
HAL Id: tel-01878353
https://theses.hal.science/tel-01878353

Submitted on 21 Sep 2018

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Fonctions et régulations des protéines PARP2 et de
XRCC1 dans la réparation des dommages à l’ADN

Alexis Fouquin

To cite this version:
Alexis Fouquin. Fonctions et régulations des protéines PARP2 et de XRCC1 dans la réparation
des dommages à l’ADN. Biochimie, Biologie Moléculaire. Université Paris Saclay (COmUE), 2017.
Français. �NNT : 2017SACLS236�. �tel-01878353�

https://theses.hal.science/tel-01878353
https://hal.archives-ouvertes.fr


 

Fonctions et régulations des 
protéines PARP2 et XRCC1 dans 

la réparation des dommages à 
l’ADN 

 
 

Thèse de doctorat de l'Université Paris-Saclay 
préparée à l’Université Paris-Sud 

 
 

École doctorale n°582 CMBS Cancérologie – Médecine - Santé 
Spécialité de doctorat: Sciences de la vie et de la santé 

 
 

Thèse présentée et soutenue à Orsay, le 15 Septembre 2017, par 

 

 Alexis Fouquin  
 
Composition du Jury : 
 
Dr. Pascale Bertrand 
Directrice de recherche, Université Paris-Diderot (UMR9637)  Présidente 

Dr. Françoise Dantzer 
Directrice de recherche, Université de Strazbourg (UMR7242)  Rapporteur 

Dr. Yvan Canitrot 
Chargé de recherche, Université Toulouse III (UMR5088)  Rapporteur 

Dr. Sarah Lambert 
Directrice de recherche, Université Paris-Saclay (UMR3348)  Examinatrice 

Dr. Vincent Pennaneach 
Chargé de recherche, Université Paris-Saclay (UMR3348)  Directeur de thèse

N
N

T
 :

 2
0

1
7

S
A

C
L
S

2
3
6
 



 
 

 

 

 



Remerciements 

 
 

Remerciements 

 

 

Je voudrais tout d’abord commencer par remercier tous les organismes qui m’ont financé 

durant les quatre années de mon doctorat ainsi que durant les 9 mois de stages qui ont précédés : 

MESR, ARC, Institut Curie, Université Paris Sud, INSERM et CNRS. Rien de tout ce qui suit 

n’aurait été possible sinon.  

Egalement je remercie sincèrement les docteurs Françoise Dantzer, Yvan Canitrot, Pascale 

Bertrand, Erika Brunet et Sarah Lambert qui ont accepté d’évaluer les travaux que j’ai effectués 

au cours de mon doctorat. Un remerciement particulier au docteur Pascale Bertrand, qui a suivi 

et conseillé mes travaux lors de mon comité de thèse. 

Je remercie aussi les docteurs Josée Guirouilh-Barbat et Bernard Lopez pour cette 

collaboration fructueuse ainsi que pour leurs conseils et relectures avisés. Ma thèse n’aurait pas 

la forme qu’elle a aujourd’hui sans eux. 

Je voudrais aussi remercier Janet très chaleureusement pour m’avoir accueilli dans son 

équipe pour deux stages ainsi que pour y réaliser mon doctorat. De même, je te remercie 

énormément Mounira pour nous avoir accueilli dans ton équipe Vincent et moi, alors même que 

Janet partait à Lyon pour de nouvelles aventures. Tu t’es investi dans mon projet alors que 

j’arrivais avec ma propre thématique et n’a jamais émis la moindre objection à ce que je poursuive 

mes propres recherches au sein de ton équipe. Je te remercie également de tout ce que tu as fait 

pour me permettre de continuer ma thèse dans les meilleures conditions possibles.  

Je souhaiterais adresser une pensée particulière à mon directeur de thèse, le docteur 

Vincent Pennaneach. Vincent, après m’avoir encadré pendant deux stages en 2011 et 2013, ainsi 

que durant les quatre années de ma thèse, je te considère comme un directeur, un collaborateur 

mais aussi un ami. Tu m’as donné gout à la recherche et m’as insufflé une rigueur ainsi que l’envie 

d’aller jusqu’au bout des choses. Tu as toujours été présent, dans les hauts comme dans les bas, et 



Remerciements 

 
 

de savoir que tu étais toujours présent pour toutes mes questions mêmes stupides, a rendu ma thèse 

« presque » facile. Ces discussions que nous avions, scientifiques ou non, me manqueront 

beaucoup à l’avenir. Je pourrais encore continuer encore longtemps, mais je vais m’arrêter et te 

dire simplement merci du fond du cœur.  

Je tiens aussi à remercier tous les anciens membres de l’U612. A Laury, Charlotte et Sara 

qui ont chacune poursuivit leur route maintenant. Merci pour tous ces moments, pour vos 

encouragements, ainsi que pour ces petites attentions sucrées qui faisaient ravir les papilles de 

toute l’unité !  J’espère vraiment que vous êtes épanouies dans vos parcours respectifs. 

A tous les membres de l’équipe, merci beaucoup pour m’avoir intégré, écouté et conseillé 

tous ces lundis matins. Même si nous n’avions pas la possibilité de se croiser régulièrement, je 

garde de ces réunions un souvenir très agréable et extrêmement enrichissant scientifiquement.  

Félicitation à toi Hamza, tu mérites tellement ce poste et j’espère que Montpellier te plaira à toi et 

à toute ta famille. Elias, félicitation pour ton article ! Je te souhaite le meilleur pour la suite dans 

ton nouveau poste. A vous deux Matthieu et Sandra, je vous adresse tous mes vœux de réussite pour 

la fin de vos projets. Sandra, tu touches presque au but ! Avec cette quatrième année, je suis 

persuadé que tu vas réaliser une thèse formidable. Bravo à toi Simon, pour ta thèse grandiose. 

J’espère que ton post-doc te plaît mais au vu de tes qualités, ton succès ne fait aucun doute. Et 

enfin, merci beaucoup à Rosine et Géraldine pour tous leurs conseils avisés lorsque que je suis 

venu leur demander de l’aide. Votre expérience m’a été d’un grand secours.  

Finalement, je tiens à préciser que je ne serais pas arrivé jusqu’ici sans le soutien 

inconditionnel de ma famille. Depuis le début de ma scolarité, j’ai pu bénéficier de leur assistance 

et de leurs encouragements qui m’ont permis d’avancer et de grandir, et je les remercie avec amour 

pour cela. A toi Kelly, sans qui je n’aurais pas tenu jusqu’ici. La voie que tu as choisie nous sépare 

momentanément par un océan, mais nous serons bientôt réunis pour le meilleur et pour le pire.   

A vous tous et à tous ceux que j’ai pu oublier : Merci !!! 

 

 



Table des matières 

 
 

Table des matières 

 

REMERCIEMENTS .................................................................................................. 3 

TABLE DES MATIERES .......................................................................................... 5 

LISTE DES FIGURES ET DES TABLEAUX ............................................................ 9 

LISTES DES ABREVIATIONS ............................................................................... 11 

AVANT-PROPOS .................................................................................................... 19 

 

INTRODUCTION .................................................................................................. 21 

 

CHAPITRE 1 :  

LE METABOLISME DE L’ADP-RIBOSE .................................................................. 22 
 

1. La PARylation ............................................................................................................................. 23 

2. La MARylation ............................................................................................................................ 26 

3. Les écrivains ................................................................................................................................ 28 

3.1 La famille des PARPs ........................................................................................................................ 28 

3.1.1 Les PARPs dépendantes de l’ADN ............................................................................................... 28 

3.1.2 Les Tankyrases .............................................................................................................................. 32 

3.1.3 Les PARPs à doigt de zinc CCCH ................................................................................................. 33 

3.1.4 Les PARPs contenant un macrodomaine ou macroPARPs ........................................................... 34 

3.1.5 Les PARPs non classifiées ............................................................................................................ 34 

3.2 Les sirtuines ....................................................................................................................................... 36 

4. Les lecteurs .................................................................................................................................. 37 

4.1 Le motif PBM .................................................................................................................................... 38 

4.2 Le motif PBZ ..................................................................................................................................... 38 

4.3 Le macrodomaine .............................................................................................................................. 39 

4.4 Le motif WWE ................................................................................................................................... 39 

4.5 Les domaines de reconnaissance de phophorylations (BRCT/FHA) ................................................. 40 



Table des matières 

 
 

4.6 Les domaines d’interaction avec l’ADN ou l’ARN ........................................................................... 40 

5. Les gommeurs .............................................................................................................................. 43 

5.1 La protéine PARG ............................................................................................................................. 44 

5.2 La protéine ARH3 .............................................................................................................................. 46 

5.3 La protéine TARG1 ........................................................................................................................... 47 

5.4 Les protéines MacroD1 et MacroD2 .................................................................................................. 47 
 

CHAPITRE 2 :  

LES FONCTIONS DES PROTEINES PARP1, PARP2 ET PARP3 AU COURS DE LA 

REPARATION DE L’ADN ........................................................................................ 49 
 

1. PARP et BER ............................................................................................................................... 52 

1.1 La reconnaissance des dommages de base : les glycosylases ............................................................ 52 

1.2 Détection des cassures simple-brin .................................................................................................... 57 

1.3 Nettoyage des extrémités d’ADN ...................................................................................................... 62 

1.4 Synthèse d’ADN et jonction des extrémités ...................................................................................... 64 

1.5 La protéine XRCC1 ........................................................................................................................... 66 

1.5.1 Structure de la protéine XRCC1 .................................................................................................... 67 

1.5.2 XRCC1 et cancer ........................................................................................................................... 71 

2. Les PARPs et la réparation des cassures double-brins de l’ADN............................................... 75 

2.1 La voie canonique de jonction des extrémités ................................................................................... 77 

2.1.1 La reconnaissance des extrémités .................................................................................................. 78 

2.1.2 Protection et maintien des extrémités ............................................................................................ 82 

2.1.3 La maturation des extrémités ......................................................................................................... 82 

2.1.4 La ligation des extrémités .............................................................................................................. 83 

2.1.5 Importance de la voie du C-EJ ...................................................................................................... 84 

2.1.6 Les rôles des PARPs lors du C-EJ ................................................................................................. 84 

2.2 La recombinaison homologue ............................................................................................................ 87 

2.2.1 La résection des extrémités ............................................................................................................ 88 

2.2.2 L’envahissement de la chromatide sœur et la recombinaison........................................................ 94 

2.2.3 Les fonctions cellulaires de la recombinaison homologue ............................................................ 96 

2.2.4 Les rôles des PARPs lors de la recombinaison homologue ........................................................... 97 

2.3 La voie de réparation du SSA ............................................................................................................ 99 

2.4 PARP et la voie alternative de jonction des extrémités ................................................................... 102 

3. Le choix des voies de la réparation des cassures double-brins................................................. 107 

3.1 L’impact de la nature des extrémités ............................................................................................... 108 

3.2 L’impact de la position de la cassure ............................................................................................... 109 



Table des matières 

 
 

3.3 L’impact de BRCA1 et de 53BP1 .................................................................................................... 110 

3.3.1 La protéine 53BP1et ses partenaires protéiques .......................................................................... 112 

3.3.2 La protéine BRCA1 ..................................................................................................................... 115 

4. Les inhibiteurs de PARP ............................................................................................................ 118 

4.1 Le mécanisme d’action des inhibiteurs de PARP ............................................................................ 120 

4.2 Les mécanismes de résistance aux inhibiteurs de PARP ................................................................. 122 
 

CHAPITRE 3 :  

LES AUTRES FONCTIONS DE LA PROTEINE PARP2 ............................................ 125 
 

1. PARP2 et cycle cellulaire .............................................................................................................. 126 

2. PARP2 et architecture de la chromatine ....................................................................................... 128 

3. PARP2 et ségrégation chromosomique ..................................................................................... 129 

4. PARP2 et maintien des télomères .............................................................................................. 130 

5. PARP2 et métabolisme .............................................................................................................. 131 
 

RESULTATS ........................................................................................................ 135 

 

PREMIERE PARTIE : PARP2, SURVIE CELLULAIRE ET METABOLISME DES 

PAR ..................................................................................................................... 136 

 

Introduction ....................................................................................................................................... 137 

Résultats ............................................................................................................................................ 138 

 

SECONDE PARTIE : PARP2 CONTROLE LE CHOIX DES VOIES DE LA 

REPARATION DES CASSURES DOUBLE-BRINS DE L’ADN EN LIMITANT LE 

RECRUTEMENT DE 53BP1 ET EN STIMULANT LA RESECTION DES EXTREMITES 154 

 

Introduction ....................................................................................................................................... 155 

Résultats ............................................................................................................................................ 161 

Résultats non publiés ......................................................................................................................... 203 

 



Table des matières 

 
 

TROISIEME PARTIE : LA DEPHOSPHORYLATION DE LA PROTEINE 

PLATEFORME XRCC1 REGULE SON RECRUTEMENT AUX SITES DE DOMMAGES DE 

L’ADN ................................................................................................................. 207 

 

Introduction ....................................................................................................................................... 208 

Résultats ............................................................................................................................................ 212 

 

DISCUSSION ET PERSPECTIVES .................................................................. 251 

1. PARP2 et le métabolisme des PAR ............................................................................................ 252 

2. PARP1, PARP2 et réparation des CDBs ................................................................................... 255 

3. L’activité de PARP2 au sein de la réparation de l’ADN ........................................................... 256 

4. Le lien entre PARP2 et 53BP1 .................................................................................................. 257 

5. Le lien entre PARP2 et BRCA1 ................................................................................................. 264 

6. PARP2 et cancer ....................................................................................................................... 267 

7. Le lien entre PARP2 et XRCC1 ................................................................................................. 268 

8. Les modifications post-traductionnelles de XRCC1 par phosphorylation ................................ 269 
 

CONCLUSION ..................................................................................................... 276 

 

ANNEXE : RESUME DES SEQUENCES AUX POINTS DE JONCTION DES 

EXTREMITES ..................................................................................................... 279 

BIBLIOGRAPHIE ............................................................................................... 295 

 

 

 

 



Liste des figures et des tableaux 

9 
 

Liste des figures et des 

tableaux 

 

FIGURE 1 : LA REACTION D'ADP-RIBOSYLATION ........................................................................ 24 

FIGURE 2 : LA FAMILLE DES PARPS ............................................................................................. 29 

FIGURE 3 : LES DIFFERENTS DOMAINES DES PROTEINES PARP1, PARP2 ET PARP3 ............... 30 

FIGURE 4 : LES DIFFERENTS MODULES DE RECONNAISSANCE DE L'ADP-RIBOSE ....................... 37 

FIGURE 5 : LE DOMAINE PBM ...................................................................................................... 38 

FIGURE 6 : LE CYCLE DE L'ADP-RIBOSYLATION ......................................................................... 44 

FIGURE 7 : STRUCTURE DU SITE CATALYTIQUE DE LA PROTEINE PARG .................................... 46 

FIGURE 8 : LES DIFFERENTS TYPES DE DOMMAGES DE L'ADN .................................................... 50 

FIGURE 9 : RESUME DE LA VOIE DU BER-SSBR. ......................................................................... 54 

FIGURE 10 : LES CAUSES PHYSIOLOGIQUES ET CONSEQUENCES DES CASSURES SIMPLE-BRIN ... 58 

FIGURE 11 : MECANISMES DE MODIFICATION DE LA STRUCTURE DE LA CHROMATINE PAR 

PARP1 .................................................................................................................................... 60 

FIGURE 12 : STRUCTURE ET PARTENAIRES DE LA PROTEINE XRCC1 ......................................... 68 

FIGURE 13 : LES TYPES DE CASSURES DOUBLES-BRINS DE L’ADN .............................................. 76 

FIGURE 14 : LES PRINCIPALES ETAPES DE LA VOIE CANONIQUE DE JONCTION DES EXTREMITES

 ................................................................................................................................................. 79 

FIGURE 15 : L’ASSEMBLAGE DU COMPLEXE DE REPARATION DES CDBS PAR JONCTION 

CANONIQUE DES EXTREMITES ................................................................................................ 81 

FIGURE 16 : ORGANISATION STRUCTURELLE DU COMPLEXE MRN-CTIP .................................. 91 

FIGURE 17 : LES ETAPES DE LA RESECTION DES EXTREMITES. .................................................... 93 

FIGURE 18 : LES ETAPES FINALES DE LA RECOMBINAISON HOMOLOGUE ................................... 95 

FIGURE 19 : LES ETAPES DE LA REPARATION DES CDBS PAR LA VOIE DU SSA ........................ 101 



Liste des figures et des tableaux 

10 
 

FIGURE 20 : L’INITIATION DE LA RESECTION EST COMMUNE A LA RH, AU SSA ET AU ALT-EJ

 ............................................................................................................................................... 104 

FIGURE 21 : LES ETAPES DE LA VOIE ALTERNATIVE DE JONCTION DES EXTREMITES 

DEPENDANTES DE LA POLYMERASE Θ .................................................................................. 106 

FIGURE 22 : LA TRANSDUCTION DU SIGNAL DEPENDANTE D’ATM AU NIVEAU DE LA 

CHROMATINE ........................................................................................................................ 111 

FIGURE 23 : NIVEAU DE DEVELOPPEMENT DES DIFFERENTS INHIBITEURS DE PARP : UN ETAT 

DES LIEUX EN 2017 ................................................................................................................ 120 

FIGURE 24 : MECANISME DE REPRESSION TRANSCRIPTIONNELLE DE C-MYC PAR PARP2 .... 127 

FIGURE 25 : REGULATION DE LA BIOGENESE MITOCHONDRIALE PAR PARP2 ......................... 133 

FIGURE 26 : DESCRIPTION DU SUBSTRAT D’ANALYSE DES VOIES DE JONCTION DES EXTREMITES

 ............................................................................................................................................... 158 

FIGURE 27 : DESCRIPTION DU SUBSTRAT DR-GFP .................................................................... 159 

FIGURE 28 : LA DEPLETION DE PARP2 N’AFFECTE PAS LA RESISTANCE DES FOYERS 53BP1 A 

UN INHIBITEUR DU PROTEASOME ......................................................................................... 204 

FIGURE 29 : PARP2 INTERAGIT AVEC RIF1 ET KU80. .............................................................. 205 

FIGURE 30 : PARP2 N’AFFECTE PAS LA FORMATION DES FOYERS RIF1 EN REPONSE AUX 

DOMMAGES A L’ADN ........................................................................................................... 206 

FIGURE 31 : MODELE EXPLIQUANT LA CONTRIBUTION DE PARP2 DANS LA REGULATION DU 

CHOIX DES VOIES DE LA REPARATION DES CASSURES DOUBLE-BRINS DE L’ADN. ............. 266 

 

TABLEAU 1 : EFFET DE LA MARYLATION DES TOXINES BACTERIENNES SUR LES CELLULES 

HOTES ...................................................................................................................................... 27 

TABLEAU 2 : LES DIFFERENTS TYPES DE GLYCOSYLASES ET LEURS SUBSTRATS ......................... 56 

TABLEAU 3: SUBSTRATS DES DIFFERENTES ENZYMES IMPLIQUEES DANS LE NETTOYAGE DES 

EXTREMITES BLOQUANTES EN 5’ ET EN 3’ ............................................................................. 63 

 



Liste des abréviations 

11 
 

Listes des abréviations 

 

3AB : 3-Aminobenzamide 

53BP1 : TP53-binding protein 1 

ABCA1 : ATP-binding cassette transporter 1 

ADN : Acide désoxyribonucléique 

ADP-ribose : Adénosine Diphosphate Ribose 

AID : Activation-induced cytidine deaminase 

ALC1 : Amplified in Liver Cancer 1 

Alt-EJ : Voie alternative de junction des extrémités 

APE1 : Apurinic-apyrimidinic endonuclease 1 

APLF : Aprataxin and PNK-like factor 

APTX : Aprataxin 

ARH : Aryl Hydrocarbon Receptor 

ARH3 : ADP-ribosyl hydrolase 3 

ARN : Acide ribonucléique 

ATM : Ataxia telangiectasia mutated 

ATR : Ataxia telangiectasia mutated and Rad3- related 

BARD1 : BRCA1 associated RING domain 1 

BCL2L : Bcl-2-like protein 2 

BER : Base excision repair 



Liste des abréviations 

12 
 

BIR : Break-induced replication 

BRCA1/2 : Breast Cancer type 1/2 susceptibility protein 

BRCT : BRCA1 C-terminal 

BUB1 : Mitotic checkpoint serine/threonine-protein kinase BUB1 

CCCH : Cystidine-Cystidine-Cystidine-Histidine 

CDB : Cassure double-brins 

CDK : Cyclin Dependent Kinase 

CENP : Centromeric protein 

CHD2 : Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 2 

CHFR : Checkpoint with forkhead and ring finger domains 

CHK1/2 : Checkpoint Kinase 1/2 

CK2 : Caséine Kinase 2 

CSB : Cassure simple-brin 

DNA-PK(cs) : DNA-dependent protein kinase (catalytic subunit) 

DSBR : Double-strand break repair 

EGF : Epidermal growth factor 

ERCC1 : DNA excision repair protein ERCC-1 

EXO1 : Exonuclease 1 

FEN1 : Flap structure-specific endonuclease 1 

FHA : Forkhead Associated 

FOXO1 : Forkhead box protein O1 

Fus : RNA-binding protein FUS  

GEN1 : Flap endonuclease GEN homolog 1 



Liste des abréviations 

13 
 

HEAT : Huntington-elongation-A-subunit-TOR 

HP1 : Heterochromatin Protein 1 

HO Endonucléase : Homothallic switching endonuclease 

HOXA9 : Homeobox protein Hox-A9 

HSP90 : Heat shock protein HSP 90 

hSSB1/2 : Single-stranded DNA-binding protein 1/2 

IRE1α : Serine/threonine-protein kinase/endoribonuclease 

JMJD2A : Jumonji domain-containing protein 2A 

JMJD1C : Jumonji domain-containing protein 1C 

KAP1 : KRAB-associated protein 1 

kDa : kiloDalton 

KO : Knockout 

L3MBTL1 : Lethal(3)malignant brain tumor-like protein 1 

MacroD1/2 : O-acetyl-ADP-ribose deacetylase 

MAD2L2 : Mitotic spindle assembly checkpoint protein MAD2B 

MAPK : Mitogen-activated protein kinases 

MAR : Mono(ADP-ribose) 

MARylation : Mono(ADP-ribose)ylation 

MDC1 : Mediator of DNA damage checkpoint protein 1 

MEF : Mouse embryonic fibroblast 

MLH1 : DNA mismatch repair protein Mlh1 

MDR1 : Multidrug resistance protein 1 

MMEJ : Microhomology mediated end-joining 



Liste des abréviations 

14 
 

MMR : Mismatch repair 

MMS : Methyl methanesulfonate 

MRE11 : Meiotic recombination 11 homolog 1 

MRN : MRE11-RAD50-NBS1 

NAD+ : Nicotinamide adénine dinucleotide 

NBS1 : Nijmegen breakage syndrome protein 1 or Nibrin 

NER : Nucleotide excision repair 

NF-κB : NF-nuclear factor-kappa B 

NLS : Signal de localisation nucléaire 

NuMa : Nuclear mitotic apparatus protein 1 

OB : oligonucleotide/oligosaccharide-binding 

PALB2 : Partner and localizer of BRCA2 

PAR : Poly(ADP-ribose) 

