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Part I : QuÕest-ce quÕune mutation gŽnŽtique ?

! Les mutations sont des modiÞcations du matŽriel gŽnŽtique.  

! Elles sont ˆ l'origine des modiÞcations Žvolutives. 

! Les mutations germinales affectent les gam•tes et sont transmissibles.

! Les mutations somatiques sont une cause importante de cancers. 



Processus de mutation actifs au cours du 
dŽveloppement du cancer

HelledayT, EshtadS, Nik-ZainalS. Nat RevGenet 2014;15:585Ð98.

Le portrait mutationnel Þnal est la somme de tous les diffŽrents processus mutationnels (A ÐD) qui ont ŽtŽ actifs pendant toute la vie



Les mutations

! SpontanŽes qui rŽsultent d'un processus naturel
! Erreurs rŽplicatives
! AltŽration des bases
! Les points chauds (hotspot)

! Induites qui rŽsultent dÕune interaction entre lÕADN et un agent 
mutag•ne

! Radiations UV ou ionisantes
! Agents chimiques
! Cytidine deamination(APOBEC - AID)

! EpigŽnŽtiques
! Modifications rŽversible des marques chromatiniennes



Les mutations

! SpontanŽes qui rŽsultent d'un processus naturel
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Activation-InducedDeaminase(AID)



Les mutations

! SpontanŽes qui rŽsultent d'un processus naturel
! Erreurs rŽplicatives
! AltŽration des bases
! Les points chauds (hotspot)

! Induites qui rŽsultent dÕune interaction entre lÕADN et un agent 
mutag•ne

! Radiations UV ou ionisantes
! Agents chimiques
! Cytidine deamination(APOBEC - AID)

! EpigŽnŽtiques
! Modifications rŽversible des marques chromatiniennes



! Les substitutions de nuclŽotides

Les types de mutation (1)



Les types de mutation (2)



Les types de mutation (3)

! Les modiÞcations du cadre de lecture (Frameshift) 



LÕorigine des mutations spontanŽes

! La fiabilitŽ de la polymŽrase et les erreurs de rŽplication

! Des altŽrations affectant les bases

! AltŽrations structurales des bases

! Les points chauds de mutation



La fiabilitŽ de la polymŽrase et les erreurs de rŽplication

Preston, B.D., Albertson, T.M., and Herr, A.J. (2010). SeminCancer Biol20, 281Ð293.Ganai, R.A., and Johansson, E. (2016). Mol Cell62, 745Ð755.

LÕorigine des mutations spontanŽes



La relecture (proofreading)

Kunkel, T.A. (2009). Cold SpringHarbSym74, 91Ð101.

LÕorigine des mutations 
spontanŽes



Preston, B.D., Albertson, T.M., and Herr, A.J. (2010). SeminCancer Biol20, 281Ð293.

LÕorigine des mutations spontanŽes
La rŽparation des mŽsappariements (MMR)



Kunkel, T.A. (2009). Cold SpringHarbSym74, 91Ð101.

McCulloch, S.D., and Kunkel, T.A. (2008). CellRes18, 148Ð161.

LÕorigine des mutations spontanŽes
Taux d'erreur des ADN polymŽrases A et B



DŽsŽquilibre du pool de dNTPs

Kohnken, R., Kodigepalli, K.M., and Wu, L. (2015). Mol Cancer 14, 176.

LÕorigine des mutations spontanŽes



Les altŽrations affectant les bases

! Les dŽpurinations(hydrolyse)

! Les dŽaminations (hydrolyse)

! Les oxydations

! Les alkylations

! Les altŽrations structurales



La dŽpurination (hydrolyse)
Les altŽrations affectant les bases



La dŽamination spontanŽe (hydrolyse)
Les altŽrations affectant les bases



LÕoxydation
Les altŽrations affectant les bases



LÕalkylation

¥ Les lŽsions alkylantesinterf•rent avec l'efficacitŽ et la prŽcision de 
la rŽplication et de la transcription.
¥ Les agents alkylantsrŽagissent avec les atomes d'azote et 
d'oxyg•ne des bases pour former des liaisons covalentes.
¥ La N7-mŽthyl guanine (7meG) est la forme de mŽthylation 
prŽdominante (60 ˆ 80% des lŽsions d'alkylation totales dans lÕADN).
¥ La N3-mŽthyladŽnine (3meA) reprŽsente 10 ˆ 20% des adduits 
totaux de mŽthyle. Elle est cytotoxique, et peut bloquer la plupart 
des ADN polymŽrases, inhiber la synth•se de l'ADN et conduire ˆ 
des transversionsAT ! TA. 
¥ La position O6 de la guanine est un site privilŽgiŽ de mŽthylation 
(O6meG) qui peut facilement •tre associŽe ˆ la thymine lors de la 
rŽplication et provoquer de nombreux effets biologiques mutag•nes 
et cytotoxiques.

