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RESUME

Le génome humain est constamment la cible d'agents qui endommagent I’ADN. Ces dommages
sont multiples et variés tels que les cassures simple et double brin (DSB). Les DSBs sont des
Iésions trés toxiques dont I’origine peut étre multiple. Les cellules de mammiféres réparent les
DSBs en utilisant deux mécanismes principaux, la recombinaison homologue (RH) qui est
dépendante du cycle cellulaire et utilise la chromatide sceur comme matrice de réparation et la
jonction des extrémités non homologues (NHEJ) qui est indépendante du cycle cellulaire et
consiste en la ligation des extrémités d'ADN endommagées. Cette réparation a lieu dans un
contexte chromatinien qui nécessite un dynamisme pour rendre accessible les sites 1ésés aux
différentes machineries de réparation. Lors de mes travaux, j’ai étudié le remodeleur de la
chromatine p400 ainsi que le variant d’histone H2A.Z qui sont deux protéines impliquées dans
la dynamique de la chromatine, afin de comprendre leur réle dans les mécanismes de réparation
des DSBs et la stabilité du génome. p400, une ATPase de la famille SWI2/SNF2 participe a
l'incorporation du variant d'histone H2A.Z dans la chromatine. Au cours de ma these, j’ai
montré que la déplétion par siRNA du variant d’histone H2A.Z, dans la lignée d'ostéosarcome
humain (U20S) et dans des fibroblastes humains immortalisées, n’a pas d’effets sur la
réparation des DSBs. Ces résultats sont corrélés avec une absence de recrutement de H2A.Z au
niveau des cassures aprés étude par micro irradiation laser ou par immunoprécipitation de
chromatine. Cependant, la déplétion de H2A.Z affecte la prolifération cellulaire en influencant
l'efficacité de clonage et le cycle cellulaire. L’autre partie de mes travaux a mis en évidence que
I’ATPase p400 est un frein a l'utilisation de 1a voie alternative de jonction des extrémités (alt-
EJ) qui est un processus de réparation des DSBs trés mutagéne. L’augmentation des événements
du NHEJ-Alternatif et la génération d'instabilité génétique observés lors de la déplétion de p400
par SiRNA semblent tributaires de la résection des DSBs par CtIP. Ces résultats indiquent que
p400 joue un réle post-résection dans les étapes plus tardives de la RH. De plus, la déplétion de
p400 conduit au recrutement de la polyADP ribose polymérase (PARP) et de I'ADN ligase 3 a
la DSB, ce qui provoque la mort sélective de ces cellules lors d'un traitement par des inhibiteurs
de PARP. Ces résultats montrent que P400 agit comme un frein pour empécher ’utilisation du

NHEJ-Alternatif et donc I’instabilité génétique.

Mots clés: chromatine, H2A.Z, p400, réparation de I'ADN, épigénétique, Cancer



SUMMARY

The human genome is constantly targeted by DNA damaging agents. These damages are many
and varied, such as single and double strand breaks (DSBs). The DSB are highly toxic lesions
whose origin can be multiple. Mammalian cells mainly use two DNA repair pathways to repair
DSB, homologous recombination (RH), which is dependent on the presence of the intact
homologous copy (the sister chromatid) and on the cell cycle stage and the non-homologous
end joining (NHEJ) pathway, which is cell cycle independent and performs direct ligation of
the two DNA ends. The repair of DNA damage takes place in a chromatin context that needs to
be remodeled to give access to damaged sites. During my work, | studied the chromatin
remodeler p400 and the histone variant H2A.Z both involved in chromatin remodeling, to
understand their role in DSB repair and genome stability. p400, an ATPase of the SWI2/SNF2
family is involved in the incorporation of H2A.Z in chromatin. | have shown that H2A.Z
depletion in the osteosarcoma cell line U20S and in immortalized human fibroblasts did not
alter DSB repair. These results are correlated with the lack of H2A.Z recruitment at DSB
observed after local laser irradiation or Chromatin Immunoprecipitation. However, H2A.Z
depletion affects cell proliferation and the cell cycle distribution. In addition, | have shown that
the chromatin remodeler p400 is a brake to the use of alternative End Joining (alt-EJ) which is
a highly mutagenic repair process. The increase in alt-EJ events observed in p400-depleted cells
is dependent on CtIP-mediated resection of DNA ends. Moreover, p400 depletion leads to the
recruitment of poly(ADP) ribose polymerase (PARP) and DNA ligase 3 at DSB, leading to
selective cell killing by PARP inhibitors. Altogether these results show that p400 acts as a brake
to prevent alt-EJ dependent genetic instability and underline its potential value as a clinical

marker.

Key words: chromatin, H2A.Z, p400, DNA repair, Epigenetics, Cancer.
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|- INTRODUCTION

I-A- LES SOURCES DE DOMMAGES A L’ADN

Le génome humain subit constamment des dommages. Il a été estimé que plus de 10 000 Iésions
sont spontanément generées dans les cellules de mammiféres par jour (Lindahl, 1993). Ces
dommages peuvent étre d'origine endogeéne (le métabolisme cellulaire, 1’effondrement de la
fourche de réplication, 1’alkylation des bases) ou environnementale (radiations ionisantes (IR),
les radiations (UV), agents chimio thérapeutiques). Les dommages a I'ADN sont nombreux et
variés (cassures double-brin, simple-brin, pontages, adduits plus ou moins encombrants...).
Parmi les dommages a I’ADN, je me suis particuliérement intéressé aux cassures double-brin
(DSB) qui sont des lésions tres déléteres pour la cellule. D’une fagon générale, les Iésions de
I’ADN sont un obstacle majeur aux fonctions cellulaires. Certaines de ces 1ésions interférent
avec la fourche de réplication et causent des mutations ou bien perturbent la transcription
affectant 1I’expression génique et la physiologie cellulaire. Mes travaux se sont focalisés sur la
réparation des DSB, c'est pourquoi dans la suite du manuscrit j'‘évoquerai seulement ce type de

dommages a I'ADN.

I-A-1- LES SOURCES EXOGENES

De nombreux agents physiques et chimiques peuvent générer directement ou indirectement des
DSB (Hoeijmakers, 2009). Parmi ceux-ci les radiations ionisantes (rayons X, rayons gamma).
Les radiations peuvent provoquer directement des DSB mais également produire des radicaux
libres qui peuvent générer des modifications de bases, des cassures simple-brin qui a leur tour
peuvent dégénérer en DSB. Les DSB peuvent également étre produits par des agents
génotoxiques comme les agents radiomimétiques. Parmi ces molécules, on peut citer la
bléomycine (BLM), la néocarzinostatine (NCS) et la Calichéamicine (Cali). Les DSB peuvent
également étre produits par les inhibiteurs d’ADN topoisomérases. En effet, les topoisomérases
sont essentielles pour la résolution des contraintes topologiques de la double hélice d’ADN lors
des processus comme la réplication, la recombinaison, la transcription et la ségrégation
chromosomique (Ashour et al., 2015). En fonction de leur mode de clivage, elles sont classées
en deux groupes, les topoisomerases de type I, qui coupent un seul des deux brins de I'ADN et
les topoisomérases de type Il qui induisent une DSB. Les inhibiteurs des topoisomérases
permettent de bloquer ces réactions enzymatiques. Certains inhibiteurs comme la

camptothécine et 1’étoposide agissent en stabilisant respectivement les complexes clivables
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ADN/topol et ADN/topo2. Ces complexes ADN-topoisomérases, bien que réversibles sont
susceptibles d’étre transformés en dommage a I’ADN. Ainsi, aprés traitement a la
camptothécine, 'ADN polymérase réplicative peut entrer en collision avec le complexe
ADN/topol et générer une extrémité double-brin sur le brin continu et une SSB sur le brin

discontinu sur laquelle la topol reste fixée.

I-A-2- LES SOURCES ENDOGENES
Les DSB peuvent également avoir une origine endogene contr6lée ou non par la cellule.
Par exemple au niveau physiologique, lors de la reproduction sexuée, la recombinaison
méiotique est initiée par la formation de nombreuses cassures de I’ADN (Lam and Keeney,
2015). Elle permet le brassage de I’information génétique (par la génération de crossing over)
et la répartition équilibrée des chromosomes parentaux lors de la formation des gameétes. Elle
est initiée par la formation d’un trés grand nombre de DSB chromosomique. Depuis la fin des
années 1990, il est communément admis que leur formation est catalysée par une protéine
spécifique, SPO11 (de Massy, 2013). Une autre source physiologique de DSB est la génération
du repertoire immunitaire. Celle-ci a lieu dans certains tissus et en particulier le tissu
lymphoide ou I'expression de certaines endonucléases telles que les protéines RAG peut étre a
I’origine des DSB. Dans certains cas, les DSB peuvent étre programmeées au cours de processus
tels que la recombinaison V(D)J (Roth, 2014) ou la commutation isotypique (Rocha et al.,
2016).
Enfin, la réplication de I’ADN est 1’une des sources endogeénes les plus importantes pour la
génération des DSB. Lorsque la machinerie de réplication rencontre une lésion simple brin
d’origine endogéne ou exogene, la progression de la fourche de réplication peut étre bloquée,
ce qui peut induire une cassure sur le brin porteur du dommage et peut se traduire par une
rupture de I’une des chromatides sceurs (Kogoma, 1997).
Il existe également une génération de DSB qui peut étre qualifiée d'accidentelle qui résulte du
métabolisme cellulaire. Les organismes aérobies, tel que I’homme, ont un métabolisme qui
est dépendant de I’oxygene. En effet, ce dernier est impliqué dans de nombreuses réactions
chimiques qui sont génératrices de chaleur et d’énergie (principalement dans les
mitochondries). Toutefois, 1 % de I’oxygene respiré echappe aux chaines de production et va
se réduire de facon incompléte pour se transformer en espéces réactives de I’oxygéne
(ROS). Par leur nature radicalaire, les ROS représentent une menace potentielle pour I’ADN
(Lindahl, 1993) car ils peuvent conduire a des lésions oxydatives de bases ou de sucres, a
I’apparition de sites abasiques, conduisant ensuite a la génération de SSB et de DSB



I-B- MECANISMES DE REPARATION DES CASSURES DOUBLE
BRIN DE L’ADN

Mes travaux se sont focalisés sur la réparation d'un type de dommages a I'ADN, les cassures
double-brin. C'est pourquoi je décrirai uniquement les systemes de réparation qui prennent en
charge ce type de dommage. Les cellules eucaryotes utilisent deux mécanismes majeurs pour
réparer les DSB, la recombinaison homologue (RH) et la jonction des extrémités (NHEJ)
(Ceccaldi et al., 2016).
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Figure 1 : Le mécanisme de réparation des cassures double brin de I’ADN par recombinaison homologue (RH)
(Tham et al., 2016). Suite a I’induction des DSB par les agents endommageant I’ADN, la RH commence par le
processus de résection initié par le complexe MRN/CtIP, puis les extrémités sont prises en charge par les nucléases
et/ou les hélicases, pour créer des extrémités 3’ sortantes d’ADN simple brin. Ces extrémités d’ADN sont d’abord
stabilisées par des facteurs tels que RPA qui permet le recrutement de RAD52-BRCA2 pour faciliter la formation
du filament de RAD51. La formation d'un filament de nucléoprotéine par RAD51 sur I’ADN simple brin, permet
I'envahissement du brin homologue et la synthése d’ADN. L’étape de résolution peut conduire a la formation des

croisements appelés, crossing over (CO) ou a une résolution sans crossing over (NCO).
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I-B-1- LA RECOMBINAISON HOMOLOGUE
Parmi les mécanismes de réparation des DSB, la RH est un processus qui permet une réparation
fid¢le de nombreux dommages a I’ADN, notamment les DSB (Figure 1). La RH participe a la
préservation de 1’intégrité génomique, au maintien de la structure des téloméres (Acharya et al.,
2014) et joue un role important dans la réplication (Michl et al., 2016; Northall et al., 2016).
La RH est un processus qui se déroule en trois phases. La premiere phase, appelée phase
présynaptique, se caractérise par le fait que la DSB est prise en charge par des enzymes
(nucléases) qui générent de I’ADN simple brin sur lequel des protéines comme la recombinase
RAD51 peuvent se charger et former un nucléo-protéofilament appelé filament présynaptique.
D’une fagon générale, suite a 1’induction de la DSB, le contrdle et la prise en charge des
extrémités de la cassure est I’événement majeur qui détermine le choix de la voie de réparation.
Au cours de la phase présynaptique, la RH commence par une étape de résection du brin 5° ce
qui permet de générer une extrémité 3’ d’ADN simple brin. Cette résection a lieu grace a des
protéines qui possédent une activité endo- et exo-nucléase, parmi lesquelles MRE11 et CtIP
(Lavin, 2004; Sartori et al., 2007). Il existe d’autres mécanismes qui conduisent a la résection
du brin 5°. Les extrémités d’ADN peuvent aussi €tre déroulées et dégradées au niveau de la
queue 5’ résultante, via I’action combinée des hélicases de la famille RecQ (BLM ou WRN) et
la nucléase DNA2. On peut avoir également une dégradation du brin 5” directement a partir de
1’ADN double brin par un mécanisme qui fait intervenir I’exonucléase EXO1 (Gravel et al.,
2008; Nimonkar et al., 2011). Suite a I’induction de la résection, I’extrémité simple brin restante
est prise en charge par RPA, un complexe hétéro-trimérique composeé de trois protéines RPAL,
2 et 3 qui sert a stabiliser la molécule d’ADN simple brin (Braun et al., 1997). La recherche
d’homologie des s€quences nécessite le remplacement de RPA par d’autres facteurs spécifiques
comme la recombinase RADS1. Toutefois, comme 1’affinité de RPA pour I’extrémité simple
brin est supérieure a celle de RADS1, l’intervention d’autres protéines comme RADS52 et
BRCAZ2 est nécessaire pour faciliter le déplacement de RPA et le chargement de RAD51.
La phase synaptique est 1’une des principales étapes de la RH. Au cours de cette phase, le
filament recherche puis envahit la séquence homologue. Cette invasion de séquence homologue
génére la D-loop, une boucle d’ADN dans laquelle I’extrémité 3’ est utilisée comme point de
départ pour la synthése d’ADN a partir de la molécule envahie.
La phase post-synaptique, aussi appelée phase de résolution de la D-loop, est 1’étape de
génération de I’ADN néo-synthétisé a partir de la séquence homologue envahie. Au cours de
cette étape, la deuxieme extrémité simple brin est engagée dans la D-loop, soit par une invasion
indépendante soit par capture de la deuxieme extrémite grace a la protéine RAD52. La synthese
12



d’ADN par des polymérases (principalement la polymérase delta), est suivie d’une étape de
ligation, pour obtenir une structure finale appelée, double Jonction de Holliday (dHJ). Cette
Jonction de Holliday peut étre résolue par deux mécanismes (Figure 1). Le mécanisme qui
utilise des nucléases comme MUS81-EME1, GEN1 ou encore la resolvase A. Dans cette voie,
en fonction de leurs activités, la Jonction de Holliday peut conduire soit & un crossing over
(échange important de matériel) soit & de la conversion génique (échange limité de matériel)
(Heyer, 2004). L’autre mécanisme de résolution des Jonctions de Holliday passe par le
complexe formé par la topo-isomérase TOPOIIl-a et I’hélicase BLM. BLM permet la migration
des deux jonctions I’une vers I’autre et TOPOIIIl-a sépare les deux duplex. Cette résolution
conduit a un produit sans crossing-over, différent de la conversion génique et a un échange de
matériel limité entre les deux molécules d’ADN (Raynard et al., 2006). Une part importante
des Jonctions de Holliday semble étre résolue par le complexe BLM/TOPOIII-a puisque dans
un contexte déficient en BLM, on observe une augmentation drastique du nombre de crossing-
over aprés induction de dommages (Wu and Hickson, 2003). La RH est principalement active
dans les phases S et G2 du cycle, phases au cours desquelles la copie homologue est présente
et sert de matrice (Thompson and Schild, 2002) .
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Figure 2 : Mécanisme de réparation des cassures double brin de I’ADN par NHEJ classique (lliakis et al., 2015).
Suite a I’induction des DSB, I’hétérodimére Ku70/80 se fixe aux extrémités endommagées pour les stabiliser et
favoriser le recrutement de la kinase DNA-PKcs. Le mécanisme se poursuit par le chargement de nucléases
(Artemis) qui interviennent dans la maturation des extrémités. Le mécanisme prend fin par ’intervention ' ADN
polymérases pour la synthese de quelques nucléotides et la ligation qui fait intervenir un complexe contenant la
ligase 4 et XRCCA4.
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B-2- JONCTION D’EXTREMITE : NHEJ
La voie de réparation des DSB par jonction des extrémités non homologues, appelée NHEJ
(Non Homologous End Joining) est indépendante du cycle cellulaire et permet de relier
directement les deux extrémités endommageées. Le NHEJ est la voie majeure de réparation des
DSB dans les cellules mammiféres. Ce mécanisme commence par le chargement de
I’hétérodimere Ku 70/80 a I’extrémité endommagée, suivi du recrutement de la kinase DNA-
PKcs avec son activité d’auto-phosphorylation et de phosphorylation d’autres protéines
(Weterings et al., 2003). La ligation des extrémités compatibles (NHEJ classique) se fait grace
I’intervention du complexe Ligase IV/XRCC4 et ses cofacteurs comme XLF qui participent a
I’efficacité de la réparation (Ahnesorg et al., 2006). Bien que cette voie soit globalement fidele,
elle peut également étre source d'erreurs de réparation. En effet, dans des cellules de souris, il
a été montré que les facteurs du NHEJ canonique comme I'ADN ligase IV (LIG4) inhibent la
génération des translocations, alors que chez ’homme, le défaut de ce méme facteur (LIG4),
entraine une diminution de la fréquence d'apparition des translocations (Ghezraoui et al., 2014).
Toutefois, il peut arriver que les extrémités de la cassure ne soient pas compatibles. Dans ce
cas, la réparation par NHEJ peut impliquer de nombreuses enzymes qui permettent de rendre
les extrémités propres a la ligation. Cette seconde voie, qui est dite de « substitution » reste
exceptionnelle pour son utilisation et délétere pour 1I’information génétique. La détection et la
prise en charge des extrémités est la premiére étape du NHEJ classique. Au cours de cette étape,
I’hétérodimeére Ku70/80 avec sa structure en forme d’anneau se lie spécifiquement aux
extrémités libres d’ADN et coulisse sur ’ADN (Walker et al., 2001). L’anneau est formé par
les extrémités N-terminales de Ku70 et Ku80, mais leurs extrémités C-terminales ont des roles
différents. L’extrémité de Ku70 permet la liaison a I’ADN via le domaine SAP (Aravind and
Koonin, 2000). Tandis que, celle de Ku80 serait responsable du recrutement de la DNAPK en
présence d’une extrémité d’ADN (Gell and Jackson, 1999; Singleton et al., 1999). Cependant
un tel mécanisme de recrutement de DNAPK reste débattu, puisque la perte de la partie N-
terminale de Ku80 n’affecte pas le recrutement de DNAPK (Weterings et al., 2009). Le
complexe DNAPK/Ku70-80, une fois assemblé, acquiert la capacité de phosphoryler de
nombreuses cibles (comme la sérine 139 de H2A.X) et de nombreux sites d’auto-
phosphorylation (Costantini et al., 2007). Il a ét¢ montré que suite a ’induction des dommages
a I’ADN, DNA-PK induit la phosphorylation de XRCC4 sur la Ser320 (Sharma et al., 2016).
Bien gue la fonction de phosphorylation soit primordiale pour la réparation par NHEJ, les roles

exacts de ces phosphorylations au niveau de la Ser320 restent encore a éclaircir.
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La deuxiéme étape de la réparation par NHEJ est la maturation des extrémités. Au cours de
cette étape, des enzymes rendent les extrémités compatibles & la réparation. Parmi les
dommages a I’ADN, les radiations ionisantes, peuvent genérer des extrémités endommagées
non directement ligables. La modification de ces extrémités non joignables peut impliquer de
nombreuses enzymes comme des phosphatases, des kinases, ou des nucléases telles que EXO1,
MRE11, Artémis et WRN (Kusumoto et al., 2008; Weterings et al., 2009; Xie et al., 2009). De
plus, il peut étre nécessaire, dans certains cas, de re-synthétiser quelques nucléotides par des
ADN polymérases (A et n) (Capp et al., 2007; Lee et al., 2004). 1l faut noter que toutes ces
modifications des extrémités peuvent conduire a la perte ou la modification de nucléotides et
donc a la génération d'instabilité génétique.

Enfin, la ligation est 1’étape finale du NHEJ. Au cours de cette étape, le complexe
multiprotéique, XRCC4/XLF-Cernunnos/ADN Ligase 1V, effectue la ligation des extrémités
endommagées (Figure 2). Le défaut des protéines XRCC4 ou ADN Ligase IV est létal chez la
souris et le complexe multiprotéique de ligation est nécessaire pour ’efficacité de la réparation
par NHEJ (Barnes et al., 1998). Bien que XRCC4 n’ait pas d’activité catalytique, il joue un réle
essentiel dans la NHEJ grace a sa capacité a interagir avec I’ADN Ligase IV. La protéine
XRCC4 interagit aussi avec XLF (ou Cernunnos) mais la fonction de ce complexe n’est pas
complétement comprise (Ropars et al., 2011). Le complexe XRCC4/XLF intervient dans
I’étape de ligation lors du processus de réparation par NHEJ. Pour étre active la Ligase IV a
besoin de XRCC4, notamment pour garantir sa stabilité et un bon adressage aux cassures
(Bryans et al., 1999; Drouet et al., 2005). Cependant le complexe XLF/XRCC4 aurait aussi un
role dans les étapes précoces du NHEJ, indépendamment de I'ADN Ligase IV, en protégeant et

en alignant les extrémités clivées (Mahaney et al., 2013).
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Figure 3 : Mécanisme de réparation des cassures double brin de I’ADN par NHEJ-Alternatif (lliakis et al., 2015).
Suite a I’induction des DSB, le NHEJ-Alternatif débute par le chargement rapide de PARP1 qui se fixe aux
extrémités endommageées, puis par I'hélicase WNR (Werner syndrome ATP-dependent helicase). Le mécanisme
se poursuit par le chargement des nucléases qui interviennent dans les processus de maturation des extrémités de
I’ADN lors de la résection. Le mécanisme prend fin par ’intervention des polymérases et la ligation qui fait

intervenir un complexe protéique contenant la ligase 3 et XRCC1.
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B-3- NHEJ-ALTERNATIF