PARG : Poly(ADP-ribose) glycohydrolase 

PARP : Poly(ADP-ribose) polymérase 

PARylation : Poly(ADP-ribose)ylation 

PAXX : Paralog of XRCC4 and XLF 

PBM : PAR-binding motif 

PBZ : PAR-binding zinc finger 

PCNA : Proliferating cell nuclear antigen 

PERK : PRKR-like endoplasmic reticulum kinase 

pI : point isoélectrique 

PIKK : Phosphatidylinositol-3 (PI-3) kinase-like kinase 



Liste des abréviations 

15 
 

PIN : PilT N-terminus 

PGC-1α : PPAR-gamma coactivator 1-alpha 

PNKP : Bifunctional polynucleotide phosphatase/kinase 

PP5 : Serine/threonine-protein phosphatase 5 

PPARγ : Peroxisome proliferator-activated receptor gamma 

PTIP : PAX-interacting protein 1  

RAD50 to 52 : DNA repair protein RAD50 to 52 

RAG1/2 : V(D)J recombination-activating protein  

RB : Retinoblastoma-associated protein 

RECQ1 : ATP-Dependent DNA Helicase Q1 

RFC : Replication Factor C complex 

RIF1 : Telomere-associated protein RIF1 

RNAse H1 : ribonucléase H1 

ROS : Dérivé réactif de l’oxygène 

RPA : Replication protein A complex 

RRM : RNA recognition motif 

SAM : Sterile α-motif 

SAP : SAF-A/B, Acinus and PIAS 

SDSA Synthesis dependent strand annealing 

SETD2 : SET domain-containing protein 2 

SINEs : Short Interspersed Nuclear Elements  

SIRT1 : NAD-dependent protein deacetylase sirtuin-1 



Liste des abréviations 

16 
 

SMARCAD1 : SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin 

subfamily A containing DEAD/H box 1 

SNP : Single-nucleotide polymorphism 

SPO11 : Meiotic recombination protein SPO11 

SREBP1 : Sterol regulatory element-binding protein 1 

SSA : Single-strand annealing  

SSBR : Single-strand break repair 

STAT6 : Signal Transducer and Activator of Transcription 6 

TARG1 : Terminal ADP-ribose protein glycohydrolase 

TCCP : 2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-dioxine 

TiPARP : ADP-ribosyltransferase diphtheria toxin-like 14 

TIRR : Tudor interacting repair regulator 

TOP1 : DNA Topoisomérase 1 

TRF1/2 : Telomeric repeat-binding factor 1/2 

UBC13 : Ubiquitin-conjugating enzyme E2 N 

UHRF1 : Ubiquitin-like PHD and RING finger domain-containing protein 1 

Ung : Uracil-DNA glycosylase 

UTR : Untranslated region 

Wnt : Wingless-type MMTV integration site family member 

XLF : XRCC4-like factor 

XPF : Xeroderma pigmentosum group F-complementing protein 

XRCC1 : X-ray Repair Cross Complementing protein 1 

XRCC4 : X-ray Repair Cross Complementing protein 4 



Liste des abréviations 

17 
 

Xrs2 : DNA repair protein XRS2 

 

 

 

 



 

18 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Avant-propos 

19 
 

AVANT-PROPOS 

 

 

Le maintien de l’intégrité du génome est essentiel pour la transmission de l’information 

génétique au cours de la reproduction sexuée, pour promouvoir la survie cellulaire mais aussi pour 

prévenir l’émergence de cancers des cellules somatiques. La stabilité du génome est permise grâce 

à l’aide de nombreux garde-fous assurant la transmission correcte de l’information génétique d’une 

cellule mère aux cellules filles. Les contrôles dans la progression du cycle cellulaire, dans la 

réplication de l’ADN, dans la division cellulaire, ou encore la capacité des cellules à réparer l’ADN 

endommagé, sont autant de freins au développement tumoral. L’existence de multiples voies de la 

réparation de l’ADN qui sont essentielles à notre développement, et les mutations de nombreux 

gènes impliqués dans la réparation de l’ADN qui sont associées avec des prédispositions à 

développer des cancers (Pour revue : Garber and Offit, 2005) est l’illustration directe de la nécessité 

de prévenir l’accumulation de l’instabilité génétique dans nos cellules. 

Parmi, les nombreuses protéines impliquées dans la réparation des lésions de l’ADN, la 

famille des protéines PARPs, pour Poly(ADP-ribose) polymérases, joue un rôle majeur (Pour revue 

: Amé et al., 2004). Ces protéines interviennent dans de multiples processus cellulaires et leurs 

activités enzymatiques conduisent à l’ajout de monomères (MAR) ou de polymères d’ADP-ribose 

(PAR) sur leurs protéines cibles (Pour revue : Gupte et al., 2017; Schreiber et al., 2006). Les 

protéines PARP1 et PARP2 sont responsable de la synthèse de la quasi intégralité des PAR (Ame 

et al., 1999). Les fonctions diverses de ces protéines ont été étudiées par les deux laboratoires 

auquels j’ai été rattaché ainsi que par de nombreuses équipes de recherche dans le monde. En effet, 

les protéines PARP1 et PARP2 sont des cibles thérapeutiques d’intérêt dans de nombreux sous-

types tumoraux.  

L’un des premier rôles clés identifié pour la protéine PARP1, et peut-être PARP2, est 

d’assurer le recrutement de la protéine XRCC1 (X-Ray Repair Cross Complementing 1) au site de 

dommage de l’ADN (Hanzlikova et al., 2017; Masson et al., 1998b; Mortusewicz et al., 2007; 
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Schreiber et al., 2002). La protéine XRCC1 ne possède pas d’activité enzymatique mais joue un 

rôle de plateforme pour coordonner et favoriser toutes les étapes de la réparation des dommages de 

bases et des cassures simple-brin de l’ADN (CSB) (Pour revue : London, 2015). Le rôle de ces 

différentes protéines est donc essentiel pour préserver l’intégrité du génome. 

Au cours de mon doctorat, j’ai développé deux axes de recherche : 

Dans le premier axe j’ai analysé les fonctions spécifiques de la protéine PARP2 dans la 

réparation de l’ADN. Je me suis d’ailleurs particulièrement intéressé au rôle de PARP2 dans la 

prise en charge des cassures double-brins de l’ADN. J’ai pu mettre en évidence que PARP2 

participe aux choix des voies de la réparation des cassures double-brins de l’ADN en limitant 

l’accumulation de la protéine 53BP1 (TP53-binding protein 1) aux sites de cassures de l’ADN, 

facilitant ainsi l’initiation de la résection des extrémités d’ADN. 

Dans un second axe de recherche, j’ai déterminé l’implication de certaines modifications 

post-traductionnelles par phosphorylation, dans les fonctions de la protéine XRCC1 en réponse aux 

dommages de l’ADN. En effet, le laboratoire de recherche avait précédemment mis en évidence 

que la protéine CDK5 participe à la régulation du recrutement de la protéine XRCC1 en modulant 

l’activité PARP (Bolin et al., 2012). Au cours de cette étude, nous avons pu mettre en évidence que 

l’interdomaine 1 de la protéine XRCC1 qui est phosphorylé par les CDKs, est déphosphorylé en 

réponse aux dommages de l’ADN induits par un agent alkylant, ce qui facilite son recrutement 

dépendant des PAR, aux sites de dommages à l’ADN.
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CHAPITRE 1 :  

Le métabolisme de l’ADP-ribose 

 
 

L’une des grandes complexités de l’étude du protéome vient de la diversité des modifications 

post-traductionnelles dont les protéines peuvent être la cible. Ces modifications peuvent réguler 

l’ensemble des fonctions protéiques en modifiant leurs localisations cellulaires, leurs partenaires, 

leurs abondances ou encore leurs activités enzymatiques. Comme les modifications post-

traductionnelles peuvent être induites en réponse à des stimuli internes ou externes à la cellule et 

sont majoritairement réversibles, elles ne représentent pas un changement stable mais plutôt un état 

transitoire au cours de la demi-vie d’une protéine. Ainsi, pour chaque modification post-

traductionnelle, il est possible de définir trois classes de protéines : 

- Les « écrivains » sont les enzymes responsables de la modification de la protéine cible 

- Les « lecteurs » sont les partenaires ou domaines protéiques capables d’interagir avec la 

forme modifiée de la protéine cible 

- Les « gommeurs » sont en charge de l’enlèvement ou du recyclage de la modification 

 

L’ADP-ribosylation est une modification post-traductionnelle des protéines dans laquelle une 

unité d’adénosine diphosphate-ribose (ADP-ribose), ou plusieurs sous-unités d’ADP-ribose 

provenant du Nicotinamide Adénine Dinucléotide (NAD+) est transférée sur un substrat protéique. 

Lorsque un seul ADP-ribose est ajouté cette modification est nommée mono(ADP-ribose)ylation 

ou MARylation (MAR). Cette réaction est nommée Poly(ADP-ribose)ylation ou PARylation 

lorsqu’une chaine de sous-unité d’ADP-ribose (PAR) est greffée sur la première unité.  
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1. La PARylation 
 

La synthèse de PAR a été détectée pour la première fois il y a plus de 55 ans dans des extraits 

protéique de foie de poule, par l’équipe dirigée par Paul Mandel (Chambon et al., 1963). Cette 

structure fortement semblable à de l’ARN, a été initialement confondu avec la queue d’adénine 

que l’on retrouve lors de la maturation des ARNs (queue Poly-A). En effet, il est facile d’observer 

que la composition du bio-polymère de PAR est proche de celle d’un acide nucléique expliquant 

cette confusion initiale (voir figure 1). Peu après, deux autres groupes de recherche, ont mis en 

évidence que la réaction de PARylation provenait du NAD+ et libérait une molécule de 

nicotinamide (Fujimura et al., 1967; Nishizuka et al., 1967, Figure1a). Il s’agissait bien de 

l’identification d’une nouvelle structure de polymère d’ADP-ribose car le produit de la réaction 

était résistant à l’action des DNAses, des RNAses et des protéases. La purification des PAR a 

permis de mettre en évidence que leurs longueurs variaient et pouvaient atteindre jusqu’à 200 unités 

d’ADP-ribose mais aussi contenir des points de branchement tous les 20 à 50 résidus (Alvarez-

Gonzalez and Jacobson, 1987; Kiehlbauch et al., 1993; Tanaka et al., 1977, Figure1b). Rapidement, 

il a été identifié que la PARylation in vivo était un mécanisme transitoire avec la purification dès 

1972 d’une protéine capable d’hydrolyser la liaison ribose-ribose située entre les sous-unité d’AD-

ribose (Ueda et al., 1972). Cette protéine a été nommée PARG, pour Poly(ADP-ribose) 

glycohydrolase. Ce n’est que cinq ans plus tard en 1977 que la première protéine capable de 

synthétiser les PAR a été purifiée (Okayama et al., 1977). Les fonctions multiples de cette protéine 

qui a été nommée PARP1, pour Poly(ADP-ribose) polymérase 1, seront développées dans la suite 

du manuscrit. Il faudra ensuite attendre dix ans pour que le gène de la protéine PARP1 soit cloné 

par plusieurs équipes de recherche (Alkhatib et al., 1987; Cherney et al., 1987; Suzuki et al., 1987; 

Uchida et al., 1987) et dix années supplémentaires pour que les premiers modèles animaux 

expérimentaux « Knockout » (KO) pour PARP1 soit développés (Agarwal et al., 1997; De Murcia 

et al., 1997a; Eliasson et al., 1997; Endres et al., 1997). Finalement, l’étude des cellules issues des 

souris KO pour PARP1 a mis en évidence que la synthèse des PAR n’était pas totalement abolie 

dans ces cellules (Shieh et al., 1998a). Cette observation a permis de mettre en évidence d’autres 

protéines capables de réaliser la synthèse de PAR dont la protéine PARP2 et la protéine PARP5 ou 

Tankyrase (Ame et al., 1999; Berghammer et al., 1999; Johansson, 1999; Kickhoefer et al., 1999b; 

Smith et al., 1998). Ces protéines font partie d’une famille de 17 protéines qui ont été identifiées 



INTRODUCTION - Chapitre 1 - Le métabolisme de l’ADP-ribose 

24 
 

sur la base de l’homologie de leurs sites catalytiques avec celui de PARP1, et leurs rôles respectifs 

seront abordés par la suite. On sait maintenant que seules 4 protéines (PARP1, PARP2, PARP5a, 

PARP5b) sont capables de catalyser la synthèse de PAR en hydrolysant le NAD+ in vitro (Vyas et 

al., 2014). PARP3 et PARP4 pourraient aussi posséder cette capacité in vivo (Boehler et al., 2011b; 

Kickhoefer et al., 1999b). 

 

 

Figure 1 : La réaction d'ADP-ribosylation. (A) La réaction d’ADP-ribosylation consiste en l’hydrolyse 

du NAD+ en une sous-unité d’ADP-ribose et en une molécule de nicotinamide. La sous-unité d’ADP-ribose 

est ensuite transférée sur la protéine cible via une liaison glycosidique grâce à l’énergie produite lors de 

l’hydrolyse du NAD+. (B) La PARylation se déroule lorsque plusieurs sous-unités d’ADP-ribose sont 

polymérisées sur la première. Cette réaction induit la formation de polymères d’ADP-riboses reliés entre 

eux par des liaisons ribose-ribose. La plus petite sous-unité structurelle des PAR est nommée iso-ADP-

ribose. Des branchements peuvent aussi exister tout au long de l’homopolymère de PAR. (Figure adaptée 

de Vivelo and Leung, 2015) 
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L’ADP-ribosylation est conservée des virus à l’homme, à l’exception de la levure. On retrouve 

en effet des protéines homologues avec le domaine catalytique de la PARP1 dans les domaines du 

monde animal, des plantes, des champignons et des protistes mais aussi chez les procaryotes et les 

virus (Otto et al., 2005; Perina et al., 2014). Ces protéines très bien conservées au cours de 

l’évolution sont également homologues de toxines que l’on retrouve dans certaines bactéries 

pathogènes. 

Au niveau des protéines cibles, les PAR sont essentiellement attachés de façon covalente sur 

des acides aminés chargés. Ainsi, les résidus glutamate (Burzio et al., 1979; Riquelme et al., 1979; 

Zhang et al., 2013a), aspartate (Suzuki et al., 1987; Zhang et al., 2013a), arginine (Vandekerckhove 

et al., 1987) ainsi que lysine (Martello et al., 2016a; Messner et al., 2010) peuvent tous être 

PARylés. Récemment, une étude a montré que les sérines pouvaient être modifiées par les PAR 

(Leidecker et al., 2016). De manière intéressante, la capacité de PARP1 et de PARP2 à PARyler 

les sérines nécessite la formation d’un hétéro-complexe avec la protéine HPF1 (Bonfiglio et al., 

2017). Cette information laisse supposer qu’il puisse exister de multiples sous complexes contenant 

les protéines PARP1 et PARP2, chacun ayant une spécificité pour des substrats différents. Ceci 

pourrait expliquer comment les PARPs peuvent assurer leurs multiples fonctions dans nos cellules. 

Nous reviendrons sur ces fonctions dans la section suivante.   

Au niveau fonctionnel, les conséquences directes de la PARylation d’une protéine cible sont 

encore en cours d’investigation. Tout d’abord, il a été difficile pendant longtemps d’identifier les 

cibles des PARPs et encore plus difficile de déterminer quels acides aminés pouvaient être 

modifiés. Ainsi, la majeure partie des connaissances dont nous disposons vient de l’analyse des 

phénotypes associés à l’absence de l’une ou de l’autre des protéines PARPs dans des organismes 

modèles ou dans des lignées cellulaires. Pourtant, ces dernières années, plusieurs équipes de 

recherches ont réussi à identifier un grand nombre de substrats des protéines PARPs par des 

approches de spectrométrie de masse combinées avec l’utilisation d’anticorps capables de 

reconnaitre les PAR, de domaines protéiques reconnaissant les PAR ou encore d’analogue du 

NAD+ pour isoler les protéines modifiées (Carter-O'Connell and Cohen, 2015; Carter-O’Connell 

et al., 2014; Chiou et al., 2012; Daniels et al., 2014; Gagne et al., 2008; Gagne et al., 2012; Gibson 

et al., 2016; Isabelle et al., 2012; Isabelle et al., 2010; Jungmichel et al., 2013a; Zhang et al., 2013a). 

Même si ces études diffèrent largement quant à leurs méthodologies, elles ont permis de déterminer 
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que probablement plusieurs centaines de protéines pouvaient être directement PARylées. Parmi ces 

protéines, on retrouve de nombreux facteurs de la réparation, des remodeleurs de la chromatine, 

des facteurs de transcription, des régulateurs du cycle cellulaire ou encore des protéines de liaison 

à l’ARN, soulignant l’impact de la PARylation sur de nombreuses voies du métabolisme cellulaire. 

Néanmoins, il faudra attendre la réalisation d’études fonctionnelles utilisant de la mutagénèse 

dirigée pour comprendre l’importance globale de tout ce réseau de modifications. En effet, la greffe 

de PAR sur une protéine cible peut avoir de multiples conséquences. Par exemple, la structure des 

PAR étant proche de celle d’un acide nucléique, celle-ci est fortement chargée négativement et 

peut donc modifier drastiquement les propriétés de la protéine cible.  

 

2. La MARylation  
 

Les premières évidences de l’ajout d’une unique sous-unité d’ADP-ribose sur une protéine 

cible ont été obtenues chez certaines bactéries pathogènes (Gill et al., 1969; Honjo et al., 1968). En 

effet, certaines toxines sécrétées par des bactéries comme Corynebacterium diphtheriae, 

Bordetella pertussis, Vibrio choleræ, Clostridium botulinum ou encore Escherichia coli sont 

capables de mono(ADP-ribose)yler certaines protéines cibles de la cellule hôte  (Pour revue : 

Krueger and Barbieri, 1995 et tableau 1).  

La MARylation participe donc directement à la pathogénicité de ces bactéries. Par exemple, la 

MARylation du facteur d’élongation 2 inhibe la synthèse protéique et celle de la protéine Rho, 

perturbe les filaments d’actine et l’appareil de Golgi (voir tableau 1 pour un résumé des cibles des 

toxines bactériennes par MARylation).  

On retrouve aussi des complexes protéiques capable de MARyler des protéines cibles au sein 

des mécanismes de pathogénicité de certains bactériophages (UCHIDA et al., 1971). Chez les 

mammifères, on retrouve aussi plusieurs classes de protéines capables de MARylation. On retrouve 

ainsi la majorité des membres de la famille des PARPs ainsi que les protéines de la famille des 

sirtuines dont les fonctions seront détaillées ci-dessous. Le rôle des MAR dans l’organisme est 

encore plus obscur que celui des PAR et on ne connait que peu de protéines ciblées par cette 

modification. En effet, la détection des MAR est encore plus difficile que celle des PAR. Pourtant, 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Bordetella_pertussis
https://fr.wikipedia.org/wiki/Vibrio_cholerae
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il semblerait qu’il y ait jusqu’à 700 fois plus de résidus mono(ADP-ribose)ylés que de résidus 

poly(ADP-ribose)ylés (BREDEHORST et al., 1981; Jacobson et al., 1984; WIELCKENS et al., 

1981). Le rôle fonctionnel de cette modification reste donc un vaste champ d’étude et sera 

brièvement discuté lorsque j’aborderai les fonctions de la famille des PARPs et des sirtuines (Pour 

revue : Di Girolamo et al., 2005).  

 

Tableau 1 : Effet de la MARylation des toxines bactériennes sur les cellules hôtes (Tableau adapté de 

Corda and Di Girolamo, 2003) 

Enzymes 
  

 

 

Source  

 

Substrat/Acide aminé 
 

Effet 

Diphtheria 
   

 

Corynebacterium 

diphtheriae 
EF‐2/diphtamide715 Inhibe la synthèse protéique 

Exotoxin 

A 

   

 

Pseudomonas 

aeruginosa 
EF‐2/diphtamide715 Inhibe la synthèse protéique 

Exotoxin 

S   

 

 

Pseudomonas 

aeruginosa 

 

 

Ras family/Arg41 Perturbe les filaments d’actine 

Cholera 
  

 

Vibrio cholerae 
 

Gαs, Gαt/Arg187 Inhibe l’activité GTPase 

LT1, LT2 
   

 

Escherichia coli Gαs, Gαt/Arg187 Inhibe l’activité GTPase 

Pertussis 
   

 

Bordetella 

pertussis 

Gαi, Gαo, Gαt/Cys351 Découple la protéine G de son 

récepteur 

C2,iota 

t 

  
 

 

Clostridium 

botulinum 
Actine Inhibe la polymérisation de 

l’actine  

C3 Clostridium 

botulinum 
Rho, Rac/Asn41 Perturbe les filaments d’actine 

C3‐like Clostridium 

limosum 
Rho, Rac/Asn41 Perturbe les filaments d’actine 

EDIN Staphylococcus 

aureus 

Rho/Asn41 
 

Perturbe le Golgi 

VIP2 Bacillus cereus 
 

Rho/Asn41 Perturbe les filaments d’actine  

SpvB Salmonella 

enterica 

 

 

Actine Inhibe la polymérisation de 

l’actine 
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3. Les écrivains  
 

3.1 La famille des PARPs 
 

Comme je l’ai mentionné précédemment, la famille des protéines PARPs est constituée de 17 

protéines. Ces protéines ont été identifiées sur la base de l’homologie de leur domaine catalytique 

avec celui de la protéine PARP1 (voir figure 2). Ce domaine est situé dans la partie C-terminale (à 

l’exception de PARP4) et confère l’activité de ces protéines s’il est fonctionnel. De par leur activité 

(PARylation ou MARylation), les PARPs remplissent de nombreuses fonctions dans la cellule. En 

fonction de leurs différents domaines, les familles des PARPs a été sub-dividée en quatre sous-

familles.  

 

3.1.1 Les PARPs dépendantes de l’ADN  
 

Ce sous-groupe de la famille des PARPs comprend les trois protéines nucléaires PARP1, 

PARP2 et PARP3. Ces trois PARPs ont été définies comme dépendantes de l’ADN puisque leur 

activité est considérablement stimulée lors de l’interaction à l’ADN de leur domaine d’interaction 

avec des dommages de l’ADN. Ces trois protéines partagent un domaine catalytique et deux 

domaines WGR (Tryptophane-Glycine-Arginine) dans leur partie C-terminale. En revanche, leur 

domaine de liaison à l’ADN situé dans la partie N-terminale, n’est pas conservé entre ces protéines 

(voir figure 3). Cette différence explique certaines des spécificités de ces protéines envers des 

structures de l’ADN (Kutuzov et al., 2013a; Langelier et al., 2014a; Obaji et al., 2016; Sukhanova 

et al., 2016). 
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Figure 2 : La famille des PARPs. Les domaines fonctionnels de chaque protéine sont colorés et légendés 

en haut à gauche. Au sein des domaines PARPs (colorés en bleu ciel dans la partie C-terminale des protéines 

PARPs, à l’exception de PARP4), les régions d’homologies correspondantes à la signature PARP définies 

sur la base de la protéine PARP1 sont foncées. ANK : Ankyrin; BRCT : BRCA1 C-terminal; DBM : DNA-

binding domain; HPS : Homopolymeric runs of His, Pro and Ser; MVP-BD : MVP-binding domain; RRM 

: RNA-binding motif; SAM, Sterile α-motif; UIM : Ubiquitin-interacting motif; VIT : Vault inter-α-trypsin; 

vWA : von Willebrand factor type A; WGR : Conserved W, G and R residues; WWE : Conserved W, W 

and E residues; MLS, Mitochondrial localization signal; NES, Nuclear export signal; NoLS, Nucleolar 

localization signal; NLS, nuclear localization signal (Figure adaptée de Schreiber et al., 2006). 

