du syndrome de Rett
présentent, en plus de troubles cognitifs
et moteurs, des déficits du systéme ner-
veux autonome. Plus particulierement,
les systemes cardiorespiratoires présen-
tent de sévéres arythmies qui pourraient
€tre responsables chez les filles Rett d’un
quart des décés [4]. Nous avons donc
décidé d’aborder P’origine des troubles
respiratoires en utilisant un modeéle de
souris déficientes pour la protéine Mecp?
(Mecp2~7) [5]. Nos résultats ont apporté
de nouveaux éléments physiopatholo-
giques et ont permis en premier lieu de
montrer que le modeéle murin présentait,
comme les patientes, des troubles respi-
ratoires importants. Ceux-ci apparais-
sent chez les souris Mecp2™ vers I'dge
d’un mois et s’aggravent jusqu’a I'arrét
respiratoire survenant vers I’dge de deux
mois [6]. Durant leur derniére semaine
de vie, les souris mutantes présentent
une respiration irréguliere marquée par
de grandes périodes d’apnées. Quelle est
I’origine de ces troubles respiratoires ?
Bien que cette fonction soit contrdlée
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finement par une multitude de structures
nerveuses périphériques et centrales, le
tronc cérébral est connu comme la struc-
ture principale responsable de sa genese
et de sa régulation [7]. Or, I’étude de
cette structure chez les souris Mecp2™
a permis de montrer que les contenus
en noradrénaline, neurotransmetteur
essentiel @ la commande respiratoire,
sont fortement réduits a partir de I’Gge
d’un mois, ce qui coincide avec I'ap-
parition des troubles respiratoires chez
ces mémes animaux [7]. Par ailleurs,
I’analyse de coupes histologiques révele
que le nombre de neurones exprimant
I’enzyme limitante de la synthése de la
noradrénaline, la tyrosine hydroxylase
(TH), est fortement réduit dans le tronc
cérébral. Ce dernier résultat permet,
en partie, d’expliquer les diminutions
en noradrénaline par une réduction du
nombre de neurones exprimant I’enzyme
clé de sa synthese.

Traitement pharmacologique

des souris modéles

Lidentification de déficits neurochimi-
ques et cellulaires, pouvant expliquer
I’origine des troubles respiratoires, lais-
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