Les altŽrations affectant les bases



Les tautom•res

Pray, L. (2008). Nature Education1(1):214

Les altŽrations structurales des bases



Ce sont des secteurs contenant des 
nuclŽotides rŽpŽtŽs

Il peut sÕagir dÕunglissement entre le 
brin matrice et le brin en cours de 
synth•se. De tels secteurs constituent 
des Çpoints chauds È. Selon que le 
nuclŽotide non appariŽ se trouve sur le 
brin matrice ou nŽosynthŽtisŽ, la 
rŽplication peut conduire ˆ une dŽlŽtion 
ou ˆ une insertion si la relecture et le 
MMR nÕont pas fait correctement leur 
travail.

Garcia-Diaz, M., and Kunkel, T.A. (2006). Trends BiochemSci31, 206Ð214.

Les points chauds de mutations



Nombre de lŽsions quotidiennes dans une cellule de mammif•re

Preston, B.D., Albertson, T.M., and Herr, A.J. (2010). SeminCancer Biol20, 281Ð293.

RŽparation des bases endommagŽes



Les ADN glycosylasesde mammif•res

Jacobs, A.L., and SchŠr, P. (2012). Chromosoma121, 1Ð20.

RŽparation des bases endommagŽes



RŽparation des bases endommagŽes

Jacobs, A.L., and SchŠr, P. (2012). Chromosoma121, 1Ð20.

Les glycosylases et le BER



Part II : Comment mesurer la mutagen•se ?

Mesure qualitative
! Le test de ßuctuation de Luria & DelbrŸck

Estimations quantitatives
! La mŽthode de Lea & Coulson
! La mŽthode ÒMaximal LikelihoodÓ de Ma, Sarkaret Sandri(MSS)

DŽtermination directe
! LÕaccumulation de mutations



Les hypoth•ses de Luria et DelbrŸck (1943)

! Hypoth•se de mutation prŽexistantes

! Hypoth•se de mutation acquise. 



Le test de fluctuation de Luria et DelbrŸck (1943)

Luria, S., DelbrŸck, M. (1943). Mutations of BacteriafromVirus Sensitivityto Virus Resistance. Genetics28(6), 491-511. 



Conclusion du test de LuriaÐDelbrŸck

! Les cultures microbiennes s'adaptent rapidement aux agents lŽtaux tels que les antibiotiques ou les 
virus en acquŽrant des mutations de rŽsistance. 

! L'expŽrience de Luria-DelbrŸck (1943) (Žgalement appelŽe test de fluctuation) dŽmontre que chez les 
bactŽries, les mutations gŽnŽtiques surviennent en l'absence de sŽlection, plut™t qu'en rŽponse ˆ la 
sŽlection.

! Par consŽquent, la thŽorie de Darwin de la sŽlection naturelle agissant sur des mutations alŽatoires 
s'applique aux bactŽries ainsi qu'aux organismes plus complexes.

! Max DelbrŸck et Salvador Luria ont remportŽ en 1969 le prix Nobel de physiologie/mŽdecine en partie 
pour ces travaux.



Le test de D. E. Lea & C. A. Coulson (1949) 

Extension de la mŽthode de Luria & DelbrŸck en 
calculant la forme de la distribution du nombre de 
mutants dans des cultures parall•les basŽe sur la 
thŽorie des mutations spontanŽes, faisant du test de 
Luria & DelbrŸck un test quantitatif. 

Lea, D., Coulson, C. (1949). Journal of Genetics49(3), 264. 



Terminologie
Terme DŽfinition

m Nombre de mutations par culture

r Nombre de mutants observŽs dans une culture 

r0 Nombre mŽdian de mutants dans les cultures parall•les 

N0 Nombre initial de cellules dans une culture = lÕinoculum

Nt Nombre final de cellules dans une culture 

N Nombre de cellules

µ Taux de mutation ; probabilitŽ de mutation par cellule par division

Ä Fraction de mutant ou frŽquence = r/N

V Volume de la culture

C Nombre de cultures dans lÕexpŽrience

Pour une valeur du nombre de mutations 1.5 ! m ! 15 dans une culture (2.5 ! r 0 ! 60 ), un graphique de la 
probabilitŽ qu'une culture contienne un nombre de mutants r infŽrieur ˆ r0 dans les cultures parall•les par 
rapport ˆ r0 /m Ðln (m) a donnŽ une courbe biaisŽe autour d'une mŽdiane de 1.24 donc r0 /m - ln(m) Ð1.24 = 0.