 
 

PARP1 est une protéine de 116 kDa et possède trois domaines à doigt de zinc (Zn) dans sa 

partie N-terminale qui lui permettent de lier l’ADN (voir figure 3). Les deux premiers Zn1 et Zn2 

permettent la reconnaissance des cassures de l’ADN ce qui stimule l’activité de PARP1 de plus de 

500 fois (Eustermann et al., 2011; Langelier et al., 2011; Lonskaya et al., 2005; Pion et al., 2003). 



INTRODUCTION - Chapitre 1 - Le métabolisme de l’ADP-ribose 

30 
 

Le troisième Zn3 est essentiel pour la liaison à l’ADN et va transmettre une modification de la 

position relative du domaine WGR et du domaine catalytique de la protéine ce qui va stimuler son 

activité (Langelier et al., 2010; Tao et al., 2008).  

 

 

Figure 3 : Les différents domaines des protéines PARP1, PARP2 et PARP3 (Figure adaptée de 

Langelier et al., 2014a). Cette figure montre la conservation du domaine catalytique (CAT) qui est constitué 

d’un domaine hélicoïdal régulateur (HD) et du site porteur de l’activité (ARD), ainsi que du domaine WGR. 

La région N-terminale (NTR) de ces trois protéines n’est pas conservée. En plus des trois domaines à doigts 

de zinc (Zn1-3), PARP1 possède aussi un domaine BRCT (BRCA1 C-terminal) qui est la région 

d’automodification de l’enzyme. 

 

Les protéines PARP2 (65 kDa) et PARP3 (63 kDa) possèdent un domaine N-terminal bien 

plus restreint en comparaison. Il s’agit d’une région de 78 résidus et de seulement 40 résidus au 

sein des protéines PARP2 et PARP3 respectivement (voir Figure 3). Ces domaines semblent être 

déstructurés (Riccio et al., 2016). Pour PARP2, il a été postulé que cette région fasse office de 

domaine de liaison à l’ADN car l’homologue de PARP2 chez Arabidopsis thaliana semble 

présenter un domaine de reconnaissance de l’ADN de type domaine SAP (Aravind and Koonin, 

2000). Chez l’homme, il été finalement montré que le domaine N-terminal se lie bien à l’ADN 

mais ce sont les domaines WGR et catalytique qui assurent la reconnaissance de l’ADN 

endommagé, le recrutement aux sites de dommages de l’ADN et l’activation de PARP2 (Obaji et 

al., 2016; Riccio et al., 2016). Le mécanisme de reconnaissance de l’ADN et d’activation de PARP3 

n’est pas encore caractérisé à ce jour mais pourrait être similaire à celui de PARP2. Ainsi, les trois 

protéines PARP1, PARP2 et PARP3 bien que recrutées aux sites de dommages de l’ADN, seront 
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activées par des dommages de structures différentes (Boehler et al., 2011a; Mortusewicz et al., 

2007). En effet, l’activité de PARP1 est majoritairement induite par les cassures de l’ADN (simple 

et double-brins), alors que PARP2 semble préférentiellement être activé par des intermédiaires de 

réparation comme les « gaps » ou les « flaps » (Eustermann et al., 2011; Kutuzov et al., 2013b; 

Langelier et al., 2011; Langelier et al., 2014a; Obaji et al., 2016; Sukhanova et al., 2016). De façon 

intriguante, PARP2 pourrait aussi être activé par l’ARN (Léger et al., 2014). Finalement, il 

semblerait que des dommages contenant une extrémité 5’phosphate et les « nicks » soient les 

activateurs de choix de PARP3 (Grundy et al., 2016; Langelier et al., 2014a). Ces différences dans 

la reconnaissance des structures d’ADN endommagées pourraient être à l’origine des cinétiques de 

recrutement et de dissociation aux sites de dommages différentes pour ces trois protéines. En effet, 

les protéines PARP2 et PARP3 persistent plus longtemps aux sites de dommages de l’ADN que la 

protéine PARP1 (Boehler et al., 2011a; Mortusewicz et al., 2007). 

Néanmoins, malgré ces différences, l’activation de PARP1 ou de PARP2 conduit de façon 

semblable à la synthèse de PAR. PARP1 semble responsable, en fonction du type cellulaire, de 80 

à 95% de la synthèse totale des PAR en réponse aux dommages de l’ADN alors que PARP2 

catalyse la synthèse des autres 5 à 20% (Ame et al., 1999). Cette différence dans le niveau relatif 

de synthèse des PAR pourrait également contribuer à la différence de cinétiques de recrutement et 

de dissociation aux sites de dommages des PARPs. 

En revanche, l’action de PARP3 comme PARylase (Boehler et al., 2011b; Rulten et al., 

2011) ou MARylase (Grundy et al., 2016; Loseva et al., 2010a; Vyas et al., 2014) reste à ce jour 

débattue. Pourtant, le site catalytique de PARP3 possède la signature PARP H-Y-E (Histidine-

Tyrosine-Glutamate) nécessaire pour la synthèse de PAR. En effet, au sein du site catalytique des 

PARPs dépendante de l’ADN mais aussi des tankyrases, les résidus histidine et tyrosine 

interagissent avec le groupement ribose du NAD+ pour le placer dans une conformation permettant 

la réaction d’ADP-ribosylation. Le résidu glutamate est lui nécessaire à l’ajout d’une sous-unité 

supplémentaire d’ADP-ribose et donc à la réaction de polymérisation (Kleine et al., 2008; Vyas et 

al., 2014). Néanmoins, l’activité PARP dépend aussi de la structure et de la rigidité de deux boucles 

protéiques, la boucle donneuse (D-loop) qui interagit avec le NAD+ et la boucle acceptrice (A-

loop) qui interagit avec l’ADP-ribose et avec le substrat protéique (Ruf et al., 1998b). L’absence 
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de synthèse de PAR de PARP3 pourrait ainsi provenir de la moins bonne conservation de la 

structure de la D-loop.  

Le recrutement et l’activation successive de PARP1, PARP2 et PARP3 est essentiel pour 

coordonner les étapes de la réparation de l’ADN à de nombreux niveaux. Leurs activations par des 

structures spécifiques de l’ADN, leurs offrent ainsi chacune des rôles respectifs non redondants. 

Les fonctions de ces trois protéines au cours de la réparation de l’ADN seront abordées dans la 

seconde partie de l’introduction, lorsque les mécanismes de la réparation seront abordés. 

 

3.1.2 Les Tankyrases 

 

  

La sous-famille des tankyrases est constituée de la tankyrase 1 ou PARP5a et de la tankyrase 2 

(ou PARP5b). Ces protéines sont caractérisées par un domaine ankyrin composés de 24 répétitions 

de 33 résidus (répétition ANK, voir Figure 2). Chaque répétition forme un domaine composé de 

deux hélices alpha séparées par une boucle. Ce domaine, permettant des interactions protéine-

protéine, est extrêmement bien conservé au cours de l’évolution et se retrouve dans tous les 

domaines du vivant (Pour revue : Mosavi et al., 2004). La tankyrase 1 présente en plus de la 

tankyrase 2, un domaine HPS (Histidine-Proline-Serine) en N-terminal dont la fonction reste à 

déterminer.  

La tankyrase 1 a été découverte comme étant un facteur régulant l’homéostasie des télomères 

en modifiant la protéine TRF1 par PARylation (Smith et al., 1998). Trois ans plus tard, la tankyrase 

2 a été identifiée dans un crible de double-hybride en interaction avec TRF1 (Kaminker et al., 

2001). La fonction majeure de la tankyrase 1 est d’inhiber l’action de la protéine TRF1 aux 

télomères. Comme TRF1 joue un rôle de régulation négative sur la longueur des télomères, la 

tankyrase 1 facilite donc l’élongation des télomères (Smith and de Lange, 2000). La tankyrase 1 

stabilise aussi le fuseau mitotique et facilite la cohésion des chromatides sœurs en complexe avec 

la protéine NuMa (Chang et al., 2005). Finalement, il a été observé que la tankyrase 1 pouvait 

cibler et diminuer la stabilité l’Axine, une protéine centrale dans la régulation négative de la voie 

Wnt (Wingless-type MMTV integration site family member). Ainsi, l’inhibition des tankyrases, en 

augmentant la stabilité de l’axine, diminue l’activité de la voie Wnt. La voie Wnt étant suractivée 
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dans de nombreux cancers et favorisant la prolifération des cellules tumorales, les tankyrases 

pourraient donc être des cibles thérapeutiques intéressantes pour diminuer la prolifération tumorale 

des cancers dépendants de l’activation de la voie Wnt (Huang et al., 2009; Karner et al., 2010; 

Martino-Echarri et al., 2016; Riffell et al., 2012). De façon intéressante, plusieurs inhibiteurs de 

PARP, dont l’importance sera discutée dans la suite du manuscrit (voir page 118), en 

développement ou déjà utilisés en clinique, présentent une affinité non négligeable pour les 

tankyrases (Haikarainen et al., 2014; Wahlberg et al., 2012). Il serait ainsi intéressant d’étudier si 

ces molécules peuvent bénéficier aux patients dont les tumeurs prolifèrent via une sur-activation 

de la voie Wnt.  

 

3.1.3 Les PARPs à doigt de zinc CCCH  
 

La famille des PARPs à doigt de zinc de type CCCH comprend les trois protéines PARP7 

(tiPARP), PARP12 et PARP13 (voir figure 2). Le domaine CCCH (pour Cystidine-Cystidine-

Cystidine-Histidine) forme un domaine à doigt de zinc qui a pour particularité de favoriser la liaison 

à l’ARN (Hall, 2005). Les deux protéines PARP7 et PARP12 sont des mono(ADP-ribose)ylases 

alors que PARP13 semble inactive. En effet, il a été observé par cristallographie à rayon X que le 

site catalytique de PARP13 adopte une conformation fermée ne permettant pas la liaison au NAD+ 

(Karlberg et al., 2015). Néanmoins, PARP13 régule l’expression de nombreux gènes via sa capacité 

de déstabilisation des ARNm sur lesquels elle se lie. Ainsi, PARP13 joue un rôle antiviral en 

déstabilisant les ARNm viraux (Bick et al., 2003; Guo et al., 2007; Zhu et al., 2011) et a aussi un 

rôle pro-apoptotique en déstabilisant le transcrit du gène trailr4 (Todorova et al., 2014). PARP7 et 

PARP12 semblent aussi participer à la réponse antivirale en régulant négativement l’expression 

des gènes viraux (Atasheva et al., 2014). De façon intéressante, l’expression de PARP7 est aussi 

induite par le récepteur ARH (pour aryl hydrocarbon receptor) en réponse à l’exposition aux 

dioxines comme le TCCP (Ma et al., 2001). L’induction de l’expression et de l’activité de PARP7 

(ou TiPARP pour TCCP inducible PARP) en réponse aux dioxines est importante pour assurer la 

survie chez la souris, néanmoins le mécanisme précis de son action protectrice n’est pas encore 

bien caractérisé (Ahmed et al., 2015).  
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3.1.4 Les PARPs contenant un macrodomaine ou macroPARPs  

 

Les macrodomaines sont des domaines permettant la liaison aux PAR ou aux MAR et peuvent 

être porteurs d’une activité catalytique (Hassler et al., 2011; Karras et al., 2005; Rack et al., 2016; 

Rosenthal et al., 2013; Timinszky et al., 2009a). Ils seront décrit ultérieurement (voir page 39 et 

45). Les macroPARPs (PARP9, PARP14 et PARP15) sont définies ainsi par la présence d’un ou 

plusieurs macrodomaines dans leur partie N-terminale (voir figure 2 PARP14 et PARP15 sont des 

mono(ADP-ribose)ylases alors que PARP9 semble inactive in vitro (Vyas et al., 2014). Ces trois 

protéines semblent être essentiellement impliquées dans la régulation de la transcription en tant 

que cofacteurs. PARP9 pourrait avoir un rôle de répresseur de la transcription (Aguiar et al., 2005) 

alors que PARP14 active le programme transcriptionnel dépendant de STAT6 (pour signal 

transducer and activator of transcription 6) (Goenka and Boothby, 2006). L’expression de PARP9 

pourrait aussi favoriser la progression tumorale des lymphomes B dans lesquels on retrouve 

souvent sa surexpression (Aguiar et al., 2005). Néanmoins son expression n’est pas nécessaire chez 

la souris pour la réparation des cassures double-brins de l’ADN, la recombinaison VDJ ou pendant 

la réaction de CSR (Robert et al., 2017). 

 

3.1.5 Les PARPs non classifiées  

 

Ces protéines ne forment pas un groupe distinct en soit mais sont regroupées dans cette section 

car elles ne possèdent pas les caractéristiques distinctes abordées ci-dessus. Sont regroupés ici les 

PARP4, PARP6, PARP8, PARP10 et PARP11 et PARP16 (voir figure 2).  

- PARP4 est une large protéine de 193kDa et fait partie intégrante d’un large complexe 

ribonucléoprotéique nommé « vault ». Ce complexe est présent dans le cytoplasme et est 

très bien conservé. Il semble jouer un rôle dans la résistance tumorale aux agents 

génotoxiques et dans le transport intracellulaire (Kickhoefer et al., 1999a). In vitro, PARP4 

peut uniquement synthétiser des MAR, mais in cellulo, il est possible que certaines 

interactions, dont sa présence au sein du « vault », lui confère une capacité de PARylation 

(Kickhoefer et al., 1999a; Vyas et al., 2014). PARP4 est aussi présent au sein du noyau et 

au niveau du fuseau mitotique et des télomères. Néanmoins, les souris KO pour PARP4 
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sont viables et ne présentent aucun des phénotypes associés à la déficience du « vault ». 

Ces souris présentent cependant une incidence plus importante de formation de cancers du 

côlon induits par des carcinogènes, suggérant un rôle dans la réponse aux dommages de 

l’ADN (Raval-Fernandes et al., 2005). 

- PARP6 semble jouer un rôle de suppresseur de tumeur en inhibant la progression dans le 

cycle cellulaire et en facilitant l’induction de l’apoptose dans les cellules de cancers 

colorectaux in vitro et in vivo (Qi et al., 2016; Tuncel et al., 2012).  

- PARP10 est une MARylase qui possède un domaine d’interaction à l’ubiquitine et qui 

contribue à la régulation de la transcription par la voie NF-κB (NF-nuclear factor-kappa B) 

(Verheugd et al., 2013). PARP10 est aussi un partenaire de l’oncoprotéine C-myc et semble 

inhiber son activité transcriptionnelle indépendamment de son activité catalytique (Yu et 

al., 2005). PARP10 semble aussi participer directement à la réponse aux dommages de 

l’ADN. En effet, via une interaction avec la protéine PCNA, PARP10 semble faciliter la 

synthèse d’ADN translésionnelle qui est une voie essentielle dans la tolérance aux 

dommages de l’ADN (Nicolae et al., 2014). De plus, une mutation homozygote de PARP10 

(c.648delAG) a été identifiée chez un patient souffrant de syndrome neurodégénératif. Les 

cellules issues de ce patient étaient aussi beaucoup plus sensibles à des agents génotoxiques 

comme les UV ou l’hydroxyurée laissant indiquer un rôle important de PARP10 dans la 

résistance aux dommages de l’ADN (Shahrour et al., 2016).  

- Le rôle de PARP11 a été très peu étudié. La seule information disponible indique que 

l’activité de PARP11 pourrait faciliter la différenciation des spermatozoïdes chez la souris 

(Meyer-Ficca et al., 2015). 

- PARP16 est une protéine ancrée dans la membrane du réticulum endoplasmique. PARP16 

MARyle deux kinases senseurs de stress au niveau du réticulum endoplasmique (PERK, 

IRE1α) et stimule leurs activités pour transmettre le signal de stress lors de la détection 

d’un mauvais repliement des protéines (Jwa and Chang, 2012).  

- Finalement, les fonctions de PARP8 n’ont pas été caractérisées à ce jour 

Ainsi, même si la famille des PARPs partage un domaine catalytique fortement conservé, les 

fonctions de ces protéines sont multiples et non redondantes. Cependant, la majorité de ces 

fonctions semblent être stimulées en réponse à un stress exogène ou endogène. L’étude des 
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mécanismes régulant l’activation de ces enzymes est donc essentielle à la compréhension de leurs 

fonctions variées. 

 

3.2 Les sirtuines  

 

Les rôles des sirtuines au travers de leur fonction de déacétylation ont été largement étudiés. 

(Pour revue : Chalkiadaki and Guarente, 2015; Kupis et al., 2016). Il a aussi été montré que les 

sirtuines possèdent la capacité d’ajouter un MAR sur leur cible de façon indépendante de leur 

activité de déacétylation (Frye, 1999; Imai et al., 2000; Tanny et al., 1999). 

La famille des sirtuines est composée de sept protéines (SIRT1-7), homologues de Sir2p chez 

la levure (Pour revue : Blander and Guarente, 2004). Cette famille de protéines est bien caractérisée 

pour son activité de déacétylation des histones en utilisant le NAD+ comme cofacteur. Les sirtuines 

sont donc des consommateurs de NAD+ et jouent un rôle crucial dans la prévention de nombreuses 

pathologies comme le vieillissement, les maladies neurodégénératives, le diabète, les maladies 

cardiovasculaires ou encore les cancers. Pour l’instant, seuls deux substrats de MARylation des 

sirtuines ont été identifiés chez les mammifères. Dans les cellules béta du pancréas, SIRT4 MARyle 

la protéine glutamate deshydrogénase ce qui diminue son activité. En conséquence, la production 

d’insuline sera réduite (Haigis et al., 2006). SIRT6 mono(ADP-ribose)yl la lysine 521 de PARP1 

en réponse à l’induction de dommage de l’ADN. Ceci stimule l’activité de PARP1 et facilite la 

réparation des dommages de l’ADN (Mao et al., 2011). Ainsi, même si les rôles de la fonction de 

déacétylation des sirtuines ont été très largement étudiés, il reste beaucoup à comprendre 

concernant l’importance de l’activité de MARylation des sirtuines. Il est aussi important de noter 

que certains petits inhibiteurs de PARP de première génération ont probablement une affinité non 

négligeable pour les sirtuines du fait de la présence d’un domaine d’hydrolyse du NAD+ chez les 

sirtuines.  
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4. Les lecteurs 
 

En réponse à l’activation d’une protéine PARP, les modifications post-traductionnelles induites 

permettent de recruter localement de nombreuses protéines via des modules de reconnaissances 

des PAR ou des MAR. Cette réponse permet une accumulation locale et rapide de très nombreuses 

protéines et favorise les interactions protéine-protéine ultérieures. Il s’agit pour certains de 

domaines protéiques bien structurés et caractérisés, alors que d’autres sont des séquences 

désordonnées moins bien caractérisées. Dans cette partie, je détaillerai les principaux modules 

permettant la reconnaissance des PAR (et des MAR pour certains) et qui sont à ce titre, les lecteurs 

de l’ADP-ribose (Pour revue : Gibson and Kraus, 2012b; Kalisch et al., 2012).  

 

 

Figure 4 : Les différents modules de reconnaissance de l'ADP-ribose. En réponse à l’ajout de PAR sur 

une protéine cible par une PARP, quatre principaux modules permettent leur reconnaissance (WWE, PBZ, 

PBM, macrodomaine). D’autres motifs précédemment connus pour permettre des interactions avec l’ARN 

(RRM, SK/KR, RGG), avec l’ADN simple-brin (OB, PIN) ou avec des phosphorylations (FHA, BRCT) 

sont aussi capables de médier une interaction avec les PAR. WWE : Conserved W, W and E residues, PBZ : 

PAR-binding zinc finger, PBM : PAR-binding motif, FHA : Forkhead associated, OB : 

oligonucleotide/oligosaccharide-binding, RRM : RNA-binding motif, BRCT : BRCA1 C-terminal, SK/KR 

: Serine/lysine-arginine repeat, PIN : PilT N-terminus. Les flèches multiples indiquent que le mécanisme de 

reconnaissance des PAR n’est pas connu (Figure adaptée de Teloni and Altmeyer, 2016).  
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4.1 Le motif PBM 
 

La première protéine identifiée comme ayant un motif PBM (pour PAR-binding motif) 

d’interaction non-covalente avec les PAR est le suppresseur de tumeur P53 (Malanga et al., 1998). 

Le motif PBM a été caractérisé en 2000 et consiste en deux régions conservées. La première région 

contient des acides aminés basiques et la seconde contient des acides aminés hydrophobes mais 

entrecoupés de résidus basiques (Figure 5, Pleschke et al., 2000b). D’après une analyse bio-

informatique, il semblerait que ce motif puisse être retrouvé dans plus de 800 protéines. Parmi les 

protéines contenant ce motif, on retrouve les protéines XRCC1, DNA Ligase III, ATM, Ku70, 

MSH6 ou encore P53 (Gagne et al., 2008). Le mécanisme précis d’interaction avec les PAR de ce 

motif n’est pas connu mais semble être dépendant de la longueur de la chaine de PAR et permet 

une forte interaction de l’ordre du sub-micromolaire voire du sub-nanomolaire (Fahrer et al., 2007; 

Fahrer et al., 2010).  

 

 

Figure 5 : Le domaine PBM. Cet alignement représente le domaine minimal de reconnaissance des PAR. 

La répétition interne lysine/arginine (KR) est essentielle pour la reconnaissance des PAR. Il y a aussi une 

préférence pour des acides aminés hydrophobes en position -1, +1 et +2. Les acides aminés basiques en N-

terminal du motif ne sont pas complètement essentiels à la reconnaissance des PAR. (Figure adaptée de 

Krietsch et al., 2013) 

 

4.2 Le motif PBZ 

 

Le motif PBZ (pour PAR-binding zinc finger) a été identifié en 2008 et n’a été à ce jour observé 

que dans les deux protéines APLF (Aprataxin and PNK-like factor) et CHFR (Checkpoint with 

forkhead and ring finger domains) (Ahel et al., 2008). Un domaine similaire contenant des 
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variations a récemment été identifié dans la protéine CHK1 et semble aussi promouvoir son 

interaction avec les PAR (Min et al., 2013). La structure en doigt de zinc a été confirmée deux ans 

plus tard et a permis de démontrer que ce motif permettait la reconnaissance de deux molécules 

d’ADP-ribose reliées entre elles par une liaison glycosidique, soit la jonction entre deux ADP-

ribose (Eustermann et al., 2010; Isogai et al., 2010; Oberoi et al., 2010; Figure 4). Ce motif possède 

une forte affinité pour les PAR : de l’ordre du sub-nanomolaire pour la protéine APLF qui contient 

deux domaines PBZ en tandem (Li et al., 2010). 

 

4.3 Le macrodomaine  
 

A l’inverse des motifs PBM et PBZ, le macrodomaine est composé d’un motif structuré 

d’environ 130 à 190 acides aminés. Ce domaine interagit avec l’ADP-ribose terminal du PAR et 

peut donc à ce titre permettre une interaction avec une protéine porteuse d’un mono ADP-ribose 

(Ahel et al., 2009 et Figure 4). Jusqu’à maintenant, ce domaine a été identifié dans 11 protéines, 

incluant les trois macroPARPs présentées précédemment (PARP9, PARP14 et PARP15). On 

retrouve aussi ce domaine dans le remodeleur de la chromatine ALC1 (Amplified in Liver Cancer 

1), dans le variant d’histone macroH2A ou encore dans les monoADP-ribose hydrolases 

macroD1/2 dont le rôle sera mentionné par la suite (Ahel et al., 2009; Jankevicius et al., 2013; 

Timinszky et al., 2009a).  