Le NHEJ-Alternatif (Alternative-NHEJ), encore appelé MMEJ (Microhomology Mediated End
Joining), ou B-NHEJ (Back-up NHEJ) est un mécanisme qui fonctionne lorsque le NHEJ
classique est défectueux. En effet, on observe une activité résiduelle de réparation par jonction
d’extrémités dans des cellules déficientes pour les facteurs majeurs du NHEJ classique comme
Ku70/80, ADN Ligase IV ou XRCC4 (Bennardo et al., 2008; Wang et al., 2003). La voie du
NHEJ alternatif utilise ou non des séquences de micro-homologie de part et d’autre de la cassure
pour opérer la réparation. Plusieurs travaux ont rapporté I’implication de PARP1 dans la
réparation des DSB par NHEJ-Alternatif (Audebert et al., 2004; Mansour et al., 2010; Soni et
al., 2014). Ces travaux montrent 1’existence d’une voie de réparation des DSB qui est
dépendante de PARP1 et de I'ADN ligase 3. PARP1 est un senseur des dommages connu pour
influencer le recrutement du complexe MRN, il est impliqué dans la réparation des cassures
simple brin pour lesquelles il permet le recrutement du complexe XRCC1/DNALIig3 (EI-
Khamisy et al., 2003; Haince et al., 2008). PARP-1 pourrait donc permettre le recrutement des
complexes de résection et de ligation. Le mécanisme de NHEJ-Alternatif passe ensuite par une
étape de résection qui est plus ou moins longue et qui fait intervenir des protéines telles que
CtIP et le complexe MRN, puisque leur déplétion dans un contexte XRCC4-déficient conduit
a une diminution de la jonction d’extrémités (Rass et al., 2009). Cette étape de résection est
controlée par 53BP1 et BLM. En effet, la déplétion de BLM induit une augmentation des
délétions qui refletent la réparation par NHEJ-Alternatif (Grabarz et al., 2013). 1l faut noter que
la nucléase Artémis est également impliquée dans la réparation des DSB par NHEJ-Alternatif
(Moscariello et al., 2015). Une fois la résection et 1’association par homologie effectuée, la
ligation se fait grace au complexe XRCC1/DNALig3 probablement recruté par I’intermédiaire
de PARP1 (Figure 3). Le NHEJ-Alternatif est un processus de réparation trés controle,
conduisant a des remaniements génétiques importants et potentiellement dangereux puisque la
séquence d’ADN située entre les deux séquences d’homologie est perdue. La RH et le NHEJ
sont privilégiés pour les DSB génomiques « classiques » ou le NHEJ-Alternatif est surtout un
mécanisme de secours du NHEJ classique quand I’un de ses facteurs est absent, mais aussi de
la RH quand la réparation est bloquée apres 1’étape de résection, empéchant la C-NHEJ (Soni
et al., 2015). Cependant, certains rdles spécifiques ont été attribués au mécanisme de réparation
par Alt-NHEJ. Ce dernier a été impliqué dans la réparation des DSB endogénes produit pendant
le CSR (Class Switch Recombination) dans les lymphocytes B, mais aussi dans la formation de
translocations (Simsek and Jasin, 2010; Soni et al., 2014; Yan et al., 2007).
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B-5- PARP DANS LA REPARATION DES DSB
Les cellules de mammiferes répondent treés rapidement aux différents types de dommages a
I'’ADN par l'activation d'une enzyme nucléaire abondante, la poly(ADP-ribose) polymérase-1
(PARP-1) (Hakme et al., 2008). PARP permet la synthese d'une chaine de poly(ADP-ribose)
(PAR) qui agit comme un signal pour les autres protéines de la réparation de I'ADN telles que
I'ADN ligase Ill, I'ADN polymérase béta et XRCC1. Une fois la réparation effectuée, les
chaines de PAR sont dégradées par la poly(ADP-ribose) glycohydrolase (PARG). Dans les
derniéres décennies, les approches bioinformatiques et génomiques ont identifié PARP1
comme un des membres de la famille des PARP qui contient 17 autres protéines toutes dotées
d'un domaine catalytique conservé (Hakme et al., 2008). Dans cette famille de protéines,
jusgu'a présent seulement PARP1, PARP2 et plus récemment PARP3 ont été définies comme
facteurs de réponse aux dommages a I'ADN. En dépit des similitudes structurales élevées au
sein de leurs domaines catalytiques, les trois protéines présentent des différences structurales
importantes dans leurs domaines de liaison a I'ADN reflétant ainsi des différences sélectives
dans les structures d'/ADN qui active chaque enzyme. On considere que PARP1 se lie et
répond a plusieurs types de structures d'/ADN endommagé, parmi lesquelles, les cassures
simple brin, les fourches de réplication bloqueées et les cassures double brin (Krishnakumar
and Kraus, 2010), PARP2 participe a la reconnaissance des lacunes (présentes sur le brin
retardé des jonctions ARN-ADN qui seront par la suite éliminées par la RNase H) et PARP3
semble répondre de maniere plus sélective a des cassures double brin (Boehler et al., 2011;
Rulten et al., 2011).
La poly-ADP-ribosylation se produit généralement sur des protéines nucléaires alors que la
mono-ADP-ribosylation est majoritairement retrouvée sur des protéines cytoplasmiques. La
poly-ADP-ribosylation est une modification post-traductionnelle réversible. L’hydrolyse du
pont protéine-ADP-ribose ou des ponts entre les unités d’ ADP-ribose est réalisée par des
ADP-ribose hydrolases. Cette modification permet la régulation de protéines impliquées dans
divers processus cellulaires. Cette modification ajoute une charge négative a la protéine
modifiée affectant ainsi sa structure. Le transfert d’un ADP-ribose provenant du nicotinamide
adénine dinucléotide (NAD+) sur des residus spécifiques des protéines substrats constitue
la mono-ADP-ribosylation. Cet ADP- ribose peut alors servir d’accepteur pour des ADP-
ribosylations supplémentaires et génére des protéines poly-ADP-ribosylées. La mono-ADP
ribosylation est prédominante dans la cellule par rapport a la poly-ADP-ribosylation
PARP1, qui est activée en réponse aux dommages a I’ADN, est impliquée dans la régulation

de plusieurs voies de réparation des cassures simple et double brin (De Vos et al., 2012). En
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effet, PARP1 est responsable de la PARylation de nombreux acteurs adjacents a la Iésion
de I’ADN impliquant notamment une décondensation de la double hélice et rendant la lésion
accessible aux différents protagonistes de la réparation (Luo and Kraus, 2012). Les
souris et les cellules déficientes pour PARP1 sont sensibles aux rayonnements ionisants, aux
agents alkylants et aux dommages oxydatifs (de Murcia et al., 1997; Trucco et al., 1998).
L’activit¢ de PARP1 a surtout été impliquée dans la réparation par excision de base (BER)
ou elle recrute différents acteurs de cette voie de réparation comme la DNA ligase I, la 8-
oxoguanine-DNA glycosylase (OGG1) et XRCC1 au site de dommage (Dantzer et al., 1999;
Noren Hooten et al., 2011). Cependant, il a récemment été décrit que le BER pouvait opérer
en I’absence de PARP rendant son réle dispensable (Campalans et al., 2013; Strom et al., 2011).
PARP1 a été décrit comme interagissant avec deux acteurs essentiels de la réparation par
excision de nucléotide (NER), damaged DNA-binding protein 2 (DDB2) (Robu et al., 2013)
et Xeroderma Pigmentosum Complementation Group A (XPA) (King et al., 2012), soulignant
son role dans d’autres voies de réparation des lésions simple brin. Finalement, PARP1
influence le recrutement, au niveau de la fourche de réplication bloquée, des acteurs de la
RH comme le complexe MRN et BRCA2 (Yang et al., 2004) (Ying et al., 2012) ce qui fait de
PARP1 un acteur important du redémarrage de la fourche de réplication. Ainsi PARP1 peut
favoriser la RH ou le NHEJ suivant les protéines avec lesquelles il interagit (Couto et al., 2011)
(Spagnolo et al., 2012).

Ces derni¢res années des études ont montré que I’inhibition de PARP-1 en présence
de DSB augmente 1’instabilité génétique (Morrison et al., 1997) (Tong et al., 2002),
suggérant de ce fait un réle de PARP-1 dans la réparation des DSB par NHEJ-
Alternatif (Audebert et al., 2004; Mansour et al., 2010; Soni et al., 2015) qui est une voie
de réparation tres mutagéne. Par ailleurs, la cytotoxicité sélective induite par les inhibiteurs
de PARP dans les cellules cancéreuses est probablement liée au réle de PARP dans la
réparation de I’ADN (Farmer et al., 2005). En effet, il a été décrit que I’action des inhibiteurs
de PARP est de piéger la protéine PARP au niveau du site de Iésion de I’ADN empéchant

ainsi la progression et le redémarrage de la fourche de réplication (Helleday, 2011).
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Figure 4 : Modéle de la létalité synthétique générée par les inhibiteurs de PARP dans les cellules BRCAL - / -
(Aly and Ganesan, 2011). (A) Dans les cellules normales, les cassures simple brin et des lésions de base sont
réparées efficacement par des processus de réparation impliquant la PARP avec la réparation par excision de base
(BER). Les cassures non réparées qui persistent durant la phase S et qui conduisent a 1’arrét de la fourche de
réplication au niveau des DSB sont efficacement prises en charge par la RH via BRCAL, puis la fourche de
réplication redémarre. PARP peut également jouer un réle dans le redémarrage de la fourche de réplication. (B)
Dans le cas du traitement des cellules aux inhibiteurs de PARP (Parpi), la réparation des cassures simple brin par
le BER est altérée, conduisant a leur accumulation. Il en résulte une augmentation de la quantité de lésions a la
fourche de réplication. Celles-ci doivent étre réparées par la RH via BRCAL. (C) Dans les cellules BRCAL -/ -, la
réparation de la fourche de réplication et des DSB via la RH est trés fortement altérée. Il peut y avoir un
redémarrage de la fourche de réplication par un recours accru des mécanismes PARP-dépendants dans la phase S
et une augmentation de l'activité de PARP. (D) Dans les cellules BRCAL - / - et traitées avec les inhibiteurs de
PARP (Parpi), une charge accrue de cassures simple brin non réparées entre en phase S. Les lésions qui en résultent
ne peuvent pas étre réparées par la RH qui est inactive, ce qui conduit a I'échec du redémarrage de la fourche de

réplication, I'accumulation de DSB non réparées et la mort des cellules.
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L hypersensibilité aux inhibiteurs de PARP des cellules tumorales BRCA mutées déficientes
en RH, serait liée & une hyperactivation de la voie de réparation par le NHEJ induisant une
instabilité génétique (Patel et al., 2011). Une autre théorie pour expliquer cette sensibilité est
la conséquence de I'implication de la PARP dans la réparation des cassures simple brin et des
nicks par le BER (Prasad et al., 2015). Le traitement aux inhibiteurs de PARP, dans les cellules
RH-déficientes, entraine un défaut de réparation des dommages par le mécanisme du BER (Aly
and Ganesan, 2011). Ces dommages non réparés dégénéereraient en DSB, ne pouvant pas étre
réparés car la RH est défectueuse a cause de BRCA muté. Dans ce cas, les inhibiteurs de PARP
sont seulement toxiques pour les cellules qui sont RH déficientes comme les cellules BRCA

mutées (Figure 4). Ce qui a conduit a la notion de Iétalité synthétique (Aly and Ganesan, 2011).
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Figure 5 : Modéle de I'organisation hiérarchique des voies de réparation des DSB, dans lequel le NHEJ-Alternatif
est fortement contrdlé (lliakis et al., 2015). Suite a I’induction de la DSB, la réparation peut se faire directement
en utilisant 1’une des voies qui sont représentées ci-dessus (RH, NHEJ et Alt-EJ), en fonction de I’état de la
chromatine et/ou de la phase du cycle cellulaire. La RH et le NHEJ inhibent chacun le Alt-EJ pour préserver
P’intégrité du génome car le Alt-EJ est trés mutagéne. Lorsque la RH et le NHEJ sont défectueux, le Alt-EJ est
utilisé comme voie de secours pour la réparation. Ces trois voies peuvent conduire a la réparation de la cassure

double brin.
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B-6- CHOIX ENTRE MECANISMES DE REPARATION DES DSB
Les différentes voies de réparation des DSB se distinguent en grande partie dans leur capacité
a restaurer efficacement un génome Iésé. En vertu de leur structure et de leur composition, les
complexes protéiques impliqués dans les différentes voies de réparation des DSB (RH, c-NHEJ
alt-NHEJ et SSA) ne présentent pas la méme efficacité de réparation (Ceccaldi et al., 2016).
Ainsi, ces voies ne peuvent donc pas étre considérées comme équivalentes (Figure 5). Le
maintien de l'intégrité du génome est d'une importance capitale pour la survie de tout organisme
et jusqu'a 10 DSB sont induites par jour dans chaque cellule du corps humain, il est important
pour la cellule d’assurer la restitution de I’information génétique endommagée sans erreur
(Vilenchik and Knudson, 2003). Cela implique que le choix entre les différentes voies ne peut
étre aléatoire, ou étre décidé par la concurrence, au contraire, il est congu avec l'objectif ultime
de maximiser les chances de maintien de l'intégrité du génome. Dans ce cadre, les cellules
utilisent préférentiellement la voie de réparation des DSB qui préserve de maniere optimale leur
génome, en fonction de leurs conditions environnementales et physiologiques. Cela suggere
qu’en phase G1 du cycle, les cellules choisissent d'abord le c-NHEJ puis le NHEJ-Alternatif,
lorsque le c-NHEJ est défectueux. La RH est pratiqguement inactive dans la phase G1 chez les
eucaryotes supérieurs. Les cellules déficientes en c-NHEJ, lorsqu’elles sont irradiées en phase
G1, montrent une fréquence accrue des translocations par rapport aux cellules normales
(Natarajan et al., 2008; Soni et al., 2014). Ces études montrent que le NHEJ-Alternatif
augmente la formation de translocation chromosomique, alors méme que cette voie est utilisée
a défaut du c-NHEJ. De méme, en phase G2 et S, les cellules utilisent d'abord la RH, puis le c-
NHEJ et enfin le NHEJ-Alternatif seulement en dernier recours (Frit et al., 2014). La résection
du brin 5’ est une ¢étape indispensable a la RH, et une fois cette résection entamée, un retour en
arriere pour réparer une DSB par NHEJ est impossible. Dans certains cas, si la résection est
entamée mais que la RH ne peut pas s’exécuter, le NHEJ-Alternatif peut prendre le relais
puisque ce processus passe aussi par une premiére étape de résection. En effet, il a été montré
que I’inhibition chimique de PARPI et/ ou la ligase 3, deux facteurs du NHEJ-Alternatif, dans
les cellules déficientes en RH, entraine une diminution significative de la formation de
translocation, montrant que le NHEJ-Alternatif (source des translocations en absence de la RH),
peut également remplacer la RH lorsque celle-ci est défectueuse (Soni et al., 2014). En plus du
cycle cellulaire ou encore la résection, il existe d’autre facteurs qui influence le choix des voies.
C’est notamment le cas des protéines 53BP1 et BRCAL qui sont spécifiqguement impliquées

dans ce choix.
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Il faut tout d’abord noter que les deux protéines 53BP1 et BRCAL sont extrémement
importantes puisque chez la souris le KO de BRCAL1 est Iétal (Deng and Scott, 2000) et celui
de 53BP1 conduit a des défauts de croissance et une immunodéficience (Ward et al., 2003). Ces
deux facteurs, 53BP1 et BRCAL se livrent une forte concurrence dans le choix de la voie de
réparation. 53BP1 favorise le NHEJ grace a sa capacité a inhiber la résection (Bothmer et al.,
2011) tandis que BRCAL1 facilite la résection notamment via son interaction avec CtIP (Yun
and Hiom, 2009). La compétition entre BRCAL et 53BP1 est illustrée par le fait que la déplétion
de 53BP1 favorise la RH (Tang et al., 2013), celle de BRCAL favorise le NHEJ (Bunting et al.,
2010) et la double déplétion restaure le phénotype sauvage (Bunting et al., 2010; Cao et al.,
2009). Ainsi la déplétion de I’un déséquilibre la balance qui est rééquilibrée dans le cas d’une
double déplétion. Par ailleurs, une étude a proposé un modele dans lequel la localisation
nucléaire dicte le choix de la voie de réparation de I'ADN (Lemaitre et al., 2014).

Il faut noter que ces mécanismes de réparation ont lieu dans un contexte chromatinien qui
implique un changement dans sa structure pour rendre accessible les sites endommageés aux

protéines de la réparation des DSB (Dabin et al., 2016).

I-C- LACHROMATINE

C-1- DEFINITION
Les eucaryotes, tels que la levure et I'homme, conditionnent leur molécule d’acide
désoxyribonucléiqgue (ADN) dans un compartiment cellulaire distinct, le noyau. Cette molécule
d'’ADN est le support de I’information génétique. L’ADN est intégré au sein d’un complexe
nucléoprotéique connu sous le nom de « chromatine ». Walther Flemming en 1882 fut le
premier scientifique a I’avoir appelé ainsi a cause de sa forte affinité pour des colorants. Ainsi,
chez les eucaryotes, la chromatine contient I’ensemble du génome dans un noyau cellulaire
d’environ 5 micromeétres de diamétre. Le nucléosome, 1’unité de base de la chromatine, est
composé d’un octamére d’histones autour duquel s’enroule la molécule d’ADN (147 paires de
bases d’ADN). Chaque octamére se compose de 2 dimeres H2A-H2B et d’un tétramére (H3-
H4)2 et peut étre stabilisé par I’histone lien H1. Dans les cellules en division, lors de la mitose,
la chromatine peut se condenser pour former des structures individuelles et visibles, les
chromosomes, c'est le niveau de compaction le plus élevé. Dans les cellules qui ne sont pas en
mitose, la chromatine est distribuée dans le noyau et organisée en régions condensées « '

hétérochromatine » et en régions plus ouvertes I' « euchromatine ».
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1-a- Le nucléosome
L’unité de base de la chromatine est le nucléosome. Il sert de premier niveau de compaction de
I’information génétique. On distingue I’ADN nucléosomal (autour des histones) et I’ADN
internucléosomal qui relie deux nucléosomes (40 a 70 paires de base) pour former un collier

de perle de 11 nm de diametre (Luger et al., 2012)
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analogue a un tambour dans lequel la super hélice d'ADN s’enroule, pour donner une structure en forme de disque

d’environ 5,5 nm de hauteur et de 11 nm de diamétre. (B) Schéma montrant la structure secondaire des protéines
d’histones de base, avec les hélices représentées par des colonnes. (C) Le fold domaine des diméres histones H2A -
H2B (vert / bleu) et H3-H4 (rouge / jaune). (D) Schéma montrant une partie du nucléosome. Les fleches bleues et

noires indiquent les sites d’interaction a I’ADN. La fléche jaune indique le site d'interaction de I’histone H3.
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Dans les cellules eucaryotes, I'ADN génomique est organisé hiérarchiquement par des petites
protéines de 11 & 14 kDa, les histones. Riches en résidus basiques, les histones sont le
composant principal de la chromatine et font partie des protéines les plus conservées chez les
eucaryotes (Cutter and Hayes, 2015). Elles sont chargées positivement, ce qui permet des
interactions de type électrostatiques avec la super hélice d’ADN. L’assemblage du nucléosome,
au cours de la phase S, se fait en plusieurs étapes successives. La formation d’un tétramere
central (H3-H4)2 sur lequel se fixent deux diméres (H2A-H2B) (Smith and Stillman, 1991).
L’ADN vient ensuite entourer 1’octamére en liant les domaines histone-fold, permettant une
compaction de I’ADN (Figure 6). Les interactions entre histones et ADN sont des
interactions faibles et par conséquent labiles. Elles ne sont pas spécifiques de la séquence
d’ADN puisqu’il n’y a aucun contact avec la base. Enfin, les histones appelées « histones du
ceeur » sont caractérisées par un domaine globulaire constitué de trois hélices alpha reliées par
deux courtes boucles, qui leur permet d’interagir entre elles (Luger et al., 1997) (Figure 6B),
ainsi que par la présence d’une queue N-terminale non structurée d’une trentaine d’acides
aminés qui émerge du nucléosome et peut subir différents types de modifications post-
traductionnelles (Acétylation, Ubiquitination, Phosphorylation, Méthylation). Le nucléosome
est stabilise par la présence de I’histone de liaison H1 (histone « linker » de 21 kDa)
positionnée au point d’entrée - sortie de I’ADN enroulé autour des histones du cceur (Campos
and Reinberg, 2009).

1-b- Les niveaux supérieurs de compaction

Lorsque la chromatine est examinée par microscopie électronique, le nucléosome apparait sous
forme d’un ensemble de billes reliées les unes aux autres par un filament (Oudet et al., 1975).
En effet, le premier niveau de compaction, correspond a 1’enchainement des nucléosomes
constituant la fibre de 11 nm, structure dite en « collier de perles » (Figure 7). La fibre de 11
nm s’enroule sur elle-mé&me pour former la fibre de 30 nm de diamétre qui est le deuxiéme
niveau de compaction. Chaque tour comprenant 6 a 8 nucléosomes (Tremethick, 2007). Ces
fibres de 30 nm de diamétre ont principalement été observeées in vitro (Maeshima et al., 2014).
Depuis le travail effectué par le groupe de Dubochet en 1986 (McDowall et al., 1986), plusieurs
études structurales ont fourni la preuve que la chromatine cellulaire est essentiellement

constituee de facon irréguliere, pliee en fibres de 10 nm plutét que de 30 nm de diameétre
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(Maeshima et al., 2016). La structure tridimensionnelle précise et le mécanisme exact de
formation de cette fibre sont encore débattus.
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Figure 7 : Organisation de la structure de I'ADN dans la chromatine (Felsenfeld and Groudine, 2003). Le premier
niveau d'organisation est le nucléosome, dans lequel deux tours de la super hélice d'’ADN (un total de 147 paires
de bases) sont enroulés autour d'un octamere d'histones (fibre de 11 nm). Les nucléosomes sont ensuite reliés entre
eux par de courts segments d'ADN de liaison. Au niveau suivant d'organisation, la chaine de nucléosomes est pliée
en une fibre d'environ 30 nm de diametre. Ces fibres sont ensuite pliées dans des structures d'ordre supérieur

aboutissant & la formation du chromosome mitotique.
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Ces structures trés condensées sont caractérisées par 1’organisation de la fibre de 30 nm en
boucles sur un squelette protéique (Woodcock and Ghosh, 2010).

La chromatine est une structure dynamique complexe composée d’ADN, de protéines histones,
et d'autres composants proteiques non histones comme les facteurs de transcription. Les
différents niveaux de compaction permettent de définir deux territoires structurellement et
fonctionnellement distincts en interphase : I’euchromatine riche en genes, moins condensée et
I’hétérochromatine trés condensée et pauvre en génes (Tamaru, 2010), que I’on peut distinguer
dans le noyau en microscopie électronique.

En effet, I’euchromatine constitue une forme relativement décondensée de la chromatine et
contient des régions riches en génes. Elle existe sous deux formes différentes en fonction du
niveau de condensation. Elle se caractérise par la présence de modifications d’histones dont
les majoritaires sont : la méthylation de la lysine 4 (H3K4me) et de la lysine 36 (H3K36me)
(Santos-Rosa et al., 2002) de I’histone H3 et I’hyperacétylation des histones H3 et H4 (H3ac et
H4ac) (Grunstein, 1997). Elle est ordonnée comme un complexe dynamique et va interagir avec
différentes machineries cellulaires (’ARN polymérase 1, les complexes de modification
ou de dynamique de la chromatine, etc.) pour permettre la transcription d’ARNmM
fonctionnels.

En revanche, I’hétérochromatine est une structure beaucoup plus compacte pauvre en génes
mais riche en régions répétées telles que les séquences satellites et les éléments transposables
(Birchler et al., 2000). Elle est généralement décrite comme transcriptionnellement inactive.
Elle nécessite tout de méme une transcription a faible niveau pour étre formée (Grewal
and Elgin, 2007) et va participer a la réplication et la ségrégation des chromosomes. Les
histones des régions d'hétérochromatine sont généralement dépourvues d'acétylation, et
souvent méthylées sur la lysine 9 de I’histone H3 (H3K9me) qui recrute la protéine

d’hétérochromatine 1 (HP1) (Lachner et al., 2001).

C-2- LES VARIANTS D’HISTONES
La famille des histones regroupe différents types de protéines. Les histones canoniques
H2A, H2B.1/H2B.2, H3.1/H3.2 et H4, sont les constituants universels du nucléosome (Arents
etal., 1991; Davey et al., 2002). Ces histones canoniques sont synthétisées majoritairement en
phase S du cycle cellulaire et incorporées dans la chromatine essentiellement lors de la
réplication. Par ailleurs, certaines de ces histones presentent des variants, c’est le cas des
histones H2A, H2B, H3 et H1 (Maze et al., 2014). La synthése des variants d'histones se fait

31



pendant et en dehors de la phase S et parfois dans des tissus spécifiques. Certains ont des
fonctions spécialisées lors des processus tels que la réparation de 'ADN (H2AX, H2A.Z ou
macroH2A), la spermatogenese (TSH2B) et I'assemblage du kinétochore (CENP-A) (De Rop
et al., 2012; Montellier et al., 2013; Yuan et al., 2010). Ces variants précités sont les principaux
chez I’homme. Des chaperones (HIRA, DAXX, DEK, ASF1, CAF1) sont impliquées dans le
dép6t des protéines histones dans les nucléosomes (Dahlin et al., 2015; Gurard-Levin et al.,
2014). Elles regulent la dynamique des histones dans la chromatine. In vitro, les chaperones
d’histones ont la capacité de faciliter le transfert progressif des histones purifiées sur I'ADN nu
pour reconstituer un nucléosome a partir des composants purifiés. Les chaperones interviennent
au niveau du nucléosome en coopération avec les remodeleurs de la chromatine (Hargreaves
and Crabtree, 2011). Au niveau biochimique, certains variants, tels que macro-H2A et H2A.Z,
présentent des séquences polypeptidiques hautement divergentes par rapport a I’histone
canonique, au niveau du domaine globulaire, de la queue N-terminale ou seulement de
quelques acides aminés, permettant ainsi, des changements majeurs dans la structure et la
fonction de la chromatine lors du remplacement des histones canoniques par leurs variants
(Ausio, 2006). D'autres variants, tels que H3.3, présentent des différences plus subtiles qui
peuvent néanmoins provoquer des changements cruciaux dans la chromatine (Elsasser et al.,
2012; Hake et al., 2005; Wen et al., 2014). Les variants d’histones sont incorporés au sein d’un
locus précis pour permettre soit la mise en place de domaines chromatiniens spécifiques, soit
la régulation de processus tels que la réparation ou la transcription (Campos and Reinberg,
2009).

2-a- LES VARIANTS D’HISTONES H2A
L’histone H2A présente 4 variants : H2AX, H2A.Z, MacroH2A et H2ABbd (Bonisch and Hake,
2012). H2AX est différent par sa partie C-ter qui comporte la sérine 139, phosphorylée apres
dommage a I’ADN. H2A.Z a une partie C-ter plus courte contrairement a MacroH2A qui
possede une queue C-ter plus longue. H2ABbd est le variant le plus court avec un C-ter tronqué.

