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L ‘ADN, CIBLE DE NOMBREUX DOMMAGES

Origine des lésions
ENDOGENES
EXOGENES

Cassures sb

. Bases °’<Ydée$: (8-0x06) CPD, (6-4)PP Cassures db Mésappariements
Lésion Uracil Adduits encombrants Adduits interbrins Insertion, délétion

Sites abasiques (sites AP)
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Réponses cellulaires



LA REPONSE CELLULAIRE A LA PRESENCE
DE LESIONS DE L'ADN (DDR)

Harper and Elledge, Mol Cell 2007



LESIONS DE L'ADN INDUITES PAR LES TRAITEMENTS ANTITUMORAUX
NON CIBLES ET MECANISMES DE REPARATION



POURQUOI RECHERCHER DES INHIBITEURS
D’ACTIVITE DE REPARATION?

v' Action synergique avec des médicaments a effet génotoxique (MGMT, PARP,
DNA-PK): adjuvant thérapeutique

v Diminution de la résistance de cellules tumorales surexprimant une voie de
réparation (MGMT, DNA-PK)

v' Combinaison d’inhibiteurs (MGMT et PARP, PARP et DNA-PK)

v Effet sur des cellules déficitaire dans la méme voie de réparation (PARP;
|étalité synthétique)



v'REPARATION DES CASSURES DOUBLE BRINS DE L'ADN
o RECOMBINAISON HOMOLOGUE

o RECOMBINAISON NON HOMOLOGUE (NHEJ) CLASSIQUE ET
ALTERNATIVE

v INHIBITION DE LA REPARATION DES CASSURES

» VOIE NHEJ : CHIMIOTHERAPIE ADJUVANTE
o 1¢" Complexe

o 2¢me Complexe
> LA POLY-ADP-RIBOSE POLYMERASE (PARP-1) :
UNE AVANCEE EN MONOCHIMIOTHERAPIE

v DISCUSSION ET PERSPECTIVES



ATM, ATR, DNA-PK : LES PIK-KINASES CLEF D'AMONT

345 kD 301 kD 470 kD

MRE 11 RPA KU70
RAD50 f ATRIP KU8O i”
NBS1 \ TopBP1
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REPONSES CELLULAIRES AUX CASSURES DOUBLE-BRINS
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PROTEINES DE REPARATION DE LA VOIE NHE]

Syndrome humain RS-scid
DNA-PK (PI3KK)

Ku70 DNA-PKcs Artemis XRCC4 ADN Ligase IV
Ku80
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COMPLEXE 1: COMPLEXE 2:

LIAISON ET MATURATION DU MPLEXE DE LIGATION
COMPLEXE co 6 ©




METHODE D’ANALYSE BIOCHIMIQUE DU COMPLEXE DE
REPARATION

Traitement surnageant culot
(RI, calicheamicine) (fraction soluble) (fraction insoluble)
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Drouet et al. J. Biol. Chem. 2005
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SCHEMA DU MECANISME DE REPARATION C-NHEJ

Complex1

Complex2

% Recrutement de Ku indépendant du co-recrutement
des partenaires

% La DNA-PK est physiquement requise pour le
recrutement stable de XLX

% La phosphorylation de XRCC4 est dépendante de
DNA-PK mais non nécessaire au recrutement

% La DNA-PKcs est requise pour le recrutement
d’Artemis

% XLF est phosphorylé par la DNA-PK mais n’est pas
requis pour le recrutement des autres partenaires

% Le recrutement d’XLF est dépendant de Ligase IV et
XRCC4. La Ligase 1V est nécessaire pour la stabilisation
du complexe XLX

Drouet et al. J Biol. Chem. 2005
Drouet et al. J Biol. Chem. 2006
Wou et al. J. Biol. Chem. 2007
Wou et al. Mol Cell Biol. 2009

Cottarel et al. J Cell Biol. En révision
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LE DOMAINE BRCT2 EST ESSENTIEL POUR LA STABILITE
DU COMPLEXE DE LIGATION
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Wu et al. Mol Cell Biol. 2009



IRRADIATION LOCALIS,EE: MOBILISATION
DE PROTEINES NHEJ EN REPONSE AUX CASSURES
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1- LIAISON DE KU : premier
évenement

2- LE COMPLEXE DE
REPARATION (DNAPKcs et
complexe de ligation) est
ensuite recruté




DEUX VOIES DE REPARATION NHEJ :
CLASSIQUE ET ALTERNATIVE

Audebert et al. J Biol. Chem 2004
Audebert et al. ] Mol Biol. 2006
Cheng et al. Nucleic Acids Res. 2011
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v INHIBITION DE LA REPARATION DES CASSURES

» VOIE NHEJ : CHIMIOTHERAPIE ADJUVANTE
o 1¢" Complexe

o 2¢me Complexe
> LA POLY-ADP-RIBOSE POLYMERASE (PARP-1) :
UNE AVANCEE EN MONOCHIMIOTHERAPIE

v DISCUSSION ET PERSPECTIVES



INHIBITEURS DE L'ACTIVITE KINASE :
CRIBLAGE AVEC LA TECHNOLOGIE ALPHASCREEN

Collaboration Inst. Rech. P. Fabre

35 000 extraits de plantes

l

17 (20) positifs

l

Purification guidée des mélanges
obtention d’un seul composé actif

l

2 composés évalués:
effet inhibiteur > 100 uM
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Biotin-peptide(p53)
anti P-Ser(15)p53 antibody

KUDOS : NU7441
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INTERET POUR DES INHIBITEURS
DU COMPLEXE DE LIGATURE

alt-NHEJ

SSA

NHE) HR



RECHERCHE D'INHIBITEURS D'INTERACTION
XRCC4 / LIG IV
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Collaboration plateforme PICT, IPBS, Toulouse




INHIBITEURS DE LA POLY-ADP-RIBOSE POLYMERASE
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EFFICACITE D’UNE MONOTHERAPIE AVEC DES INHIBITEURS DE PARP-1 POUR DES
TUMEURS MUTEES DANS LES GENES BRCA1/2

. 2

LETALITE SYNTHETIQUE
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> Inhibiteurs d'activité de réparation : des agents en phase I/II/III
> Sensibilisation dans le cadre d'un traitement adjuvant : toxicité

> Altération des activités de réparation des lésions : mutations,
hypoxie

>La cellule tumorale, objet d'étude du pharmcologue

> Intérét des inhibiteurs de la voie NHEJ en radiothérapie :
inhibition c-NHEJ mais effet sur alt-NHEJ?

> Etape de ligature: une cible d’intérét en thérapeutique adjuvante
a la radiothérapie?

> Effet en monochimiothérapie dans un contexte de déficit en
réparation : inhibiteurs PARP-1 et tumeurs BRCA1/2 mutées