 

4.4 Le motif WWE 
 

Ce motif contenant des résidus tryptophanes (W) et glutamates (E) conservés a été identifié 

dans 12 protéines jusqu’à maintenant. Le motif WWE n’est retrouvé qu’au sein des protéines de la 

famille des PARPs et deubiquitine ligases. De façon intéressante, il a été montré que l’activité de 

certaines E3 ubiquitine ligases requière une liaison avec les PAR via leur motif WWE (DaRosa et 

al., 2015; Kang et al., 2011). Ceci pourrait indiquer que la PARylation de certaines protéines puisse 

agir comme un signal pour son ubiquitinylation successive (Wang et al., 2012b). Le motif WWE 

reconnaît les iso-ADP-riboses avec une forte affinité, soit une unité ADP-ribose au sein de la chaîne 

de PAR (voir Figure 4) (Wang et al., 2012b). Il est aussi intéressant de noter que ce motif qui 
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permet la reconnaissance des PAR, n’est pas présent chez les PARPs capables de synthétiser des 

PAR. Il semble donc exister une distinction entre la capacité de synthèse et la capacité de 

reconnaissance des PAR.  

 

4.5 Les domaines de reconnaissance de phophorylations (BRCT/FHA) 

 

Les domaines BRCT (BRCA1 C-terminal) et FHA (Forkhead associated) sont bien connus pour 

avoir une affinité avec protéines phosphorylées (Durocher et al., 2000; Yu et al., 2003). Il a été 

récemment identifié que ces deux domaines pouvaient aussi avoir une affinité pour les PAR (Li et 

al., 2013). On retrouve ainsi une interaction entre les domaines FHA de la protéine APTX 

(Aprataxin) et de la protéine PNKP (Polynucleotide kinase-3-phosphatase) avec les iso-ADP-

riboses. Il est aussi probable que le domaine BRCT1 de XRCC1 ou les deux domaines BRCT de 

la protéine BARD1 (pour BRCA1 associated RING domain 1) soient des domaines d’interaction 

avec les PAR, permettant par la même occasion leur recrutement et fonction aux sites de dommages 

de l’ADN (Breslin et al., 2015; Li and Yu, 2013). Néanmoins, le domaine BRCT1 de XRCC1 

contient également le domaine PBM précédemment décrit pour interagir avec les PAR (Pleschke 

et al., 2000b). Il n’est donc pas clairement établi si l’intégralité de la structure du domaine BRCT1 

de XRCC1 est requise pour permettre l’interaction de XRCC1 avec les PAR. 

Sachant que ces domaines BRCT et FHA permettent une interaction avec les PAR ainsi qu’avec 

des phospho-protéines, il est possible que les protéines PARylées suite l’induction de l’activité des 

PARPs entre en compétition avec les protéines phosphorylées par des kinases, modifiant ainsi les 

réseaux d’interactions protéines-protéines. 

 

4.6 Les domaines d’interaction avec l’ADN ou l’ARN  
 

Plusieurs découvertes récentes ont permis d’identifier que des motifs de liaison à l’ADN ou à 

l’ARN pouvaient se lier aux PAR. Cette observation renforce d’autant plus l’idée que les PAR 

possèdent des propriétés proches de celles des acides nucléiques. En effet, comme pour l’ARN, 

l’ADN ou même les protéines porteuses de phosphorylations, les PAR représentent une structure 

largement chargée négativement. A ce titre, le terme de troisième acide nucléique a même été 
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utilisé. Ainsi lorsque la synthèse des PAR est fortement stimulée, l’interaction de certaines 

protéines avec l’ARN et l’ADN pourrait être réduite.  

- Le domaine OB fold (pour oligonucleotide/oligosaccharide-binding) est un domaine 

protéique bien conservé qui a été identifié chez un groupe de bactéries et chez la levure 

(Murzin, 1993). Ce domaine permet la reconnaissance de l’ADN simple-brin ou de l’ARN 

et se retrouve au sein de protéines comme RPA, hSSB1/2, BRCA2 (Pour revue : Flynn and 

Zou, 2010). Récemment, il a été identifié que ce domaine autorisait la reconnaissance des 

iso-ADP-riboses et qu’il permettait le recrutement de nombreuses protéines de la réparation 

aux sites de dommages de l’ADN (Zhang et al., 2014). En particulier, la phase rapide du 

recrutement de la protéine BRCA2 au site de dommage de l’ADN est dépendante de la 

reconnaissance des PAR via son domaine OB fold (Zhang et al., 2015a).  

 

- Le motif RRM (pour RNA recognition motif) est l’un des domaines de liaison à l’ARN les 

plus répandus parmi les protéines qui interagissent avec l’ARN (Pour revue : Maris et al., 

2005). Ces dernières années, il est apparu évident que de nombreuses protéines contenant 

des motifs RRM pouvaient être recrutées aux sites de synthèse des PAR (Adamson et al., 

2012; Gagne et al., 2003; Izhar et al., 2015; Krietsch et al., 2012). Ainsi, avec sa structure 

proche de celle de l’ARN, les PAR induisent une réelle compétition pour l’interaction avec 

de nombreuses protéines avec l’ARN.  

 

- Le domaine PIN (PilT N terminus) est un domaine bien conservé au cours de l’évolution, 

permettant une liaison avec l’ADN simple brin ou avec l’ARN. Ce domaine porte aussi une 

activité nucléase (Arcus et al., 2011). Par exemple, il porte l’activité exo-nucléase de la 

protéine EXO1 (Exonuclease 1) et l’activité endo-nucléase de la protéine GEN1 (Flap 

endonuclease GEN homolog 1). Il y a deux ans, il a été identifié que le domaine PIN 

reconnaissait les PAR in vitro et in vivo avec une forte affinité de l’ordre du nanomolaire. 

Cette interaction permet le recrutement rapide de la protéine EXO1 aux sites de dommages 

de l’ADN. Le domaine PIN de l’endonucléase GEN1 interagit aussi avec les PAR (Zhang 

et al., 2015b). Il serait ainsi intéressant de déterminer si certaines protéines PARP peuvent 

ainsi moduler l’activité de ces deux nucléases qui sont impliquées dans différentes étapes 

de la recombinaison homologue. 
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- Les domaines riches en sérines et en arginines (domaine SR) ou en glycines et arginines 

(domaine GAR) se retrouvent dans de nombreuses protéines de liaison à l’ARN. On 

retrouve ces domaines essentiellement au sein des régulateurs de l’épissage des ARN et au 

sein des composants des granules de stress (Pour revue : Shepard and Hertel, 2009). Il a été 

montré récemment que de nombreuses protéines porteuses de ce domaine pouvaient 

interagir avec les PAR (Isabelle et al., 2012; Malanga et al., 2008). Le mécanisme de 

reconnaissance des PAR n’est pas caractérisé mais il est probable que les charges positives 

portées par ce domaine permettent une interaction électrostatique avec les charges négatives 

des PAR. Ainsi, ces interactions pourraient jouer un rôle clé dans l’épissage des ARN et 

dans l’assemblage des granules de stress (Leung et al., 2011).  

Finalement, le recrutement et l’agrégation des certaines protéines porteuses de domaines 

GAR pourrait induire un phénomène complexe et très intriguant de séparation de phase. Ce 

phénomène physique pourrait se comparer à ce qui se produit lorsqu’une goutte d’huile est 

déposée dans l’eau. En effet, la synthèse locale des PAR va induire le recrutement de 

protéines porteuses de domaine GAR comme la protéine oncogène Fus (RNA-binding 

protein FUS). Cette protéine, naturellement désordonnée, est capable de s’agréger dans un 

mécanisme semblable aux protéines de type prion (Patel et al., 2015). Ce phénomène va 

induire une réorganisation et une compartimentation de l’environnement autour du lieu de 

synthèse des PAR. Ceci aurait pour conséquence de favoriser la diffusion locale des 

protéines et de favoriser certaines interactions protéine-protéine en particulier aux sites de 

dommages de l’ADN (Altmeyer et al., 2015; Patel et al., 2015). Ce même phénomène 

pourrait aussi être à l’origine de nombreuses pathologies neurodégénératives associées au 

vieillissement.  

Les découvertes récentes de ces nouveaux domaines d’interaction avec les PAR, ouvrent la 

voie à une meilleure compréhension dans la biologie des PAR mais posent aussi des interrogations. 

Par exemple, la synthèse massive de PAR en réponse aux dommages de l’ADN pourrait-elle 

impacter indirectement d’autres fonctions cellulaires en détournant des protéines de leurs fonctions 

initiales ?  

 



INTRODUCTION - Chapitre 1 - Le métabolisme de l’ADP-ribose 

43 
 

5. Les gommeurs 
 

Comme pour toutes modifications post-traductionnelles, les chaînes de PAR mais aussi les 

MAR peuvent être supprimés. Il est en effet essentiel que cette modification soit contrôlée dans le 

temps.  

Premièrement, l’hydrolyse des PAR permet le recyclage des sous-unités d’ADP-ribose et ainsi 

de maintenir le pool cellulaire de NAD+. Une activation persistante des PARPs a des effets 

dévastateurs dans la cellule et conduit à une crise énergétique qui inhibe la glycolyse et aboutira à 

la mort cellulaire par apoptose, aussi appelé Parthanatos (Andrabi et al., 2014; Fouquerel et al., 

2014). 

Deuxièmement, comme nous l’avons vu précédemment, plusieurs centaines de protéines qui 

possèdent des domaines d’interaction avec les PAR s’accumulent rapidement au niveau des 

polymères. Il est donc essentiel que les PAR soient dégradés par la suite pour ne pas séquestrer ces 

protéines et ainsi qu’elles puissent assurer leurs fonctions.  

Finalement, en entrant en compétition pour la liaison avec l’ARN et l’ADN, les PAR peuvent 

détourner de leurs fonctions des protéines impliquées dans la maintenance physiologique de l’ADN 

et de l’ARN. Aussi les PAR conduisent à la formation d’agrégats protéiques favorisant la diffusion 

locale des protéines. L’absence de recyclage des PAR conduirait à l’accumulation d’agrégats 

protéiques dans le noyau et dans le cytoplasme et aurait des conséquences dramatiques comme 

celles observées dans certaines pathologies neurodégénératives.  

Plusieurs enzymes sont ainsi importantes dans le turnover de l’ADP-ribose. Jusqu’à 

maintenant, seules 5 protéines ont été caractérisées comme capables d’hydrolyser les MAR ou les 

PAR. 
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Figure 6 : Le cycle de l'ADP-ribosylation. Les monoPARPs et les sirtuines peuvent catalyser la synthèse 

d’un MAR et les polyPARPs peuvent synthétiser l’ajout d’un PAR sur une protéine cible. La protéine 

TARG1 peut hydrolyser l’ensemble d’un PAR ou un MAR. La protéine PARG clive les liaisons ribose-

ribose laissant ainsi un MAR sur la protéine cible. Les protéines MacroD1 et MacroD2 hydrolysent les MAR 

uniquement laissant une protéine non modifiée. NA : Nicotinamide, ADPr : ADP-ribose (Figure adaptée de 

Barkauskaite et al., 2015) 

 

5.1 La protéine PARG 
 

La protéine PARG (Poly(ADP-ribose) glycohydrolase), a été purifiée en 1972, cinq ans avant 

la purification de la protéine PARP1 (Ueda et al., 1972). Cette protéine est responsable de la grande 

majorité de l’hydrolyse des PAR. Pourtant le cDNA de PARG n’a été cloné que 25 ans plus tard 

rendant difficile l’étude de cette protéine (Lin et al., 1997). Il existe trois isoformes de PARG, 

différent dans le domaine N-terminal et par leur taille, codant tous pour une protéine fonctionnelle. 

En effet, les trois isoformes de PARG sont recrutés rapidement aux sites de dommages de l’ADN 
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via une interaction du domaine catalytique, qui est un macrodomaine (Slade et al., 2011), avec les 

PAR, et aussi via l’interaction de son domaine PIP en C-terminal avec la protéine PCNA 

(Proliferating cell nuclear antigen) (Mortusewicz et al., 2011b). Il existe aussi deux isoformes de 

PARG qui sont présent au sein de la mitochondrie, mais qui semblent inactif de par l’absence de 

tout ou partir de l’exon 5 (Niere et al., 2012). PARG va ainsi débuter l’hydrolyse des PAR presque 

immédiatement après l’activation des PARP et la synthèse des PAR. Au niveau temporel, ce 

mécanisme est extrêmement bien contrôlé et rend la durée de vie des PAR très courte. L’importance 

cruciale de PARG a été démontrée in vivo, car les souris knock-out pour PARG meurent tôt au 

cours du développement embryonnaire (Koh et al., 2004). De plus, les cellules embryonnaires 

issues de ces souris survivent en présence d’un inhibiteur de PARP, ce qui indique que la mortalité 

de ces souris est bien causée par l’accumulation de PAR. 

La structure de la protéine PARG a permis de déterminer que le site catalytique de PARG est 

en fait dérivé du domaine de reconnaissance des PAR, le macrodomaine (Slade et al., 2011). La 

spécificité du macrodomaine de PARG est la présence d’une boucle catalytique (GGG-X6-8-QEE) 

qui lui confère son activité (voir figure 7). PARG possède à la fois une activité exo-glycohydrolase 

et une activité endo-glycohydrolase. Ainsi PARG peut tout aussi bien dégrader les ADP-ribose 

successivement à partir de l’extrémité des PAR ou cliver au sein du PAR générant des chaînes 

libres de PAR dans la cellule (Slade et al., 2011). Ces derniers peuvent d’ailleurs jouer des rôles 

physiologiques dans la cellule (Andrabi et al., 2006; Brochu et al., 1994). Néanmoins, il semble 

que l’activité exo-glycohydrolase soit largement majoritaire dans la cellule (Barkauskaite et al., 

2013). Ainsi, l’activité PARG hydrolyse les PAR, mais n’est pas capable d’hydrolyser la liaison 

reliant le premier ADP-ribose à la protéine laissant donc une protéine porteuse d’un MAR (voir 

figure 6). De même, PARG n’est pas capable d’hydrolyser le produit de la réaction des 

monoPARPs, ni des sirtuines (Dunstan et al., 2012). Sachant que ces dernières réactions ne sont 

pas irréversibles, il existe donc des mono-hydrolases impliquées dans l’élimination de ces 

modifications. 
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Figure 7 : Structure du site catalytique de la protéine PARG. Au sein de la protéine PARG, le site 

catalytique est représenté en couleur (gauche). A droite, le site catalytique dans lequel la boucle catalytique 

est colorée en magenta contient un ADP-ribose. Les deux résidus Glu 756 et Phe875 porteurs de l’activité 

catalytique sont représentés. L’activité PARG va conduire à l’hydrolyse de la liaison α(1-2) O-glycosidique 

qui relie les deux unités d’ADP-ribose successives (Figure adaptée de Barkauskaite et al., 2015).  

 

5.2 La protéine ARH3 
 

La protéine ARH3 (pour ADP-ribosyl hydrolase 3) est la seconde enzyme connue capable de 

dégrader les PAR (Mueller-Dieckmann et al., 2006; Oka et al., 2006). A la différence de PARG, 

ARH3 ne contient pas de macrodomaine. Cette protéine, comme PARG, hydrolyse la liaison 

glycosidique présente entre les sous-unités ADP-ribose, laissant ainsi une protéine MARylée. Il 

semblerait que ARH3 soit responsable de la dégradation des PAR dans la mitochondrie car aucun 

des deux isoformes de la protéine PARG présents n’y est actif (Niere et al., 2012). ARH3 semble 

aussi impliquée dans la dégradation des PAR libres dans le noyau et dans le cytosol qui sont 

produits par l’activité PARG. L’absence d’ARH3 conduit à une accumulation de PAR libres qui 

vont transloquer dans la mitochondrie et causer la mort cellulaire en réponse à un stress 

génotoxique (Mashimo et al., 2013). Finalement, il a été identifié que seul ARH3 est capable 

d’hydrolyser les PAR qui sont ajoutés sur les sérines par les complexes PARP1/HPF1 et 

PARP2/HPF1 (Ahel et al., 2017).  
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5.3 La protéine TARG1 

 

Le rôle de la protéine TARG1 (Terminal ADP-ribose protein glycohydrolase) dans l’hydrolyse 

des PAR et des MAR a été identifié en 2013 (Sharifi et al., 2013). Une mutation de cette protéine 

a été identifiée chez un patient souffrant d’un syndrome neurodégénératif sévère, ce qui montre 

l’importance de cette protéine dans la régulation du métabolisme de l’ADP-ribose. De plus, la 

déplétion de cette protéine induit un fort défaut de prolifération cellulaire ainsi que l’accumulation 

de dommages de l’ADN. A l’instar de la protéine PARG, le domaine catalytique de TARG1 est 

fortement semblable à un macrodomaine. Néanmoins, le mécanisme catalytique est lui très 

différent de celui de PARG. La lysine 84 de TARG1 réalise une attaque nucléophile sur le carbone 

1 du ribose proximal, générant ainsi une base de Schiff temporaire. L’aspartate 125 qui est 

positionné à proximité permet finalement la libération de l’ADP-ribose. Ce mécanisme catalytique 

peut donc éliminer aussi bien les PAR que les MAR puisqu’il cible la liaison entre la protéine et 

l’ADP-ribose proximal (voir Figure 6). De façon intéressante, TARG1 semble avoir une spécificité 

pour cibler l’ADP-ribose présent sur le glutamate (Rosenthal et al., 2013; Sharifi et al., 2013). Bien 

que l’activité de TARG1 soit beaucoup plus faible que celle de PARG, son activité catalytique 

relargue obligatoirement un PAR complet, ce qui pourrait avoir des conséquences importantes. En 

effet, les PAR libres jouent un rôle de signalisation dans un processus de mort cellulaire appelé 

Parthanatos (Andrabi et al., 2006; Yu et al., 2006).  

 

5.4 Les protéines MacroD1 et MacroD2 
 

Les deux protéines MacroD1 et MacroD2 (O-acetyl-ADP-ribose deacetylase) sont deux 

enzymes capables d’éliminer un MAR (voir Figure 6). Les deux protéines sont bien conservées et 

contiennent un macrodomaine très similaire et porteur de leur activité. Mais leurs autres domaines 

ne sont pas bien caractérisés (Jankevicius et al., 2013). L’activité de MacroD1 et de MacroD2 

conduit uniquement à l’élimination des MAR car ces protéines ne sont pas actives sur les PAR. De 

façon intéressante, comme pour la protéine TARG1, l’activité de leurs macrodomaines semble 

spécifique aux modifications du glutamate (Rosenthal et al., 2013). Néanmoins, il semble que le 

mécanisme catalytique soit différent. Cette observation ouvre donc la voie à la recherche de 
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nouvelles enzymes capable d’hydrolyser les MAR qui ont été ajoutés sur d’autres résidus que les 

glutamates.  

L’ensemble de ces observations met donc en évidence l’existence probable d’un code 

permettant une régulation fine du métabolisme de l’ADP-ribose. On peut supposer que les PARP 

existent sous la forme de multiples sous-complexes permettant le ciblage de certains résidus cibles 

ou encore de certaines protéines. A l’inverse, l’hydrolyse des MAR ou des PAR dépend de 

plusieurs protéines « gommeuses » qui possèdent des localisations cellulaires et des activités 

finement régulées. Ce modèle permet d’expliquer comment les PARPs peuvent jouer un rôle 

distinct dans de multiples processus cellulaires. A l’avenir, il sera essentiel de déterminer comment 

l’activité des PARP est régulée, aussi bien au niveau basal, qu’en réponse aux dommages de 

l’ADN. 
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CHAPITRE 2 :  

Les fonctions des protéines PARP1, PARP2 et PARP3 au 

cours de la réparation de l’ADN 

 

 

Dans de la partie précédente, j’ai détaillé le métabolisme de l’ADP-ribosylation en décrivant 

les différentes enzymes impliquées dans la régulation de cette modification post-traductionnelle 

des protéines. Nous avons vu que la très grande majorité des PAR sont synthétisés par les protéines 

PARP1 et PARP2 et que les activités enzymatiques des protéines PARP1, PARP2 et PARP3 sont 

fortement stimulées en réponse aux cassures de l’ADN. Dans cette partie, j’évoquerais ainsi les 

rôles multiples de ces trois protéines en réponse à l’induction de cassures simple ou double-brins 

de l’ADN. 

Dans la première partie de ce chapitre, je détaillerais les fonctions multiples des protéines 

PARP1 et PARP2 et du rôle de leur synthèse d’ADP-ribose lors de la réparation des dommages de 

bases et des cassures simple-brin de l’ADN. De plus, les PAR favorisent la mise en place de 

nombreuses interactions protéiques durables. XRCC1 est l’une des premières protéines à avoir été 

identifiée comme étant recrutée aux sites de dommages de l’ADN via son interaction avec PARP1 

auto-PARylé (Masson et al., 1998b). Le rôle de XRCC1 dans la réparation de l’ADN sera 

également détaillé dans cette section. 

Dans la seconde partie de ce chapitre, j’introduirais les différentes voies de la réparation des 

cassures double-brins de l’ADN, et les rôles de PARP1, PARP2 et PARP3 dans ces mécanismes 

seront exposés.  

Dans la troisième partie de ce chapitre, j’aborderais comment le choix des voies de la réparation 

des cassures double-brins de l’ADN est fait et permet d’assurer le maintien de la stabilité du 

génome. Les fonctions multiples des protéines BRCA1 et 53BP1, deux acteurs majeurs dans ce 

choix, seront définies. 

Finalement, j’expliquerais pourquoi l’inhibition des fonctions des PARPs peut offrir un intérêt 

thérapeutique chez certains patient(e)s atteints de cancers. 
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L’ADN est le support de l’information génétique et il est maintenant bien établi que comme 

toute molécule chimique, l’ADN peut être soumis à une décomposition spontanée impliquant 

hydrolyse, oxydation et méthylation (Pour revue : Lindahl, 1993). De plus, de nombreux agents 

exogènes (radiation ionisante, rayonnement UV, agents chimiques) ou endogènes (métabolites, 

radicaux libres) peuvent être responsable de multiples lésions de l’ADN (Pour revue : Cheung-Ong 

et al., 2013; De Bont and Van Larebeke, 2004). Finalement, des processus cellulaires comme la 

réplication et la transcription peuvent aussi conduire à la formation structures de l’ADN nécessitant 

des enzymes spécifiques pour leur résolution. La persistance de ces lésions va conduire à l’arrêt du 

cycle cellulaire, à la mort cellulaire ou à la sénescence mais peut aussi être à l’origine de mutations 

et d’instabilité génétique qui peuvent être responsables de la transformation tumorale.  

Il existe de multiples types de lésions de l’ADN (voir figure 8). En effet, virtuellement chaque 

composante de la structure de l’ADN (bases azotées, désoxyribose, phosphates) peut être altérée. 

Ainsi, les bases peuvent être oxydées, alkylées, déaminées ou même éliminées. Des interruptions 

dans le squelette ribose-phosphate de l’ADN peuvent aussi avoir lieu générant ainsi des cassures 

simple-brin (CSBs) ou des cassures double-brins (CDBs) de l’ADN. Des pontages covalents entre 

pyrimidines (dimères de pyrimidines) ou entre brins (pontages inter-brins) peuvent se former après 

une exposition aux UV ou encore des pontages entre l’ADN et des protéines induits par certains 

agents chimiques. Finalement, des erreurs de réplication de l’ADN peuvent causer des 

mésappariements de bases.  