Les variants H2A. X et H2A.Z vont étre décrits plus en détails ci-dessous.
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a-1- Le variant H2A. X

De nombreuses études ont montré I’importance du variant H2A.X dans la réponse aux
dommages a I’ADN (DDR) (Scully and Xie, 2013). H2AX est distribué dans I'ensemble de la
chromatine chez les mammiféres et constitue ~10% des molécules totales de H2A dans les
fibroblastes humains normaux, ce pourcentage varie en fonction du type cellulaire. Lors de
I’apparition de dommages a I'ADN, le variant H2AX est phosphoryl¢ sur la sérine 139 par des
protéines kinases (ATR, ATM, DNA-PK), formant des foyers YH2AX qui peuvent se propager
jusgu'a plusieurs megabases chez les mammiféeres (iacovoni et al2010) (Rogakou et al., 1998).
Cette phosphorylation de H2AX facilite le recrutement de la machinerie de réparation, ainsi
que celui de remodeleurs de la chromatine tels que INO80 et SWR1 (van Attikum et al., 2007;
van Attikum et al., 2004). Plus récemment, la tyrosine 142 de H2AX a été identifiée pour étre
phosphorylée par WSTF. L’événement de phosphorylation sur la sérine 139 de H2AX est
accompagné de la déphosphorylation de la Tyrosine 142 de H2AX, résidu constitutivement
phosphorylé en absence de dommage (Xiao et al., 2009). La fagon dont les protéines effectrices
arrivent a lire et interpréter ces deux états de phosphorylation de H2AX reste en suspens. Le
variant H2A.X est également impliqué dans lI'apoptose (Rogakou et al., 2000), la recombinaison
VDJ (Chen et al., 2000), la méiose (Mahadevaiah et al., 2001) et la réplication (Ward and Chen,
2001).
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Figure 8 : réparation des cassures double brin (DSB) grace au domaine YH2AX de la chromatine (Scully and Xie,
2013). L’activité de la kinase ATM favorise la propagation du signal YH2AX sur des centaines de kilo bases autour
de la cassure. Un défaut d’ATM en réponse a la DSB conduit vers une réponse YH2AX plus localisée et favorisée
par d’autres kinases telle que la DNA-PKcs et ATR. La fonction du complexe Mrel1/Rad50/Nbsl (MRN), des
facteurs BRCA1 et 53BP1 au niveau de la DSB est indépendant de H2AX. Cependant, leur recrutement aux
alentours de la DSB est contrdlé par le complexe YH2AX/MDCI. Finalement, le complexe YH2AX/MDCI1 joue
un réle important lors de la réparation des DSB par RH via la régulation de la résection des extrémités de I'ADN,
puis dans le NHEJ en favorisant le recrutement de 53BP1. Le rectangle gris montre le site de la DSB et les deux
cercles situés de part et d’autre de la DSB montrent les sites d’accumulation des protéines qui participent a la
réparation. Le complexe YH2AX/MDCI1 favorise le recrutement des protéines ubiquitine ligases E3, RNFS et
RNF168 qui d’une part entraine le recrutement du complexe BRCA1-RAP80 pour favoriser la réparation des DSB

par RH, et d’autre part, le recrutement de 53BP1 pour favoriser la réparation par NHEJ.
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1-i- H2AX dans la réparation des DSB

Les DSB provoquent une réaction trés étendue dans la chromatine, caractérisée par la
phosphorylation de I'histone H2AX sur la sérine 139 en position C-terminale (pour former des
domaines «yH2AX») (Rogakou et al., 1998). La sérine S139 est la cible privilégiée des kinases
(ATM, ATR et DNA-PKGcs) qui participent a la signalisation des dommages a I'ADN (Burma
etal., 2001). La réponse YH2AX contribue a la réparation des DSBS rencontrées dans plusieurs
contextes (Figure 8). L'étendue de la propagation du domaine YH2AX n’est pas simplement
définie par la «distance» en paires de bases du site de coupure, car il dépend également de
I'architecture de la chromatine préexistant au locus lésé mais aussi de la présence de génes
activement transcrits (Caron et al., 2012; lacovoni et al., 2010). A I'neure actuelle, on ne sait
pas ce qui définit la limite extérieure d'un domaine YH2AX. Une étude chez la levure suggere
que I'hétérochromatine pourrait supprimer YH2AX localement, mais ce blocage n’est pas absolu
pour la propagation du signal yYH2AX (Kim et al., 2007). yH2AX aurait un réle de plateforme
pour le recrutement d'acteurs de la réparation des DSBs, en particulier MDC1 qui se lie
directement a yYH2AX via la séquence BRCT de MDC1 (Stewart et al., 2003; Stucki et al.,
2005). MDCL1 est une protéine d'échafaudage a multi-domaine qui régule la plupart, sinon toutes
les fonctions de YH2AX. MDCI1 recrute le complexe hétérotrimérique Mrell / Nbsl / Rad50
(MRN) par interaction directe des sites phosphorylés de MDC1 avec le domaine FHA
(Forkhead associated domain) de NBS1 (Chapman and Jackson, 2008). Le complexe MRN
joue un réle important dans les premiéres réponses a la DSB, contribuant a la résection des
extrémités de I'ADN gréce a l'activité endonucléase de MRE11, et au recrutement de la kinase
ATM (Stracker and Petrini, 2011; Xie et al., 2009). L’ubiquitination des histones par les
ubiquitine ligases RNF8 et RNF168 est nécessaire pour le recrutement efficace de 53BP1 et
BRCAL (facteurs majeurs de la réparation des DSB) au domaine YH2AX / MDCI1 de la
chromatine (Smeenk and Mailand, 2016). En effet, RNF8 lie directement MDCL1, recrute
RNF168 et mono ubiquitine les composants de la chromatine, parmi lesquels I"histone H2A au
niveau des résidus K13/K15. Néanmoins, il a été montré que 53BP1 via son domaine Tudor,
reconnait H2A ubiquitiné sur le résidu K15 (H2AK15UDb) et I’'ubiquitination semble faciliter la
liaison des domaines Tudor de 53BP1 aux marques constitutives de la chromatine parmi
lesquelles H4K20me2 (Botuyan et al., 2006; Fradet-Turcotte et al., 2013). Le complexe
BRCAL-RAPSO est recruté au domaine de la chromatine YH2AX / MDCI1 via I’interaction
physique de la protéine de liaison RAP80 (Wang et al., 2007).
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Par ailleurs, Les souris KO pour H2AX sont viables méme si les males sont stériles. Elles
présentent une déreégulation modeste de la recombinaison VDJ lors du développement des
cellules B. Ces souris KO pour H2AX montrent une instabilité chromosomique et un défaut de
réparation des DSB (Celeste et al., 2002).

a-2- Le variant d’histone H2A.Z
Chez ’homme, le variant H2A.Z existe sous deux formes, H2A.Z-1 et H2A.Z-2 (Dryhurst et
al., 2009; Matsuda et al., 2010). Ces deux protéines sont codées par des génes différents dont
les séquences varient seulement de quelques nucléotides, générant deux protéines différentes
de trois acides aminés (Dryhurst et al., 2009). Une description plus détaillée de ce variant sera
faite ici car il a fait I'objet d'une partie de mon travail de these. Le variant H2A.Z est conservé
de la levure a I'hnomme avec 90% de conservation au niveau de la séquence entre les différentes
espéces. Cependant, il présente seulement 60% d'homologie avec 1’histone canonique H2A
(louzalen et al., 1996).
L'incorporation de H2A.Z dans le nucléosome pourrait influencer sa stabilité. Certains auteurs
affirment que les nucléosomes portant H2A.Z sont plus stables, tandis que d'autres ont observeé
que I’incorporation de H2A.Z déstabilise le nucléosome (Abbott et al., 2001; Park et al., 2004;
Suto et al., 2000). La dynamique (incorporation -éviction) de H2A.Z dans le nucléosome est
réalisée par différents complexes. Le complexe de remodelage de la chromatine SCRAP est
impliqué dans le dép6t de H2A.Z, alors que le complexe p400 / TIP60 est connu pour contréler
le dépdt et la localisation de H2A.Z (Lee et al., 2012; Ruhl et al., 2006). Chez I’homme, YL1 a
été identifie comme chaperone spécifique du variant H2A.Z qui participerait a I'incorporation
de celui-ci dans le nucléosome via les complexes de remodelage de la chromatine ATP-
dépendants, SRCAP et P400-TIP60 (Latrick et al., 2016; Liang et al., 2016). Récemment, il a
été décrit que (ANP32E), un membre du complexe TIP60, est responsable de I'éviction de
H2A.Z du nucléosome (Obri et al., 2014).
H2A.Z est présent dans environ 10% des nucléosomes des mammiferes et influencerait
différents processus biologiques tels que le cycle cellulaire (Yang et al., 2016) et la réparation
de I’ADN (Alatwi and Downs, 2015; Xu et al., 2012).
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2-i1- H2A.Z dans la transcription

L'expression des genes chez les eucaryotes est fortement conditionnée par I'environnement
local de la chromatine. De nombreux travaux effectués dans divers organismes (levure, homme)
rapportent un effet de H2A.Z sur le contr6le de la transcription de nombreux génes. Chez
Saccharomyces cerevisiae, environ 5% des génes sont régulés par Htz1, I'hnomologue de H2A.Z
(Meneghini et al., 2003). En outre, Htz1l est incorporé dans la chromatine au niveau des
promoteurs de génes inductibles, puis est enlevé lors de l'activation de la transcription
(Santisteban et al., 2000). En effet, le réle de H2A.Z dans la régulation transcriptionnelle est lié
au fait qu’il est fortement enrichi dans les régions promotrices de plusieurs genes. Bien que la
raison précise de I'enrichissement de H2A.Z differe légerement entre les organismes eucaryotes,
les études menées chez la levure et I'hnomme indiquent qu’au niveau du TSS, H2A.Z est
régulierement incorporé dans le nucléosome (Guillemette et al., 2005; Subramanian et al.,
2013; Sutcliffe et al., 2009). La présence de H2A.Z est généralement corrélée a I’expression
des génes (Barski et al., 2007). Cependant, ce variant peut jouer un rdle positif ou négatif sur
I’expression des genes. Il a été montré que la présence de H2A.Z réprime I’expression de p21
et active la voie p53 (Gevry et al., 2007). De méme, la présence de H2A.Z augmente en réponse

a l'activation transcriptionnelle induite par I'cestradiol (Gevry et al., 2009).

2-ii- H2A.Z dans la réparation des DSBs

Les deux variants H2A.Z-1 et H2A.Z-2 présentent des différences de mobilité en réponse aux
dommages (Nishibuchi et al., 2014). Le r6le de H2A.Z dans la réparation des DSB a été étudié
chez la levure et ’homme ou les enzymes de remodelage de la chromatine de la famille INOSO,
comme SWRI1 chez la levure, p400 et SCRAP chez ’homme, sont capables d’échanger
I’histone canonique H2A par son variant H2A.Z dans le nucléosome. Chez la levure, SWR1,
membre du complexe SWR, supprime le dimére H2A/H2B et le remplace par un autre dimere
H2A.Z/H2B (Kobor et al., 2004; Krogan et al., 2003; Mizuguchi et al., 2004). Par ailleurs,
encore chez la levure, le complexe INO80 est connu pour catalyser la réaction inverse
(Papamichos-Chronakis et al., 2011), c'est-a-dire, remplacer le dimere H2A.Z/H2B par le
dimére d’origine H2A/H2B. De plus, I’inactivation du gene H2AFZ codant pour H2A.Z conduit
a une instabilité génomique, a un défaut de la réparation des DSB, notamment dans la résection
de I'ADN et a une sensibilité accrue aux agents endommageant I'ADN (Kalocsay et al., 2009).

Il n’est pas encore clair si les effets observés sont causés par un role direct de H2A.Z ou sont le
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résultat d'une dérégulation globale de I'expression génique (Papamichos-Chronakis et al.,
2011).

Chez les mammiferes, il a été montré que la présence de H2A.Z dans le nucléosome aux
alentours des DSBs limite la résection des extrémités induite par CtIP (Xu et al., 2012). En
I'absence de H2A.Z, le recrutement du complexe Ku70/Ku80 a la DSB (un facteur important
dans la réparation des DSB par NHEJ) est altéré (Xu et al., 2012). En utilisant une approche
expérimentale par ChIP, les auteurs ont constaté que H2A.Z est recruté a I’unique DSB induite
par une endonucléase, d'une maniere dépendante de p400 (Xu et al., 2012). De plus, la déplétion
de H2A.Z par shRNA conduit a I'instabilité génomique et a une sensibilité accrue aux radiations
ionisantes. Ils montrent également que l'efficacité des deux principaux mécanismes de
réparation des DSB, la RH et le NHEJ est diminuée. Une autre étude par Alatwi et Downs
suggere qu’INOS8O favorise la RH en supprimant H2A.Z du nucléosome pour permettre la
résection (Alatwi and Downs, 2015).

La réparation efficace des DSB nécessite la relaxation de la chromatine. Le complexe NuA4
participe a cette ouverture de la chromatine via d’une part I’incorporation du variant d’histone
H2A.Z dans le nucléosome et d’autre part en participant a 1'acétylation de I'histone H4. Des
études ont demontré que I'accumulation de H2A.Z au niveau de la DSB est transitoire, et que
son éviction du nucléosome est tres rapide et nécessaire pour I’efficacité de la réparation de la
DSB (Gursoy-Yuzugullu et al., 2015). Anp32e, une chaperone de H2A.Z qui interagit avec le
domaine C-terminal de H2A.Z, est rapidement recrutée a la DSB. La fonction de la chaperone
Anp32e est d’enlever H2A.Z du nucléosome, de sorte que le niveau de base de présence de
H2A.Z dans le nucléosome revienne moins de 10 minutes aprés 1’apparition des dommages a
I'ADN. Un défaut d’Anp32e conduit a I’accumulation de H2A.Z dans le nucléosome au niveau
de la DSB, ce qui se traduit par une conformation du nucléosome beaucoup plus réfractaire a
I’acétylation des histones, aboutissant a une chromatine ayant une conformation fermée

(Gursoy-Yuzugullu et al., 2015).
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Dommages 3
PADN

Figure 9 : modeéle du role de TRRAP dans I’acétylation des histones et reconfiguration de la chromatine au cours
de la réparation de I'ADN (Murr et al., 2006). L'induction de la DSB conduit au recrutement du complexe
HAT/TRRAP qui favorise l'acétylation des histones et donc I’ouverture de la chromatine pour faciliter 1’accés de
la machinerie de réparation au site 1ésé. A la fin de la réparation de la DSB, les histones sont deacétylées par les

histones déacétylases (HDAC) pour rétablir la structure initiale de la chromatine.
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C-3- LES MODIFICATIONS POST-TRADUCTIONNELLES DES
HISTONES

3-a- L’ACETYLATION DES HISTONES DANS LA REPARATION

DES DSB

L'acétylation des histones est une des modifications post-traductionnelles qui contrdle la
compaction de la chromatine. Plusieurs études ont montré 1’implication des complexes
protéiques a domaine histone acétyltransférase (HAT) et I’acétylation de la chromatine dans la
réparation des DSB. En effet, ’acétylation des histones au niveau des queues N-terminales sur
les résidus lysine (chargés positivement) affaiblit leur interaction avec I’ADN qui est chargé
négativement. Des études menées chez la levure ont montré que la délétion de 1’extrémité N-
terminale de I'histone H3 altere la réparation des DSBs. Dans les cellules de mammiféres
TRRAP et Tip60, une HAT, sont recrutées et se lient a la chromatine au niveau de la DSB
(Murr et al., 2006). Le complexe TIP60/TRRAP est nécessaire pour 1’efficacité de la réparation
des DSBs par RH (Murr et al., 2006) (Figure 9). L'expression d'un mutant de TIP60 dépourvu
d'activité HAT conduit au maintien de la chromatine dans un état condensé autour de la DSB,
a un defaut de réparation et a I'apoptose (Ikura et al., 2000). Ces données laissent penser que la
liaison efficace de tous les facteurs de réparation des DSBs en aval du complexe TIP60/TRRAP
est dépendante de 1’acétylation. L’activité histone acétyltransférase du complexe TIP60 est
nécessaire pour activer la kinase ATM (Bhoumik et al., 2008). Pour cela TIP60 se lie a I' histone
H3 triméthylée sur la lysine 9 et cette interaction active son activité acétyltransférase (Sun et
al., 2009).
D'autres HAT sont recrutées au niveau des DSB. C'est le cas de GCN5, une enzyme qui catalyse
I'acétylation des lysines de la queue N-terminale de I'histone H3 (Tamburini and Tyler, 2005).
Les histones acétyltransférases p300 et CBP se localisent a la DSB ou elles induisent
I’acétylation des histones H3 et H4 et favorisent le recrutement des protéines comme le
complexe Ku et stimulent la réparation des DSB par NHEJ (Ogiwara et al., 2011). La RH et le
NHEJ sont également stimulés par une autre histone acétyltransférase, MOF. Des études ont
montré que 1’inhibition de MOF entraine une formation tardive des foyers gamma-H2AX, ce
qui entrave le recrutement de BRCAL et 53BP1 a la DSB (Sharma et al., 2010). L’acétylation
de la chromatine est un processus réversible. L'état d'acétylation des histones H3 et H4 varie au
cours de la réparation, grace a des histones déacétylases (HDAC) qui sont spécifiquement

recrutées a la DSB (Tamburini and Tyler, 2005). Dans les cellules de mammiféres, HDAC1 et
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HDAC?2 sont recrutées de fagon précoce a la DSB ou elles catalysent la déacétylation de H3K56
et H4K16, leur déplétion altere la réparation des DSBs par NHEJ (Miller et al., 2010).

Il existe dautres modifications post-traductionnelles des histones qui peuvent influencer la
réponse cellulaire aux dommages a I'ADN. On peut citer la méthylation qui peut étre mono, di
ou tri, I'ubiquitination, la phosphorylation, la sumoylation, la polyADP ribosylation (Smeenk
and van Attikum, 2013)
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Figure 10 : Modéle représentatif des 4 grandes familles d’enzyme de remodelage ATP-dépendant (Tang et al.,

2010). Le domaine ATPase est encadré en rouge, le bromodomaine en vert, est le domaine de reconnaissance des

lysines acétylées, le chromodomaine en violet, est le domaine de reconnaissance des lysines méthylées. HSA en

bleu est le domaine de liaison a I’actine, SANT et SLIDE en bleu ciel sont des domaines importants pour la liaison

aux histones. Les domaines DExx en orange et HELICc en orange claire concentrent 1’activité catalytique. La

famille des remodeleurs de la chromatine SWI/SNF est composée de deux complexes protéiques : BAF et PBAF.
La famille ISWI se compose de trois complexes : NURF, CHRAC et ACF. La famille CHD est composée de deux

complexes NURD et CHD. La famille INO80 est composée de trois complexes : INO80, SRCAP et P400.
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C-4- LE REMODELAGE DE LA CHROMATINE
Le remodelage de la chromatine est un mécanisme qui utilise I'énergie issue de I’hydrolyse de
I'ATP pour changer la composition du nucléosome par I'éviction ou I'introduction des protéines
histones ou leur glissement le long de la fibre d’ADN (Hargreaves and Crabtree, 2011).
La dynamique ATP-dépendante de la chromatine a été decouverte chez la levure. Elle est I'un
des mécanismes qui permet la compaction et la décompaction de la structure de la chromatine
tout en conservant I'expression des genes, la capacité de réplication, de recombinaison et de
réparation de I'ADN (Kadoch and Crabtree, 2015). Les remodeleurs de la chromatine ATP-
dépendants peuvent étre divisées en quatre principales familles (Figure 10).
Les complexes de la famille SWI/SNF (SWItch/SucroseNonFermentable) ont été purifiés chez
Saccharomyces cerevisae et se composent de 8 a 14 sous-unités, ceux de la famille ISWI
(imitation-switch family) ont été purifiés chez Drosophila melanogaster et contiennent de deux
a quatre sous-unités, ceux de la famille CHD (Chromodomain helicase DNA-binding protein)
ont été purifiés chez le xénope et contiennent une a dix sous-unites et ceux de la famille INO80
ont été purifiés chez Saccharomyces cerevisae et contiennent plus de dix sous-unités.
Ces enzymes réalisent la relocalisation, le retrait et I'échange des protéines histones en utilisant
I'’ATP comme source d'énergie. Les complexes de remodelage de la chromatine jouent un réle
central dans la régulation de divers processus biologiques comme I'apoptose, la ségrégation des
chromosomes, la réplication et la réparation de I'ADN.

4-a- LA FAMILLE INO80

Le complexe INO80 qui a initialement été purifié chez Saccharomyces cerevisiae contient
environ quinze sous-unités (Shen et al., 2000). Chez la levure, les composants du complexe
INO8O sont Ino80, Rvbl, Rvb2, Arp4 (Actin-related protein 4), Arp5, Arp8, I'actine, Nhp10
(Non-histone protein 10), ANCL1 / Taf14, lesl (Ino Eighty Subunit 1), les2, les3, les4, les5 et
les6. Rvbl et Rvb2 sont des protéines essentielles et hautement conservées de la levure a
I'nomme (Tip49a et Tip49b chez les mammiferes) (Jonsson et al., 2004). La grande famille
INOB8O se caractérise par la présence d’un domaine ATPase et des sous-unités en commun dont
les protéines proche de I’actine ARP (Actin-related protein) et les hélicases Rvb1/2 (Bao and
Shen, 2007). Cette famille est constituée des complexes suivants : INO80 et Domino de
drosophile (Ruhfetal., 2001); INO80, SRCAP et p400/Tip60 de mammiferes (Ikuraet al., 2000;
Ruhl et al., 2006), INO80 et SWR1 de levure (Chen et al., 2011). Le complexe INO80 grace

a son domaine ATPase, est capable de moduler la structure du nucléosome via le
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phénomeéne de glissement qui précéde 1’éviction des histones du nucléosome in vitro (Cai
etal., 2006). Chez la levure, INO80 assure également I’éviction des nucléosomes aux environs
du site de cassure et cette activité est regulée par le complexe MRN connu pour étre impliqué
dans la réparation de I’ADN (Tsukuda et al., 2005). Il a été montré que INO80 est impliqué
dans I’éviction du variant d’histone H2A.Z dans le corps des génes, cette activité serait
présente a l’origine pour corriger une mauvaise localisation de H2A.Z (Papamichos-
Chronakis et al., 2011). Une analyse réalisée dans les cellules de mammiferes (une souche
embryonnaire male (ES) de souris, des fibroblastes 3T3 de souris et une lignée cellulaire
humaine PC3), démontre que INO8O est nécessaire a la RH par l'intermédiaire de sa fonction
dans la résection 5'-3” des extrémités de la DSB (Gospodinov et al., 2011).
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Figure 11 : Modéle présentant I'interaction réciproque et antagoniste des protéines de P400 et TIP60 dans la
régulation de p53 et les génes cibles de p21 (Park et al., 2010). Ce modele met I'accent sur l'acétylation de p53
induite par ’histone acétyltransférase TIP60 au niveau de la lysine 120, ce qui facilite I'apoptose et l'arrét de
croissance médiée par p53. L’ATPase p400 met en place le variant H2A.Z au niveau du promoteur du géne p21,
ce qui contribue a la répression de ce géne et I’induction de la croissance. TIP60 acétyle le variant H2A.Z au
niveau de la lysine 14, ce qui empéche son dépdt sur le promoteur du géne p21 et sa répression transcriptionnelle.
P400 via une interaction directe, inhibe la fonction HAT de TIP60. Ce modeéle souligne le réle central de p400

dans le contréle de la croissance cellulaire et I’inhibition de 1’apoptose.
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4-b- L’ATPase p400

Au cours de ma thése, je me suis particulierement intéressé a 1’ATPase p400. p400(EP400)
est une ATPase qui appartient a la famille INO80 dont les membres sont impliqués dans la
dynamique de la chromatine. Cette protéine a été découverte en 2001 gréce a son interaction
avec I’oncoprotéine Vvirale E1A (Fuchs et al., 2001). Au cours de ce travail, les auteurs ont
cloné et caractérisé p400. Ils ont mis en évidence son appartenance au complexe Tip60 et
ont montré que p400 appartient également a un complexe similaire au complexe Tip60, mais
dépourvu de la protéine Tip60 : le complexe p400 (Fuchs et al., 2001). Dans le méme travail,
il a été mis en évidence, par analyse de séquence, que p400 porte le domaine catalytique SNF2
commun a toutes les ATPases participant au remodelage de la chromatine. De méme, d’autres
travaux ont permis d’isoler et de caractériser la protéine nommée « Domino »,
I’homologue de p400, nécessaire pour la survie et la prolifération cellulaire chez la drosophile
(Ruhf et al., 2001). On retrouve également un homologue conservé de p400 dans
d’autres organismes comme la levure S. cerevisiae appelé Swrl (Kobor et al., 2004). p400 est
impliquée dans le contréle de plusieurs fonctions biologiques telles que le cycle cellulaire
(Tyteca et al., 2006), I’inhibition de la sénescence (Chan et al., 2005) et I’apoptose (Mattera et
al., 2009)
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Figure 12 : A. Structure du gene p400 et de ses variants d’épissage chez ’homme. L’isoforme «canoniquey, la
plus étudiée, est I’isoforme 2. B. L’ ATPase de la famille SW2/SNF2, contient la région responsable de I’activité

ATPase qui se caractérise notamment par le site de liaison a I’ ATP. p400 présente également 3 domaines Hélicases:

HSA, DEXDc et HELICc.
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b-1- Les caractéristiques structurales de p400

Le géne codant pour p400 est situé sur le chromosome 12 en position q24.33 chez
I’homme. Ce géne s’étend sur 130,5 kb et est constitué de 53 exons codant pour une
protéine de 3122 acides aminés. L’ARNm majoritaire correspondant a ce gene compte
12,265 nucléotides. Il s’agit en fait de 1’isoforme 2 de p400 qui correspond a la protéine
p400 couramment étudiée. Trois autres isoformes génerées par épissage alternatif ont été
décrites (www.proteinatlas.org) : I’isoforme 1 comporte une séquence normalement épissé
dans I’intron 2, I’isoforme 3 ne comporte pas I’exon 4 et I’isoforme 4 a perdu 1’exon 23
(Figure 12 A). En revanche, aucune confirmation expérimentale n’a été apportée a ce
jour sur I’existence des protéines correspondantes a ces ARNm. On trouve également un
pseudogéne nomme « EP400 N-terminal like » (EP400-NL) sur le méme locus codant
théoriquement pour une protéine de 45kDa. Jusqu’a présent aucun travail ne fait mention de
ce variant.

L’ATPase p400 contient les différents motifs qui constituent le domaine
ATPase/Hélicase SNF2 retrouvé dans toutes les ATPases de la famille SW2/SNF2 (acides
aminés 1057 a 1335). Par alignement de séquence, on retrouve trois autres domaines
conserves dans la super famille des hélicases a savoir un domaine HSA (Helicase/SANT-
associated ; acides aminés 763 a 834), un domaine DEXDc (Dead-like box Helicases C-
terminal domain ; acides aminés 1074 a 1209) contenant le site de liaison de I’ATP (acides
aminés 1082 a 1086) et enfin un domaine HELICc (Helicase C-terminal domain ; acides
aminés 1854 a 1982). Les domaines HELICc et DEXDc formant le domaine ATPase de
p400. Cette protéine présente une séquence de localisation nucléaire (NLS) (Figure 12 B)

(Hargreaves and Crabtree, 2011).

b-2- La localisation, expression et régulation de p400
La présence de séquences de localisation nucléaire (NLS) dans la protéine p400 suggére
une localisation nucléaire. Des travaux réalisés chez la souris montrent par
immunofluorescence que mDomino (I’homologue de p400 chez cette espece) est présent
dans le noyau de fibroblastes embryonnaires (Ueda et al., 2007). Par une méthode de
colocalisation avec la fibrillarine et le marquage au DAPI, il a été mis en évidence que le
marquage ponctiforme de p400 est absent des zones denses d’hétérochromatine et des
nucléoles. De plus, des expériences d’immunohistochimie (IHC) sur différents types de
tissus humains révelent un marquage nucléaire de la protéine (www.proteinatlas.org). En ce

qui concerne I’expression de p400, les travaux de Ueda et al, (2007) montrent par des
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expériences de RT-PCR semi-quantitatives et d’hybridation in situ, que le cDNA
correspondant & p400 est exprimé de maniére ubiquitaire. Chez la souris, des données
suggerent un réle important de p400 dans le développement et le processus d’hématopoiese.
Une délétion de la partie N-terminale de p400 est Iétale au stade embryonnaire (Ueda et
al., 2007). De plus, l’analyse des embryons montre des défauts d’hématopoicse
probablement due a une expression altérée des génes Hox.