Accumulation de Mutants

Lorsqu'une population cro”t de fa•on exponentielle, l'apparition de nouveaux mutants et la prolifŽration de 
mutants prŽexistants se traduisent par une augmentation constante de la fraction mutante ˆ 
chaque gŽnŽration . Le taux de mutation correspond ˆ cette augmentation et peut •tre dŽterminŽ en 
mesurant le changement de la fraction mutante au fil du temps. 
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Le mod•le de Lea-Coulson repose sur les 
hypoth•ses suivantes :
! LÕinoculum ne doit pas contenir de mutants et doit •tre petit par rapport ˆ Nt
! Les cellules se dŽveloppent de fa•on exponentielle 

! La probabilitŽ de mutation n'est pas influencŽe par les ŽvŽnements mutationnels prŽcŽdents 

! La probabilitŽ de mutation est constante par durŽe de vie cellulaire 

! Les taux de croissance des mutants et des non mutants sont les m•mes 

! La proportion de mutants est toujours faible 
! Les rŽversions sont nŽgligeables 

! La mort cellulaire est nŽgligeable 

! Tous les mutants sont dŽtectŽs 

! Aucun mutant n'appara”t apr•s l'imposition de la sŽlection 

! Le nombre de cellules produit dans chaque culture doit •tre identique.

Foster, P.L. (2006). MethodsEnzymol409, 195Ð213.



Les rŽsultats dÕun test

! On compte r, le nombre de mutants pour chaque culture et on dŽtermine r0 la mŽdiane de 
toutes les cultures parall•les (la valeur la plus probable du nombre de mutants par culture) 

! On calcule m, qui permet dÕestimer le taux de mutation µ apr•s une division de m par un 
nombre de cellules (donc de doublements). Contrairement ˆ r, m suit une loi de Poisson.

! Il y a diffŽrentes mani•res de calculer m.
! Dans Lea & Coulson, le calcul est basŽ sur lÕobservation que pour 4! m ! 15, le graphe de 

la probabilitŽ quÕune culture contienne un nombre de mutants ! r0 en fonction de r0/m Ðln(m) 
affiche une courbe biaisŽe pour une valeur de mŽdiane de 1.24.

! Puisque nous savons que la variable dŽrivŽe est normalement distribuŽe autour de la 
mŽdiane 0, il s'ensuit que : r0/m Ðln(m) = 1.24 ˆ la mŽdiane et -0.2 et 4.1 aux quartiles.

! Ceci permet dÕestimer m par interpolation ˆ partir des valeurs expŽrimentales de r0 ˆ partir 
de la table 3 de Lea & Coulson (1.4! r0 ! 4400). 

! Fonctionne bien pour des valeurs de 1.5 ! m ! 15 ou 2.5 ! r ! 6



La mŽthode ÒMSS Maximal Likelihood
EstimatorÓ (MSS-MLE)
Les mŽthodes du maximum de vraisemblance calculent ˆ partir de la fonction de Lea-Coulson le m le 
plus probable qui donnerait la distribution observŽe de ! . 

En utilisant une estimation de m (par exemple, ˆ partir de la mŽdiane), "! est calculŽ pour chaque !
possible de 0 ˆ la valeur maximale obtenue.

La somme est ŽvaluŽe, et les valeurs adjacentes de m sont ensuite utilisŽes pour rŽpŽter les calculs 
jusquÕˆ ce que lÕŽquation s'approche de zŽro.

" # $! " ! "! #
"

#
%$%&

#! ' " &' (! ) &* + ,
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La probabilitŽ maximale est donnŽe par : 

5 ! / , = 6 $%'
, 5 !& / , o• 5 ! / , = " ! et 4 = nombre de cultures

Ma, W.T., Sandri, G. vH., and Sarkar, S. (1992). J ApplProbab29, 255Ð267.

MSS est la meilleure mŽthode disponible pour estimer m. Il utilise tous les rŽsultats d'une expŽrience de fluctuation 
et est valable sur toute la plage de valeurs de m.



La bonne nouvelleÉ

! http:// genomics.brocku.ca/FALCOR/

Hall, B.M., Ma, C.-X., Liang, P., and Singh, K.K. (2009). Bioinformatics25, 1564Ð1565.



Accumulation de mutations

Barrick, J.E., and Lenski, R.E. (2013).  Nat RevGenet 14, 827Ð839.

Halligan, D.L., and Keightley, P.D. (2009).AnnuRevEcolSyst40, 151Ð172.
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Exemples de signatures mutationnelles

HelledayT, EshtadS, Nik-ZainalS. Nat RevGenet 2014;15:585Ð98.

Les signatures mutationnelles permettent de rŽvŽler la consŽquence de voies de rŽparation dŽfectueuses
et dÕappliquer une thŽrapie appropriŽe



La mutagen•se de quiescence

! Absence de rŽplication de 
lÕADN

! Mutagen•se en fonction du 
temps

! Offre la possibilitŽ dÕŽtudier la 
mutagen•se masquŽe par la 
rŽplication 

Preston, B.D., Albertson, T.M., and Herr, A.J. (2010). SeminCancer Biol20, 281Ð293.