 

 

Figure 8 : Les différents types de dommages de l'ADN (Figure adaptée de Helleday et al., 2014) 
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Un ensemble de systèmes pour coordonner la prise en charge des lésions de l’ADN et assurer 

la stabilité du génome a été développé dans le monde du vivant. Il existe chez les organismes 

eucaryotes plusieurs voies permettant la détection et la réparation des lésions de l’ADN. On peut 

citer la voie de réparation par excision de base (BER), la voie de réparation des cassures simple 

(SSBR) ou double-brins de l’ADN (DSBR), la voie de réparation par excision de nucléotides 

(NER) ou encore la voie de réparation des mésappariements (MMR) (Pour revue : Sancar et al., 

2004). Ces voies de la réparation ont chacune leurs spécificités concernant le type de lésions 

qu’elles sont capables de détecter et de réparer.  

De nombreuses redondances existent entre ces différentes voies de la réparation alors que 

certaines connexions peuvent quelquefois conduire à une compétition entre différentes voies pour 

la réparation de certaines lésions de l’ADN. Par exemple, la réparation des CDBs de l’ADN peut 

s’effectuer par au moins quatre voies de la réparation, dont la fidélité n’est pas homogène. De plus, 

certaines protéines peuvent être impliquées dans plusieurs voies de la réparation.  

Mais au final, les multiples acteurs de la réparation sont essentiels au maintien de la stabilité 

du génome et pour contribuer au maintien de l’intégrité des fonctions cellulaires à l’échelle de 

l’individu. Néanmoins, une diversité génétique programmée est nécessaire au cours du 

développement du répertoire antigénique ou encore lors de l’échange des allèles parentaux au cours 

de la méiose pour assurer la reproduction. De plus, l’introduction d’une diversité génétique est le 

moteur de l’évolution. La fidélité des mécanismes de la réparation de l’ADN doit donc être régulée 

de façon optimale pour que la balance fragile entre maintien de l’intégrité du génome et instabilité 

génétique ne penche pas exagérément dans un sens ou dans l’autre. 

Au cours de cette partie, je m’attarderai uniquement à la description de la prise en charge des 

dommages de bases et des cassures simple- et double-brins de l’ADN. En effet, nous avons vu 

précédemment que l’activité de PARP1 et de PARP2 est très fortement stimulée lors de la 

reconnaissance des cassures de l’ADN. Les cassures simple-brin de l’ADN sont l’un des 

intermédiaires de la réparation de dommages de bases, une voie de réparation dont XRCC1 est une 

protéine centrale. Ainsi, PARP1, PARP2 et XRCC1 jouent un rôle primordial dans la coordination 

des étapes de la réparation du BER et des cassures de l’ADN.  
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1. PARP et BER 
 

La réparation des dommages de bases par la voie du BER est un processus hautement conservé 

au cours de l’évolution. Cette voie de la réparation est en charge de la réparation des dommages de 

bases. Ces lésions, qui ne conduisent pas à une distorsion majeure de la double hélice d’ADN, 

proviennent essentiellement de la décomposition spontanée de l’ADN qui représente des réactions 

de déaminations, d’alkylation ou encore d’oxydation (Pour revue : Lindahl, 1993). Les radiations 

ionisantes ou certains agents oxydants et alkylants conduisent aussi à la formation de nombreux 

dommages de bases. 

 L’initiation du BER dépend de la reconnaissance des lésions de bases par une famille de 

protéines spécialisées appelées glycosylases. Brièvement, les glycosylases éliminent la base 

endommagée, puis l’action des glycosylases bifonctionnelles ou de l’endonucléase APE1 

(Apurinic-apyrimidinic endonuclease 1) clive le site abasique générant ainsi une cassure simple-

brin de l’ADN. Après que les extrémités d’ADN aient été nettoyées, une nouvelle base est ensuite 

synthétisée et la jonction est scellée par une ADN ligase. La réparation par la voie du BER peut 

donc se résumer en quatre étapes principales : élimination de la base endommagée, nettoyage des 

extrémités d’ADN, resynthèse de l’information génétique par une ADN polymérase et ligation des 

deux extrémités (Pour revue : Krokan and Bjoras, 2013; Parsons and Dianov, 2013) (voir figure 

9).  

Il est important de noter que la réparation des dommages de bases est intrinsèquement liée à 

celle des CSBs de l’ADN et cela pour plusieurs raisons. Tout d’abord, la réparation par le BER est 

une source majeure de CSBs dans nos cellules. En effet, les étapes finales de ces voies de la 

réparation sont donc communes et certaines enzymes comme les protéines PARP1 et surtout 

XRCC1 sont importantes pour les fonctions du BER et du SSBR. Ainsi, dans cette partie je définirai 

donc la voie du SSBR comme une sous-voie du BER (voir figure 9). 

 

1.1 La reconnaissance des dommages de base : les glycosylases 
 

Les multiples structures des différents dommages de bases ne seront pas tous détaillées dans 

cette introduction (Jacobs and Schär, 2012). On estime à au moins 10 000 le nombre de dommages 
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de bases produits naturellement par jour dans chacune de nos cellules (Tableau 2 et pour revue : 

Barnes and Lindahl, 2004). Pourtant, la fréquence des mutations de bases est de l’ordre de 10-10 par 

base, par génome et par réplication, suggérant l’existence de mécanismes de réparation très 

performants (Drake et al., 1998). On peut néanmoins citer la 7,8-dihydro-8-oxoguanine (8-oxoG), 

qui est un des produits d’oxydation les plus fréquents induits par les ROS ou encore des formes 

telles que la O6-methylguanine (6-meG) ou la N7-methylguanine (7-meG) produites par alkylation. 

Il est essentiel de prendre en charge ces lésions car beaucoup d’entre elles sont mutagènes.  
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Figure 9 : Résumé de la voie du BER-SSBR. Les dommages de bases sont pris en charges par la famille 

des glycosylases générant un site abasique substrat de l’endonucléase APE1 générant une CSB. Les ROS et 

l’activité de TOP1 peuvent aussi produire directement des CSBs permettant le recrutement et l’activation 

de PARP1 (et de PARP2). Les extrémités sont ensuite nettoyées par différentes enzymes dont APE1, PNKP 

(Polynucleotide kinase-3'-phosphatase), APTX (Aprataxin) et la polymérase β générant un substrat pour la 

synthèse d’un nucléotide par la polymérase β. La ligation dépendant de l’ADN ligase 3 en complexe avec 

XRCC1, c’est la voie du « short patch ». Alternativement, la machinerie de la réplication peut synthétiser 

jusqu’à 12 nucléotides et la ligation dépendra de l’ADN ligase 1, c’est la voie du « long patch » (Figure 

adaptée de Caldecott, 2008).  
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Par exemple, la 8-oxoG s’apparie naturellement avec l’adénine produisant ainsi des 

transversions G-C vers T-A. De même, la 6-meG est mutagène car elle peut s’apparier avec une 

thymine alors que la 7-meG est cytotoxique car elle bloque la progression de la réplication de 

l’ADN (Pour revue : Lindahl and Wood, 1999).  

La détection de ces lésions de base repose sur une famille d’enzymes appelée glycosylase. Les 

glycosylases sont des d’enzymes très bien conservées au cours de l’évolution. L’Ung (Uracil-DNA 

glycosylase) est la première d’entre-elles à avoir été purifiée en 1974 chez Escherichia coli par 

Tomas Lindahl, ce qui a permis de proposer les étapes fondamentales du BER dès cette année 

(Lindahl, 1974; Miller and Goodman, 2016). Chez les mammifères, 11 glycosylases ont été 

identifiées à ce jour (Dizdaroglu et al., 2017). Il est proposé que chaque glycosylase scanne 

continuellement la double-hélice à la recherche de lésions de bases  (Hegde et al., 2008a). Le site 

actif de chaque glycosylase possède une affinité pour différents types de dommages à l’ADN (voir 

tableau 2). Une fois qu’une glycosylase interagit avec une base endommagée, la base est retournée 

hors de l’ADN et placée au sein du site actif de la glycosylase causant ainsi une courbure de l’ADN 

(Friedman et al., 2009; Slupphaug et al., 1996). Si la lésion est un substrat de la glycosylase, il y 

aura alors clivage de la liaison N-glycosidique reliant la base au désoxyribose générant ainsi un 

site abasique. La liaison phosphodiester est ensuite clivée en 5’ du site abasique par APE1 

produisant une CSB avec une extrémité 5’désoxyribose phosphate et une extrémité 3’hydroxyl 

(3’OH).  

En plus de l’activité glycosylase, les protéines OGG1, NEIL1 et MPG possèdent une activité 

AP-lyase qui leur permet en plus, de cliver le site abasique produisant ainsi directement une CSB 

(Bruner et al., 2000; Nash et al., 1997; Sun et al., 1995). Ces glycosylases sont dites 

bifonctionnelles par opposition aux glycosylases monofonctionnelles qui ne possèdent cette 

activité AP-lyase.  

La protéine XRCC1 est essentielle pour toutes ces réactions enzymatiques. En effet, XRCC1 

interagit avec les glycosylases et stimule l’activité de certaines d’entre elles. En revanche, les 

protéines PARP1 et PARP2 ne semblent pas essentielles dans la détection des lésions de bases. En 

effet, il a été montré récemment que la synthèse des PAR n’était pas nécessaire pour le recrutement 

de la glycosylase OGG1 (Campalans et al., 2013). De plus PARP1 ne semble pas avoir d’affinité 

pour les bases endommagées (Cistulli et al., 2004; Khodyreva et al., 2010; Lavrik et al., 2001). 
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Finalement, la synthèse de PAR n’est pas nécessaire pour l’excision de la guanine alkylée, 7-meG 

(Cleaver et al., 1983).  

 

Tableau 2 : Les différents types de glycosylases et leurs substrats. U, uracil; , A, adenine; , T, thymine; 

, C, cytosine, G, guanine; , 5--hm, 5--hydroxymethyl; , 5-FU, 5-fluorouracil; , ε, etheno; , 5-fC, 5-

formylcytosine; , 5-caC, 5-carboxylcytosine; , 8--oxoG, 8--oxo-7,8-dihydroguanine; , Tg, thymine glycol; , 

FaPy, 2,6-diamino-4-hydroxy-5-N-methylformamidopyrimidine; , me, methyl; , h, hydroxyl ; , Mono, 

Monofonctionnelle ; , Bi, Bifonctionnelle (Tableau adapté de Jacobs and Schär, 2012). 

Type de lésion 
 

Nom Substrats 

Uracile dans 

l’ADN 

UNG 

 

Uracil-N glycosylase U, 5-FU, Mono 

SMUG1 Single-strand-specific 

monofunctional uracil 

DNA glycosylase 1 

U, 5-hmU, 5-FU Mono 

Mésapparieme

nts contenant 

des dérivés de 

pyrimidines 

MBD4 Methyl-binding 

domain glycosylase 4 

T, U, 5-FU, εC, opposite G, 

dsDNA 

Mono 

TDG Thymine DNA 

glycosylase 

T, U, 5-FU, εC, 5-hmU, 5-fC, 5-

caC; opposite G, 

Mono 

Dommages de 

bases oxidatifs 

OGG1 8-OxoG DNA 

glycosylase 1 

8--oxoG, FaPy, opposite C, Bi 

MYH MutY homolog DNA 

glycosylase 

A opposite 8--oxoG, C or G, 2--

hA opposite G, 

Mono 

Purines 

Alkylées 

MPG Methylpurine 

glycosylase 

3--meA, 7-meG, 3-meG, 

hypoxanthine, εA, 

Mono 

Pyrimidines 

oxydées 

NTHL1 Endonuclease III-like 

1 

Tg, FaPyG, 5-hC, 5-hU Bi 

NEIL1 Endonuclease VIII-

like glycosylase 1 

Tg, FaPyG, FaPyA, 8-oxoG, 5--

hU, 5--hC 

Bi 

NEIL2 Endonuclease VIII-

like glycosylase 2 

As NTHL1 and NEIL1 Bi 

NEIL3 Endonuclease VIII-

like glycosylase 3 

FaPyG, FaPyA, prefers ssDNA Bi 

 

Le nombre de lésions de bases et les glycosylases génèrent un vaste nombre de combinaisons de 

réactions enzymatiques possibles. Chacune de ces réactions produit des extrémités d’ADN 

différentes qui sont prises en charge par de multiples protéines pour permettre la synthèse d’ADN 

ultérieure (Krokan and Bjoras, 2013) (voir aussi section 1.3 page 62 de ce chapitre). 
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1.2 Détection des cassures simple-brin  
 

Comme décrit ci-dessus, l’action des glycosylases ou l’action de l’AP endonucléase APE1 au 

niveau d’un site abasique lors la voie de réparation du BER génère une CSB qui est une interruption 

du squelette ribose-phosphate de l’ADN (Strom et al., 2011). L’une des autres sources de CSB 

résulte de l’activité abortive de l’ADN topoisomérase 1 (TOP1). En effet, dans un processus 

physiologique normal pour relaxer l’ADN au cours de la transcription et de la réplication, l’activité 

enzymatique de TOP1 produit des CSBs transitoires au sein de la double hélice de l’ADN (voir 

figure 10). En revanche, la collision de cet intermédiaire ADN lié de façon covalente à la TOP1 

avec l’ADN ou l’ARN polymérase, peut produire des CDBs (El-Khamisy et al., 2005a). Une autre 

des causes majeures des CSBs est l’attaque oxydative de l’ADN par des dérivés réactifs de 

l’oxygène (ROS). Par exemple, les radicaux dérivés du peroxyde d’hydrogène ou H2O2, ont une 

propension 2000 fois plus importante à induire des CSBs que des CDBs (Bradley and Kohn, 1979). 

Les CSB peuvent ainsi être causées directement par l’action des ROS sur l’ADN.  

Dans l’ensemble les cassures simple-brin de l’ADN font parties des lésions les plus fréquentes 

de l’ADN et l’accumulation de CSBs, peut conduire à une hyper-activation des protéines PARP, 

qui sont les senseurs de ce type de lésions. Cette hyper-activation va induire une inhibition de la 

glycolyse qui conduira à la mort cellulaire par apoptose (Andrabi et al., 2006; Andrabi et al., 2014; 

Fouquerel et al., 2014). Une autre conséquence d’une accumulation des CSBs sera la formation 

d’une CDB à une extrémité, lors de la rencontre d’une fourche de réplication avec une CSB en 

phase S ou avec la machinerie de la transcription. Bien que les cellules eucaryotes puissent gérer 

ces scénarios par plusieurs mécanismes (Pour revue : Cortez, 2015), l’accumulation excessive de 

CSBs peut conduire à de l’instabilité génétique ou à la mort cellulaire. 
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Figure 10 : Les causes physiologiques et conséquences des cassures simple-brin. Les CSB sont 

majoritaires causées par une désintégration du désoxyribose ou indirectement par la prise en charge d’un 

dommage de base. L’activité abortive de TOP1 conduit aussi à l’accumulation de CSBs. Si les CSBs ne sont 

pas prises en charge rapidement ou de façon appropriée, elles peuvent résulter en l’effondrement des 

fourches de réplication, l’arrêt de la transcription ou encore la mort cellulaire (parfois associée avec une 

hyperactivation des PARPs).  

 

La détection des CSBs semble essentiellement dépendante de la protéine PARP1 et conduit à 

son activation et à la synthèse de PAR. Comme nous l’avons vu précédemment (voir page 29), la 

reconnaissance d’une CSB par les différents domaines à doigt de zinc de PARP1 va transmettre le 

signal et modifier la conformation du site catalytique de PARP1, permettant ainsi la liaison du 

NAD+ et l’activation de PARP1 (Eustermann et al., 2011; Langelier et al., 2011; Langelier et al., 

2010; Langelier et al., 2012; Tao et al., 2008). L’activation de PARP1 nécessite aussi que la 

protéine soit sous forme de d’homo-dimère (Altmeyer et al., 2009; Panzeter and Althaus, 1994; 

Pion et al., 2005). La protéine PARP2 est aussi recrutée rapidement aux sites de dommages de 
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l’ADN, mais il n’est pas clairement établi si PARP2 participe aux étapes initiales de la détection 

des CSBs. En effet, PARP2 semble être recruté plus tardivement que PARP1 aux sites de photo-

dommages induits par microirradiation laser (Mortusewicz et al., 2007) et PARP2 semble être 

préférentiellement activé par des lésions de type « gaps » et « flaps », qui sont des intermédiaires 

plus tardifs de la réparation des CSBs (Kutuzov et al., 2013a; Langelier et al., 2014b; Obaji et al., 

2016; Sukhanova et al., 2016). Néanmoins, il est intéressant de noter que PARP2 qui fonctionne 

aussi sous la forme d’homo-dimère, peut aussi s’hétéro-dimériser avec PARP1. (Schreiber et al., 

2002). Par ailleurs, il a été observé que la synthèse des PAR de PARP1 seul était plus élevée que 

lorsque les protéines PARP1 et PARP2 sont en présence l’une avec l’autre, suggérant que PARP2 

réduit l’activité de PARP1 au sein de  l’hétéro-dimère PARP1-PARP2 (Kutuzov et al., 2013a). 

L’activation de PARP1 et de PARP2 va conduire à leur automodification en trans et aussi à la 

PARylation des histones adjacentes (Mendoza-Alvarez and Alvarez-Gonzalez, 1993). Cette 

PARylation des histones, dont l’histone H1 en particulier, permet la relaxation de la structure de la 

chromatine et facilite probablement ainsi l’accès des enzymes de la réparation à la lésion d’ADN. 

Il est proposé que l’accumulation de charges négatives sur l’histone H1 diminue fortement son 

affinité pour l’ADN. (Huletsky et al., 1989). De plus, la synthèse de PAR permet le recrutement de 

nombreux facteurs de remodelage de la chromatine ou de variants d’histones (Ahel et al., 2009; 

Chou et al., 2010; Ismail et al., 2012; Pan et al., 2012; Smeenk et al., 2013; Timinszky et al., 2009b). 

Il est proposé que ces complexes de remodelage de la chromatine vont d’une part faciliter l’accès 

des protéines de la réparation, et de l’autre inhiber localement la transcription pour éviter une 

collision de la machinerie de transcription avec la lésion (voir figure 11). Cette modification locale 

de la chromatine semble être essentielle à la fois pour la réparation des CSBs que de celle des 

CDBs. Seul le rôle de PARP1 a été étudié dans ce processus, et le rôle éventuel de PARP2 n’est 

pas connu. 

Une seconde conséquence essentielle de la synthèse de PAR est le recrutement rapide de la 

protéine XRCC1 aux sites de dommages de l’ADN. Non seulement XRCC1 interagit avec PARP1 

et PARP2, mais a également une forte affinité pour les PAR via son domaine PBM situé dans son 

domaine BRCT1 (voir figure 5, page 38) (Lan et al., 2004; Okano et al., 2003; Schreiber et al., 

2002). XRCC1 est aussi PARylé directement par PARP1 mais la fonction de cette modification 

directe n’est pas connue (Masson et al., 1998a). Il semblerait que le recrutement de XRCC1 soit 
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essentiellement dépendant de PARP1 (Mortusewicz et al., 2007). Néanmoins une étude récente 

dans une lignée cellulaire épithéliale issue de la rétine (RPE) implique aussi PARP2 (Hanzlikova 

et al., 2017). Le recrutement de XRCC1 est essentiel pour assurer la réparation des CSBs de l’ADN. 

En effet, même si XRCC1 ne possède pas d’activité enzymatique, cette protéine, en plus de 

coordonner les étapes initiales du BER, va également coordonner des étapes de la voie de réparation 

des CSBs (Figure 9).  

 

 

Figure 11 : Mécanismes de modification de la structure de la chromatine par PARP1. En réponse à 

l’induction de cassures de l’ADN, PARP1 est recruté et activé. L’activation de PARP1 conduit à son 

automodification et à la PARylation des histones adjacentes. Les protéines XRCC1 et CHD4 sont recrutées 

aux sites de dommages via leur domaine PBM. CHD4 est un membre du complexe NuRD impliqué dans la 

répression transcriptionnelle (nucleosome remodelling and histone deacetylase complex). Les protéines 

APLF et CHFR sont recrutées via leur domaine PBZ. ALC1 et le variant d’histone macroH2A1.1 possèdent 

un macrodomaine. Les protéines Polycomb PRC1 et PRC2 vont produire un environnement répresseur de 

la transcription en catalysant la tri-méthylation de la lysine 27 de l’histone H3. Les protéines ALC1 et APLF 

vont éjecter, remplacer ou déplacer les nucléosomes qui sont à proximité de la lésion (Figure adaptée de 

Gibson and Kraus, 2012a).  

 

L’interaction de XRCC1 avec PARP1 et PARP2 diminue aussi drastiquement leur activité 

(Masson et al., 1998b; Schreiber et al., 2002). De façon contre-intuitive, ceci pourrait permettre de 
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stabiliser PARP1 et PARP2 au site de dommage de l’ADN, car la dissociation de ces deux protéines 

est dépendante de leur activité enzymatique. En effet, l’ajout de PAR fortement chargé 

négativement sur PARP1 et PARP2 va induire leur dissociation par un mécanisme de répulsion 

électrostatique des charges avec l’ADN chargé lui aussi négativement (Ferro and Olivera, 1982; 

Zahradka and Ebisuzaki, 1982). Ainsi les protéines PARP1 et PARP2 sont importantes dans les 

étapes précoces de la réparation des CSBs. La déplétion de PARP1 ou son inhibition retarde la 

cinétique de réparation des CSBs (Ding et al., 1992; Durkacz et al., 1980; Fisher et al., 2007a; 

James and Lehmann, 1982; Le Page et al., 2003; Lehmann and Broughton, 1984; Morgan and 

Cleaver, 1983; Schraufstatter et al., 1986; Trucco et al., 1998). De façon intéressante, la déplétion 

de PARP2 affecte autant la cinétique de réparation des CSBs que celle de PARP1 après un 

traitement des cellules avec l’agent alkylant MNU (N-méthyl-N-nitrosourea) (Schreiber et al., 

2002). Ceci laisse supposer que les deux protéines sont aussi importantes l’une que l’autre dans la 

réparation des CSBs. De plus, les souris KO pour PARP2 sont extrêmement sensibles aux 

radiations ionisantes, et cette radiosensibilité est dépendante du niveau d’expression de PARP2 

puisque les souris hétérozygotes sont moins sensible que les souris KO, mais sont plus sensibles 

que les souris sauvages (Menissier de Murcia et al., 2003). Bien que la capacité de la protéine 

PARP2 à synthétiser des PAR soit plus faible que celle de PARP1 (15% versus 85%), l’importance 

de la protéine PARP2 sur la survie chez la souris en réponse aux radiations ionisantes est 

comparable à celle de PARP1. Il est donc possible que des fonctions non-enzymatiques de PARP2 

soient essentielles dans la résistance à des agents génotoxiques. 

Un rôle de PARP3 dans la reconnaissance et la réparation des CSBs de l’ADN a aussi été 

suggéré (Grundy et al., 2016). En effet, la cinétique de résolution des CSBs est ralentie dans une 

lignée lymphoblastique de poulet KO pour PARP3 (Grundy et al., 2016). Cependant, cette 

observation n’est pas reproduite dans une lignée murine n’exprimant pas PARP3 (Boehler et al., 

2011a). La confirmation d’un rôle de PARP3 lors de la réparation des CSBs de l’ADN nécessitera 

donc des études futures.  
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1.3 Nettoyage des extrémités d’ADN  
 

La synthèse d’ADN par une ADN polymérase nécessite une extrémité 5’phosphate et une 

extrémité 3’hydroxyle (3’OH). Dans la très grande majorité des cas, les extrémités de la cassure 

sont modifiées et ne sont pas aptes à permettre la synthèse ultérieure d’ADN, nécessaire à la 

réparation. Ces extrémités doivent donc être nettoyées pour reformer une extrémité 5’phosphate et 

3’OH. Cette réaction implique de nombreux enzymes et je ne mentionnerai que certaines d’entre-

elles dans cette partie (Abbotts and Wilson, 2016). Au cours de ces étapes de maturation des 

extrémités, la protéine XRCC1 semble jouer un rôle de coordinateur comme dans les premières 

étapes de reconnaissance et d’excision des dommages de base lors du BER. 