Dans les cellules épithéliales humaines primaires du rein, il a été observeé que le niveau
d’ARNm de p400 diminue lors du maintien des cellules en culture. Cette diminution est
corrélée avec I’induction de la sénescence (Young et al., 2008). Des expériences d’THC
montrent un marquage modéré et fort dans I’ensemble des tissus sains humains

(www.proteinatlas.org).

b-3- L’activité enzymatique de p400

Les remodeleurs de la chromatine de la famille swi2/snif2 comme p400, se caractérisent par la
présence d’un domaine ATPase qui contrdle leur activité enzymatique. En effet, la mutation
ponctuelle de p400 au niveau du site de liaison de I’ATP entraine I’inactivation du complexe.
Toutefois, lors de purification 1’hétérodimeére Tip49/Tip48 n’a jamais été dissocié de p400,
de ce fait, aucune analyse de la fonction enzymatique de p400 seule n’a été réalisée. Des
travaux montrent également que p400 permet l'incorporation de variants d’histones,
notamment les variants H2A.Z et H3.3 (Gevry et al., 2007; Pradhan et al., 2016). Chez la
drosophile, il a été montré que domino, I’homologue de p400, permet 1’échange in vitro du
variant de I’histone H2A, H2Av phosphorylé par un autre H2Av non modifié (Kusch et al.,
2004). De méme, chez la levure, S. cerevisiae, le complexe Swrl contenant I’ATPase du méme
nom est capable d’échanger I’histone canonique H2A contre le variant H2A.Z (htz1 chez la
levure) (Kobor et al., 2004; Krogan et al., 2003; Mizuguchi et al., 2004) . Au cours de ces
travaux, une étude a grande échelle du profil d’expression global des genes, montre qu’environ
40% des genes reprimés ou activés dans une souche mutante pour Swrl (homologue de p400)
sont régulés dans le méme sens dans une souche mutante pour htz1 (homologue de H2A.Z).
Ces observations ont permis aux auteurs de conclure que le complexe Swrl est impliqué
dans I’assemblage du nucléosome contenant le variant htz1. De méme, grace a I’'usage d’un
test in vitro avec des nucléosomes immobilisés sur billes, il a été mis en évidence un transfert
du variant htzl dans les nucléosomes lorsque le complexe Swrl est incubé en présence de

diméres htz1/H2B et d’ATP. Il faut noter que, dans ces études, aucun transfert de htz1 dans les
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nucléosomes n’est observé lorsque Swrl comporte une mutation dans le domaine de liaison a
I’ATP, ce qui montre I'importance de ’activit¢ ATPase de Swrl dans la dynamique du
nucléosome. Une analyse récente du génome entier souléve la possibilité que I’ATPase EP400
(p400) est nécessaire pour le dépdt du variant H3.3 dans le nucléosome lors de la transcription.
Dans cette étude réalisée dans une lignée cellulaire humaine (U20S) par ChiP-seq, il a été
montré que p400 stimule le dép6t dans le nucléosome & la fois du dimere H2A.Z-H2B (donnée
en accord avec les résultats de (Gevry et al., 2009)) et du tétramere (H3.3-H4)2 (Pradhan et al.,
2016). Dans une autre étude, il a été montré que p400 induit 1’incorporation de H2A.Z dans
la chromatine au niveau du promoteur du géne p21 (Gevry et al., 2007). Au cours de ces études,
il a été montré qu’une mutation dans le domaine de liaison a I’ATP empéche le dépbt du

variant H2A.Z par p400, soulignant I’importance de son activité enzymatique pour ce processus.

b-4- Implication du complexe p400 dans la réparation des DSB

Les données concernant I’implication de p400 dans la réparation des DSB, sont peu
nombreuses. Une étude réalisée en 2010 par 1’équipe de Brendan D. Price, montre
que p400 joue un role essentiel dans le recrutement des facteurs importants pour la réparation
des DSB, parmi lesquels 53BP1 et BRCAL. Cette étude révele notamment que p400 est
nécessaire pour le remodelage de la chromatine au site de la DSB, qui favorise 1’ubiquitination
dépendante de RNF8 et le recrutement des facteurs tels que 53BP1 et BRCALl (Xu et al.,
2010). Une autre étude, réalisée en 2012 dans notre équipe, révele un role de p400 dans la
réparation des DSB par RH. Ainsi, il a été montré par ChIP dans les U20S que la déplétion
de p400 par siRNA entraine un défaut de recrutement de RAD51 a la DSB. De méme, en
utilisant une lignée cellulaire de fibroblastes qui posséde un substrat rapporteur pour mesurer
la RH, il a été montré que la déplétion de p400 entraine un défaut de réparation des DSB par
RH (Courilleau et al., 2012). Chez la drosophile, (Kusch et al., 2004) Domino, I’homologue
de p400 dans cette espéce, échange le variant d’histone H2Av phosphorylé par une forme non
phosphorylée, une fois la réparation de la cassure terminée. Cet échange conduit a la

suppression de la signalisation de la cassure préalablement mise en place.

b-5- Réle de p400 dans I’apoptose
Des travaux montrent également I’implication de p400 dans 1’apoptose. Dans une lignee
tumorale humaine de colon, HCT116, le rapport p400/Tip60 semble contrdler la réponse aux
dommages a ’ADN et I’induction de ’apoptose. En effet, cette étude propose que p400 et
Tip60 fonctionnent, au moins en partie, comme un couple avec un effecteur (Tip60) et un
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régulateur (p400). Dans ce couple, I’inhibition partielle de p400 par siRNA, favorise I’activité
de Tip60, par conséquent la voie d’induction de I’apoptose dépendante de Tip60. En définitive,
cette étude propose que p400 inhibe la voie d’induction de I’apoptose dépendante de Tip60
(Mattera et al., 2009). Par ailleurs, la liaison d’E1A a p400 est nécessaire pour déclencher
I’apoptose par la voie p53-ARF, en réponse a des dommages a I’ADN ou a une privation en
sérum. Cette étude montre que Iinhibition partielle de p400 par siRNA diminue les
niveaux d’expression d’ARF et de p53 ainsi que I’apoptose des cellules exprimant E1A
(Samuelson et al., 2005). D’autres travaux ont montré que la protéine E1A stabilise
I’oncoprotéine myc via p400. Cette association induit le recrutement du complexe myc-p400
sur les promoteurs cibles pro-apoptotiques de myc, entrainant 1’activation de leur expression
(Tworkowski et al., 2008). Au sein de notre laboratoire, une étude a montré que p400 est
requise pour 1’apoptose induite par les UV dans les cellules U20S. En effet, la déplétion de
p400 entraine la résistance des cellules a I’apoptose normalement induite par irradiation aux
UV (Tyteca et al., 2006).

b-6- Role de p400 dans la sénescence
Plusieurs travaux montrent que p400 peut réguler la prolifération cellulaire par 1’inhibition
du mécanisme de sénescence (Chan et al., 2005; Gevry et al., 2007; Macher-Goeppinger et
al., 2013; Young et al., 2008). La sénescence est un mécanisme mis en place lorsque les
cellules sont confrontées a un stress sévére comme les dommages & I’ADN ou la
surexpression d’un oncogene. Dans de telles conditions, les voies dépendantes de p53 et de
Rb sont activées entrainant I’arrét irréversible du cycle cellulaire (Campisi and d'Adda di
Fagagna, 2007). Dans une étude qui se focalisait sur la sénescence dépendante de la voie
p53/p21, les auteurs ont montré que p400 régulait négativement la sénescence en diminuant
I’expression de p21 en se localisant sur les sites de liaison de p53 dans le promoteur du
géne p21, entrant ainsi en compétition avec p53 (Chan et al., 2005). D’autres travaux ont
montré que p400, via le dép6t de H2A.Z au niveau des sites de liaison de p53 sur le
promoteur du géne p2l joue un rdle important dans le contrle de I’induction de la
sénescence (Gevry et al., 2007). En effet, la déplétion de H2A.Z ou de p400 par sShRNA
dans les fibroblastes humains IMR90 induit la formation de foyers d’hétérochromatine
associes a la sénescence (SAHF: senescence-associated heterochromatin foci). L’ ATPase
p400 est également impliquée dans la sénescence induite par I’inactivation du gene
suppresseur de tumeur VHL. Dans un modele de fibroblastes embryonnaires de souris

(MEFs), la perte de VHL induit la diminution de 1’expression protéique de p400 en
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paralléle de la mise en place du mécanisme de sénescence. De plus, ils montrent que la
déplétion de p400 par siRNA induit I’accumulation d’un inhibiteur de CDKs, la protéine

p27, ainsi que la sénescence (Young et al., 2008).

b-7- R6le de p400 dans la prolifération cellulaire

L’ATPase p400 est une cible privilégiée de I’oncogene E1A. En effet, lors d’une infection par
I’adénovirus, p400 est ciblée par ELA pour servir son activité transformante (Fuchs et al.,
2001). En plus, dans des cellules proliférantes non infectées, il a été montré que p400 est
également recrutée sur les promoteurs de genes cibles de facteurs de transcription impliqués
dans la prolifération comme E2F et myc (Frank et al., 2003; Taubert et al., 2004) et réprime
la voie p53 p21 (Tyteca et al., 2006). L’ATPase p400, favorise aussi, la prolifération des
cellules cancéreuses du cblon (les cellules HCT116) en induisant I'activité de la voie de
signalisation Wnt (Chevillard-Briet et al., 2014). D’autres travaux montrent que la déplétion
de p400 conduit a la perte de leurs caractéristiques morphologiques et a la diminution du
taux de prolifération de cellules souches embryonnaires de souris (Fazzio et al., 2008).
L’ ATPase p400 participe au contrdle de la prolifération cellulaire en régulant positivement les
genes cibles des cestrogenes via I’incorporation du variant H2A.Z, en réponse a un traitement

hormonal (Gevry et al., 2009).

b-8- Réle de p400 dans le cancer
Plusieurs ¢études révelent que I’ATPase p400 pourrait €tre impliquée dans les cancers. La
premiére montre le rdle de p400 comme cible dans la transformation cellulaire par
I’oncoprotéine E1A de I’ Adénovirus (Fuchs et al., 2001). En effet, un mutant de I’oncoprotéine
E1A, ne pouvant plus interagir avec p400, est déficient pour son activité transformante dans
des cellules embryonnaires de rat. En revanche la surexpression de p400 permet de restaurer
cette activité et de la favoriser (Fuchs et al., 2001). La seconde étude, plus récente, met en
évidence un réle de p400 comme co-facteur de 1’oncoprotéine E2 du papillomavirus (dont
certains types HPV16 et 18 sont responsables des cancers du col de ’utérus) (Smith et al.,
2010). En effet, p400 interagit avec 1’oncoprotéine E2 et participe a la répression exercée par
ce dernier sur les oncogenes E6 et E7 afin de permettre la « dormance » du virus dans les
cellules. Le mécanisme moléculaire de cette répression n’a pas été caractérisé. Ces études
suggerent qu’une dérégulation positive (pour 1’Adénovirus) ou négative (pour le
papillomavirus) de p400 favoriserait 1’activité tumorigene de ces virus et leur apporterait un

avantage sélectif. La troisieme étude montre que, le ratio p400/Tip60 contrdle la voie de réponse
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aux dommages a I’ADN induite par un stress oncogénique. La dérégulation de ce ratio, dans
les cellules de carcinomes colorectaux, entraine une absence d’activation de cette barriére anti-
cancer (Mattera et al., 2009). Récemment d'autres travaux, dont ceux de notre équipe, ont
montré que p400 influence la réponse aux dommages a I'’ADN et que son inhibition et/ou
déplétion provoque des défauts de réponse aux dommages a I'ADN qui seraient la source
d'instabilité génétique (Courilleau et al., 2012; Xu et al., 2010). Enfin, il a récemment été
démontré chez la souris que p400 possede une fonction pro-oncogenique (Chevillard-Briet et
al., 2014). Dans cette étude les auteurs montrent que la diminution d’expression de p400 est
corrélée avec une baisse dans I’initiation et la progression du cancer du colon.

L'instabilité génétique étant un facteur clé dans la génération mais aussi dans I'évolution des
cancers on peut penser que p400 joue un réle dans le maintien de la stabilité génétique et donc

participe a la création d'une barriére anticancéreuse.
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I-D- OBJECTIFS DE LA THESE

L’objectif global de mes travaux de thése était de comprendre comment la dynamique de la
chromatine influence la réparation des DSB.

Pour cela, je me suis focalisé sur le remodeleur de la chromatine ATP-dépendant, p400 ainsi
que sur le variant de I’histone H2A, H2A.Z. Ces deux protéines sont impliquées dans la
dynamique de la chromatine et la réponse aux dommages a I’ADN. A travers des approches de
biologie cellulaire et moléculaire j'ai essaye de comprendre leur rdle dans la stabilité génétique
et la réparation des DSB.

Dans la premicre partie de ma these, j’ai voulu déterminer le mécanisme par lequel I’ATPase
p400 intervient dans la réparation des DSB par RH. Jai ainsi examiné si la diminution de
I'activité de réparation des DSB par RH, observée par Courilleau et al. en 2012, lors de la
déplétion de p400 était due a un défaut d’incorporation du variant H2A.Z dans la chromatine.
Dans la seconde partie de ma thése, 1’objectif était de découvrir si et comment p400 influence
les autres mécanismes de réparation des DSB comme le NHEJ, et si p400 intervient dans le
contrdle de la stabilité du génome et la sensibilité aux agents endommageant 'ADN comme les

radiations ionisantes.

54



II-RESULTATS

I1-A-Article 1: H2A.Z depletion impairs proliferation and viability
but not DNA double-strand breaks repair in human immortalized

and tumoral cell lines

Gemael-Cedrick Taty Taty , Celine Courilleau, Muriel Quaranta, Alexandre

Carayon, Catherine Chailleux, Francois Aymard, Didier Trouche & Yvan Canitrot

Cell Cycle. 2014;13(3):399-407. doi: 10.4161/cc.27143. Epub 2013 Nov 14.

A-1-Introduction

A mon arrivée dans 1’équipe, il était connu, chez la levure et I’lhomme, que les enzymes de
remodelage de la chromatine de la famille INO80, comme SWR1 chez la levure, p400 et
SRCAP chez I’homme, étaient capables d’échanger I’histone canonique H2A par son variant
H2A.Z dans le nucléosome (Mizuguchi et al., 2004; Xu et al., 2012). Chez la levure, SWR1,
membre du complexe SWR, supprime le dimére H2A/H2B et le remplace par un autre dimére
H2A.Z/H2B. Cette réaction est réversible, puisque le complexe INO80 a été décrit pour
catalyser la réaction d'enlévement de H2A.Z du nucléosome (Papamichos-Chronakis et al.,
2011). Chez les mammiferes, SRCAP et le complexe TIP60 via sa sous unité p400, ont
également été décrits pour leur capacité a incorporer le variant H2A.Z dans le nucléosome (Xu
et al., 2012), tout comme la chaperone YL1 identifiée récemment pour son interaction avec
H2A.Z et sa participation au dép6t de H2AZ dans la chromatine (Latrick et al., 2016; Liang et
al., 2016). Cette réaction a récemment été décrite comme étant réversible, puisqu’il a été montré
que, dans les cellules de mammiféres, la protéine chaperone ANP32E est capable d'enlever le
variant H2A.Z du nucléosome (Obri et al., 2014).

Dans I’équipe, il avait été montré que 1I’ATPase p400 influencait la réparation des DSB par RH
(Courilleau et al., 2012). Au cours de ce travail, 1’équipe avait montré que la déplétion de p400
par siRNA entraine un défaut de réparation des DSB par RH car p400 est nécessaire pour le
recrutement de la recombinase RADS51 a la DSB.

Dans ce contexte, I’objectif de cette premicre partie de ma thése a été de déterminer le

mécanisme par lequel I’ ATPase p400 intervient dans la réparation des DSB par RH. J’ai ainsi
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examiné si la diminution de réparation des DSB par RH, observée lors de la déplétion de p400

résultait d'un défaut d’incorporation du variant H2A.Z dans la chromatine.

A-2-Résultats expérimentaux
Afin d'étudier le réle de H2A.Z dans la réparation des DSB j'ai utilisé, des lignées cellulaires
humaines (GCS5 et GCV6) dans lesquelles est incorporé un substrat qui permet de mesurer les
évenements de réparation par NHEJ (Figure 17 dans la partie matériel et méthodes). Jai
également utilisé, des cellules qui possedent un systéme rapporteur qui permet de mesurer des
évenements de réparation des DSB par RH (Figure 16 dans la partie matériel et méthodes). En
utilisant ces lignées cellulaires, j'ai observé que la déplétion de H2A.Z par siRNA n’affecte ni
les mécanismes de réparation des DSB (RH et NHEJ), ni la sensibilité aux radiations ionisantes.
Par ailleurs, nous n’avons pas observé de recrutement du variant H2A.Z aux DSB. Ceci suggéere
que le variant H2A.Z n’est pas impliqué dans les mécanismes de réparation des DSB.
Cependant, une autre étude avait analyse le role de H2A.Z dans la réparation des DSB chez les
mammiferes (Xu et al., 2012) et montrait que I'expression de H2A.Z était importante a la fois
pour la RH et le NHEJ et que la déplétion de H2A.Z induisait une sensibilité accrue aux
radiations ionisantes. Une autre étude plus récente (Alatwi 2015) montre que H2A.Z est recruté
rapidement et transitoirement a la cassure et que son éviction par INO80 est nécessaire au bon
déroulement de la réparation par RH.
Nos résultats sont en contradiction avec ces observations car nous n'‘observons aucun effet de
la déplétion de H2A.Z sur les mécanismes de réparation des DSB, ni sur le recrutement de
H2A.Z aux DSB. Les possibles raisons de ces différences seront développées en détails dans la
partie discussion de ce manuscrit.
Nos résultats montrent cependant un phénotype cellulaire lorsque I'expression de H2AZ est
diminuée. En effet, H2A.Z semble impliqué dans la progression du cycle cellulaire puisque, sa
déplétion entraine une accumulation des cellules en phase G1 dans les U20S et une
accumulation en phase G2/M dans les fibroblastes RG37. La différence observée entre les deux
lignées cellulaires pourrait étre la conséquence de leur statut p53 qui est différent.
En effet, p53 est "sauvage" dans la lignée U20S alors qu'il est inactif dans la lignée RG37 a
cause de la presence de I'antigéne grand T du virus SV40 qui a servi a immortaliser la lignée.
L’incorporation du variant H2A.Z dans le promoteur du géne p21 bloque son expression (Gevry
et al.,, 2007). Dans les cellules U20S, I’inhibition partielle de H2A.Z par siRNA favorise

I’expression de p21. Dans ces conditions, p53 induit I’arrét du cycle cellulaire en phase G1 via
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p21. Dans les fibroblastes RG37, la voie de p53 est inactive et la déplétion de H2A.Z bloque
alors le cycle en G2/M.
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Conclusion
La premiére partie de mes travaux de thése suggére que dans nos cellules et dans nos conditions,
le variant H2A.Z n’est pas directement impliqué dans le controle des mécanismes de réparation
des DSB (RH et NHEJ). Au vu des précédents travaux réalisés, le réle de H2A.Z dans la
réparation des DSB reste controversé. Néanmoins, nos résultats révelent une implication de
H2A.Z a la fois, dans le controle de la progression du cycle cellulaire, et dans le contrdle de la
capacité des cellules a former des clones. La réponse a la question de savoir si la diminution
de réparation des DSB par RH, observée lors de la déplétion de p400 est due a un déefaut
d’incorporation du variant H2A.Z dans la chromatine n'est pas clairement tranchée. Cette
premiere partie de mes travaux souléve la question de savoir si et comment le variant H2A.Z
est impliqué dans les mécanismes de réparation des DSBs ? La réponse a cette interrogation est

débattue dans la partie discussion et perspectives.
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In mammalian cells, DNA double-strand breaks (DSB) can be repaired by 2 main pathways, homologous recombination
(HR) and non-homologous end joining (NHEJ). To give access to DNA damage to the repair machinery the chromatin
structure needs to be relaxed, and chromatin modifications play major roles in the control of these processes. Among
the chromatin modifications, changes in nucleosome composition can influence DNA damage response as observed
with the H2A.Z histone variant in yeast. In mammals, p400, an ATPase of the SWI/SNF family able to incorporate H2A.Z
in chromatin, was found to be important for histone ubiquitination and BRCA1 recruitment around DSB or for HR in
cooperation with Rad51. Recent data with 293T cells showed that mammalian H2A.Z is recruited to DSBs and is important
to control DNA resection, therefore participating both in HR and NHEJ. Here we show that depletion of H2A.Z in the
osteosarcoma U20S cell line and in immortalized human fibroblasts does not change parameters of DNA DSB repair
while affecting clonogenic ability and cell cycle distribution. In addition, no recruitment of H2A.Z around DSB can be
detected in U20S cells either after local laser irradiation or by chromatin immunoprecipitation. These data suggest that
the role of H2A.Z in DSB repair is not ubiquitous in mammals. In addition, given that important cellular parameters, such
as cell viability and cell cycle distribution, are more sensitive to H2A.Z depletion than DNA repair, our results underline

the difficulty to investigate the role of versatile factors such as H2A.Z.

Introduction

The genome is continuously the target of numerous internal
and external agents that produce a large diversity of DNA
lesions."? In order to maintain cell viability and avoid the
generation of mutations, cells have evolved specific DNA repair
processes designed to take into account the different DNA
damages."? Among the most deleterious DNA damages, the
presence of DNA double-strand breaks (DSB) is a challenge for
the cells. To deal with the presence of DSB, mammalian cells
use 2 well-characterized DNA repair pathways, homologous
recombination (HR), which is dependent on the presence of the
intact homologous copy and by the way of the cell cycle, and the
non-homologous end joining (NHE]) pathway, which performs
the direct ligation of the 2 DNA ends.>*

The repair of DNA damage takes place in a chromatin
context.’” Chromatin is a complex structure that can undergo
numerous modifications in order to give or to repress access to
DNA regions and site. Chromatin structure can be modified by
post-translational modifications of histones but also by changing

the nucleosome positioning or composition.” This last process
involves ATP-dependent chromatin remodelers, which use
the hydrolysis of ATP as energy source to incorporate histone
variants in chromatin.®

Histone variants are critical for DSB management and repair
is known for long through studies of the histone variant H2AX,
which is quickly phosphorylated in response to DSB induction
and gives rise to visible repair foci composed of signaling and
repair proteins.’

The only histone H2A variant conserved from yeast to human
is the H2A.Z variant. It is incorporated in yeast by the SWRI1
enzyme and evicted from nucleosome by the INO80 enzyme."
In humans H2A.Z variant is incorporated by the p400 or
SRCAP enzymes, both related to SWR1. The role of H2A.Z in
DSB repair has been studied in yeast," and whether it is recruited
to DSB is still a matter of debate. Recent data show that it is
recruited at a very short period of time during DSB repair, except
if the breaks cannot be repaired properly.!’ The disruption of
the H2A.Z-encoding genes leads to genomic instability, defects
in DSB repair, in particular in DNA resection,'? and sensitivity
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to DNA damaging agents,” although it is not clear whether
it is due to direct effects of H2A.Z around DSBs, or to the
global deregulation of genes expression observed upon H2A.Z
inactivation' or to indirect effect resulting from the attempt to
replace H2A with H2A.Z in the absence of the latter'

In higher eukaryotes, the role of H2A.Z has mainly been
investigated by studying the enzymes able to incorporate H2A.Z
in chromatin. In plants, SWRI is important for the process of

HR and for meiosis exit, although in this latter process, it seems
to be important for later steps other than HR.” In mammals, one
study showed that p400 is recruited to DSBs and is important
for histone ubiquitination around DSB, leading to BRCA1 and
53BP1 recruitment.’® The authors propose that the chromatin
remodeling activity of p400 favors the action of ubiquitin ligases
on nucleosomal histones. In contrast, we found that p400
depletion does not affect histone ubiquitination but is specifically
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Figure 1. Effect of H2A.Z depletion on DSB repair by NHEJ (A) Schematic representation of the NHEJ substrate present in the cell lines. The translation
of the GFP gene is suppressed by an upstream, out of frame translation start site (KOZ ATG), the cassette is flanked with 2 |-Scel sites. |-Scel expression
induces the release of the Koz ATG and religation of DNA ends allows translation and expression of GFP (B) GCS5 and (C) GCV6 cells were transfected with
siRNA (10 nM) then, 24 h later, transfected with I-Scel coding plasmid to induce DSB. Treatment with Nu7441 was performed at 5 wM during 48 h at the
time of I-Scel transfection. NHEJ events were counted 48 h later by FACS analysis of GFP-positive cells. Results are the mean +/— sd from 3-5 independent
experiments. Western blots monitoring the indicated proteins expression are also shown.
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important at later steps of the process of HR as a co-factor for
Rad51": p400 binds to Rad51, and both proteins are important
for chromatin remodeling around DSBs. The reasons for the
discrepancies between the 2 studies are not clear.

A recent study has directly investigated the role of H2A.Z
around DSB in human 293T cells. The authors found that
H2A.Z is recruited to DSBs using ChIP approach in a p400-
dependent manner around a unique DSB induced by a Zn finger
nuclease.'® Moreover, the depletion of H2A.Z by specific shRNAs
led to genomic instability and increased sensitivity to ionizing
radiations."” In addition the authors used GFP-based reporter
systems to measure the activity of various repair pathways, and
found that H2A.Z depletion impaired both HR and NHE]. They
further demonstrate that H2A.Z depletion leads to an increased
DNA resection, and propose that the role of H2A.Z is to block
the CtIP-dependent resection.

Here, we investigate the role of H2A.Z in DSB repair in
a human osteosarcoma cell line and in human fibroblasts
immortalized by the large T antigen from SV40. We did not

find any effect of partial H2A.Z depletion on various DSB repair
parameters, although H2A.Z depletion led to changes in cell
viability and cell cycle phase distribution. In addition, we did not
find any evidence for H2A.Z recruitment at DSB. Our data thus
suggest that the role of H2A.Z in DSB management in mammals
is not ubiquitously observed.

Results

H2A.Z depletion does not impair repair of DSB by homology
directed repair or NHE]

We recently showed that the depletion of the p400 ATPase
impairs homology-driven repair of DNA DSBs in RG37
fibroblasts. P400 mediating the incorporation of H2A.Z in
chromatin, we examined the potential role of H2A.Z in DSB
repair using a siRNA approach.