 Une des enzymes prédominantes dans l’élimination des modifications bloquantes en 3’ est 

l’endonucléase APE1 (Tableau 3). L’importance de son activité est mise en évidence par la 

mortalité embryonnaire des souris KO pour APE1 (Xanthoudakis et al., 1996a). De plus, la 

mutation ou la diminution de l’expression d’APE1 conduit à la mort cellulaire par apoptose, causée 

par une accumulation de CSB (Izumi et al., 2003; Mitra et al., 2007). APE1 possède une activité 

AP lyase qui lui permet de cliver la liaison phosphodiester en position 5’ des sites abasiques générés 

par l’action des glycosylases monofonctionnelles, produisant ainsi une CSB avec une extrémité 

hydroxyle en position 3’ et un désoxyribose phosphate (5’-dRP) en position 5’ de la CSB (Demple 

and Harrison, 1994; Parsons et al., 2004a). L’extrémité 5’-dRP est ensuite excisée par 

l’intermédiaire de l’activité 5’-dRP lyase de la polymérase β (Matsumoto and Kim, 1995). 

L’activité AP lyase de APE1 est aussi impliquée dans le clivage de l’extrémité 3’désoxyribose 

phosphate qui provient de l’action des glycosylases bifonctionnelles comme OGG1 ou NTHL1 ou 

qui est retrouvée au niveau des CSB produites directement par oxydation. Finalement, APE1 est 

aussi essentielle pour hydrolyser les extrémités 3’-phosphoglycolate qui sont souvent produites par 

irradiation (Parsons et al., 2004b). L’activité kinase permet de phosphoryler les extrémités 5’OH.  
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Tableau 3: Substrats des différentes enzymes impliquées dans le nettoyage des extrémités bloquantes 

en 5’ et en 3’. Les enzymes en vert interagissent avec XRCC1, celles en orange interagissent avec PARP1 

et XRCC1 et celles en bleues interagissent avec XRCC1 et possèdent un domaine de liaison avec les PAR 

(Abbotts and Wilson, 2016). 

 

 

La polynucléotide kinase (PNKP) est aussi importante dans le nettoyage des extrémités et 

possède une double activité 5’-kinase et 3’phosphatase (Jilani et al., 1999). L’activité phosphatase 

est importante pour générer une extrémité 3’OH à partir de l’extrémité 3’phosphate qui est produite 

par les glycosylases NEIL1 et NEIL2 (Wiederhold et al., 2004).  

 La Tyrosyl-DNA phosphodiesterase 1 (Tdp1) est une protéine impliquée essentiellement dans 

l’hydrolyse de la liaison covalente entre la topoisomérase 1 et l’extrémité 3’ de l’ADN (Pouliot et 

al., 1999; Yang et al., 1996), produisant ainsi une CSB contenant une extrémité 3’-phosphate qui 

sera prise en charge par la protéine PNKP (Tableau 3). L’importance de l’activité de cette protéine 

est démontrée car une mutation ponctuelle homozygote de Tdp1 est responsable du syndrome 
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autosomique récessif d'ataxie spinocérébelleuse-neuropathie axonale de type 1 (El-Khamisy et al., 

2005b; Interthal et al., 2005b; Takashima et al., 2002). Tdp1 a aussi la capacité de cliver des sites 

abasiques (Lebedeva et al., 2011), ainsi que d’éliminer des terminaisons bloquantes en position 3’ 

lors de la réparation de dommages de bases et de réparation de cassures simple brin (Interthal et 

al., 2005a). L’activité de Tdp1 est aussi essentielle dans un contexte d’inhibition de TOP1 par la 

camptothécine. Dans ce contexte, les adduits TOP1-ADN sont hydrolysés par Tdp1 et PNKP 

produira une extrémité 3’OH permettant la réparation par le BER (Pour revue : Pommier et al., 

2006).  

Finalement, l’aprataxine (APTX) est impliquée dans l’hydrolyse des évènements de ligation 

abortif en 5’ qui produisent des groupements adénylés, générant ainsi une extrémité 5’phosphate 

(Tableau 3). Des mutations insertionelles homozygotes d’APTX sont associées avec le syndrome 

autosomique récessif d’ataxie oculo-motrice de type 1 traduisant l’importance des fonctions de 

cette protéine (Ahel et al., 2006; Date et al., 2001; Moreira et al., 2001).  

Au cours de ces étapes de maturation des extrémités, la protéine XRCC1 joue plusieurs rôles 

fondamentaux. La présence de XRCC1 accélère la réparation des CSB (Whitehouse et al., 2001). 

XRCC1 interagit et stimule l’activité d’APE1 in vitro (Vidal et al., 2001), interagit avec les 

protéines APTX et APLF, permettant ainsi leur recrutement au site de dommages et stimulant leur 

activité (Della-Maria et al., 2012; Iles et al., 2007; Luo et al., 2004). Egalement, XRCC1 interagit 

avec la protéine PNKP et stimule à la fois son activité kinase et son activité phosphatase 

(Whitehouse et al., 2001).  

 

1.4 Synthèse d’ADN et jonction des extrémités 
 

Une fois que les deux extrémités d’ADN ont été correctement éditées, la réparation par le BER 

peut s’effectuer par deux mécanismes : la voie dite du « short-patch » qui consiste en la synthèse 

d’un nucléotide et le voie dite du « long-patch » qui consiste en la synthèse de deux à douze 

nucléotides. 

La voie du « short patch » dépend de la polymérase β et consiste en la synthèse d’un seul 

nucléotide permettant de combler la brèche (voir figure 9). Le rôle de cette polymérase est dédié 
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uniquement à la réparation de l’ADN et ne semble pas impliqué au cours de la réplication (Fortini 

et al., 1998). Ainsi, la voie du « short patch » est active aussi bien dans des cellules en phase S que 

dans des cellules quiescentes et semblerait être la voie majoritaire dans nos cellules. 

XRCC1 interagit aussi avec la polymérase β dans sa région N-terminale et facilite son 

recrutement au site de dommage (Kubota et al., 1996b). Cette interaction est aussi importante pour 

stimuler l’activité du BER. En effet, la mutation V86R qui abolit spécifiquement l’interaction entre 

XRCC1 et la polymérase β, affecte drastiquement l’efficacité du BER et ainsi la capacité des 

cellules à survivre en réponse à un stress oxydant (Dianova et al., 2004; Horton et al., 2008; 

Marintchev et al., 2003). Les extrémités sont alors jointes par l’ADN ligase 3 en complexe avec 

XRCC1 (Cappelli et al., 1997). A ce stade, la protéine XRCC1 est indispensable car elle régule la 

stabilité de l’ADN ligase 3 (Caldecott et al., 1995). Néanmoins, des études récentes montrent que 

le rôle de l’ADN ligase 3 n’est essentiel que dans les mitochondries et que les ADN ligase 1 et 3 

sont redondantes dans pour réaliser la ligation dans la voie du « short patch » dans le noyau (Gao 

et al., 2011; Simsek et al., 2011b). En effet, il a été montré in vitro que l’ADN ligase 1 peut réaliser 

la ligation dans la voie du « short patch » en absence de l’ADN ligase 3. De plus, l’ADN ligase 3 

compense pour l’absence de l’ADN ligase 1 in vivo (fragment d’Okazaki) (Panier and Durocher, 

2013; Sleeth et al., 2004). De façon intéressante, le rôle de l’ADN ligase 3 dans la mitochondrie 

est indépendant de XRCC1 qui est totalement absent des mitochondries. Ces observations montrent 

que les fonctions de l’ADN ligase 1 sont complémentées par l’ADN ligase 3, alors que la 

réciproque n’est pas vraie. 

La voie du « long patch » intervient lorsque les extrémités 5’-bloquantes n’ont pas été 

éliminées. La synthèse d’ADN peut alors se poursuivre en phase S par l’intermédiaire de la 

machinerie de réplication (Klungland and Lindahl, 1997). Les polymérases δ et ε en complexe avec 

les cofacteurs RFC et PCNA vont synthétiser de 2 à 12 nucléotides, ce qui va déplacer le brin 

contenant la lésion générant une structure de type « flap » qui sera clivée par l’endonucléase FEN1 

(Flap structure-specific endonuclease 1) (Balakrishnan et al., 2009; Sattler et al., 2003). La ligation 

sera ensuite dépendante de l’activité de l’ADN ligase 1. Il semble que l’activité PARP favorise la 

voie du « long patch ». En effet, le recrutement des protéines PCNA et FEN1 est dépendant de 

PARP1 et de XRCC1, alors que le recrutement des protéines PNKP et POLβ ne semble pas 

dépendant de l’activité de PARylation (Hanssen-Bauer et al., 2011; Kleppa et al., 2012). De plus, 
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l’absence de PARP diminue drastiquement l’efficacité de la voie du « long patch » in vitro (Dantzer 

et al., 2000; Prasad et al., 2001). Le rôle de PARP2 n’est pas bien caractérisé dans ces étapes, mais 

il semble que PARP2 soit majoritairement activé par la présence d’ADN simple brin que l’on 

retrouve dans les étapes tardives du BER sous la forme de « flaps ». Ceci associé avec l’observation 

que l’endonucléase FEN1 stimule l’activité de PARP2 in vitro, suggère un rôle de PARP2 dans les 

étapes tardives du BER (Kutuzov et al., 2013a).  

Finalement, une étude très récente implique PARP1 en coordination avec l’hélicase RECQ1 

(ATP-Dependent DNA Helicase Q1), dans un nouveau mécanisme du « long patch ». Dans cette 

voie, PARP1 semble recruter l’hélicase RECQ1 qui va catalyser l’ouverture de la double-hélice en 

5’ de la lésion de base ou de la lésion bloquante. L’action du complexe XPF-ERCC1 produirait 

alors un « gap » d’environ 9 nucléotides qui sera alors comblé par la machinerie de la réplication 

(Woodrick et al., 2017). Cependant, l’importance de ce mécanisme in vivo reste néanmoins à 

déterminer. 

Les mécanismes responsables du choix entre ces deux sous-voies du BER ne sont pas 

entièrement compris. Néanmoins, il semble que l’excision des bases par certaines glycosylases 

comme UNG2 ou NEIL1 favorise l’induction de la voie du « long patch » (Fortini et al., 1999; 

Hegde et al., 2008b; Otterlei et al., 1999). Ceci est consistant avec l’observation que l’expression 

de ces deux glycosylases est plus importante en phase S. Ce choix pourrait aussi dépendre du type 

de dommages et du type cellulaire et de la phase du cycle cellulaire (Akbari et al., 2010; Fortini 

and Dogliotti, 2007; Narciso et al., 2007; Tichy et al., 2011). 

 

1.5 La protéine XRCC1 

 

La lignée cellulaire EM9 est issue d’un criblage de cellules ovariennes de hamster chinois 

(CHO) qui avait pour but l’identification de clones sensibles à certains agents génotoxiques 

(Thompson et al., 1980). Cette lignée présente une sensibilité accrue aux agents alkylants, aux 

radiations ionisantes, aux UV et une fréquence presque 10 fois supérieure du taux d’échange 

spontané de chromatides sœurs (SCE) (Thompson et al., 1982). Le gène humain XRCC1 a été 

identifié comme capable de complémenter l’hypersensibilité aux agents génotoxiques et la 

fréquence élevée de SCE de la lignée EM9, impliquant ainsi directement la protéine XRCC1 dans 
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la prise en charge des lésions de l’ADN (Thompson et al., 1990). En effet, dans cette lignée, 

l’introduction d’un codon STOP dans le gène XRCC1, abolit totalement l’expression endogène de 

la protéine XRCC1 (Shen et al., 1998). Ainsi, cette lignée cellulaire a été utilisée par de nombreux 

laboratoire pour étudier les fonctions de XRCC1. Même si la déficience en XRCC1 dans des 

lignées cellulaires est viable, l’absence de XRCC1 est létale dès le septième jour du développement 

embryonnaire chez la souris (Tebbs et al., 1999). Les embryons des souris XRCC1-/- meurent au 

même stade du développement que ceux déficients pour l’ADN ligase 3 tout comme ceux déficients 

pour la protéine APE1 (Puebla-Osorio et al., 2006; Xanthoudakis et al., 1996b). De plus, l’haplo-

insuffissance chez la souris est associée avec le développement de lésions pré-cancéreuses dans le 

colon après exposition à des agents alkylants (McNeill et al., 2011). Néanmoins, la 

complémentation des souris XRCC1-/- qui n’expriment que 10% du niveau de la protéine sont 

viables et fertiles, indiquant que seule une fraction de la protéine XRCC1 est requise pour assurer 

un développement embryonnaire correct (Tebbs et al., 2003). Ces observations suggèrent donc que 

les voies du BER et du SSBR sont cruciales au cours du développement embryonnaire. 

 

1.5.1 Structure de la protéine XRCC1 
 

La protéine XRCC1 est constituée de trois domaines protéiques structurés (le domaine N-

terminal et les deux domaines BRCT1 et BRCT2) et de deux domaines non structurés, nommés 

interdomaines 1 et 2 (voir figure 12). Les résidus 1 jusqu’à 183 forment la région N-terminale de 

la protéine XRCC1. Cette région est importante car elle interagit avec la polymérase β avec une 

forte affinité (Caldecott et al., 1996b; Kubota et al., 1996a). Une étude plus récente de 

cristallographie, a mis en évidence que ce domaine existe sous une forme réduite et sous une forme 

oxydée. Les deux formes interagissent avec la polymérase β, mais la forme oxydée, caractérisée 

par la formation d’un point disulfure, présente une affinité plus forte pour la polymérase β. Ceci 

est cohérant avec un rôle important des deux protéines au sein de la prise en charge des lésions 

oxydatives (Cuneo and London, 2010). Au cours de la réparation des dommages de bases, cette 

région est donc importante pour le recrutement de la polymérase β mais aussi pour la stimulation 

de son activité (Dianova et al., 2004; Petermann et al., 2006). Finalement, la polymérase β est aussi 

stabilisée via son interaction avec XRCC1 (Parsons et al., 2008). Ce domaine N-terminal de 

XRCC1 interagit aussi avec la protéine Tdp1. En réponse à un traitement à la camptothécine, il a 
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été décrit que PARP1 et Tdp1 s’associent pour faciliter le recrutement de XRCC1 aux sites de 

dommages de l’ADN. Dans ce contexte, l’interaction entre XRCC1 et Tdp1 est permise par la 

phosphorylation de Tdp1 en position 81 par les deux kinases ATM (Ataxia telangiectasia mutated) 

et DNA-PK (DNA-dependent protein kinase, facilitant ainsi la réparation des adduits contenant la 

topoisomérase 1 (Das et al., 2009; Das et al., 2014; Plo et al., 2003). 

 

 

Figure 12 : Structure et partenaires de la protéine XRCC1. La protéine XRCC1 est une protéine de 633 

acides aminés (représenté aux extrémités de la protéine). Les trois domaines structurés (N-terminal, BRCT1 

et BRCT2) sont représentés par des rectangles alors que les deux domaines non structurés (Interdomaine 1 

et Interdomaine 2) sont représentés par une ligne horizontale. Les trois polymorphismes majeurs de XRCC1 

et présents dans la séquence codante sont indiqués en dessous. Finalement, les différents partenaires de 

XRCC1 ainsi que leur domaines d’interactions connus sont représentés par des rectangles rouges sur le 

dessus. R : Arginine, W : Tryptophane, H : Histidine, Q : Glutamine.  

 

L’interdomaine 1 est une région non structurée de la protéine XRCC1 allant des acides 

aminés en position 183 à 315 (voir figure 12). Malgré l’absence de structure bien définie, cette 

région est essentielle pour les fonctions protéiques de XRCC1. Tout d’abord, on notera la présence 

du signal de localisation nucléaire de XRCC1 entre les résidus 239 à 266 (Masson et al., 1998b). 

Les résidus 166 à 310 sont importants pour l’interaction de XRCC1 avec la protéine PCNA, une 

protéine essentielle pour assurer la processivité des polymérases au cours de la réplication et aussi 
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pour coordonner l’action d’enzymes de la réparation telles que les polymérase translésionnelles et 

des protéines de la réparation des mésappariements de l’ADN (Fan et al., 2004; Gilljam et al., 

2009). Cette interaction est intrigante car cette région de XRCC1 ne contient aucun des domaines 

canoniques permettant une interaction avec PCNA (Gilljam et al., 2009), mais elle est néanmoins 

essentielle pour assurer les fonctions de XRCC1 dans la voie du « long patch ».  

La région BRCT1 de XRCC1 correspond aux acides aminés 315 à 403 (voir figure 12). Les 

domaines BRCT, caractérisés pour leur homologie avec les domaines en C-terminal de BRCA1, 

sont hautement conservés évolutivement et sont présents au sein de nombreuses protéines 

impliquées dans la réparation de l’ADN (Pour revue : Bork et al., 1997; Leung and Glover, 2011). 

La région BRCT1 est probablement le domaine le plus critique pour assurer les fonctions multiples 

de XRCC1. En effet, l’introduction de mutations ponctuelles au sein du domaine BRCT1 

sensibilise très fortement les cellules CHO aux agents alkylants et conduisent à une accumulation 

de CSB plus de 20 fois supérieure aux cellules sauvages dans toutes les phases du cycle cellulaire 

(Breslin et al., 2015; Okano et al., 2003; Taylor et al., 2002). Cet effet est aussi drastique que ce 

qui est observé dans les cellules EM9 qui n’expriment pas XRCC1, renforçant ainsi le rôle critique 

de ce domaine dans les fonctions de XRCC1. De même, la complémentation des cellules EM9 avec 

les formes mutées du domaine BRCT1 ne restaure pas la viabilité cellulaire en réponse aux agents 

alkylants. De plus, les mutations du BRCT1 sont associées avec un défaut de redémarrage des 

fourches de réplication en réponse aux dommages de l’ADN (Kubota and Horiuchi, 2003; Taylor 

et al., 2002).  

L’importance du domaine BRCT1 dans les fonctions de XRCC1 s’explique par son 

importance pour assurer le recrutement de XRCC1 aux sites de dommages de l’ADN. En effet, ce 

domaine, interagit non seulement avec les PAR, mais aussi avec les protéines PARP1 et PARP2 

(Masson et al., 1998b; Schreiber et al., 2002). En réponse à l’induction de CSB, l’activation de 

PARP1 et PARP2 conduit à la synthèse de PAR qui vont permettre le recrutement de XRCC1 

(aussi voir page 59) (Hanzlikova et al., 2017; Mortusewicz et al., 2007). La reconnaissance des 

polymères d’ADP-ribose par XRCC1 est probablement permise par le domaine PBM en position 

379 à 400 ou par le domaine BRCT1 dans sa totalité (Li et al., 2013; Pleschke et al., 2000a). De 

plus, de nombreux sites de la protéine XRCC1 sont PARylés par PARP1 et PARP2 en réponse aux 

dommages de l’ADN, mais la fonction de ces modifications n’est pas caractérisée à ce jour (Carter-
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O’Connell et al., 2014; Chiou et al., 2012; Daniels et al., 2014; Gibson et al., 2016; Jungmichel et 

al., 2013a; Schreiber et al., 2002; Zhang et al., 2013a). 

La région BRCT1 mais aussi l’interdomaine 1 semblent essentiels pour faciliter 

l’interaction de XRCC1 avec la protéine APE1 mais aussi avec les glycosylases OGG1, NEIL1, 

NEIL2, MPG et NTH1. In vitro, XRCC1 stimule l’activité de toutes ces protéines mettant ainsi en 

lumière le rôle crucial de XRCC1 au sein de la détection des dommages de bases (Campalans et 

al., 2005; Marsin et al., 2003; Vidal et al., 2001). 

L’interdomaine 2 est une seconde région non structurée de 125 résidus située entre les deux 

domaines BRCT de XRCC1. Cette région est hautement modifiée par phosphorylation et nous en 

discuterons par la suite. La principale kinase responsable de ces phosphorylations est la caséine 

kinase 2 (CK2). En réponse aux dommages de l’ADN, il a été montré que CK2 phosphoryle 

l’interdomaine 2 de XRCC1, permettant ainsi l’interaction spécifique de ce domaine avec les 

protéines PNKP et APTX (Ali et al., 2009; Becherel et al., 2010; Loizou et al., 2004; Luo et al., 

2004). Cette interaction stimule l’activité de PNKP et d’APTX et est nécessaire pour assurer une 

réparation efficace des CSBs. De même, la mutation des sites de phosphorylation de CK2 sur 

XRCC1 diminue le recrutement de PNKP et d’APTX aux sites de dommages de l’ADN et affecte 

l’efficacité de réparation des CSBs. 

 Finalement, le domaine BRCT2 est le domaine critique pour l’interaction entre XRCC1 et 

l’ADN ligase 3 (voir figure 12) (Caldecott et al., 1995; Taylor et al., 1998). L’interaction de 

XRCC1 avec l’ADN ligase 3 est essentielle pour stabiliser cette dernière. Ce dernier n’est pas aussi 

bien conservé que le domaine BRCT1 avec lequel il présente peu d’homologie (Zhang et al., 1998). 

De façon intéressante, la mutation du domaine BRCT2 ralentit la vitesse de réparation des 

dommages en phase S-G2, mais n’affecte pas la survie des cellules en réponse à un traitement avec 

des agents alkylants. En revanche, il est nécessaire pour assurer la survie cellulaire dans des cellules 

quiescentes (Moore et al., 2000; Taylor et al., 2000) indiquant que l’expression de l’ADN ligase 3 

n’est pas le facteur majoritaire de l’efficacité de réparation des CSB au cours de la phase S et G2 

du cycle cellulaire. Ceci est cohérent avec les évidences récentes que l’ADN ligase 1 est la ligase 

majoritaire au sein des deux sous-voies du BER ou avec l’activation de la voie du « long patch » 

durant les phase réplicatives (Simsek et al., 2011b). 
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1.5.2 XRCC1 et cancer 
 

1) Les polymorphismes de XRCC1 

 

Les variations inter-individuelles les plus fréquemment observées au sein du génome sont les 

SNPs (single-nucleotide polymorphisms). Ces modifications sont retrouvées tous les 100 à 300 

paires de bases et correspondent à la modification d’une base pouvant parfois conduire à la 

substitution d’un acide aminé. Ces variations sont évidemment héritables et ségrégent dans la 

population. Ainsi, certains polymorphismes peuvent être largement surreprésentés dans certaines 

régions géographiques ou certaines populations ethniques.  

Même si la protéine XRCC1 ne possède pas d’activité enzymatique propre, son rôle crucial 

dans la réparation de l’ADN en fait un acteur majeur de la prévention de l’instabilité génétique et 

de la transformation tumorale. Au sein du gène codant pour la protéine XRCC1, une soixantaine 

de SNPs ont été identifiés à ce jour dont une trentaine uniquement dans la région codante et dans 

la région promotrice (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp). Parmi ces SNPs, quatre sont 

fréquemment représentés au sein de la population et ont été particulièrement étudiés pour leur 

association avec le risque de développement de cancers. Trois sont présents dans la séquence 

codante du gène XRCC1 et conduisent à la formation de variants de la protéine XRCC1 (voir figure 

12) et un dernier est localisé dans le 5’UTR, soit la région promotrice en amont. 