One of the major pathways for repairing DSBs is the non-
homologous end joining (NHE]) process, a DNA repair pathway
acting in all cell cycle phases and not requiring sequence
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Figure 2. Effect of H2A.Z depletion on homology-directed repair of DSB. (A) Schematic representation of the subtrate present in the cells to measure
DSB repair mediated by homologous recombination. Two inactive copies of GFP gene are present: one contains the cleavage site for I-Scel; the other
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homology. To investigate the efficiency of NHE]-mediated
repair, we made use of 2 cell lines derived from normal fibroblasts
immortalized by the T antigen from SV40. These cell lines harbor
specific substrates allowing to measure NHE] efficiency by
assessing the number of GFP-positive cells following expression
of the I-Scel endonuclease.”” I-Scel-mediated digestion leads
either to fully cohesive ends (GCS5, upper panel) or partially
cohesive ends requiring processing before ligation (GCV6, lower
panel).”” Transfection with 2 different H2A.Z siRNAs leads to
the decrease of H2A.Z expression, with H2A.Z-1 being more
efficient than the H2A.Z-2 (Fig. 1A and B). Moreover, such
a depletion of H2A.Z expression leads to a decrease in H2A.Z
presence in chromatin (Fig. S2). We observed in both cell lines
that depletion of H2A.Z does not influence the repair of DSB
by NHE], assessed by the percentage of GFP-positive cells
(Fig. 1A and B). As a positive control affecting NHE] activity we
treated cells with the DNA—PKcs inhibitor, Nu7441.%° Thus, the
depletion of H2A.Z in these cell lines does not affect the repair
of I-Scel-induced DNA breaks by NHE], irrespective of whether
these breaks need to be processed before ligation or not.

In addition to NHE], DSB can also be repaired by
homologous recombination (HR), a pathway active in S and G,

in which the genetic information of the sister chromatid serve
as a template to repair the DSB. We used a cell line (RG37)
derived from the same original immortalized cell line than
the GCS5 and GCV6 but harboring a GFP-based substrate,
allowing the measurement of HDR (homology directed repair,
a process highly related to HR). We transfected RG37 cells with
the 2 different siRNA directed against H2A.Z. The H2A.Z-1
siRNA shows again higher efficiency than the H2A.Z-2, both
at the protein and mRNA levels (Fig. 2A). As a positive control,
we used an siRNA directed against Rad51, a key component
of the HR process. Depletion of H2A.Z does not affect the
frequency of the homology-directed repair of DSB (assessed
by counting the percentage of GFP-positive cells), whereas
depletion of Rad51 leads to an approximately 70% decrease
and p400 depletion to around 50% as previously observed in
the same cellular system'” (Fig. 2B). These results indicate that
H2A.Z depletion by siRNA does not influence DSB repair
by HR.

Since using siRNA we only achieve a partial H2A.Z
depletion, we cannot rule out the possibility that such depletion
is not sufficient to observe any effect. However, trying to increase
the efficiency of H2A.Z depletion by a second round of siRNA
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transfection leads to an important cellular toxicity (data not
shown), and results could not be interpreted.

H2A.Z depletion influence on cell survival to DNA damage

We next analyzed the role of H2A.Z in cell survival following
DNA damage by performing clonogenic assay in p53-positive
U20S cells in response to ionizing radiations. We observed that
without irradiation, in siCrtl treated-cells the cloning efficiency
is 10% (whereas in untreated cells, the cloning efficiency is
30%) and decreases under 5% in H2A.Z-depleted cells (4%
in siH2A.Z-2 treated cells and 2% in siH2A.Z-1 treated cells)
(Fig. 3A; Fig. S1). Given that these effects are observed with
2 independent siRNAs and are higher with the siRNA leading
to the stronger depletion, we conclude from these observations
that depletion of H2A.Z per se is detrimental to cell viability
and proliferation. The strong effect observed in siCerl-treated
cells is certainly due to the high sensitivity of this cell line to
the transfecting reagent, because it is also observed using another
control siRNA (data not shown). Moreover, such an effect is not
observed in the other cell line (RG37) with the same siRNA and
transfecting reagent. These results are in accordance with our
previous observation that 2 rounds of transfection with H2A.Z
siRNA are very detrimental for cell life. Importantly, they indicate
that the depletion of H2A.Z we achieved using both siRNA is
sufficient to observe a phenotype (cell clonogenic ability).

Strikingly, examination of normalized cell survival showed
that H2A.Z depletion did not sensitize cells to ionizing radiations
exposure (Fig. 3C), in agreement with the fact that we do not
observe any effect of such depletion on the 2 main DSB

(Fig. 4A). In RG37 cells, we observed an increase number of cells
in G, phase and a decrease in the number of G, and § phase cells, at
least using the H2A.Z-1 siRNA (such an increase was sometimes
but not consistently observed for the H2A.Z-2 siRNA, probably
because its depleting effect was too low [Fig. 4B]).

Thus, in these 2 cell lines, H2A.Z depletion affects cell cycle
distribution, the difference between them being probably the
consequence of their p53 status. Indeed, in U20S cells, H2A.Z
depletion induces a p53-dependent cell cycle arrest in G, through
the induction of p21. In contrast, RG37 cells, being immortalized
by T antigen expression that inactivates p53, cannot undergo this
p21-dependent cell cycle arrest.

H2A.Z does not accumulate at DNA damage site

Because we could not find any effect of H2A.Z depletion
on DSB repair, we addressed the role of H2A.Z in DSB repair
by investigating whether it could be recruited to DSBs. To that
purpose, we first used live imaging after laser-induced DNA
damage on U20S cells expressing GFP-tagged H2A.Z to follow
whether H2A.Z accumulates at sites of DNA damage. Image
recording showed that H2A.Z presents low mobility in the
nucleus as observed after photo bleaching, since the bleached
area was still observable 9 min following irradiation (Fig. 5B).
Strikingly, no recruitment or accumulation was observed at the
site of DNA damage at any time points following irradiation
(Fig. 5B). This is in strong contrast with what happens in the
same conditions using GFP-tagged 53BP1, for which recruitment
and accumulation on DNA damaged regions was observed as

repair pathways. Similar results were obtained in RG37 cells,
the cell line we used for measuring HDR repair in Figure 2 A U208
(Fig. 3B and D). However, the effect of H2A.Z depletion 60
on clonogenic efficiency was less pronounced in the RG37 50
cells than in U20S cells (Fig. 3B; Fig. S1). The differences = -
of clonogenic efficiency after H2A.Z depletion between the | & ean)
2 cell lines could result from the different p53 status of each % 30 O siH2AZ-1
cell line. O 20 B siH2AZ-2|
We conclude from these experiments that in U20S 10
osteosarcoma cells and in immortalized fibroblasts, we do
not observe any effect of H2A.Z depletion on DSB repair 0
properties in conditions in which cell clonogenicity is c1 S Gz
affected. o B RG37
H2A.Z depletion influence on cell cycle progression b6
The lack of effect of H2A.Z depletion on DSB repair
conducted us to evaluate the efficiency of our siRNA on 50
different cellular functions potentially affected by H2A.Z. <40 g
To this aim, we next investigated the mechanism leading to < .
the decreased clonogenic potential upon H2A.Z depletion. % "0 sk
A defect in H2A.Z incorporation at the cell cycle control p21 © 20  siH2AZ-3
gene promoter induces the expression of p21 and cell cycle 10
arrest.?! Thus, H2A.Z depletion could have a significant
effect on cell cycle progression. We thus analyzed cell cycle 0
distribution of U20S and RG37 cells following transfection &1 S G2M
of the H2A.Z siRNAs by flow cytometry. We found that,
consistent with the induction of p21, H2A.Z depletion with | Figure 4. Effect of H2A.Z depletion on cell cycle distribution. Cell cycle distri-
the 2 H2A.Z siRNA induces an accumulation of U20S bution was examined by flow cytometry in U20S (A) and RG37 (B) cells 48 h
cells in G1 and a decrease in the number of cells in S phase after siRNA transfectcion and staining wfth propidium iodide. Results are the
mean +/— sd from 3 independent experiments.
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soon as 5 min postDNA damage induction, as evidenced by
53BP1 foci formation (Fig. 5A). Thus, no recruitment of H2A.Z
can be observed in this experimental setting. In addition, we
tested 53BP1-GFP recruitment after p400 depletion following
laser induced irradiation in U20S cells. The results obtained do
not show significant alteration of 53BP1 recruitment at damaged
areas (Fig. 5C). Similar results were obtained using MEF p400
(+/-) and p400 (+/+) from transgenic mice (data not shown).
Such a result is consistent with our previous finding that 53BP1
foci formation upon ionizing radiation exposure is not defective
in p400-depleted cells".

Given that the GFP moiety could affect DSB recruitment
of H2A.Z, we also performed chromatin immunoprecipitation
(ChIP) experiments in U20S cells in which sequence-specific
DSBs can be induced by the ASiSI restriction enzyme following

A 53BP1-GFP

=3 min

hydroxyl-tamoxifen (OH-Tam) treatment.”> By this technique,
the presence of the phosphorylated form of H2AX was detected
after OH-Tam addition around the 3 AsiSI sites we tested,
revealing the efficiency of DNA breaks induction and of
ChIP analyses (Fig. 6A). Using an antibody directed against
endogenous H2A.Z, we detected the presence of H2A.Z near
the 3 AsiSI sites as well as from the positive control p21 promoter
(data not shown), indicating that the H2A.Z ChIPs are efficient.
However, the presence of H2A.Z near the 3 AsiSI sites is similar
in the absence or in the presence of AsiSI-induced DNA breaks
(Fig. 6A), indicating that, in such experiments, no de novo
recruitment of H2A.Z could be detected. Finally, as a control of
the efficiency of the ChIP experiment using H2A.Z antibody,
we performed ChIP after H2A.Z depletion and we observed a
decrease in the H2A.Z signal, confirming that our experimental
setting was able to detect changes in
H2A.Z levels (Fig. S2).

t=5min
Discussion

Here, we investigate the role of the
histone variant H2A.Z in DNA double-
strand break repair in mammals. We
do not observe any defect of DNA
DSB  repair upon partial H2A.Z
depletion. In addition, we do not find
any evidence for H2A.Z recruitment
around DSBs.

Until recently, work in mammals

B H2AZ-GFP

-1 Tl

[o ]

had focused on the H2A.Z chaperone
p400. Depletion of the p400 ortholog
in yeast leads to NHE] defects but
not HR defects.® In contrast, in
mammals, depletion of p400 by siRNA
or the use of a dominantnegative

t=8min

mutant of p400 impairs homologous
recombination-related  steps, such
as the formation of BRCAI foci.'*V
We have shown that p400 interacts
with the HR-specific protein Rad51
and impairs Rad51-dependent steps,

t=3.5min

Figure 5. Analysis of H2A.Z recruitment on DNA damage in living cells. Nucleus of U20S cells trans-
fected with 53BP1-GFP (A) or H2A.Z-GFP (B) plasmids were irradiated with pulsed laser (532 nm) to
induce DNA damage then images were collected sequentially. (C) Nucleus of U20S cells first trans-
fected with siCtrl or sip400 then transfected with 53BP1-GFP plasmid and irradiated to induce DNA

damage as in (A). Time after irradiation is indicated above the photographs.
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t=6min

whereas another study showed that
t=9min . S
p400 regulates histone ubiquitination
thus BRCALI o

However, although both studies clearly

and recruitment.
demonstrated the involvement of the
ATPase activity of p400, the role of
H2A.Z in mammals was directly
investigated only recently. Our data
shows that the phenotype observed
upon p400 depletion and upon
H2A.Z depletion are very distinct: for
example, in the same cell type (RG37),
p400 depletion induces a defect in
HDR without affecting cell cycle,”
whereas H2A.Z depletion induces
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changes in cell viability and cell cycle distribution (G, arrest)
without affecting HR (this study). This result indicates that
depleting a histone variant chaperone does not necessary give
insights into the role of this histone variant. Such discrepancy
could be due to H2A.Z-independent roles of p400, for example
as a structural component of the Tip60 complex or as chromatin
remodeling factor, favoring acetylation of nucleosomes by p400.
In addition, as previously demonstrated in yeast for which htzl-
specific phenotypes are due to SWR1 becoming detrimental, we
might suppose that p400 expression and activity could become
detrimental to the cell without its substrate (H2A.Z). This could
explain the reason why it was not possible to obtain stable clones
overexpressing p400 in human cell lines such as U20S, RG37,
and HeLa (unpublished data).

The role of mammalian H2A.Z in DSB repair was recently
addressed by Xu et al."® They showed that H2A.Z expression is
important both for HR and NHE], H2A.Z depletion leading
to a decrease in cell survival upon ionizing radiations exposure.
They propose that H2A.Z-containing nucleosomes function as a
barrier to block CtIP activity and, consequently, DNA resection.
In their model, H2A.Z exchange would be necessary for the
acetylation and ubiquitination of histones in order to promote
BRCAL loading but also required for loading of the NHE] repair
protein Ku70/Ku80. Our results stand in contrast with that
finding. Indeed, we do not find any repair defect in the absence
of H2A.Z, assayed either by cell viability following irradiation or
using reporter systems for NHE] or HR. One major difference
between both studies is the way to achieve H2A.Z depletion.
Xu et al. used shRNA, leading to a long-term and very strong
depletion, as shown by western blot, whereas we only achieved
a partial decrease in H2A.Z expression. However, despite this
partial decrease, we can observe phenotypes induced by H2A.Z
depletion such as basal clonogenic activity and cell cycle defects,
indicating that major changes in cell metabolism can be observed
upon partial H2A.Z depletion, at least in our cells. Given the
strong connections between cell cycle distribution and

a very short period of time, as proposed in yeast,'’ or not very
important in quantity or also specific to some cell types. Clearly,
understanding why H2A.Z requirement is restricted to some
particular DSB is a major issue in the field.

Materials and Methods

Cell culture and transfections

The RG37, GCS5, and GCVG6 cell lines have been derived
from SV40 T-transformed GM639 human fibroblasts.?> RG37,
GCS5, GCV6, and U20S cells were grown at 37 °C in Dulbecco
modified Eagle medium (DMEM) supplemented with antibiotics,
10% FCS (all from Invitrogen). The AsiSI-ER-U20S stable cell
line?? was cultured in DMEM medium supplemented with 10%
FCS and antibiotics. When needed, 300 nM of 4OH-tamoxifen
was added to culture medium for 4 h. Treatment with the
DNAPK inhibitor Nu7441 (Selleckchem) was performed at
5 wM 1 h before transfection with I-Scel and maintained during
48 h until harvesting the cells for GFP detection.

For siRNA transfection, 1 x 10° cells were transfected with
siRNA (10 nM) using Interferin (Ozyme) according to the
manufacturer’s instructions or 5 x 10 cells were electroporated
with siRNAs (10 M) using an electroporation device (Amaxa
AG), according to manufacturer’s specifications (for all other
experiments). Plasmids were transfected with Jet-PEI (Ozyme)
according to the manufacturer’s indications.

Western blot

Total cell lysates were prepared by the resuspension of the
cells directly in Laemmli buffer and sonication. Cells extracts
were separated on 10% SDS-PAGE. Proteins were transferred
on a nitrocellulose membrane. Primary antibodies as well as
peroxidase-conjugated secondary antibodies were used according
to standard western blot procedure and peroxidase activity
was detected by using the Lumi-LightPLUS Western Blotting
Substrate (Roche Diagnostics). The antibodies used were anti

the repair of DSB, changes in cell cycle distribution
preclude any correct interpretation of DSB repair
assays. Strikingly, Xu et al. did not find any evidence for
an effect of H2A.Z depletion on cell cycle distribution.
Clearly, these data indicate that depending on the cell
type, depletion of H2A.Z leads to different phenotypes,
with cell cycle changes being observed in U20S and
T-immortalized fibroblasts, and defects in DSB repair
in HEK-293T cells. The reasons for these differences
are still obscure, since 293T and T-immortalized
fibroblasts both expressing the large T antigen from
SVA40 virus, inactivating both p53 and Rb.

Similarly, we did not find any evidence for
H2A.Z recruitment to DSB in U20S cells, either
using laser-induced DNA breaks or by chromatin
immunoprecipitation  following  sequence-specific
DNA breaks. Local laser-induced irradiation data also
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indicate that H2A.Z is not very mobile, even following

irradiation. This result suggests that the recruitment
of H2A.Z to DNA breaks is perhaps restricted to

cells.

Figure 6. Chromatin immunoprecipitation of H2A.Z at DNA double-strand break.
ChlIP experiment showing H2A.Z and gH2AX accumulation at DSB in AsiSI-ER-U20S
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H2A.Z from Abcam, gH2AX from Epitomics, a-tubulin from
Sigma-Aldrich, anti myc from Roche (9E10).

Assay for homology directed repair (HDR)

RG37 cells were transfected with the different siRNA (10
nM) then 24 h later transfected with I-Scel coding plasmid, and
48 h later cells were washed with PBS and treated with trypsin.
Cells were resuspended in PBS and HDR was measured by
the quantification of the GFP-positive cells by flow cytometry
(FACScalibur, Becton Dickinson). Quantification was performed
on 25 x 10° sorted events.

Assay for non-homologous end joining repair

GCS5 and GCV6 cells were transfected with the different
siRNA (10 nM) then 24 h later transfected with I-Scel coding
plasmid, and 48 h later cells were washed with PBS and treated
with trypsin. Cells were resuspended in PBS and NHE]
events were quantify as GFP-positive cells by flow cytometry.
Quantification was performed on 25 x 10° sorted events.

Laser microirradiation for the generation of DNA damage
and live cell imaging

The system used to perform laser-induced DNA damage is
composed of a conventional inverted microscope (DMI6000B;
Leica) equipped with a heated stage and covered with an
incubation system including a temperature controller and CO,
flow system. DNA damage induction on nucleus was achieved
with a frequency-doubled Nd:YAG-pulsed laser at a wavelength
of 532 nm; the pulse was estimated to have a duration of 600
ps with a repetition rate of 10 kHz (532-nm Sealed Green
Microchip; JDS Uniphase). The guiding of the beam was
performed using an L5D head (Roper Industries) coupled to
the microscope through the epifluorescence port. The beam is
focused with a 100 x NA 1.4 Plan Apo oil immersion objective
lens (HCS; Leica). Images were acquired with a cooled charge-
coupled device camera (CoolSNAP HQ2). The system is driven
by MetaMorph software.

Live cells analysis was performed in a 2-well chamber
(Labtek) in 1 ml of optimem medium without red phenol on
cells transiently transfected with H2A.Z-GFP or 53BP1-GFP
constructs. Images were recorded using the MetaMorph software
package (MDS Analytical Technologies).

ChIP experiments

Cells were fixed in 1% formaldehyde (20 min) and glycine
added to block the reaction. ChIPs were performed as described
using 150 g of chromatin. Nuclei were prepared and sonicated
to generate DNA fragments with lengths between 500 and 1000
bp. After pre-clearing and blocking steps, immunoprecipitations
were performed overnight with specific antibodies (H2A.Z
antibody from Abcam or gH2AX antibody from Millipore) or
without antibody as negative control. Recovering of the immune
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complexes was performed by the incubation of the samples with a
mixture of blocked proteinA/protein G beads on a rotating wheel
(2 h at 4 °C).After washing, the DNA—protein cross-link was
reversed by the addition of Rnase A to the samples and heating at
65 °C. After proteinase K digestion (2 h), DNA was purified and
then quantified by qPCR using a Real-Time PCR machine (Bio-
Rad Laboratories) according to the manufacturer’s instructions.
qPCR reactions were performed in triplicate.

Cell cycle analysis

Cells (U20S and RG37) were transfected with siRNA
(10 nM). Forty-eight hours later cells were harvested and fixed in
ice-cold 70% ethanol. DNA was stained with propidium iodide
(10 wg/ml) in the presence of RNase (10 pg/ml). Data were
collected on a FACScalibur cytometer (Becton Dickinson) and
analyzed using Modfit software (Verity Software).

Clonogenic assay

Cells were transfected with siRNA (10 nM), then 24 h later
plated in triplicate at the density of 500 to 1000 cells per dish
depending on the dose of ionizing radiations exposure. Dishes
were irradiated 24 h later at 2, 4, or 6 Gy with a Cs' source
(Biobeam 8000). To examine accurately the cloning efficiency
additional experiments were performed in which 2000 cells were
plated in dishes 24 h after transfection with the siRNA. The
dishes were let in normal culture conditions during 10 d before
staining of the colonies by crystal violet solution. Colonies of
more than 50 cells were counted.
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B-1-Introduction

Lorsque j’ai commencé ma these il était connu chez la drosophile, la levure et I’homme que
p400 était capable d’échanger (ou participait a 1'échange de) 1’histone canonique H2A par son
variant H2A.Z dans le nucléosome (Kusch et al., 2004; Mizuguchi et al., 2004; Xu et al., 2012).
Chez Drosophila melanogaster, il a été montré dans la lignée cellulaire S2 que domino (Kusch
et al., 2004), I’homologue de p400 chez cette espece, est capable d’incorporer H2Av,
I’homologue a la fois des variants H2A.Z et H2AX, dans le nucléosome. Au cours de ces
travaux, les auteurs montrent que chez la drosophile, le complexe dTip60 contenant domino
(homologue du complexe Tip60 chez I’homme) acétyle phospho-H2Av (la forme phosphorylée
du variant H2Av qui représente a la fois H2AX et H2A.Z) via son activité histone
acétyltransférase, puis, catalyse 1’échange de cette forme phosphorylée (phospho-H2Av) par
une forme non phosphorylée (H2Av) via I’activité de remodelage de la chromatine ATP-
dépendant de domino. Chez la levure, SWR1 (Mizuguchi et al., 2004), I’homologue de p400,
catalyse la réaction qui échange le dimére H2A/H2B par le dimére H2A.Z/H2B. (Htz1 est
I’homologue du variant H2A.Z chez la levure). Chez les mammiféres, ce role de p400 (Park et
al., 2010) dans le dépdt du variant H2A.Z au niveau du nucléosome, est conservé. Toutefois,
une étude a recemment montré que p400 contrble le dép6t du variant H3.3 de I’histone H3, dans
le nucléosome au cours de la transcription, en remplacant le tétramere (H3-H4)2 par un autre
tétramére contenant H3.3 (Pradhan et al., 2016).

Par ailleurs, en plus du remodelage de la chromatine via le depdt du variant H2A.Z dans le
nucléosome en réponse aux dommages a I’ADN, quelques données sont disponibles a ce jour
en ce qui concerne I’implication de p400 dans la réparation des DSB. Une étude réalisée
en 2010 dans 1’équipe de Brendan D. Price, montre que p400 joue un rdle essentiel dans
le recrutement de facteurs important de la réparation des DSB, parmi lesquels 53BP1 et
BRCAL. Cette étude revéle un role important de p400 dans le contrdle des mécanismes de

réparation des DSB (Xu et al., 2010) et montrent que p400 relache la structure chromatinienne
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en réponse aux DSB ce qui permettrait un acces aux dommages aux différentes machineries de
réparation. Par ailleurs, une étude précédente de notre équipe montre que p400 influence
directement la réparation des DSB par RH en interagissant directement avec RAD51
(Courilleau et al., 2012). Dans ce contexte, 1’objectif de la derniére partie de ma thése a été de
découvrir si et comment p400 influencait les autres mécanismes de réparation des DSB comme
le NHEJ, et si p400 intervenait dans le contrdle de la stabilité du génome en réponse aux agents

endommageant I'ADN.

B-2-Résultats expérimentaux
J’ai d’abord analysé dans des fibroblastes humains immortalisés, 1I’implication de p400 dans le
contréle de la stabilité du génome. A l'aide du test HPRT (Figure 21 dans la partie matériel et
méthodes) (Huk et al., 2015) et par I'utilisation d'analyses caryotypiques j'ai observé que la
déplétion de p400 induit de I'instabilité génétique en réponse aux dommages a I'ADN.
Pour savoir si cette instabilité génétique était le résultat d'un défaut de réparation des DSB par

NHEJ, jai utilise des lignées cellulaires dans lesquelles différents substrats rapporteurs de
I'activité de réparation des DSB avaient éte inséres. En utilisant ces lignées cellulaires j'ai mis
en évidence que la déplétion de p400 provoquait une réparation des DSB par le mécanisme dit
"NHEJ alternatif" qui génere des délétions au niveau des sites de réparation.

Des expériences d'immunoprécipitation de chromatine (ChIP) m'ont permis de révéler que la
perte de fonction de p400 conduit a un recrutement de PARP1 et de I'ADN ligase 3 a la DSB
(deux acteurs de la voie de NHEJ alternatif). Ces résultats montrent que la présence de p400
empéche le recrutement des facteurs de la voie du NHEJ alternatif et que p400 réprime I’'usage
de cette voie.

D'apres ces résultats, notre hypotheése est que 1’induction du NHEJ alternatif, observée lors de
I’inhibition de p400 pourrait étre une conséquence du défaut de réparation des DSB par RH
(voir le modele dans la publication figure 7D).

En raison de l'observation d'un recrutement accru de PARP dans les cellules déplétées pour
p400 nous avons utilisé des inhibiteurs de PARP afin d'essayer de tuer sélectivement ces
cellules sujettes a de l'instabilite génétique. Des expériences de survie cellulaire montrent une
sensibilité accrue des cellules déplétées en p400. Ce resultat révele un mécanisme de

cytotoxicité spécifique pour les cellules déficientes en p400.
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Conclusion
La derniére partie de mes travaux de these a permis de montrer que p400 est impliquée dans le
contrdle de la stabilité génomique via I’inhibition de la voie de réparation des DSBs par NHEJ
alternatif. Dans les cellules déplétées en p400, il y a un défaut de réparation par RH consécutif
a un défaut de chargement de RAD51 sur le simple brin. Le processus de résection étant déja
engage, si cette résection est courte la réparation de la DSB peut se faire par NHEJ classique.
Mais, s’il s’agit d’une longue résection, la réparation se fera par le mécanisme du NHEJ
alternatif, qui génére une instabilité génomique et une sensibilité accrue aux inhibiteurs de

PARP.
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ABSTRACT

Repair of DNA double-strand breaks occurs in a chro-
matin context that needs to be modified and remod-
eled to allow suitable access to the different DNA
repair machineries. Of particular importance for the
maintenance of genetic stability is the tight control
of error-prone pathways, such as the alternative End
Joining pathway. Here, we show that the chromatin
remodeler p400 ATPase is a brake to the use of al-
ternative End Joining. Using specific intracellular re-
porter susbstrates we observed that p400 depletion
increases the frequency of alternative End Joining
events, and generates large deletions following re-
pair of double-strand breaks. This increase of alter-
native End Joining events is largely dependent on
CtIP-mediated resection, indicating that it is proba-
bly related to the role of p400 in late steps of ho-
mologous recombination. Moreover, p400 depletion
leads to the recruitment of poly(ADP) ribose poly-
merase (PARP) and DNA ligase 3 at DNA double-
strand breaks, driving to selective killing by PARP
inhibitors. All together these results show that p400
acts as a brake to prevent alternative End Joining-
dependent genetic instability and underline its po-
tential value as a clinical marker.