- En 2004, l’allèle -77(T>C) présent au sein de la région promotrice de XRCC1 a été associé 

pour la première fois avec un risque plus accrue de développer un carcinome de l’œsophage 

au sein d’une cohorte chinoise (Hao et al., 2004). Plus récemment, il a été montré que ce 

polymorphisme est présent au sein de la région de liaison à l’ADN du facteur de 

transcription SP1 (Hao et al., 2006). La présence des allèles CT ou CC augmentent 

fortement l’affinité de SP1 pour le promoteur de XRCC1. Par des essais d’activité 

luciférase, il a été déterminé que ceci avait pour conséquence de diminuer fortement 

l’activité transcriptionnelle du gène XRCC1, conduisant ainsi à une diminution de 

l’abondance de la protéine du même nom. Ce polymorphisme a depuis été associé avec un 

risque accrue de développer un cancer du poumon et aussi de l’œsophage (Corso et al., 

2009; Hao et al., 2004). Ces observations indiquent que l’expression de XRCC1 contribue 
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directement à prévenir l’émergence de certains cancers en maintenant la stabilité du 

génome.   

 

- Le variant R194W (Arginine > Tryptophane) est causé par un polymorphisme C vers T 

localisé dans l’exon 6 du gène XRCC1. Il semblerait que ce polymorphisme puisse être 

retrouvé dans presque 15 pour cent de la population globale (Ladiges et al., 2003). Les 

analyses de l’association de ce polymorphisme avec le risque de développement de cancers 

a produit des résultats largement contradictoires avec tantôt un effet protecteur et parfois 

un effet sensibilisateur (Feng et al., 2014; Goode et al., 2002; Zhou et al., 2014a). Dans les 

lignées de hamster déficientes pour XRCC1, l’introduction de ce variant de la protéine 

XRCC1 restaure la sensibilité à différent agents génotoxiques au même niveau que la lignée 

parentale sauvage pour XRCC1, suggérant ainsi une capacité normale de la protéine à 

réparer les dommages de l’ADN (Takanami et al., 2005). De plus, dans ces mêmes lignées 

cellulaires ainsi qu’au sein de la lignée HeLa, la présence de ce variant n’affecte pas 

l’interaction de XRCC1 avec ses partenaires protéiques, ni son recrutement au site de 

dommage de l’ADN induit par microirradiation laser (Berquist et al., 2010b). Pourtant, une 

étude récente indique que le variant R194W produit un défaut d’interaction entre XRCC1 

et la glycosylase OGG1 (Campalans et al., 2015). Cette étude présente aussi un défaut de 

recrutement de l’ADN ligase 3 aux sites de dommages de base et une accumulation de 

micronoyaux après un traitement au bromate de potassium, puissant agent oxydant, associés 

avec la présence de ce variant. Néanmoins, les cinétiques de réparation des CSBs et des 

dommages de base ne sont pas impactées. L’effet fonctionnel de ce variant reste donc lui 

aussi incertain, même s’il pourrait être associé avec un défaut de réparation de certains 

dommages de bases spécifiques. 

 

- Le variant R280H (Arginine > Histidine) est causé par une transition G vers A dans l’exon 

9 du gène XRCC1. Ce variant est présent dans environ sept pour cent de la population 

(Ladiges et al., 2003). La susceptibilité au cancer associée avec la présence de ce variant 

reste encore incertaine. Néanmoins, certaines méta-analyses semblent indiquer une 

susceptibilité accrue au développement de cancers de la vessie, du système digestif, du sein 

ou encore du foie en association avec la présence du variant R280H (Li et al., 2009; Liu et 
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al., 2013; Zhang et al., 2012; Zhang et al., 2013c). Au niveau fonctionnel, la présence de ce 

variant a été associée avec une sensibilité cellulaire plus importante à la bléomycine 

(Tuimala et al., 2002). De plus, la complémentation des lignées déficientes pour XRCC1 

avec une protéine porteuse de ce variant ne restaure que partiellement la sensibilité au MMS 

et conduit à une cinétique plus lente de la réparation des CSBs (Takanami et al., 2005). Plus 

récemment, il a été montré le polymorphisme R280H réduisait l’accumulation de la 

protéine XRCC1 aux sites de micro-irradiation laser et qu’il conduisait à l’accumulation de 

cassures double-brins de l’ADN en réponse à des agents alkylants dans des lignées 

cellulaires (Berquist et al., 2010b; Sizova et al., 2015). Ces études fonctionnelles indiquent 

clairement un effet néfaste de ce polymorphisme sur les fonctions de XRCC1 dans la 

réparation. Il est intéressant de noter que ce polymorphisme, présent dans l’interdomaine 1 

de XRCC1 (voir Figure 12), impacte le recrutement de XRCC1 aux sites de dommages de 

l’ADN. Ceci pourrait suggérer un rôle de ce domaine dans la reconnaissance de PAR ou 

des dommages de l’ADN. 

 

-  Finalement, le variant R399Q (Arginine > Glutamine), situé dans l’exon 10 de XRCC1 (G 

> A) est probablement le plus représenté dans la population. Les études épidémiologiques 

ont produit de nombreux résultats contradictoires concernant ce variant (Hung et al., 2005; 

Ladiges, 2006; Qin et al., 2015; Tudek, 2007). Il est fort probable que les différences dans 

le choix et la taille des cohortes prises en considération soient à l’origine de ces divergences. 

Une observation intéressante indique cependant que la présence de ce polymorphisme 

puisse être associée avec un risque plus élevé de l’apparition d’effets secondaires de la 

radiothérapie (Zhou et al., 2014b). Cette observation a été rapportée pour de nombreux 

gènes impliqués dans la réparation de l’ADN (Pour revue : Rosenstein, 2011). Les études 

fonctionnelles ont mis en évidence que ce variant n’affecte pas (1) l’interaction de XRCC1 

avec ces partenaires protéiques majeurs, (2) sa localisation cellulaire, (3) son recrutement 

aux sites de dommages induits par micro-irradiation laser (Berquist et al., 2010a). Au 

niveau de la sensibilité cellulaire aux dommages de l’ADN, ces études ont donné lieu à des 

résultats largement contradictoires. Tantôt, la présence du variant R399Q facilite la survie 

cellulaire, alors que parfois il conduit à une instabilité génétique et à la mort cellulaire par 

apoptose (Aka et al., 2004; Cornetta et al., 2006; Godderis et al., 2006; Rzeszowska-Wolny 
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et al., 2005). Il est possible que ces divergences proviennent des différents agents 

génotoxiques et méthodologies utilisés par ces équipes.  

Ainsi, excepté pour le variant R280H et dans un moindre mesure, l’allèle -77(T>C), l’impact 

de ces polymorphismes est incertain ou négligeable. Ces différents polymorphismes étant 

fortement représentés dans la population globale, il est en effet difficile d’imaginer qu’un impact 

drastique de ces polymorphismes n’ait pas été sélectionné négativement au cours de l’évolution.  

 

2) L’expression de XRCC1 

L’analyse de l’expression de XRCC1 dans les cellules cancéreuses montre qu’une 

surexpression de la protéine ou une augmentation du niveau d’ARN messager est associée avec un 

mauvais pronostic vital dans de nombreux cancers (Abdel-Fatah et al., 2013; Ang et al., 2011; 

Zhang et al., 2017). En effet, la surexpression de XRCC1 conduit à une résistance des cellules 

tumorales aux agents de chimiothérapie comme le cisplatine ou à la radiothérapie ce qui pourrait 

expliquer le mauvais pronostic associé à ce marqueur (Abdel-Fatah et al., 2013; Zhang et al., 2010). 

De même, il a été observé que la surexpression de XRCC1 est associée avec l’émergence de clones 

de cellules tumorales résistantes à un traitement à la camptothécine (Park et al., 2002). Ainsi, le 

développement tumoral est probablement associé avec une augmentation de l’expression de 

XRCC1. Les variations directes de l’expression de XRCC1 chez les patients en réponse aux 

traitements anticancéreux ne sont en revanche pas caractérisées.  

A l’inverse, l’expression de XRCC1 dans les cancers de l’estomac est fréquemment diminuée 

par méthylation de son promoteur (Wang et al., 2010) et la diminution de l’expression de XRCC1 

est associée avec une diminution de la survie globale (Wang et al., 2012a). Il semble aussi que la 

protéine XRCC1 soit dégradée par ubiquitinylation dans ce modèle tumoral (Xu et al., 2014b). De 

façon intéressante, l’absence de XRCC1 est associée avec une sensibilité importante au cisplatine 

dans ce contexte, ouvrant la voie à des nouvelles pistes thérapeutiques. Finalement, une diminution 

de l’expression de XRCC1 chez les patientes pourrait être associée avec un risque plus important 

de développer des effets secondaires suite à la radiothérapie mammaire (Batar et al., 2016). Ainsi, 

l’analyse de l’expression tumorale de XRCC1 semble pouvoir être utilisée comme un biomarqueur 
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de risque de développement tumorales et également comme un marqueur prédictif de réponse à des 

thérapies anticancéreuses.  

 

2. Les PARPs et la réparation des cassures double-brins de 

l’ADN 
 

Les cassures double-brins (CDBs) constituent probablement l’une des lésions les plus toxiques 

pour nos cellules. Ce type de lésions consiste en une double interruption du squelette ribose-

phosphate de l’ADN suffisante pour induire une dissociation physique de la double-hélice d’ADN. 

Les CDBs peuvent provenir de l’exposition à des agents agents alkylants comme le MMS ou le 

temozolomide, à des agents formant des pontages à l’ADN comme le cisplatine ou la mitomycine 

C, à des drogues radiomimétiques comme la bléomycine ou la phléomycine ou aux radiations 

ionisantes. Les inhibiteurs de topoisomérases comme la camptothécine ou l’étoposide peuvent 

aussi induire des CSBs et des CDBs. Finalement, le blocage de la réplication avec des drogues 

comme l’hydroxyurée ou l’aphidicoline peut produire indirectement des CDBs.  

Les CDBs peuvent aussi émerger lors de différents processus biologiques. Dans les cellules 

humaines, il a été estimé qu’environ 1% des CSBs peut être convertie en CDBs, ce qui représente 

environ 50 CDBs par cellule et par cycle cellulaire et correspond à une fréquence de 10-8 par paire 

de bases (Vilenchik and Knudson, 2003). Il s’agit probablement d’une surestimation car le 

marqueur utilisé lors de cette étude (phosphorylation de la sérine 139 du variant d’histone H2AX) 

n’est pas totalement spécifique des CDBs (Soutoglou and Misteli, 2008; Valdiglesias et al., 2013). 

L’origine de ces dommages est majoritairement associée avec la réplication de l’ADN (Pour revue 

: Syeda et al., 2014). En effet, des collisions entre la machinerie de transcription et celle de la 

réplication ou une rencontre entre une CSB et la machinerie de réplication peuvent se produire, 

pouvant ainsi conduire à la formation de CDBs spontanées. On peut citer comme exemple les 

hybridations de l’ARN et de l’ADN qui produissent des structures nommées « R-loops ». Ces 

structures sont à l’origine d’évènements de recombinaison pouvant conduire à de l’instabilité 

génétique (Huertas and Aguilera, 2003; Prado and Aguilera, 2005). De plus, certains programmes 

développementaux requièrent la formation contrôlée de CDBs. On peut par exemple citer la 

recombinaison V(D)J permettant l’assemblage et la diversité des récepteurs aux antigènes des 
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lymphocytes B et T ou la commutation de classe (CSR) et l’hypermutation somatique au cours de 

la différenciation terminale des lymphocytes B. Au cours de ces différents processus, l’induction 

de l’expression d’une endonucléase ou de la déaminase AID (Activation-induced cytidine 

deaminase) reconnaissant des régions spécifiques de l’ADN, va produire plusieurs centaines de 

CDBs. La réparation de ces CDBs sera à l’origine d’une diversité génétique incroyable, nécessaire 

au bon fonctionnement de l’immunité adaptative (Pour revue : Soulas-Sprauel et al., 2007). Ces 

processus d’induction contrôlés de CDBs se retrouvent aussi au cours de la méiose ou lors de la 

reproduction sexuée chez la levure (Pour revue : Haber, 2012; Lam and Keeney, 2014). 

 

 

Figure 13 : Les types de cassures doubles-brins de l’ADN. Lorsqu’une fourche de réplication rencontre 

une CSB ou un « gap », il y aura production d’une CDB à une extrémité (A). Si la fourche rencontre une 

lésion bloquante (étoile jaune), il peut y avoir réversion de la fourche et formation d’une structure cruciforme 

nommée en « pied de poule ». Le clivage au niveau de la lésion ou de la jonction en « pied de poule » produit 

directement ensuite une CDB à une extrémité (B). Lors de la formation d’une CDB à deux extrémités par 

une endonucléase ou les radiations ionisantes, les deux extrémités peuvent être maintenues ensemble par 

des complexes protéiques : étape dite de « tethering » (C) (Figure adaptée de So et al., 2017).  

 

En fonction de leurs origines, les CDBs peuvent se distinguer en deux catégories. La première 

correspond aux CDBs à une seule extrémité dont l’origine est réplicative. Lorsque la fourche de 

réplication rencontre une CSB ou un adduit, il peut y avoir formation de ce type de lésion 

directement ou après une étape de réversion de fourche (voir figure 13). Les agents alkylants, les 

inhibiteurs de topoisomérases et les inhibiteurs de la réplication produisent majoritairement des 
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CDBs à une extrémité. La seconde correspond aux CDBs à deux extrémités, des lésions qui sont 

majoritairement causées par l’action des endonucléases, des radiations ionisantes ou encore des 

drogues radiomimétiques (voir figure 13). 

La prise en charge correcte des CDBs est essentielle car leur persistance peut conduire à 

l’induction de la mort cellulaire par apoptose ou à la sénescence. De même, des défauts dans la 

prise en charge des CDBs favorise l’instabilité génétique et peut être responsable de délétions ou 

de duplications de régions du génome ou même favorise l’émergence de translocation que l’on 

retrouve fréquemment au sein des cellules tumorales. Cette notion sera discutée par la suite, mais 

il est intéressant de noter dès maintenant que certains des évènements de réparation des CDBs ne 

sont pas conservatifs.  

Il existe quatre voies majoritaires de la réparation des CDBs de l’ADN : Les voies canonique 

et alternative de jonction des extrémités, la voie de la recombinaison homologue et enfin la voie du 

« single-strand annealing ». Dans cette partie, je détaillerais le mécanisme moléculaire de chacune 

de ces voies ainsi que les fonctions connues de PARP1, PARP2 et PARP3 dans ces processus 

biologiques. Je m’attarderais aussi particulièrement sur l’étape nommée résection, qui permet la 

formation d’ADN simple-brin de part et d’autre d’une CDB de l’ADN, et qui est partiellement 

communes aux voies de la recombinaison homologue, du « single-strand annealiing » et de la 

jonction alternative des extrémités. 

 

2.1 La voie canonique de jonction des extrémités 
 

La voie canonique de jonction des extrémités ou C-EJ est la voie de réparation des CDBs la 

plus active dans les cellules humaines. Comme cette voie de la réparation ne nécessite pas de 

séquences homologues pour promouvoir la réparation des CDBs, elle peut opérer en phase G1 du 

cycle cellulaire contrairement à la voie de la recombinaison homologue qui est restreinte aux phases 

S et G2 du cycle cellulaire (voir page 87), et peut donc opérer tout au long du cycle cellulaire. Le 

mécanisme moléculaire régissant cette voie de réparation semble extrêmement simple et peut se 

résumer en quatre étapes principales (voir figure 14) : 
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- La reconnaissance des extrémités de la CDB et l’assemblage du complexe de réparation 

- Le maintien des deux extrémités d’ADN 

- La maturation des extrémités pour permettre la ligation 

- La ligation des deux extrémités et le désassemblage du complexe de réparation 

 

2.1.1 La reconnaissance des extrémités  
 

L’étape initiale de la voie du C-EJ est le recrutement de l’hétéro-dimère Ku au site de CDB 

(Mari et al., 2006; Uematsu et al., 2007b). L’hétéro-dimère Ku est composé des deux protéines 

Ku70 et Ku80. Même si la séquence de ces deux protéines diverge, leurs domaines fonctionnels 

ainsi que leurs structures sont très bien conservés. En position N-terminale, le domaine von 

Willebrand (vWA) ainsi que le domaine Ku central est à l’origine de l’hétéro-dimérisation des deux 

protéines alors que la région C-terminale contient la région de liaison à l’ADN (domaine SAP) 

(Walker et al., 2001b; Zhang et al., 2001).  

Il semblerait que seulement deux molécules de Ku soient présentes à chaque CDB (Britton 

et al., 2013). L’hétéro-dimère Ku est recruté en quelques secondes au site de micro-irradiation laser 

ce qui est probablement dû à son affinité extraordinaire pour les extrémités d’ADN libres avec une 

constante d’affinité de l’ordre de 10-9 M (Blier et al., 1993; Mari et al., 2006). La structure 

cristallographique du complexe révèle que l’hétéro-dimère Ku reconnait le squelette de sucre de 

l’ADN et non les bases, ce qui explique pourquoi l’hétéro-dimère ne reconnaît pas une séquence 

spécifique de l’ADN (Walker et al., 2001a). Une fois fixé sur l’ADN l’hétéro-dimère Ku servira 

de plateforme pour le recrutement des autres acteurs de la voie du C-EJ. 
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Figure 14 : Les principales étapes de la voie canonique de jonction des extrémités. En réponse à 

l’induction d’une CDB, l’hétérodimère Ku70/Ku80 est presque immédiatement recruté au site de dommage 

de l’ADN. La sous unité catalytique DNA-PKcs (DNA-dependent protein kinase catalytic subunit) est 

recrutée par la suite formant l’holoenzyme active DNA-PK. La maturation des extrémités est permise par 

de nombreuses hélicases et nucléases comme les protéines PNKP, APLF et Aprataxin, précédemment 

décrites et par l’endo- et exonucléase Artemis. Cette étape permettra la synthèse d’extrémités 5’phosphate 

et 3’hydroxyl nécessaire pour la ligation. L’étape de ligation dépend ensuite exclusivement de l’ADN ligase 

4 en complexe avec la protéine XRCC4.  

 

L’une de ces protéines de la voie du C-EJ qui a été la plus étudiée est la protéine DNA-

PKcs, une kinase membre de la famille des phosphatidylinositol-3 (PI-3) kinase-like kinase 

(PIKK). Le recrutement de DNA-PKcs au sein de l’hétéro-dimère Ku formera l’holoenzyme DNA-
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PK (Gottlieb and Jackson, 1993). Cette famille de kinases comprend aussi les kinases ATM (ataxia-

telangiectasia mutated) et ATR (ATM and Rad3- related). Dans leur partie N-terminale, les kinases 

de type PIKK contiennent des répétitions de domaines HEAT (Huntington-elongation-A-subunit-

TOR) servant d’interface pour des interactions protéines-protéines (Sibanda et al., 2010). La région 

N-terminale de DNA-PKcs contient un domaine en glissière à leucine lui accordant ainsi une forte 

affinité pour l’ADN (Gupta and Meek, 2005). Finalement, la région C-terminale contient le 

domaine kinase. Les études structurelles indiquent que DNA-PKcs adopte une conformation en 

forme de pince interagissant à la fois avec les extrémités d’ADN et avec l’hétéro-dimère Ku 

(Sibanda et al., 2010). De même, l’hétéro-dimère Ku semble présenter des contacts multiples avec 

DNA-PKcs permettant ainsi la formation d’un complexe très stable (Falck et al., 2005; Rivera-

Calzada et al., 2007; Spagnolo et al., 2006). Même si DNA-PKcs a été impliquée dans d’autres 

processus biologiques, il semble que son activité kinase en dehors de l’hétéro-dimère Ku soit 

extrêmement limitée, voire absente in vitro (Hammarsten and Chu, 1998). Une fois activé, DNA-

PKcs s’autophosphoryle au sein d’un cluster qui est maintenant bien caractérisé mais  cible aussi 

la sérine 139 de l’histone H2AX (Chan et al., 2002; Stiff et al., 2004). 

Le complexe XRCC4-ADN ligase 4 est aussi recruté aux sites de dommages par l’hétéro-

dimère Ku (Mari et al., 2006; Nick McElhinny et al., 2000). XRCC4 interagit physiquement avec 

la sous-unité Ku70 alors que l’ADN ligase 4 interagit avec l’hétéro-dimère Ku via ses domaines 

BRCT (Costantini et al., 2007; Hsu et al., 2002). Finalement, tous les autres acteurs du complexe 

du C-EJ semblent être recrutés via leur interaction avec l’hétéro-dimère Ku ou avec la protéine 

XRCC4 (voir figure 15). 

- La protéine XLF (XRCC4-like factor) interagit avec l’hétéro-dimère Ku de façon 

dépendante de l’ADN (Yano et al., 2008). 

- La nucléase APLF reconnait le domaine vWA de Ku80 (Grundy et al., 2013). 

- L’hélicase et nucléase Werner (WRN) de la famille des RecQ hélicase interagit avec 

XRCC4 et Ku, ce qui stimule son activité nucléase (Cooper et al., 2000; Kusumoto et al., 

2008). 

- Les protéines PNKP et Aprataxine sont recrutées aux sites de dommages grâce à leurs 

domaines FHA qui semble reconnaitre une forme phosphorylée de XRCC4 par la kinase 

CK2. Cette observation est similaire de ce qui a été décrit pour leurs interactions respectives 
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avec XRCC1 au cours du BER. (Clements et al., 2004b; Koch et al., 2004; Mani et al., 

2010; Zolner et al., 2011). 

- Finalement la protéine PAXX (Paralog of XRCC4 and XLF), récemment identifiée, 

reconnait la sous-unité Ku70 (Ochi et al., 2015; Tadi et al., 2016b). 

 

 

Figure 15 : L’assemblage du complexe de réparation des CDBs par jonction canonique des 

extrémités. Les flèches indiquent les interactions respectives permettant le recrutement des acteurs de la 

voie du C-EJ. La lettre P indique que l’interaction est phospho-dépendante (Figure adaptée de Tadi et al., 

2016b).  

 

Ainsi l’hétéro-dimère Ku et XRCC4 sont indispensables à l’assemblage rapide du complexe de 

réparation de la voie du C-EJ (voir figure 15). En revanche la présence de DNA-PKcs n’est pas 

requise pour l’accumulation de XRCC4, de l’ADN ligase 4 ou encore de XLF (Mari et al., 2006). 
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2.1.2 Protection et maintien des extrémités 
 

Lors de formation d’une CDB, l’hétéro-dimère Ku se lie en quelques secondes aux extrémités 

d’ADN avec une très forte affinité. La présence de Ku aux extrémités va protéger l’ADN de la 

dégradation par les multiples exonucléases présentent au sein du noyau. Par microscopie, il a par 

exemple été observé que Ku est suffisant pour joindre ensemble deux extrémités d’ADN 

plasmidique in vitro (Pang et al., 1997). Cette étape est critique dans le maintien des extrémités et 

de la stabilité du génome et est conservée tout au long du cycle cellulaire. En effet, Ku se lie aux 

extrémités d’ADN quelle que soit la phase du cycle cellulaire (Shao et al., 2012). La présence de 

DNA-PKcs modifie aussi la structure du complexe favorisant ainsi le maintien de la synapse 

(Hammel et al., 2010b).  