INTRODUCTION

DNA double strand breaks (DSB) are DNA damages with
different origins that need to be repaired to avoid cell death.
In addition, their repair must be faithful to prevent ge-
netic instability such as chromosome rearrangements. The
repair of DSB is performed by two major pathways: homol-
ogous recombination (HR), which is cell cycle dependent
as it uses the information present on sister chromatid, and
non-homologous end-joining (NHEJ). In mammalian cells,

NHE]J is the main pathway involved in DSB repair since it
functions throughout all cell cycle phases (1,2). HR begins
by the generation of single strand DNA through DNA re-
section mediated by the exonuclease activity of Mrell but
also CtIP, Exol or Dna2 (3). In S and G2 cells, the two
pathways co-exist, and the extent of DNA resection is an
important parameter dictating the use of one or the other
pathway. When resection is important, DSBs can no longer
be repaired by classical NHEJ and have to be repaired by
HR. NHEJ involves direct sealing of the DNA ends made of
the sequential events of Ku binding to DNA ends followed
by DNA-PKcs recruitment and final ligation performed by
the ligase IV-XRCC4 complex (4). However, when classi-
cal NHEJ is defective, DSB are repaired unfaithfully with
the generation of large deletion at the site of repair (5).
This repair activity was named alternative NHEJ (AItEJ).
As an error-prone mechanism, AItEJ has been proposed to
be involved in the chromosomal rearrangements observed
in some leukemia (6), although some recent findings sug-
gest that classical NHEJ could also be involved (7). Despite
its importance for genetic instability, the factors involved in
the AItEJ process are still under debate and the control of
its activity is largely unknown.

More and more evidence indicate that DNA repair is fa-
cilitated or inhibited depending on the chromatin context
(8,9). DNA is wrapped onto histone proteins to form nu-
cleosomes and this structure can be modified by changing
the composition of the nucleosome (introduction of histone
variant) and/or by the post translational modifications of
histones such as acetylation and methylation. Modulation
of DNA repair activity has been shown to be associated or
influenced by changes in chromatin marks (10) or by the ac-
tivity of chromatin remodelers such as INOS0 (11), CHD4
(12) or ACF1 (13). Recent data have shown the importance
of the p400 ATPase, an enzyme conserved from yeast to hu-
man and which can mediate the incorporation of the histone
variant H2A.Z in chromatin. p400 belongs to a multimolec-
ular complex also containing the histone acetyl transferase
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Tip60. We showed that the p400 ATPase promotes HR by
binding directly the Rad51 recombinase (14). Other studies
indicate that it also affects NHEJ by controlling Ku recruit-
ment to DSB via the incorporation of the histone variant
H2A.Z (15). However, the role of H2A.Z in DSB repair in
mammals is still a matter of debate, and as a consequence,
the exact role of p400 is unclear (16,17). Here, we examined
DSB repair activity in p400 depleted cells. We observed that
p400 promotes genetic stability by preventing the use of Alt-
EJ.

MATERIALS AND METHODS
Cell culture and transfections

The GC92 and GCSHI14 cell lines have been derived
from SV40 T-transformed GM639 human fibroblasts. The
U20S-EJ2 cell line has been derived from the osteosar-
coma cell line U20S (18). All cell lines were grown at 37°C
in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supple-
mented with antibiotics, 10% FCS (all from Invitrogen).
The AsiSI-ER-U20S stable cell line (19) was cultured in
DMEM medium supplemented with10% FCS and antibi-
otics. When needed, 300 nM of 4OH-tamoxifen was added
to culture medium for 4 h.

For siRNA transfection, 1 x 10° cells were transfected
with siRNA (10 nM) using Interferin (Ozyme, France) ac-
cording to the manufacturer’s instructions, or 5 x 10° cells
were electroporated with siRNAs (10 wM) using an electro-
poration device (Amaxa AG, Koln, Germany), according
to manufacturer’s specifications (for all other experiments).
Plasmids were transfected with Jet-PEI (Ozyme, France) ac-
cording to the manufacturer’s indications.

Western blot

Total cell lysates were prepared by the resuspension of the
cells directly in Laemmli buffer and sonication. Cells ex-
tracts were separated on 4-12% gradient SDS-PAGE. Pro-
teins were transferred on nitrocellulose membrane. Primary
antibodies as well as peroxidase-conjugated secondary an-
tibodies were used according to standard western blot pro-
cedure and peroxidase activity was detected by using the
Lumi-LightPLUS Western Blotting Substrate (Roche Di-
agnostics, Meylan, France). The antibodies used were anti
p400 from Abcam, a-tubulin from Sigma-Aldrich, anti myc
from Roche (9E10).

NHEJ assay

GCSH14 cells were transfected with siRNA (10 nM) using
Interferin (Ozyme) according to the manufacturer’s instruc-
tions. After 24 h, cells were transfected with I-Scel coding
plasmid using JetPei (Ozyme) according to the manufac-
turer’s instructions. After 72 h, cells were trypsinized and
analyzed by flow cytometry (BD Facscalibur) to detect GFP
expressing cells. Percentage of GFP positive cells was calcu-
lated after analysis on 25 000 sorted events. Measurement
of NHEJ events using the GC92 cell line were performed
as previously described (20,21). Cells were transfected with
the different siRNA and I-Scel plasmid as described for
GCSH 14 cell line. The presence of CD4 events was detected

using antibody coupled to alexa488 directed against CD4
(Biolegend). CD4 positive cells were quantified by flow cy-
tometry on 25 000 sorted events.

Junction sequence analysis

Genomic DNA from GC92 cells treated with the different
siRNAs and transfected with I-Scel expression plasmid
was prepared using DNA easy kit (Qiagen) according
to the manufacturer’s instructions. PCR were performed
on the different genomic DNA using primers CMVI
(5-TGGCCCGCCTGGCATTATGCC-3) and CD4int
(5-GCTGCCCCAGAATCTTCCTCT-3'). PCR products
were cloned into pGEM-T (Promega) and individual
clones sequenced (Eurofins, Ebersberg, Germany).

Measurement of resection at DSB

U20S-ASiSI cells (DSB Inducible via AsiSI) (19) were
transfected with siRNA using the Cell Line Nucleofactor
kit V (Amaxa) according to the manufacturer’s instruc-
tions. After 48 h, siRNA transfection, cells were treated or
not with 300 nM of 4-hydroxytamoxifen (4OHT) (Sigma;
H7904) for 4 h. DNA was purified using QITAGEN DNeasy
kit. The level of resection generated at an AsiSI-induced
DSB was measured by quantitative polymerase chain reac-
tion (qPCR). After RNaseH treatment (20 units), genomic
DNA sample was digested or not with 20 units of restric-
tion enzymes (Banl) at 37°C overnight. Two microliters of
digested or not samples (20 ng) were used as templates in
25 pl of qPCR reaction containing 12.5 pl TAKARA Mix
PCR. The percentage of ssDNA (ssDNA%) generated by
resection at selected sites was determined as previously de-
scribed (22). Briefly, for each sample, a ACt was calculated
by subtracting the Ct value of the not digested sample from
the Ct value of the digested sample. The ssDNA% was cal-
culated with the following equation: ssDNA% = 1/(24¢¢!
+ 0.5) x 100.

Chromatin immunoprecipitation experiments

Cells were crosslinked with formaldehyde (1%, 20 min)
and ChIPs were performed as described (23) using 200
g of chromatin. Briefly, nuclei were prepared and soni-
cated to obtain DNA fragments of ~500-1000 bp. Follow-
ing preclearing and blocking steps, samples were incubated
overnight at 4°C with specific antibodies or without an-
tibody as negative control. Immune complexes were then
recovered by incubating the samples with blocked protein
A/protein G beads for 2 h at 4°C on a rotating wheel. After
extensive washing, crosslink was reversed by adding RNase
A to the samples and incubating overnight at 65°C. After
a 1h30 proteinase K treatment, DNA was purified with the
GFX PCR kit (Amersham), and analyzed by Q-PCR.

Real time PCR analysis

Q-PCR analysis was performed on a CFX96 Real-time sys-
tem device (BioRad) using the IQ SYBR Supermix (Bio-
Rad Laboratories, Marnes-la-Coquette, France), according
to the manufacturer’s instructions. All samples were ana-
lyzed in triplicates.



HPRT mutagenesis assay

Cells were transfected with the different siRNA then 48
h later irradiated. For determination of IR-induced mu-
tagenesis, cells were irradiated (4 Gy) with a Cs'?’ source
(Biobeam 8000), and let grow for 4 days. Then replica cul-
tures were plated at the density of 10° cells per plate and ex-
posed to 20 wM of 6-thioguanine-containing media in order
to determine the number of HPRT mutants. After 10 days,
colonies were stained with crystal violet and counted. Mu-
tation frequencies were calculated by correcting for plating
efficiency and IR survival and expressed as mutation fre-
quency per million of living cells.

Clonogenic assay

Cells were transfected with the different siRNA and 48
h later plated at 500 cells/plate. Forty eight hours after
siRNA transfection, cells were incubated with the PARP in-
hibitor (olaparib) at the indicated concentration and irradi-
ated when mentioned. After 10 days, colonies were stained
with crystal violet and counted. Colonies of more than 50
cells were scored.

Karyotype analysis

Cells were transfected with the different siRNAs and 48
h later irradiated with 2 Gy when indicated. Twenty four
hours after irradiation, cells were incubated in medium with
colcemid (0.1 pg/ml) during 3 h. Cells were harvested, in-
cubated in hypotonic buffer (75 mM KCl), and fixed with
ethanol/acetic acid (3:1). Metaphase spreads were stained
with DAPI. Chromosomal aberrations were analyzed using
Leica microscope (DM5000) (objective 100x).

Statistical analysis

Experimental differences were tested for significance us-
ing Student’s z-test (two sidded) for two samples with
paired samples. Unless indicated otherwise, results are the
mean with error bars showing the standard deviation.
In some cases (chromosomal aberrations analyses) signifi-
cance for differences between two experimental conditions
were tested using Wilcoxon test (two-sidded) and results are
the mean with standard error.

RESULTS
NHEDJ events are increased after p400 depletion

To investigate the role of p400 in NHEJ, we used reporter
systems for NHEJ relying on artificial substrates integrated
in the genomic DNA, allowing the expression of a reporter
gene following NHEJ-mediated repair of DSB induced by
the I-Scel endonuclease. We first used the GC92 cell line
which is derived from immortalized human fibroblasts and
contains as a single copy a substrate composed of three
genes H2-Kd, CD4 and CDS, the only expressed gene being
H2-Kd (Figure 1A). Two I-Scel sites present in non-coding
sequences are separated by 3.2 kb of DNA. After expression
of and cleavage by the I-Scel enzyme, the H2-Kd/CD8 frag-
ment is removed and the rejoining of DNA ends by NHEJ
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events leads to the expression of the CD4 gene (20,21). We
observed that p400 depletion using two different siRNAs
induces an increase in the frequency of CD4 positive cells
monitoring NHEJ events, indicating that p400 represses
NHEJ events (Figure 1B). Importantly, restoration of p400
expression using an expression vector coding for siRNA-
resistant p400 restored normal level of NHEJ events (Sup-
plemental Figure S1), demonstrating that the effects of p400
siRNA are specifically mediated by p400 depletion. Strik-
ingly, when we used another cell line (GCSH14) with iden-
tical genetic background but harboring a different substrate
designed to evaluate NHEJ activity (Figure 1C), we did not
observe any increase of NHEJ events upon p400 depletion
instead it induces a slight decrease in the efficiency of the re-
pair (Figure 1D). The reason for this decrease is unclear, and
probably related to changes in the local chromatin structure
induced by p400 depletion.

Data from Figure 1 indicates that p400 specifically affects
a step of end joining which is not observable with the latter
substrate. The main difference between this latter substrate
and the one present in GC92 cells is the distance between the
repaired break and the important features for the expression
of the reporter protein (the initiation codon for GFP) that is
shorter in GCSH 14 cell lines (Figure 1C) than in GC92 cells
(Figure 1A). We reasoned that the differences observed in
p400 dependency between these cell lines could result from
large deletions around the breaks upon p400 depletion that
would not be detected in GCSH 14 cell lines as they would
remove the GFP start codon located 16 bp from the I-Scel
site. Such an explanation would also be consistent with our
previous results showing that p400 depletion does not af-
fect EJ events measured using another substrate harboring
similar features than the GCSH14 cells (14).

P400 depletion leads to large deletions around DSB

To confirm our assumption that the differences observed
between the GC92 and GCSH 14 result from large deletions
around the repaired DNA breaks we collected the NHEJ
induced junctions containing CD4 events generated in the
G(C92 cells, and sequenced them. We found that p400 de-
pletion strongly increases the proportion of deletion events
(Figure 2). Moreover, these deletions are larger than the
ones observed in control cells (Figure 2 histogram). Such
large deletions would not have been detected using the re-
porter substrate present in GCSH14 cell lines because the
GFP start codon would have been deleted. Thus, the pres-
ence of larger deletions probably explains the difference ob-
served after p400 depletion on NHEJ efficiency measured
using the various reporter substrates. These data show that
p400 prevents the occurrence of deletions at DSBs. They
also show that the choice of the substrate to measure NHEJ
activity can alter the meaning of the results obtained in such
experiments based on reporter systems.

P400 controls alternative EJ events and prevents genetic in-
stability

Next, we investigated the involvement of AItEJ pathway,
which is a highly mutagenic pathway known to produce a
high frequency of such deletion events (20,21). To examine
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Sip400-1
GAGACCCAAGCTGGCTAGCGCTCTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATCCCTATCTAGATATGAAATCACGCCATGTAGTGT (x15)
GAGACCCAAGCTGGCTAGCGCTCTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTT--CCCTATCTAGATATGAAATCACGCCATGTAGTGT
GAGACCCAAGCTGGCTAGCGCTCTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCT--TATCCCTATCTAGATATGAAATCACGCCATGTAGTGT

GAGACCCAAGCTGGCTAGCGCTCTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTA----CCCTATCTAGATATGAAATCACGCCATGTAGTGT (x2)
GAGACCCAAGCTGGCTAGCGCTCTAGAGCAACACGGAAGGAATTA--—————— TCCCTATCTAGATATGAAATCACGCCATGTAGTGT
GAGACCCAAGCTGGCTAGCGCTCTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTAT-—-—-———-————— TTGAAATCACGCCATGTAGTGT
GAGACCCAAGCTGGCTAGCGCTCTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCT-——-————— ATCTAGATATGAAATCACGCCATGTAGTGT (x4)
GAGACCCAAGCTGGCTAGCGCTCTAGAGCAACAC---—-——— del 23---------—- TATCTAGATATGAAATCACGCCATGTAGTGT

GAGACCCAAGCTGGCTAGCGCTCTAGAGC -TATCTAGATATGAAATCACGCCATGTAGTGT

—————————————————————— CCATGTAGTGT
AAAATGTCGTAACA-———==—====——=———— CCCTATCTAGATATGAAATCACGCCATGTAGTGT
——————————————————————————————————————————————— TATCTAGATATGAAATCACGCCATGTAGTGT
TGGCTAGCGCTCTAGAGCAACACGGAAGGAA-—————-~— del 251--——--————————— GAGCCATCTCTCTTAGGCGCTTGCTGC (X2
CTCCACCCCATTGACG-————===——====—=———= del 304--——--———-—————— AACCCGGTCACCCATTCGAATTCGAGCTC
CATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGT —————=-==— del 752-==——====—=—-mme AGAGGAAGATTCTGGGGCAGCA

Sip400-2
GAGACCCAAGCTGGCTAGCGCTCTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATTTATCCCTATCTAGATATGAAATCACGCCATGTAGT
GAGACCCAAGCTGGCTAGCGCTCTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTGCTCTAGATAGGTTGCCCTATCTAGATATGAAATCACG
GAGACCCAAGCTGGCTAGCGCTCTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATCCCTATCTAGATATGAAATCACGCCATGTAGTGTA (x11)
GAGACCCAAGCTGGCTAGCGCTCTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCT-TTATCCCTATCTAGACATGAAATCACGCCATGTAGTGTA
GAGACCCAAGCTGGCTAGCGCTCTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTT--CCCTATCTAGATATGAAATCACGCCATGTAGTGTA

GAGACCCAAGCTGGCTAGCGCTCTAGAGCAACACGGAAGGAATTACC——-—— TTCCCTATCTAGATATGAAATCACGCCATGTAGTGTA
GAGACCCAAGCTGGCTAGCGCTCTAGAGCAACACGGAAGGAATTA-—-—-——-——~ TCCCTATCTAGATATGAAATCACGCCATGTAGTGTA
GAGACCCAAGCTGGCTAGCGCTCTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCT -~ ———--ATCTAGATATGAARATCACGCCATGTAGTGTA (x4)
GAGACCCAAGCTGGCTAGCGCTCTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGT—————=——————————— GAAATCACGCCATGTAGTGTA
GAGACCCAAGCTGGCTAGCGCTCTAGAGCAACACGGAAGG-----del 21----- —-TAGATATGAAATCACGCCATGTAGTGTA
GAGACCCAAGCTGGCTAGCGCTCTAGAGCAACACGGA-————————————— del 27-------- TATGAAATCACGCCATGTAGTGTA (x2)
GAGACCCAAGCTGGCTAGCGCTCTAG-—~-—————————————— AGATATGAAATCACGCCATGTAGTGTA

GAGACCCAAGCTGGCTAGCGCTC---------------del 40---------—---—-——-—-— GATATGAAATCACGCCATGTAGTGTA

GAGACCCAAGCTGGCTAGCGCTCTAGAGCAA-—--
GAGACCCAAGCTGGCTAGCGCTCTAGAGCAACACG
CGGCCGGGAGCATGC-————===—==————=——————

Si Ctrl
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Figure 2. Sequences of the End-Joining repaired junctions. GC92 cells were transfected with Ctrl or p400 siRNAs then transfected with I-Scel to induce
DSB. Seventy two hours after I-Scel transfection, genomic DNA was prepared and repaired junctions sequenced. Histogram showing the distribution of
the repair events; HiFi: high fidelity, del 1-4 are deletions from the four protruding nucleotide generated by I-Scel cutting (green sequence). Sequences in
black are insertions. Sequences in red are sequences outside the normal sequence in blue.
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the role of p400 in the control of AItEJ we used a cell line
specifically designed to measure AItEJ events and derived
from U20S osteosarcoma cells (18). The substrate present
in this cell line evaluates the use of microhomology (8 bp) to
repair DSB as proposed for the AItEJ pathway (Figure 3A).
Depletion of p400 with either of the two siRNAs increases
the frequency of AItEJ events (Figure 3B), indicating that
p400 represses AItEJ pathway and confirming that the oc-
currence of large deletions upon p400 inhibition probably
results from the use of AItEJ pathways. We also tested the
effect of p400 depletion on the use of single strand anneal-
ing (SSA), which is another backup repair mechanism. By
using a U20S cell line containing a substrate designed to
monitor SSA events (18) we did not observe any increase
in SSA efficiency upon p400 depletion, indicating that p400
does not repress the SSA process (Supplemental Figure S2).

As AItE] is a highly mutagenic pathway, we measured the
influence of p400 on genetic instability using the HPRT for-
ward mutagenesis assay (24). Mutations or deletions that in-
activatethe HPRT gene involved in the purine-salvage path-
way, induce cell survival upon exposure to the purine ana-
logue 6-thioguanine. The number of clones obtained in the
presence of 6-thioguanine reflects the mutation rate on the
endogenous HPRT gene. We observed that p400 depletion
per se induces a 2-fold increase in the spontancous mu-
tagenesis frequency (Figure 3C). In response to IR expo-
sure (4 Gy), mutagenesis frequency increases, as expected
and is even more stimulated in p400-depleted cells. In ad-
dition, chromosomal aberrations such as dicentric chromo-
somes and chromatid breaks were scored and significantly
increased in p400 depleted cells either untreated or after IR
exposure (Figure 3D and E). Similar results were obtained
in mouse embryonic fibroblasts from transgenic mice made
defective for p400 (Supplemental Figure S3). These data in-
dicate that p400 expression is important to maintain genetic
stability both in basal conditions and in response to DNA
damage, suggesting that the increased AltEJ activity in p400
depleted cells translates into genetic instability.

P400 depletion leads to the recruitment of AItEJ factors to
DSB

We next investigated consequences of p400 depletion on
the recruitment of AItEJ factors to DNA double strand
breaks. We previously established a cell line in which DSBs
are induced by the relocalisation of the AsiSI endonucle-
ase to the nucleus after addition of 4-hydroxy-tamoxifen
(OHT) to the medium (19). Using this cell line we did not
observe any specific enrichment of sequences near DSBs
when PARP or DNA ligase3, two factors of AItEJ repair,
(25-27) are immunoprecipitated from control cells (Fig-
ure 4A and B). However, in p400-depleted cells, immuno-
precipitation of PARP and DNA ligase 3 leads to the co-
immunoprecipitation of DNA sequences located close to
three AsiSI-mediated DSBs. Such enrichment is not ob-
served in absence of DSB (-OHT) nor for genomic se-
quences located far from any break (P0), indicating that
it reflects binding of DNA ligase 3 and PARP to DSBs
(Figure 4A and B). To our knowledge, these data are the
first demonstration of recruitment of AlItEJ factors close
to DSB. In addition, they show that such recruitment can

be detected only upon p400 depletion, demonstrating that
p400 inhibits the recruitment of AItEJ factors to DSBs. Im-
portantly, site 1 is classified as HR prone whereas site 2 has
been shown as NHEJ prone by Aymard et al. (9). We con-
firmed the difference in the Rad51/XRCC4 ratio (Supple-
mental Figure S4) between these two sites. We found that
the recruitment of AItEJ factors was comparable on these
two sites upon p400 depletion, although it was slightly lower
for the HR prone DSB (Figure 4A and B).

AIEJ activation upon p400 depletion is due to the inhibition
of late steps of homologous recombination

We next investigated the mechanism by which p400 deple-
tion leads to the appearance of AItEJ events. To gain in-
sights into such mechanism, we first investigated the influ-
ence of p400 depletion on recruitment of HR and classi-
cal NHEJ factors. By Chromatin immunoprecipitation, we
confirmed our previous findings that p400 depletion de-
creases the recruitment of Rad51 to DSB (Figure 5A). Strik-
ingly, recruitment of a NHEJ factor, XRCC4 is not de-
creased upon p400 depletion. Actually, XRCC4 recruitment
1s increased, either because U20S cells accumulate in G1
following p400 depletion (23), or because a subset of these
breaks experience only minor resection and are redirected to
classical NHEJ in the absence of p400. This result indicates
that the increased recruitment of AItEJ factors correlates
with a decreased recruitment of Rad51 upon p400 deple-
tion, suggesting that some breaks normally repaired by HR
are redirected to AItEJ in the absence of p400.

Interestingly, we previously showed that p400 depletion
leads to defects in HR but does not alter RPA recruitment
after DNA damage in U20S and 293T cells, a finding that
we confirmed here (Supplemental Figure S5) (14). We thus
reasoned that the increased AItEJ activity upon p400 deple-
tion could be the consequence of defective HR downstream
of the DNA resection step. Indeed, such defects could result
in the presence of large bunches of single strand DNA that
cannot be repaired by classical NHEJ (which is impossible
when resection is too important) nor by HR (since it is in-
hibited). To test this possibility, we first directly measured
DNA resection efficiency upon p400 depletion. We used an
assay recently developed for monitoring the presence of sin-
gle strand DNA around DSB induced by sequence-specific
endonuclease (22). We found that p400 depletion does not
decrease the percentage of breaks harboring resection, nei-
ther the extent of resection (Figure 5B). Although it was
not possible to examine DNA resection on the AsiSI sites
analyzed in ChIP experiment (because of unavailability of
convenient restriction enzyme sites), these results indicate
that the increase in AItEJ activity is not associated with a
decrease in resection.

We next tested the relationship between resection and Al-
tEJ induction after p400 depletion. For that purpose, re-
section was inhibited using CtIP siRNAs (22), and we ana-
lyzed AItEJ events with the relevant reporter substrate (used
in Figure 3A). We found that depleting p400, as already
shown, stimulated AItEJ, whereas depleting CtIP has no ef-
fect, indicating that resection is not required for basal Al-
tEJ (Figure 6A). However, codepletion of both largely abol-
ishes the generation of AItEJ events caused by p400 de-
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Figure 4. Influence of p400 on the recruitment of AItEJ factors at DSB.
Chromatin immunoprecipitation (ChIP) experiment was performed on
U20S-AsiSI cells. DSB were induced by OHTam addition and ChIP exper-
iment performed with PARP1 or DNA ligase3 antibodies. For each condi-
tion, three differents DSBs were examined together with the PO as control.
One representative experiment from three totally independent experiments
is shown. Mean and standard deviation have been calculated on the PCR
values. (A) Recruitment of PARP. (B) Recruitment of DNA ligase 3.

pletion, indicating that the AItEJ events are dependent on
CtiP-mediated resection around DSB. Similar results were
obtained in GC92 cells, the cell line we used in Figure 1A al-
lowing measurement of both NHEJ and AItEJ events show-
ing that a significant part of AItEJ events induced following
p400 deletion was decreased after co depletion of CtIP (Fig-
ure 6B). These data indicate that AItEJ events induced by
p400 depletion are dependent on the presence of resected
DNA ends.

p400 defective cells are selectively killed by PARP inhibitor

Data shown above indicate that DSBs subjected to large re-
section are repaired by HR, or, if HR is defective, by Al-
tEJ with the specific recruitment of PARP to DSBs. We rea-
soned that if the two pathways are made defective, these
DSBs could be left unrepaired, leading to cell death. Such
a mechanism could be the basis for the use of PARP in-
hibitors to kill selectively cancer cells as in the case of syn-
thetic lethality observed for BRCA1 and BRCA2 deficiency
(28,29) but also for deficiencies in other HR relevant factors
such as rad51 (30). To test for a potential similar synthetic
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Figure 5. Influence of p400 depletion on the recruitment of HR and NHEJ
factors at DSB. (A) Chromatin immunoprecipitation (ChIP) experiment
performed on U20S-AsiSI cells. DSBs were induced by OHTam addition
and ChIP experiments were performed with Rad51 and XRCC4 antibod-
ies. One representative experiment from three totally independent exper-
iments is shown. For each conditions, three differents DSBs were exam-
ined together with the PO as control. Mean and standard deviation have
been calculated on the PCR values. (B) Generation of single strand DNA
around DSB was evaluated in U20S-AsiSI cells on two different DSBs.
Cells were transfected with p400 siRNA and 48 h later DSBs were induced
by OHT addition during 4 h. Typical experiment (from three independent
experiment) is shown with mean and sd from PCR performed in triplicate.

lethality, we treated p400 depleted cells with the PARP in-
hibitor olaparib (31) and performed a cell survival assay.
We observed that p400 depleted cells exhibit sensitivity to
PARP inhibition whereas at the same concentration there is
no toxicity in untransfected cells and cells transfected with
control siRNA (Figure 7A). To demonstrate that the syn-
thetic lethality is dependent on DSBs, we treated cells with
ionizing radiations. We found that the synthetic lethality be-
tween p400 depletion and PARP inhibition is much more
prominent on irradiated cells (Figure 7A), indicating that
the observed colethality is dependent on the presence of
DSBs. Interestingly, PARP inhibitors are only effective on
p400-depleted cells, suggesting that PARP inhibitors could
be used to selectively eliminate cells harboring genetic insta-
bility resulting from p400 defect. Accordingly we show that
treating p400-depleted cells with PARP inhibitor reverses
IR-induced mutagenesis (Figure 7B) as well as genetic in-
stability at the chromosomal level (Figure 7C) confirming
their link with AItEJ. Moreover, it indicates that treatment
with PARP inhibitor could be a very efficient way to get rid
of cancer cells defective for p400.
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DISCUSSION

Previous works reported contradictory findings on the role
of p400 on DSB repair by HR and NHEJ (14,15,32). These
discrepancies could result from the approach used: siRINA
vs shRNA, overexpression of mutant inactive protein but
also from the reporter substrates used to measure DNA re-
pair efficiency. Thus, we decided to use a panel of cell lines
with different reporter systems in order to obtain a clear
overview of the role of p400 in DSB repair. Using vari-
ous cellular reporter systems designed for monitoring DSB
repair by NHEJ, we obtained results which at first glance
could be inconsistent. However, all these results could be
reconciled after close examination of the specific features
of each substrate together with sequencing experiments. In-
deed, we discovered that p400 participates in the control of
AItEJ pathway and prevents large deletions at DSBs to oc-
cur. In contrast to what was shown for H2A.Z, and in agree-
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ment with our previously published results, we did not find
any effect of p400 depletion on classical NHEJ pathway.
Our data show that the use of several substrates should
be recommended in future studies on DSB repair. In par-
ticular, we found that some substrates do not allow the de-
tection of large deletion events, since such events result in
the removal of features required for the expression of the
reporter gene (promoters or ATG, for example). As a conse-
quence, the use of these reporter substrates underestimates
NHEJ-dependent events, and may prevent the observation
of pathways leading to large deletions, such as the AItEJ
pathway. Reassessment of previous results obtained using
such reporter systems could be useful. We further show the
recruitment of AItEJ factors (PARP and DNA ligase 3) to
specific DSB (in the context of p400 depletion, see Figure
4). To our knowledge, this is the first demonstration of such
recruitment. Our data could thus represent the bases for
future studies dedicated to investigate the determinants of
the recruitment of AItEJ factors to DSB. Altogether, these
data indicate that p400 could be of particular importance
for controlling DSB repair and could be seen as a brake
to AItEJ use. We also provide important insights into the
mechanisms by which p400 prevents the use of AItEJ: First
the increase of AItEJ is blocked by the inhibition of re-
section. Moreover, recruitment of AItEJ proteins correlates
with the decrease in the recruitment of Rad51, a key factor
of the HR pathway. We also previously showed that forma-
tion of BRCA foci, another feature of HR is defective upon
p400 depletion (14). These data indicate that AItEJ func-
tions in p400 depleted cells as a back-up pathway to repair
DSBs that are normally repaired by HR. We therefore pro-
pose the following model for the role of p400 in DSB repair
(Figure 7D). In the absence of p400, resection takes place
normally on the DSB that should be repaired by HR (see
model on Figure 7D). HR-mediated repair is not completed
due to the lack of loading of Rad51 on single strand DNA.
Although some breaks with minor resection are probably
redirected towards classical NHEJ the back-up pathway Al-
tEJ takes charge of DSB harboring large resection, lead-
ing to large deletions (21,33). It should be noted that we
do not observe Pol Q dependent insertions, that were re-
cently shown to occur when HR is not functional and re-
placed by AItEJ showing genetic interaction between HR
and AItEJ through pol Q (34,35). It suggests that the Al-
tEJ mechanism observed upon p400 depletion is different
from the mechanisms observed upon depletion of factors
of the HR pathway. The reason for this difference is unclear
for the moment, but could be related on the effects of p400
on specific gene transcription, which may result in changes
in the expression of some AItEJ factors or regulators, lead-
ing to a slightly different mutagenic signature with different
processing of the breaks depending on the context. We can
speculate that the increase in the recruitment of AItEJ fac-
torsis not only due to the presence of single strand DNA but
indeed p400 actively block PARP and DNA ligase3 loading
onto chromatin. This assumption is supported by the ob-
servation that rad51 depletion (decreasing HR but not per-
turbing resection and ssDNA generation) did not lead to
PARPI1 and DNA ligase3 recruitment to DSB (Supplemen-
tal Figure S8). To check the potential involvement of G1 ar-
rest and the channelling to AItEJ because G1 cells are not
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same experiment was repeated in totally independent experiment. (B) Effect of PARP inhibition on HPRT mutagenesis. Cells transfected with Ctrl or
p400 siRNAs were treated or not with olaparib (1 wM) and exposed to ionizing radiations then selected for HPRT mutants by 6-thioguanine treatment.
Results are expressed as frequency of HPRT mutation per million living cells. Results are from one representative experiment performed in triplicate. The
same experiment was repeated in totally independent experiment. (C) Effect of PARP inhibition on chromosomal aberrations. Cells transfected with p400
siRNAs were treated or not with olaparib (1 wM) and exposed to ionizing radiations (2 Gy). Metaphase spreads were prepared and aberrations scored.
For sip400 transfected cells untreated and treated with PARP inhibitor (z = 52) and (n = 53) metaphases were examined, respectively. Results are presented
as mean = standard error. (D) schematic representation of the p400 role in controlling HR and Alt-EJ and its consequences on genetic instability.



loading Rad51, we evaluated the cell cycle profile of U20S
EJ2 cells after p400 depletion and observed few effect on
cell cycle arrest in G1 (Supplemental Figure S9). These re-
sults were reinforced by performing co depletion of p21 and
p400 to abrogate potential G1 block showing that after p21
depletion there still increased level of AItEJ events. Together
these results show that potential block in G1 influenced only
marginally the AItEJ events induced after p400 depletion.
Our data demonstrate that AItEJ inhibition by p400 is not
totally due to defects in the HR pathway or change in cell
cycle distribution but rather represents the ability of p400
to interfere or control AItEJ processes.

Strikingly, we do not find any effect of Tip60 depletion
on AItEJ activity measured using the two different cell sys-
tems present in U20S EJ2 and GC92 cells (Supplemental
Figure S6). However, a recent study found that Tip60 de-
pletion decreased the occurrence of AltEJ events (36). These
data could indicate that the role of p400 in the AItEJ pro-
cess is independent of the Tip60 complex. Alternatively, the
function of Tip60 in DNA damage signaling through acety-
lation of ATM (37) could prevent any analysis of its role in
later events of DNA damage repair.

Importantly, our results could explain, at least in part, the
concept of synthetic lethality between PARP inhibitors and
defective HR (through mutations in BRCA1) as well as the
relative absence of clear link between PARP inhibition, base
excision repair (BER) and toxicity. Synthetic lethality with
PARP inhibitor has been attributed to the combined defect
in HR pathway together with the inhibition of the repair
of endogenous DNA damage by PARP and BER generat-
ing single strand breaks. However, the absence of effects of
XRCCI depletion (an actor of the BER pathway acting at
the first step of the process) raises the question of the BER
activity via PARP in the efficiency of PARP inhibitor to kill
cells (38). One possible explanation was given by Patel et al.
describing the potential involvement of NHEJ in this pro-
cess (39). However, they reported that NHEJ defects dimin-
ish the PARP inhibitor lethality. These results can be recon-
ciled in view of our results. DNA breaks that should be re-
paired by HR are redirected to AItEJ when HR is defective
(in BRCA1 mutants for example), in a mechanism involv-
ing PARP. The use of PARP inhibitors would inactivate this
backup pathway, and DSBs would remain unrepaired, lead-
ing to cell death. As a consequence, the efficiency of PARP
inhibitors would be mediated by the role of PARP in AItEJ
and its recruitment to DSB rather than its general role on
BER.

We previously showed that colon cancers show defects
in p400 expression (40). Such observation could highlight
a new target to treatment using PARP inhibitors because of
defective HR and because of the increased need of PARP
to repair DSB by AItEJ. More generally, our data suggest
that p400 deficient cells could be efficiently suppressed by
PARP inhibitors. As such, the p400 status of cancer cells
could have predictive clinical value to orientate therapy to-
wards PARP inhibitors.

SUPPLEMENTARY DATA
Supplementary Data are available at NAR Online.
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Supplemental Figure S1: Complementation experiment in GC92 cells using siRNA against p400

and p400 plasmid unsensitive to p400 siRNA. (A) relative NHEJ activity in GC92 cells. (B) Western blot
showing the efficiency of p400 depletion and its complementation by expression of a p400 coding plasmid.
The level of I-Scel expression is also shown. Results are the mean +/- sd from three independent experiments
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Supplemental Figure S2: Effect of p400 depletion on single strand annealing (SSA) activity using
an U20S cell line containing specific substrate designed to measure SSA.
(A) Schematic representation of the substrate designed to measure SSA stably integrated in
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3 independent experiments. (C) Western blot showing I-Scel expression.
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Supplemental Figure S3: Genetic instability in mouse embryonic fibroblasts from transgenic mice
defective for p400 (Ueda et al 2007). Upper panel: examples of metaphase spreads from p400 */+
and p400 22 MEFs (arrows indicate pieces of broken chromosome). Lower panel: quantification of
the number of chromosomes breaks. Percentages are expressed as the ratio of chromosomes breaks
vs the total number of chromosomes examined. Counting were performed on unirradiated cells and
after ionizing radiations exposure (4Gy).
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Supplemental Figure S4: Classification of the AsiS1 site according to the ratio of rad51 vs XRCC4
binding after DSB induction. Results are from ChiP experiment performed on U20S cells after DSB
induction by OHTam treatment. Graph is generated from results obtained in ChIP experiments
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and site 3 as a non preferential site.
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Supplemental Materials and Methods
Analysis of Phosphorylated RPA

Cells were seeded in 96 well plates at a density of xxx and transfected with the indicated siRNA
Using INTERFERIN according tp the manufacturer’s instructions (Ozyme). Forty eight hours after
Transfection cells were irradiated with ionizing radiations (8 Gy) and fixed with PFA at different
time post IR.

SSA measurement

U20S SSA cells were transfected with siRNA (10 nM) using Interferin (Ozyme) according to the
manufacturer's instructions. 24 hours after, cells were transfected with |-Scel coding plasmid
using JetPei (Ozyme) according to the manufacturer's instructions. 72 hours after, cells were
trypsinized and analyzed by flow cytometry (BD Facscalibur) to detect GFP expressing cells.
Percentage of GFP positive cells was calculated after analysis on 25000 sorted events.

Effect of p21 depletion on AltEJ events

U20S EJ2 cells were transfected with the same amount of siRNA (20 nM) in each conditions. 10
nM of siCtrl was added in p21 and p400 to keep the final concentration of siRNA identical in all
samples. The following of the procedure was identical to the one described in materials and
methods.

Sequences of the siRNAs used

UGAAGAAGGUUCCCAAGAA-JTT : sip400-1
CGACACAUUGGAUACAGAA-dTAT : sip400-2
ACGGAAGGUGGAGGUGGUU-ATAT : siTip60-1
GGACGUAAGAACAAGAGUU-ATT : siTip60-5
CGUACGCGGAAUACUUCGA-dTdT : siCtrl
GCUAAAACAGGAACGAAUC-JTT : siCtiP

Supplemental references

Bennardo, N., Cheng, A., Huang, N., and Stark, J.M. (2008). Alternative-NHEJ is a mechanistically
distinct pathway of mammalian chromosome break repair. PLoS Genet 4, e1000110.

Ueda, T., Watanabe-Fukunaga, R., Ogawa, H., Fukuyama, H., Higashi, Y., Nagata, S.
, and Fukunaga, R. (2007). Critical role of the p400/mDomino chromatin-remodeling
ATPase in embryonic hematopoiesis. Genes Cells 12, 581-592.



I11-Discussion et Perspectives

Mes travaux de thése se situent dans une démarche de compréhension du réle de I’ATPase
p400 et du variant H2A.Z dans les mécanismes de réparation des DSB. La stabilité du génome
et le controle de la transmission fidele de I’information génétique aux cellules filles sont des
points centraux dans la vie des cellules eucaryotes qui ont développé des mécanismes pour

réparer les nombreux dommages auxquelles elles sont soumises tous les jours.

I1I-A H2AZ: des résultats en désaccord avec la littérature

Nos résultats montrent que H2AZ n’est pas impliqué dans les mécanismes de réparation des
DSB. J’ai précédemment expliqué que ces résultats sont controversés, parce qu’ils sont en
désaccord avec ceux publiés par 1’équipe de Price en 2012 mais aussi avec les travaux de Alatwi

et Downs (2015). Je vais ici détailler les possibles raisons de ces différences.

- siRNA vs ShRNA

Alors que nous utilisons des siRNA pour la déplétion de H2A.Z, I'équipe de Price et coll. utilise
des shRNA pour dépléter H2A.Z. Dans le but d'avoir une inhibition plus importante et surtout
qui dure plus longtemps, il serait intéressant de vérifier, dans nos cellules, 1’effet de la déplétion
de H2A.Z par shRNA sur les mécanismes de réparation. L’équipe de Price utilise une déplétion
par shRNA qui est plus forte et longue que dans notre étude. On peut supposer que dans notre
cas la déplétion de H2A.Z n'est pas suffisante. Cependant, nous avons essayé de la prolonger et
de l'intensifier en réalisant deux transfections consécutives avec des sSiRNA H2A.Z mais dans
ces conditions on observe une mortalité cellulaire trés importante. Il ne semble donc pas
possible dans notre cas d'obtenir le méme niveau de déplétion que dans I'étude de Price et coll.
(Xuetal., 2012).

- Recrutement de H2A.Z aux cassures
En ce qui concerne I'étude du recrutement de H2A.Z au niveau de la DSB réalisée par ChlP,
nous utilisons 1’endonucléase AsiSI pour induire les DSB et nous examinons trois sites de DSB
différents alors que I'équipe de Price utilise 1’endonucléase Fok1 couplée a une séquence en
doigt de zinc pour induire une DSB unique. Leurs expériences de ChIP sont donc réalisées au
niveau d'une seule coupure enzymatique. H2A.Z est distribue de facon hetérogene dans le
génome, cette distribution pourrait étre différente entre les trois sites que nous avons étudiés et
le site qu'a étudié¢ I'équipe de Price et coll. Par ailleurs, d’autres travaux ont montré chez

I’homme que le complexe INOSO élimine tres rapidement H2A.Z de la chromatine au site des
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dommages (Alatwi and Downs, 2015). Cette étude montre que 1’éviction de H2A.Z de la
chromatine est la principale fonction d’INO80 et/ou ANP32E qui favorisent ainsi la réparation
des dommages par RH. Ces travaux pourraient apporter une explication a nos résultats sur
I’absence de recrutement de H2A.Z observée au site de la DSB par ChIP puisqu’ils montrent la
précocité de 1’éviction de H2A.Z du site des dommages. D’ou la nécessité d'examiner le
recrutement de H2A.Z a des temps plus courts post-induction des DSB et par exemple de fixer
nos cellules 30 minutes aprés 1’induction des DSB lors des prochaines expériences de ChIP
pour étudier le recrutement de H2A.Z.

Cependant, nous avons également analysé le recrutement de H2A.Z a la cassure apres
irradiation laser via le recrutement d'une forme de H2A.Z étiquetée avec la GFP. La aussi nous
n‘observons pas de recrutement alors que dans I'étude d’Alatwi et Downs, réalisée également
dans des cellules U20S avec une forme étiquetée de H2A.Z, ils observent le recrutement rapide
et transitoire de H2A.Z-GFP aux cassures. Dans notre cas, que les temps soient longs ou courts
nous n'observons pas de relocalisation de H2A.Z-GFP au niveau de la cassure.

Il faut noter que dans nos cellules, nous n'observons aucun effet significatif de la
déplétion de H2A.Z en terme de sensibilité aux radiations ionisantes, ce qui confirme que, dans
notre systeme d’étude, le variant H2A.Z n’intervient pas dans la réponse aux dommages a
I’ADN. Cependant, la déplétion de H2AZ dans nos cellules provoque un phénotype puisque

cette déplétion influence le cycle cellulaire et la prolifération.

- Mutation de H2A.Z

Chez la levure, la mutation du géne H2AFZ codant pour H2A.Z conduit a l'instabilité
génomique, au défaut de réparation des DSB, notamment dans la résection de 'ADN et a une
sensibilité accrue aux agents endommageant I'ADN (Kalocsay et al., 2009).

Il serait également intéressant de genérer des mutants de H2A.Z au niveau de son domaine
carboxyterminal. En effet, la région carboxyterminale de H2A.Z posséde une région riche en
acides aminés acides. Au sein de la structure nucléosomique, cette région acide rejoint I’histone
H2B, créant ainsi une surface d’interaction potentielle (Suto et al., 2000). Cette surface acide
étendue est absente dans le nucléosome contenant 1’histone principale H2A. Ainsi, nous
pourrions regarder 1’effet de la surexpression de ces mutants de H2A.Z dans les mécanismes de

réparation des DSB chez I’homme.
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- Choix des substrats de réparation: cas du NHEJ

Les substrats rapporteurs que j'ai utilisés pour évaluer l'activité de réparation des DSBs
présentent plusieurs limites. Ceux-ci fonctionnent avec la restauration du cadre de lecture du
gene de la GFP (voir détails dans Matériels et Méthodes) comme témoin de la réparation par
NHE]J. Or, le NHEJ peut étre infidéle et conduire a la perte d’information génétique. Ainsi, la
restauration du cadre de lecture du gene de la GFP peut ne pas se faire a cause de la perte
d’information qui peut toucher I’ATG de la GFP (Figure 14 dans la partie matériel et méthodes).
Il serait intéressant d'examiner 1’effet de la déplétion de H2AZ en utilisant d’autres substrats
qui permettent d’analyser le NHEJ. Nous pourrions utiliser les cellules GC92 et GCSH14 déja
a notre disposition et qui possédent un substrat pour lequel la distance entre les sites de coupure
I-Scel et les génes rapporteurs CD4 ou GFP est beaucoup plus grande ce qui permettra de
quantifier des événements de NHEJ subissant des résections qui pourraient étre importantes.
Ces derniers substrats paraissent donc mieux adaptés pour étudier le mécanisme de réparation
par NHEJ.

- Voie RH
Le substrat de mesure de la RH a déja été utilisé par une autre équipe qui trouve un effet de la
déplétion de H2A.Z sur la RH (Xu et al., 2012). Toutefois, méme en utilisant ce substrat, nous
ne trouvons aucun effet de la déplétion de H2A.Z dans la réparation des DSB par RH. La
conformation du nucléosome, le niveau de compaction de la chromatine au moment de
’utilisation du substrat de mesure de la RH, pourraient étre les raisons de cette absence d’effet
observée. Pour la suite il faudra vérifier par immunofluorescence 1’apparition des foyers
RAD51 et BRCAL dans des cellules RG37 suite a la déplétion de H2A.Z, pour Vérifier si le
variant H2A.Z est bien un facteur important pour la RH et voir a quelle étape il influence le
processus. Une autre expérience qui devra étre faite est la ChIP avec des anticorps RAD51,
suite a la déplétion de H2A.Z. Cette expérience pourrait nous permettre de savoir si H2A.Z

influence le recrutement des facteurs de la RH.

- 1-Scel: expression stable/inductible
Les systéemes rapporteurs pour la réparation des DSB utilisent des endonucléases particulieres
afin de générer des coupures. La plus utilisée est I’enzyme I-Scel. La séquence codant pour son
site de clivage n’est pas contenue dans le génome des mammiferes et il est compose de 18 pb,
ce qui la rend extrémement spécifique (Jasin and Haber, 2016). Toutefois, il existe quelques

inconvénients a ’utilisation de cette enzyme. Notamment, 1’expression d’I-Scel qui est tres
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forte aprés transfection transitoire. La protéine va donc en permanence dans le noyau pour
générer des DSBs. Afin de s’affranchir des problémes de transfection et de variation de quantité
d’I-Scel entre les différentes conditions expérimentales il a été mis en fusion 1’enzyme I-Scel
avec le systeme dégron, pour générer une DSB unique, de fagon contr6lée a la fois spatialement
et temporellement. Ce systeme découvert chez les organismes végétaux (Nishimuraet al., 2009)
a été adapté, afin de pouvoir ’utiliser au sein de cellules non végétales. Egalement appelé
Auxin-Inducible Degron (AID), il a été placé en fusion traductionnelle avec la protéine I-Scel.
Il serait souhaitable d’utiliser ce systéme que notre équipe a récemment développé, dans lequel,
le géne qui code pour I’endonucléase I-Scel est directement intégré dans le génome de fagon
stable (évitant la transfection d'un plasmide pour exprimer I-Scel). I-Scel n'est pas exprimée
lorsque les cellules sont cultivées en présence d’auxine (Une hormone végétale) qui entraine la
dégradation d’I-Scel. Lorsqu’on léve la répression d’I-Scel, en enlevant I’auxine dans le milieu

de culture, 1-Scel induit des DSB de fagon uniforme dans toutes les cellules.

- Lesvariants de H2A.Z

Chez les vertébrés, le variant H2A.Z existe sous deux formes, H2A.Z-1 qui a d’abord été décrit
comme le H2A.Z des mammiferes et H2A.Z-2 (Dryhurst et al., 2009; Matsuda et al., 2010). En
effet, il est maintenant connu que H2A.Z présente deux isoformes chez les vertébrés, H2A.Z-1
et H2A.Z-2, qui sont codées par des geénes différents qui produisent des protéines avec
seulement trois acides aminés différents (Dryhurst et al., 2009). Les cellules déficientes en
H2A.Z-2 montrent une augmentation de I’apoptose, alors que tel n’est pas le cas dans les
cellules déficientes en H2A.Z-1. Cette observation suggére une fonction différente entre les
deux isoformes (Matsuda et al., 2010). Une analyse par FRAP a révélé une différence de
dynamique entre les variants H2AZ.1 et H2AZ.2 en réponse aux dommages a I’ADN. Cette
étude indique que seul H2A.Z-2 est échangé sur les sites de la chromatine endommagée,
immédiatement aprés l'induction de DSB. Cette étude suggeére que, chez les mammifeéres,
H2A.Z-2 est impliqué dans la régulation de la réponse aux dommages a I'ADN a un stade trées
précoce, par l'intermédiaire de la réorganisation de la chromatine endommagée (Nishibuchi et
al., 2014).

Dans notre modéle d’étude, il serait intéressant d'analyser 1’effet de la déplétion spécifique de
I’isoforme H2A.Z-2 sur les mécanismes de réparation, en utilisant par exemple les lignées
GC92 pour la mesure du NHEJ et RG37 pour la RH. Nous pourrions aussi examiner par
immunofluorescence, I’effet de la déplétion de H2A.Z-2 sur le recrutement des facteurs de la
RH tels que RAD51 et BRCAL mais aussi du NHEJ comme 53BP1. La suite de ce travail serait
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aussi de regarder par ChiIP, le recrutement des facteurs de la RH (RAD51) et du NHEJ
(XRCC4), suite a la déplétion de H2A.Z-2.

- La SUMOylation de H2A.Z

La SUMOylation de H2A.Z au niveau de la partie C-terminale sur les lysines 126 et 133 (K126
et K133), est une modification post-traductionnelle importante pour la relocalisation de H2A.Z
a la périphérie du noyau lorsqu'il y a une DSB persistante chez la levure (Kalocsay et al., 2009).
Notons que dans notre cas les DSB peuvent étre apparentées a des DSB persistantes car suite a
leur induction par I-Scel, si la réparation est fidele, le site de coupure est restauré et peut étre
une nouvelle fois clivé jusqu'a la génération d’une erreur de réparation.

Toutefois, ces auteurs montrent que la mutation de SWR1 (mutants Aswrl), homologue de
p400, entraine un défaut de SUMOylation de H2A.Z. Autant cette SUMOylation de H2AZ n’est
pas nécessaire pour son incorporation dans la chromatine, elle semble importante pour la
rétention de H2A.Z a la périphérie du noyau pour une relocalisation. Nous disons que, cette
baisse de la RH observée lors de la déplétion de p400 (Courilleau et al., 2012) pourrait
s’expliquer par un défaut de SUMOylation de H2A.Z qui entraine le défaut de rétention de
H2A.Z a la périphérie du noyau pour une relocalisation. Il serait intéressant de regarder 1’état
de la SUMOylation de H2A.Z dans les cellules déplétées en p400. Il faut noter que ces travaux
sur la SUMOylation de H2A.Z ont éte réalises chez la levure et que la SUMOylation de H2A.Z
n’a jamais été mis en évidence chez les mammiféres. Dans I’ensemble il ressort que
I’implication du variant H2AZ dans la réparation des DSB dans les cellules humaines reste a

clarifier.

I11-B- L’ATPase p400 comme gardien de la stabilité du génome.

Il a été démontré que le ratio p400/Tip60 contrble la voie de réponse aux dommages a I’ADN
induite par un stress oncogénique et que la dérégulation de ce ratio, dans les cellules de
carcinomes colorectaux, entraine une absence d’activation de cette barri¢re anti-cancer (Mattera
et al., 2009). D'autres travaux, dont ceux de notre équipe, ont montré que p400 influence la
réponse aux dommages a I'’ADN et que son inhibition et/ou deplétion provoque des défauts de
réponse aux dommages a I'ADN qui seraient la source d'instabilité génétique (Courilleau et al.,
2012; Xu et al., 2010). L'instabilité génétique étant un facteur clé dans la génération mais aussi
dans I'évolution des cancers, nous pouvons penser que p400 joue un réle dans le maintien de la

stabilité genétique et participe a la création d'une barriére anticancereuse.
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Dans cette étude, nos résultats confirment cette derniére affirmation, puisqu’ils montrent que
p400, via I’inhibition de la mutagénese et via I’inhibition de I’induction des aberrations
chromosomiques, contréle la stabilité génétique.

Comment 1’ ATPase p400 peut-elle étre un gardien du génome ? Des précédentes études (Endo
et al., 2013; Macher-Goeppinger et al., 2013) établissent des corrélations entre 1’expression de
p400 et certaines tumeurs (Endo et al., 2013). Dans la plupart des cas il s’agit d’une
surexpression de p400. Dans d’autre cas, il s’agit d’une mutation dans le géne qui code pour
p400. Ce constat nous permet donc de penser que p400 pourrait prévenir I’apparition de ces
tumeurs et donc étre un facteur de maintien de la stabilité du génome. Il faudrait par exemple
surexprimer p400 et regarder si cela a un effet sur l'instabilité génétique dans nos différents

systemes d'études de la mutagenése et de la réparation en réponse aux dommages a I'ADN.

- Interactions de p400 avec les acteurs de la réparation

Il a été montré par ChIP et par immunofluorescence que la déplétion de p400 entraine un défaut
de recrutement de la recombinase RAD51 au site de la DSB, suggérant que p400 est nécessaire
pour I’accumulation de RAD51 a la DSB (Courilleau et al., 2012). De plus, ces travaux
montraient une interaction directe entre p400 et RAD51. Pour la suite, il faudra rechercher si
p400 interagit avec d'autres facteurs de réparation. Cela pourra étre realisé par
immunoprécipitation (IP) suivie d’une analyse par spectrométrie de masse. Pour ce faire, on
pourrait utiliser la lignée cellulaire K562 qui provient d’une leucémie myéloide humaine, dans
laquelle p400 endogéne a été étiqueté (EP400-tag) avec des séquences Flag et Strep (Dalvai et
al.,, 2015). Avec cette lignée cellulaire il serait possible de faire des expériences
d’immunofluorescence pour voir la colocalisation de p400 avec d’autres protéines de la
réparation qui pourront étre étiquetées ou pour lesquelles des anticorps sont disponibles.

D’autres expériences comme des ChIP p400 ou des westerns blots pourront plus facilement étre
réalisées pour examiner le recrutement de p400 a la DSB, suite a la déplétion des variants
H2A.Z-2 ou 1 et suite a la déplétion de RAD51 et/ou XRCC4. Cette expérience pourra nous
renseigner pour savoir si des variants d’histones ou les mécanismes de réparation des DSB,

influencent le recrutement d’un facteur tel que p400.

- p400 inhibe ’induction des aberrations chromosomiques
Nous avons focalis¢ notre analyse sur les aberrations chromosomiques. Cette analyse s’est
révélée intéressante, puisqu’elle révele une implication de p400 dans le contrdle de la stabilité

du génome. Toutefois, la caractérisation des différentes aberrations chromosomique pourra étre
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optimisée. En effet, il est connu que les cellules déplétées pour p400 sont déficientes dans le
mécanisme de réparation des DSBs par RH (Courilleau et al., 2012). Pour optimiser notre
analyse, il serait intéressant d’utiliser 1’hybridation in situ en fluorescence Quantitative (Q-
FISH, Quantitative Fluorescence in situ hybridization). Cette technique pourrait étre utilisée
pour cibler des séquences télomériques dans la réalisation d'un caryotype et pour permettre par
exemple la recherche de délétions au niveau des téloméres. Les télomeres sont des zones riches
en séquences répétées avec une trés grande instabilité. Il est par exemple connu que le
dysfonctionnement des télomeéres conduit a I’instabilité génétique dans certaines pathologies
(Dos Santos et al., 2015).

I11-C- L’ATPase p400 controle la réparation des DSBs par NHEJ

Les résultats de notre étude montrent une implication de 1’ATPase p400 dans le contréle de
la réparation des DSB par NHEJ. Toutefois, pour réaliser cette étude, nous utilisons deux
substrats rapporteurs qui ne permettent pas de trouver le méme résultat suite a la déplétion de
p400. En effet, avec le substrat rapporteur présent dans la lignée GC92, nous trouvons que la
déplétion de p400 entraine une augmentation des évenements de réparation par NHEJ, alors
qu’avec le substrat rapporteur des GCSH14, nous trouvons que la déplétion de p400 entraine
une baisse des évenements de réparation par NHEJ. Afin de réconcilier ces résultats différents,
nous avons examiné les caractéristiques de chacun des substrats.

Dans les cellules GC92, la distance entre le géne rapporteur CD4 et le site de coupure I-Scel
est de 211 bp. Dans les cellules GCSH14 la distance entre le géne rapporteur GFP et le site de
coupure I-Scel est seulement de 16 bp. La différence de distance entre chaque gene rapporteur
et le site de restriction 1-Scel pourrait expliquer la différence des résultats obtenus en utilisant
ces substrats. En effet, suite a I’induction de la DSB par I-Scel, s’il y a une grande délétion
(résection) autour du site I-Scel, le substrat rapporteur présent dans les cellules GCSH14
devient non fonctionnel, puisque la résection peut le géne de la GFP, le rendant inactif pour la
mesure des événements au cytometre. Par contre, ces évenements de réparation par NHEJ qui
sont invisibles avec le substrat des GCSH14, sont bien visibles avec le substrat présent dans les
cellules GC92 qui dispose d’un géne CD4 qui est beaucoup plus éloigné du site de coupure |-
Scel. Ainsi, dans les cellules GC92, méme s’il y a une grande délétion suite a un éveénement
de résection important, celui-ci atteint difficilement le géne rapporteur CD4 qui se situe a 211
bp. Pour cette raison, les cellules GC92 permettent de révéler les évenements de réparation par

NHEJ qui pourraient subir des résections importantes.

68


https://fr.wikipedia.org/wiki/Caryotype

Cette comparaison montre combien il est important de connaitre précisément les
caractéristiques moléculaires des substrats utilisés et on peut penser que certaines études n'ont

pas pris en compte ces possibilites.

- Le domaine ATPase de p400
L'activité ATPase est-elle essentielle pour le réle de p400 dans le NHEJ ? Afin de répondre a
cette question il serait intéressant de surexprimer une forme de p400 mutée (p400ATPe) auy
niveau du domaine ATPase (Samuelson et al., 2005) et de regarder dans nos cellules 1’effet sur
la réparation par NHEJ. De précédents travaux avaient montré que l'activité ATPase était
nécessaire pour la dynamique de la chromatine a la DSB et favorisait le recrutement BRCAL et
53BP1 (Xu et al., 2010). Pour continuer cette étude, il serait intéressant d'examiner I’effet de la
déplétion d’autres ATPases notamment SRCAP dans ces cellules. Le complexe de remodelage
de la chromatine ATP-dépendant, SRCAP joue un role essentiel dans l'incorporation du variant
H2A.Z (Liang et al., 2016), (Wong et al., 2007). Cela pourrait nous aider a comprendre si 1’effet
de p400 dans le NHEJ est unique ou s'il peut étre extrapolé a d’autres remodeleurs de la
chromatine ayant une activité ATPase. Dans ce cas, il soulignerait I'importance d'avoir un

remodelage de la chromatine ATP-dépendant.

- p400 et NHEJ alternatif
Nos résultats de ChIP montrent que la présence de p400 empéche le recrutement de PARP et
ligase 3 qui participent au mécanisme de réparation des DSBs par NHEJ alternatif. Nous
pourrions examiner si d'autres facteurs qui ont été décrits pour leur implication dans ce
processus, comme la polymeérase theta, la ligase 1 et XRCCL1, sont recrutés au site de la DSB,

lors de la déplétion de p400.

- La résection des DSB
La résection dépend elle de p400? Est-ce que p400 influence préférentiellement le recrutement
de certains facteurs de résection tels que MRN, dna2 ou des hélicases comme WRN? Tout cela
pourra étre testé par ChIP aprés déplétion de p400. Ces résultats pourraient montrer comment
un facteur de la dynamique de la chromatine peut influencer une étape cruciale de la réparation
des DSB.
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- Le NHEJ alternatif remplace le NHEJ et la RH

Le NHEJ alternatif est surtout connu comme un mécanisme de secours du NHEJ classique
quand celui-ci est défectueux. Toutefois, il apparait que le NHEJ alternatif peut aussi remplacer
la RH quand la réparation est bloquée aprés 1’étape de résection, empéchant le NHEJ classique.
Ainsi, lorsque la RH est inhibée aprés 1’étape de résection, la réparation des DSB se fait via le
NHEJ alternatif, ce qui a pour conséquence la survie cellulaire. Or, lorsqu’en plus de
I’inhibition de la RH, il y a aussi inhibition du NHEJ alternatif, suite au traitement des cellules
aux inhibiteurs de PARP, les cellules deviennent dépourvues de mécanisme fonctionnel de
réparation des DSB, d’ou la mort cellulaire observée.

L’autre question est de savoir si l'utilisation du NHEJ alternatif s'accompagne toujours d'un
NHEJ classique défectueux. Des premiers résultats nous montrent que la déplétion de p400
entraine aussi le recrutement de XRCC4, un facteur clé du NHEJ classique. Ce résultat nous
renseigne sur le fait que tous les facteurs du NHEJ classique ne sont pas absents lors de la
réparation des DSB par NHEJ alternatif. En effet, ’activité du NHEJ-Alternatif observée lors
de la déplétion de p400 dans notre étude nous laisse penser a un défaut partiel ou un
ralentissement du NHEJ classique, méme si dans nos résultats, nous n’observons pas un défaut
du NHEJ classique. Ainsi, nous pourrions rechercher les raisons de ce potentiel ralentissement
du NHEJ classique, en examinant le recrutement & la DSB des facteurs tels que Ku70/80, DNA-
PK et Ligase IV, suite a la déplétion de p400. Finalement, nos résultats montrent que 1’ ATPase
p400 est impliquée dans le mécanisme du NHEJ, notamment le NHEJ alternatif ou elle
intervient comme un frein pour bloquer I’utilisation de cette voie qui se révéle étre trés

mutageéne.

- p400 et tumorigeneése
Une étude a analysé la relation entre I'expression de p400 et la survie des patients apres le
diagnostic RCC (Renal cell carcinoma) (Macher-Goeppinger et al., 2013). L'expression de p400
a été mesurée par immunohistochimie en utilisant un micro-réseau tissulaire contenant des
échantillons de tissus tumoraux de patients atteints de RCC. La perte totale d'expression de
p400 a eté détectée dans 64% de tous les échantillons de tumeurs et une diminution de
I'expression de p400 a été associée a un stade avancé de la tumeur, a un stade supérieur de
malignité et aux métastases régionales des ganglions lymphatiques. D’une fagon générale, ces
tumeurs qui sont liées a p400, se caractérisent par une perte du mécanisme de suppression de

tumorigenése par la sénescence (Macher-Goeppinger et al., 2013).
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La tumeur fibromyxoide issifiante (Ossifying fiboromyxoid tumor, OFMT) est une tumeur rare
des tissus mous classée comme une tumeur de différenciation incertaine a la malignité
intermédiaire (rarement métastasée). Une étude a rapporté la présence d’un géne de fusion,
EP400-PHF1 et la persistance de réarrangement du gene PHF1 dans I'OFMT (Gebre-Medhin
et al., 2012). Le géne de fusion EP400-PHF1 est souvent présent dans I'OFMT qui semble étre
une tumeur caractéristique de cette translocation (Endo et al., 2013). Toutes ces études montrent
une corrélation de I’expression de p400 avec plusieurs pathologies. Plusieurs mutations (plus
de 250 mutations) du géne qui code pour p400 ont été rapportées sur le site du portail ICGC
(International Cancer Genome Consortium). Ces mutations sont diverses et variées. Le plus
souvent ce sont des délétions de 2 a 200 bp et des substitutions de bases. Ces mutations ont été
associees a des tumeurs. Parmi les cas les plus fréquents, il y a les cancers du c6lon et du sein.
Dans les cas les plus rares, il y a les cancers du poumon et de I'cesophage. La question est de
savoir si ¢’est la mutation de p400 qui est a I’origine de chacune des tumeurs qui ont été
mentionnées ou si ces mutations apparaissent au cours de la tumorigenese ? Dans une prochaine
étude, nous pourrions générer ces mutations dans nos cellules, puis en examiner 1’effet sur les
mécanismes de réparation des DSB.

Nos travaux montrent que p400 agit comme un frein pour bloquer 1’utilisation du NHEJ-
Alternatif pour la réparation des DSBs. Sachant que le NHEJ-Alternatif peut étre une source
d'erreurs de réparation, il apparait que p400 maintien 1’intégrit¢é du génome et pourrait agir
comme une barriére anti-cancer (Figure 13).

Il apparait ainsi que le remodelage de la chromatine a différents niveaux, incorporation de
variant d'histone et remodelage ATP-dépendant, influence les mécanismes de réparation de
I'’ADN et la stabilité génétique. Ce travail montre un peu plus que la maintenance du génome
implique la régulation fine de la chromatine et que les modifications épigénétiques collaborent
ou sont imbriquées dans une fonction générale de protection du génome. Enfin, notre étude sur
le role des modifications de la chromatine dans la réponse aux dommages a I’ADN se situe a la
croisée d’un mouvement de recherche beaucoup plus global sur I'épigénétique, la stabilité du

génome, et I'organisation nucléaire (Dabin et al., 2016).
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Figure 13 : Schéma général de I’implication de p400 et H2A.Z dans différentes voies de signalisation. Suite a la
réception d’un signal de stress, de transcription ou de réponse aux dommages a I’ADN, la dynamique de la
chromatine impliquant les protéines p400 et H2A.Z est une étape essentielle pour I’induction d’une réponse
cellulaire rapide et efficace. En effet, sur la base de nos travaux et des études antérieures il apparait que, p400
incorpore H2A.Z dans le promoteur de p21, entrainant ainsi I’inhibition de I’expression de ce géne et la progression
du cycle cellulaire. P400 peut aussi inhiber ’expression de p21 induite par p53, causant ainsi I’inhibition de la
sénescence induite par cette voie de signalisation. P400, via une interaction directe, inhibe I’activité histone
acétyltransférase de Tip60. Il en résulte que Tip60 perd sa capacité a induire 1’apoptose via ’acétylation de p53
sur la lysine 120. Enfin, p400 favorise la réparation des DSBs par RH qui est fidéle et empéche 1’utilisation du
NHEJ-Alternatif qui est trés mutagéne. De ce fait, p400 contrdle la stabilité du génome et pourrait participer a la

création d’une barriére anticancéreuse.
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IV- MATERIELS ET METHODES
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Figure 14 : Description des substrats rapporteurs de mesure du NHEJ présents dans les lignées cellulaires GC92
et GCSH14. Le premier substrat est composé de trois génes codants pour les antigénes de surface H2kd, CD8 et
CD4 qui ne sont pas présents dans ce type cellulaire. Le substrat contient également deux sites de restriction pour
I’endonucléase I-Scel et seul le géne H2Kd s’exprime. Le géne CD8 ne s’exprime pas car il est cloné en sens
inverse et le géne CD4 ne s’exprime pas car il est trop loin du promoteur, lorsque les cellules sont transfectées et
expriment 1’endonucléase 1-Scel, la coupure peut engendrer la perte de la séquence entre les deux sites de
restriction et la ligation des extrémités permet 1’expression du géne CD4. Les événements CD4 sont détectés par
cytométrie en flux a l'aide d'anticorps. Le deuxiéme substrat rapporteur (présent dans la lignée GCSH14) est en
grande partie similaire au précédent, il ne differe que par le remplacement du géne CD4 par le géne de la GFP et

la distance du géne de la GFP par rapport au site de coupure I-Scel est beaucoup plus courte.
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Transfection de siRNA puis I-Scel
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Figure 15 : protocole pour l'analyse des séquences réparées autour du site I-Scel. Les cellules sont transfectées
avec les différents siRNA, puis avec 1’endonucléase I-Scel, apres ’extraction de I’ADN génomique, la séquence
autour du site de coupure 1-Scel est amplifiée. Les produits de PCR sont clonés dans le plasmide pGEM-T, puis

séquencés.
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Figure 16 : Description du substrat rapporteur pour la mesure des événements de réparation des DSBs par RH
dans les fibroblastes RG37. Ce substrat est constitué de deux copies inactives du géne de la GFP. La premiére
copie est inactive a cause de la présence du site de coupure pour I’endonucléase I-Scel et d’un codon stop. La
deuxiéme copie est inactive parce qu’elle est tronquée au niveau des extrémités 5° et 3. Lorsque les cellules sont
transfectées et expriment I-Scel, la coupure peut engendrer la réparation par RH, la fréquence de tous les

événements intra et inter brin est mesurée par cytométrie en flux.
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Figure 17 : Description du substrat rapporteur de mesure des événements de réparation des DSBs par NHEJ dans
les lignées GCS5 et GCV6. Le substrat rapporteur est constitué d’une copie inactive du géne de la GFP qui est la
conséquence de la présence d’une séquence Kozak ATG qui décale le cadre de lecture du gene de la GFP. La
séquence Koz ATG est bordée par deux sites de restriction pour I’endonucléase I-Scel, lorsque les cellules sont
transfectées et exprime 1-Scel, la coupure peut engendrer la perte de la séquence Koz ATG et la ligation des
extrémités par NHEJ restaure le cadre de lecture du gene de la GFP qui peut alors s’exprimer. Les événements de
réparation sont détectés et quantifiés par cytometrie en flux. Ce substrat permet de générer deux lignées cellulaires
distinctes. Dans la premiere lignée cellulaire, les GCS5, les deux sites de restriction I-Scel sont clonés dans le
méme sens ce qui permet de générer des extrémités cohésives. La deuxiéme lignée cellulaire GCV6 contient un
site de restriction I-Scel qui est cloné en sens inverse, ici le site situé du c6té du promoteur. Ce qui permet de

générer des extrémités non cohésives.
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Figure 18 : Description du substrat rapporteur qui permet de mesurer les événements de réparation des DSBs par
NHEJ alternatif (lignée U20S-EJ2). Ce substrat rapporteur est composé du geéne de la GFP qui ne s’exprime pas
a cause de la présence du site de coupure pour I’endonucléase I-Scel et d’un codon stop. Le substrat rapporteur
contient également une microhomologie de huit nucléotides située de part et d’autre du site I-Scel. Lorsque les
cellules sont transfectées et expriment I’endonucléase 1-Scel, la coupure peut entrainer la réparation de la cassure
par NHEJ alternatif, restaurer le géne de la GFP, le rendant ainsi actif, grace a I’utilisation de la microhomologie.

Les événements de réparation sont révélés par cytometrie en flux.
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Figure 19 : Description du systéme DIVA (DSB Induced via AsiSI - DIVA). Ce systéme est présent dans une lignée
cellulaire d’ostéosarcome (U20S) dans laquelle de multiples DSBs peuvent étre induits a des endroits du génome
identifiés. L’endonucléase AsiSI est fusionnée avec le récepteur aux oestrogénes muté pour fixer seulement
I’Hydroxy tamoxifen (OH-TAM). (A) Dans les conditions normales de culture, I’enzyme AsiSI est séquestrée
dans le cytoplasme des cellules. (B) Lorsqu’on rajoute I'OH-TAM dans le milieu de culture, celui-ci se fixe sur
son récepteur. (C) 'OH-TAM permet au complexe enzymatique de pénétrer dans le noyau ou I’enzyme induit des
DSB.
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Figure 20 : Description du test de résection. Ce systéme est constitué de trois couples d'amorces situées a différentes
distances du site de coupure par AsiSI. Suite a I’induction de la DSB par AsiSI, le processus de résection peut
entrainer la perte des sites de restriction Banl présents aux alentours de la DSB car un seul des 2 brins est présent.
Dans ce cas I'amplification par Q-PCR est possible. Toutefois, en absence de résection, les sites de restrictions Banl
sont présents et pourront étre clivés. Dans ce dernier cas de figure, I’amplification par Q-PCR des séquences

spécifiques devient impossible.
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Le test de mutagénése HPRT

GENOTYPE PHENOTYPE

HPRT Sauvage — Sensibilité a la 6-thioguanine —  Mort cellulaire

HPRT Muté = Reésistance ala 6-thioguanine = survie cellulaire

HPRT: Hypoxantine phosphoribosyl transférase

Figure 21 : test de mutagénése HPRT. Lorsque le gene HPRT est sauvage, il peut catalyser la réaction de
métabolisation de la 6-TG, qui devient toxique pour la cellule, en s’incorporant dans les brins d’ADN et d’ARN.
Dans ce cas les cellules meurent et on n'obtient pas de clones. Par contre, lorsque le géne HPRT est muté (non
fonctionnel), il ne peut pas catalyser la réaction de métabolisation de la 6-TG. Dans ce cas, les cellules survivent,

proliférent et forment des clones
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SUMMARY

The human genome is constantly targeted by DNA damaging agents. These damages are many
and varied, such as single and double strand breaks (DSBs). The DSB are highly toxic lesions
whose origin can be multiple. Mammalian cells mainly use two DNA repair pathways to repair
DSB, homologous recombination (RH), which is dependent on the presence of the intact
homologous copy (the sister chromatid) and on the cell cycle stage and the non-homologous
end joining (NHEJ) pathway, which is cell cycle independent and performs direct ligation of
the two DNA ends. The repair of DNA damage takes place in a chromatin context that needs to
be remodeled to give access to damaged sites. During my work, | studied the chromatin
remodeler p400 and the histone variant H2A.Z both involved in chromatin remodeling, to
understand their role in DSB repair and genome stability. p400, an ATPase of the SWI2/SNF2
family is involved in the incorporation of H2A.Z in chromatin. | have shown that H2A.Z
depletion in the osteosarcoma cell line U20S and in immortalized human fibroblasts did not
alter DSB repair. These results are correlated with the lack of H2A.Z recruitment at DSB
observed after local laser irradiation or Chromatin Immunoprecipitation. However, H2A.Z
depletion affects cell proliferation and the cell cycle distribution. In addition, | have shown that
the chromatin remodeler p400 is a brake to the use of alternative End Joining (alt-EJ) which is
a highly mutagenic repair process. The increase in alt-EJ events observed in p400-depleted cells
is dependent on CtIP-mediated resection of DNA ends. Moreover, p400 depletion leads to the
recruitment of poly(ADP) ribose polymerase (PARP) and DNA ligase 3 at DSB, leading to
selective cell killing by PARP inhibitors. Altogether these results show that p400 acts as a brake
to prevent alt-EJ dependent genetic instability and underline its potential value as a clinical

marker.
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RESUME

Le génome humain est constamment la cible d'agents qui endommagent I’ADN. Ces dommages
sont multiples et variés tels que les cassures simple et double brin (DSB). Les DSBs sont des
Iésions trés toxiques dont I’origine peut étre multiple. Les cellules de mammiféres réparent les
DSBs en utilisant deux mécanismes principaux, la recombinaison homologue (RH) qui est
dépendante du cycle cellulaire et utilise la chromatide sceur comme matrice de réparation et la
jonction des extrémités non homologues (NHEJ) qui est indépendante du cycle cellulaire et
consiste en la ligation des extrémités d'ADN endommagées. Cette réparation a lieu dans un
contexte chromatinien qui nécessite un dynamisme pour rendre accessible les sites 1ésés aux
différentes machineries de réparation. Lors de mes travaux, j’ai étudié le remodeleur de la
chromatine p400 ainsi que le variant d’histone H2A.Z qui sont deux protéines impliquées dans
la dynamique de la chromatine, afin de comprendre leur réle dans les mécanismes de réparation
des DSBs et la stabilité du génome. p400, une ATPase de la famille SWI2/SNF2 participe a
l'incorporation du variant d'histone H2A.Z dans la chromatine. Au cours de ma these, j’ai
montré que la déplétion par siRNA du variant d’histone H2A.Z, dans la lignée d'ostéosarcome
humain (U20S) et dans des fibroblastes humains immortalisées, n’a pas d’effets sur la
réparation des DSBs. Ces résultats sont corrélés avec une absence de recrutement de H2A.Z au
niveau des cassures aprés étude par micro irradiation laser ou par immunoprécipitation de
chromatine. Cependant, la déplétion de H2A.Z affecte la prolifération cellulaire en influencant
l'efficacité de clonage et le cycle cellulaire. L’autre partie de mes travaux a mis en évidence que
I’ATPase p400 est un frein a l'utilisation de 1a voie alternative de jonction des extrémités (alt-
EJ) qui est un processus de réparation des DSBs trés mutagéne. L’augmentation des événements
du NHEJ-Alternatif et la génération d'instabilité génétique observés lors de la déplétion de p400
par SiRNA semblent tributaires de la résection des DSBs par CtIP. Ces résultats indiquent que
p400 joue un réle post-résection dans les étapes plus tardives de la RH. De plus, la déplétion de
p400 conduit au recrutement de la polyADP ribose polymérase (PARP) et de I'ADN ligase 3 a
la DSB, ce qui provoque la mort sélective de ces cellules lors d'un traitement par des inhibiteurs
de PARP. Ces résultats montrent que P400 agit comme un frein pour empécher ’utilisation du

NHEJ-Alternatif et donc I’instabilité génétique.
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