Les protéines XRCC4 et XLF sont aussi essentielles dans le maintien des extrémités. Par 

microscopie, plusieurs équipes de recherche ont observé que les protéines XRCC4 et XLF 

s’arrangeaient ensemble sous la forme de filaments hélicoïdaux. (Andres et al., 2012; Hammel et 

al., 2010a; Mahaney et al., 2013). Ces deux protéines présentent un domaine formant une tête 

globulaire qui est essentiel pour l’interaction entre XLF et XRCC4 ainsi que pour la formation de 

ces filaments. Il semblerait que la formation de ces filaments soit essentielle pour aligner les deux 

extrémités d’ADN l’une en face de l’autre, mais aussi pour maintenir les deux extrémités 

ensembles. En effet, les différents modèles proposent que l’ADN aux extrémités soit présent au 

sein de la région tubulaire de ce super filament, ou qu’il pourrait s’enrouler autour, protégeant et 

stabilisant en même temps l’ADN. Une étude récente propose ainsi une synapse des extrémités en 

deux étapes. Tout d’abord, la formation d’un large complexe comprenant DNA-PK, puis le 

rapprochement et l’alignement des extrémités de façon dépendante de XRCC4-LIG4 et de l’activité 

catalytique de DNA-PKcs (Graham et al., 2016).  

 

2.1.3 La maturation des extrémités 

 

Une extrémité 5’phosphate et l’autre 3’hydroxyl aux deux extrémités d’ADN sont requises afin 

de permettre l’action de l’ADN ligase 4. Une étape de maturation est donc souvent nécessaire a 

formation de telles extrémités et de multiples enzymes sont impliquées au cours de cette étape. 
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Comme pour la voie du BER, présentée précédemment, on retrouve ainsi l’activité kinase et 

phosphatase de la protéine PNKP qui peut phosphoryler une extrémité 5’OH et hydrolyser une 

extrémité 3’phosphate laissant ainsi un groupement hydroxyl (Bernstein et al., 2005). De même 

l’action de l’aprataxine élimine les groupements adénylés liés de façon covalente à l’extrémité 

5’phosphate, comme au sein de la voie du BER (Ahel et al., 2006). L’activité de la protéine Artemis 

est aussi essentielle en présence de lésions complexes. Par exemple, cette nucléase peut hydrolyser 

les extrémités 3’phosphoglycolate in vitro, d’une manière qui est stimulé par la présence de DNA-

PK (Povirk et al., 2007). De plus, la phosphorylation d’Artemis par DNA-PK, accorde à cette 

première une activité endonucléase permettant le clivage des structures en épingles à cheveux ou 

des « overhangs » en 5’ ou en 3’ (Ma et al., 2002). La protéine APLF est une endonucléase ainsi 

qu’une 3’-5’ exonucléase impliquée dans l’élimination des overhangs en position 3’ et la protéine 

WRN possède une activité hélicase et exonucléase, cette dernière étant stimulée par Ku (Li et al., 

2011a; Perry et al., 2006). Récemment, il a été identifié que la protéine Ku puisse posséder une 

activité enzymatique elle-même (Roberts et al., 2010). En effet, il semble que Ku possède une 

activité AP-lyase permettant le clivage en 3’ des sites abasiques à proximité des dommages. Cette 

activité requière la lysine 31 de Ku70 (ou 24 chez la levure) qui est probablement impliquée dans 

l’attaque nucléophile du site abasique, par un processus conservé chez toutes les AP-lyases 

(Kosova et al., 2016; Roberts et al., 2010; Strande et al., 2014). Finalement, en présence de lésions 

complexes (définies par la présence d’au moins deux lésions au sein d’un ou deux tour d’hélice), 

les polymérases appartenant à la famille X peuvent prévenir la perte d’information génétique en 

synthétisant localement plusieurs bases (Pour revue : Moon et al., 2007).  

 

2.1.4 La ligation des extrémités 
 

La dernière étape de la voie du C-EJ est la ligation des deux extrémités par l’ADN ligase 4. La 

ligase 4 est active seule in vitro, mais il a été montré que les protéines XRCC4, XLF ou encore 

APLF stimulent son activité in vivo (Ahnesorg et al., 2006; Grawunder et al., 1997; Grundy et al., 

2013). De façon intéressante, la ligase 4 est aussi capable de lier des extrémités possédant des 

« overhangs » non cohésifs ou encore de relier un gap de un nucléotide in vitro (Gu et al., 2007). 

Enfin, les mécanismes de dissolution du complexe de réparation ne sont pas bien caractérisés. Cette 

étape pourrait nécessiter l’action de certaines ubiquitines ligases assurant la dégradation locale des 
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protéines du complexe. Par exemple, il a été observé que la protéine RNF8 ubiquitinyle Ku pour 

faciliter son éjection du site de dommages (Feng and Chen, 2012). De plus, l’autophosphorylation 

de DNA-PKcs facilite sa dissociation du site de dommages (Uematsu et al., 2007a). Mais une 

hypothèse plus simple serait aussi d’assumer qu’une fois l’ADN réparé, l’hétéro-dimère Ku ne 

possède plus d’affinité importante pour l’ADN conduisant ainsi à sa dissociation. 

 

2.1.5 Importance de la voie du C-EJ 
 

L’importance de la voie du C-EJ dans le maintien de la stabilité génétique s’observe aisément 

chez les souris dans lesquelles les gènes impliqués dans cette voie ont été mutés ou dans les lignées 

cellulaires équivalentes. Ainsi, les cellules des souris déficientes pour Ku70 ou Ku80 ou DNA-

PKcs présentent toutes les trois une augmentation des cassures de l’ADN ainsi que la formation de 

nombreuses translocations (Ferguson et al., 2000; Karanjawala et al., 1999). De plus les souris 

déficientes pour Ku70 présentent une incidence accrue de lymphomes alors que les souris 

déficientes pour Ku80 ou DNA-PKcs et pour la protéine P53 meurent dès trois mois de lymphomes 

B (Difilippantonio et al., 2000; Gu et al., 1997; Guidos et al., 1996). Cette dernière observation 

s’applique aussi lorsque l’absence de XRCC4 ou de l’ADN ligase 4 est combinée avec celle de la 

protéine P53 (Frank et al., 2000; Gao et al., 2000). Le fait que toutes ces souris meurent rapidement 

de lymphomes B est concordant avec le rôle crucial de la voie du C-EJ au sein de la recombinaison 

de classe (CSR) lors de la maturation des lymphocytes B. En effet, la voie du C-EJ est essentielle 

pour la ligation et la réparation des CDBs induites indirectement par la cytidine déaminase AID 

(Activation-induced cytidine deaminase) (Pour revue : Stavnezer et al., 2008). 

 

2.1.6 Les rôles des PARPs lors du C-EJ 

 

L’implication des protéines PARP1 et PARP2 au sein de la voie du C-EJ n’est pas très claire. 

Il semble que PARP1 et PARP2 soient recrutées toutes les deux au sites de CDBs de l’ADN et 

qu’elles interagissent et peuvent les PARyler Ku80 et Ku70 (Carter-O'Connell and Cohen, 2015; 

Carter-O’Connell et al., 2014; Daniels et al., 2014; Gagne et al., 2008; Gibson et al., 2016; Haince 

et al., 2008; Isabelle et al., 2012; Jungmichel et al., 2013a; Martello et al., 2016a). Pourtant, le rôle 
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de ces interactions et de la modification de Ku70 et Ku80 par PARP1 et PARP2 n’a pas été élucidé 

à ce jour. Un lien entre ces deux PARPs et la réparation des CDBs a néanmoins été fait chez la 

souris. En effet, l’absence de PARP1 ou de PARP2 combinée avec celle de la kinase ATM est 

létale au niveau embryonnaire (Huber et al., 2004). Cette létalité précoce est aussi observée lorsque 

l’absence de PARP1 et de PARP2 est combinée avec celle de l’histone H2AX (Ghosh et al., 2016). 

La mortalité de ces souris pourrait s’expliquer par l’accumulation de CSBs en absence de PARP1 

ou de PARP2, qui, une fois converties en CDBs plus toxiques, ne sont pas réparées efficacement 

en absence de ATM ou de l’histone H2AX.  

Il a aussi été observé que l’absence combinée de la protéine Ku80 et de la protéine PARP1 

conduit aussi à une létalité embryonnaire précoce (Henrie et al., 2003) et que la combinaison de 

l’absence de PARP1 et de DNA-PKcs favorise l’apparition de lymphome T (Rybanska et al., 2013). 

En revanche, l’absence de PARP2 n’aggrave pas les phénotypes des souris déficientes pour Ku80 

ou DNA-PKcs (Ghosh et al., 2016). Ces observations suggèrent que PARP1 possède un rôle 

spécifique au sein de la réparation des CDBs. En effet, il est peu probable que l’accumulation de 

CSBs soit responsable de la mort de ces animaux (PARP1-/- / DNAPKcs-/- et PARP1-/- / Ku80-/-), 

puisque l’absence de PARP2 retarde la cinétique de réparation de ces lésions selon la même 

amplitude que celle de PARP1 (Schreiber et al., 2002). De plus, ces résultats suggèrent aussi que 

PARP1 n’est pas impliqué dans une voie commune avec Ku80 puisque son absence aggrave la 

viabilité des souris mutées pour Ku80 (Henrie et al., 2003). Ces observations pourraient donc 

s’expliquer par un rôle de PARP1 dans une voie alternative de la réparation de CDBs de l’ADN. 

Cet aspect sera détaillé par la suite lorsque le détail de la voie alternative de jonction des extrémités 

sera abordé (voir page 102).  

En utilisant des substrats permettant de mesurer l’efficacité de la réparation par la voie du C-

EJ, il a été observé que l’absence de PARP1 ou que l’ajout d’inhibiteurs de PARP, n’affecte pas 

l’efficacité de cette voie de la réparation (Mansour et al., 2013; Sharma et al., 2015; Yang et al., 

2004). Néanmoins, PARP1 joue un rôle important dans la régulation de la structure de la 

chromatine en réponse aux dommages de l’ADN. Ainsi, il est possible que PARP1 puisse faciliter 

l’accès des protéines de la réparation de la voie du C-EJ dans certains contextes chromatiniens, 

comme l’hétérochromatine. Une étude à récemment décrit que PARP1 facilitait le recrutement du 

remodeleur de la chromatine CHD2 (Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 2) 
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(Luijsterburg et al., 2016a). Une fois sur place, CHD2 facilite le dépôt du variant d’histone H3.3, 

ce qui va stimuler l’efficacité de la voie du C-EJ. Pourtant, les auteurs n’ont pas mesuré l’efficacité 

du C-EJ en absence de PARP1. En revanche, l’absence de PARP1 diminution la fréquence 

d’intégration plasmidique, ce qui pourrait suggérer une implication de PARP1 dans la voie du C-

EJ, dans certains contextes bien particuliers (Luijsterburg et al., 2016a).  

L’efficacité de la voie du C-EJ associée avec l’absence de PARP2 n’a pas été mesurée à ce 

jour. Néanmoins, sachant que les inhibiteurs de PARP n’affectent pas l’efficacité de la voie du C-

EJ et que ces drogues ciblent tout aussi bien l’activité de PARP1 que celle de PARP2, cela suggère 

très fortement que l’activité de PARP2 n’est pas impliquée dans ce processus. PARP2 semble en 

revanche participer dans la prise en charge des CDBs induites indirectement par la protéine AID 

au sein du CSR (Robert et al., 2009). En effet, il a été observé que l’absence de PARP2 est associée 

avec une augmentation de neuf fois de la fréquence des translocations entre le locus IgH et le locus 

C-myc, alors qu’en l’absence de PARP1 la fréquence de ces événements est identique à celle des 

souris sauvage (Robert et al., 2009). Cette observation suggère un rôle spécifique de PARP2 dans 

la suppression des translocations lors de la maturation des lymphocytes B chez la souris. La 

formation des réarrangements chromosomiques par translocation faisant majoritairement intervenir 

la voie du C-EJ chez l’homme et la voie du Alt-EJ chez la souris (Ghezraoui et al., 2014), cela 

suggère un rôle potentiel de PARP2 dans la régulation de ces voies de la réparation. 

A l’inverse, le rôle de PARP3 dans la réparation des CDBs par la voie du C-EJ est maintenant 

bien établi. La fonction de PARP3 dans la réparation des CDBs de l’ADN a été suggérée lorsque 

PARP3 a été identifié au sein d’un complexe contenant les protéines DNA-PKcs, Ku70/80, Ligase 

4, Ligase3 et PARP1 (Rouleau et al., 2007a). De plus, PARP3 est recruté aux sites de dommages 

induits par microirradiation laser, indépendamment de son activité enzymatique (Boehler et al., 

2011a), mais plutôt de façon dépendante de l’activité de la kinase ATM (Fenton et al., 2013). 

Finalement, il a été montré que PARP3 facilite la cinétique de réparation des cassures double-brins, 

d’une manière qui est dépendante de son activité enzymatique (Boehler et al., 2011b; Rulten et al., 

2011), et que les cellules humaines déficientes pour PARP3 sont plus sensibles à des agents 

génotoxiques inducteurs de CDBs de l’ADN (Beck et al., 2014).  

De façon plus spécifique, il a été observé que PARP3 coopère avec ATM pour stimuler le 

recrutement et l’activité de la protéine APLF, stimulant ainsi la ligation des extrémités d’ADN 
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dépendante de XRCC4 et de l’ADN ligase 4, lors de la réparation des CDBs par la voie du C-EJ 

(Fenton et al., 2013; Rulten et al., 2011). De plus, la surexpression exogène de XRCC4 suffit à 

restaurer la cinétique de réparation des CDBs des cellules déficientes pour PARP3, confirmant que 

PARP3 stimule l’étape de ligation des extrémités (Rulten et al., 2011). L’efficacité du C-EJ est 

ainsi réduite dans les cellules humaines déficientes pour PARP3 (Beck et al., 2014; Day et al., 

2017). Il semblerait aussi que PARP3 modifie Ku70 et Ku80 par ADP-ribosylation et stimule le 

recrutement de Ku80 aux sites de dommages induits par microirradiation laser (Beck et al., 2014). 

Finalement, chez la souris, l’efficacité du CSR est augmentée dans les lymphocytes n’exprimant 

pas PARP3 (Robert et al., 2015). L’analyse des séquences aux points de jonctions montre aussi que 

l’efficacité de la voie du C-EJ est diminuée. L’ensemble de ces données indiquent donc clairement 

que l’action de PARP3 stimule la voie du C-EJ, aussi bien chez la souris que dans des cellules 

humaines. Ceci explique probablement pourquoi PARP3 favorise la formation de translocations 

dans des lignées cellulaires humaines (Day et al., 2017), puisque la voie du C-EJ est à leur origine 

chez l’homme (Ghezraoui et al., 2014). Ainsi, malgré un niveau d’activité de PARP3 bien plus 

faible que celui de PARP1 ou encore de PARP2, PARP3 est essentiel dans le maintien de la stabilité 

du génome ou encore au cours du développement. Le développement d’inhibiteurs spécifiques de 

PARP3 sera important par la suite pour faciliter l’identification des fonctions de cette protéine 

(Lindgren et al., 2013).  

 

2.2 La recombinaison homologue 
 

La voie de réparation des CDBs par recombinaison homologue (ou RH) nécessite comme son 

nom l’indique, de bénéficier d’une seconde copie homologue de la région contenant la lésion. Le 

substrat initiateur de la recombinaison consiste en une région d’ADN simple brin de taille suffisante 

au niveau d’une extrémité d’ADN, qui servira de support à un échange d’information génétique. 

Cette étape impose donc que l’activité de la RH soit restreinte aux phases S et G2 du cycle 

cellulaire. Il existe ainsi de nombreux points de contrôle qui restreignent l’activité de la RH aux 

phase S et G2, et qui inhibent son initiation en phase G1. La RH peut donc être initiée au niveau 

d’une CDB à deux extrémités comme celles induites par la topoisomérase SPO11 lors de la méiose, 

ou celles induites directement par les radiations ionisantes, les drogues radiomimétiques ou les 

endonucléases (voir figure 13). La recombinaison peut aussi débuter au niveau d’une CDB à une 
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extrémité ou d’un « gap » qui peut être formé lorsque les télomères sont déprotégés mais surtout 

lorsque qu’une fourche de réplication rencontre une CSB ou une lésion bloquante (voir figure 13). 

On peut donc lister trois rôles distincts de la RH : 

- Un rôle dans la promotion de la diversité génétique au cours de processus physiologiques 

comme la méiose durant lesquels la RH favorise l’échange d’information génétique entre 

les allèles parentaux. 

- Un rôle dans la réparation des CDBs à deux extrémités qui sont produites par des 

endonucléases ou des agents génotoxiques 

- Un rôle pour assurer la progression de la réplication de l’ADN 

Les étapes essentielles de la RH sont l’initiation et l’élongation de la résection permettant la 

formation d’ADN simple-brin de part et d’autre de la CDB, la formation du filament pré-

synaptique, la recherche d’homologie, l’envahissement de la chromatine sœur, la synthèse d’ADN 

et finalement la dissolution des intermédiaires de recombinaison. 

Dans cette partie, je détaillerai essentiellement les premières étapes de la recombinaison 

homologue, qui permettent la formation de l’ADN simple-brin, et qui sont conservées au sein de 

la réparation des CDBs par les voies du SSA et du Alt-EJ que je détaillerais par la suite. 

 

2.2.1 La résection des extrémités 
 

Comme décrit précédemment, l’initiation d’un évènement de recombinaison nécessite la 

présence d’ADN simple-brin. L’ADN simple-brin peut être présent naturellement sous forme de 

long « gap », par exemple si une fourche de réplication a été ré-amorçée en amont d’une lésion 

bloquante. Néanmoins, dans la très grande majorité des cas, la formation d’un ADN simple-brin 

en position 3’ à partir des extrémités libres de cassures double brin de l’ADN nécessite l’action 

coordonnée de nombreuses enzymes qui possèdent des activités endonucléases, exonucléases et 

hélicases, dans un processus qui est appelé résection.  

La plupart de nos connaissances sur les enzymes impliquées dans la résection viennent des 

études faites chez la levure Saccharomyces cerevisiae ou Saccharomyces pombe durant la 

réparation des CDBs induites par SPO11 durant la méiose. Ces études ont permis l’identification 
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du complexe MRX, composé des trois protéines Mre11p, Rad50p et Xrs2p (Ajimura et al., 1993; 

Alani et al., 1990; Cao et al., 1990; Nairz and Klein, 1997; Tsubouchi and Ogawa, 1998). 

L’importance de ce complexe protéique est illustrée par sa très grande conservation chez toutes les 

espèces (RAD50 et Mre11) (Hopfner et al., 2000; Petrini et al., 1995; Sharples and Leach, 1995). 

Ce complexe, nommé MRN (Mre11/Rad50/NBS1) chez l’homme, est recruté très rapidement au 

site de la CDB de l’ADN.  

La protéine Mre11 possède plusieurs domaines phosphoéstérase en position N-terminale et 

deux domaines distincts de liaison à l’ADN en position C-terminale (de Jager et al., 2001a; Trujillo 

and Sung, 2001). Cette protéine fonctionne sous la forme de dimère et possède une activité 

endonucléase mais aussi une activité 3’-5’exonucléase (Paull and Gellert, 1998, 1999; Williams et 

al., 2008). Cette observation est intéressante car Mre11 ne possède pas d’activité 5’-3’ exonucléase 

qui est nécessaire pour la formation d’une extrémité d’ADN simple-brin 3’. Il est maintenant admis 

que Mre1 va inciser l’ADN en amont de la CDB via son activité endonucléase, puis digérer l’ADN 

en direction de l’extrémité dans le sens 3’-5’ via son activité exonucléase. Ce modèle a tout d’abord 

été établi dans un contexte d’extrémités bloquées par la topoisomérase SPO11, mais il s’est étendu 

récemment aux extrémités contenant l’hétéro-dimère Ku (Chanut et al., 2016; Garcia et al., 2011; 

Mimitou and Symington, 2010; Neale et al., 2005). Cet aspect sera discuté par la suite.  

La protéine RAD50 contient deux domaines Walker A et Walker B, impliqués dans la liaison 

aux extrémités d’ADN et dans l’interaction avec Mre11, ainsi qu’un domaine super-enroulé qui 

permet une dimérisation avec une seconde molécule de RAD50 située sur l’extrémité opposée. 

Ainsi, RAD50 va favoriser le maintien des deux extrémités ADN à la CDB (de Jager et al., 2001b; 

Hopfner et al., 2001) (voir figure 16). RAD50 possède aussi une activité ATPase qui semble 

stimuler les activités nucléases de Mre11 (Lim et al., 2011; Mockel et al., 2012).  

La protéine NBS1 ou Xrs2p est moins bien conservée et n’est présente que chez les eucaryotes. 

Des mutations hypomorphes du gène NBS1 sont associées avec le développement du Syndrome de 

Nijmegen qui se caractérise par une forte radiosensibilité, une immunodéficience et avec une 

susceptibilité au développement de cancer (Carney et al., 1998). La région C-terminale de NBS1 

interagit avec Mre11 mais aussi avec la kinase ATM/tel1p. Ces interactions sont nécessaires pour 

la présence de Mre11 dans le noyau mais aussi pour le recrutement et l’activation de la kinase ATM 

(Nakada et al., 2003; Tsukamoto et al., 2005). La région N-terminale contient elle deux domaines 

http://www.orpha.net/consor/cgi-bin/Disease_Search.php?lng=FR&data_id=2823&MISSING%20CONTENT=Syndrome-de-Nijmegen&search=Disease_Search_Simple&title=Syndrome-de-Nijmegen
http://www.orpha.net/consor/cgi-bin/Disease_Search.php?lng=FR&data_id=2823&MISSING%20CONTENT=Syndrome-de-Nijmegen&search=Disease_Search_Simple&title=Syndrome-de-Nijmegen
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BRCT en tandem ainsi qu’un domaine FHA qui reconnait une forme phosphorylée de la protéine 

CtIP/Sae2p (Lloyd et al., 2009; Wang et al., 2013a; Williams et al., 2009). La phosphorylation de 

CtIP est dépendante des cyclines-dependant kinases (CDKs) qui sont pour la plupart, activée de 

façon dépendante du cycle cellulaire. Ainsi, l’interaction entre CtIP et NBS1 est contrôlée en 

fonction du cycle cellulaire.  

La protéine Sae2p (homologue de CtIP chez l’homme) a été identifiée chez la levure dans un 

crible ayant pour objectif l’identification des protéines impliquées dans la réparation des CDBs 

durant la mitose. La délétion de SAE2 produit des phénotypes similaires aux mutations de l’activité 

ATPase de RAD50 ou de l’activité nucléase de Mre11, suggérant ainsi un rôle de Sae2p dans 

l’activation de l’activité de Mre11 (McKee and Kleckner, 1997; Prinz et al., 1997; Rattray et al., 

2001). Il est maintenant établi que la présence de Sae2p ou de CtIP est un prérequis pour 

l’activation de l’activité endonucléase de Mre11 et pour l’initiation de la résection (Cannavo and 

Cejka, 2014; Sartori et al., 2007). Sae2p ou CtIP possède aussi une activité endonucléase qui 

pourrait être importante pour éliminer les adduits présents aux extrémités comme lors des CDBs 

induites par des inhibiteurs de topoisomérases (Lengsfeld et al., 2007; Makharashvili et al., 2014). 

Structurellement, CtIP possède un domaine en superhélice en position N-terminale lui permettant 

de s’homotétramériser, ce qui est essentiel pour ses fonctions au sein de la RH (Andres et al., 2015; 

Davies et al., 2015). Enfin, CtIP est phosphorylé en position 847 par les CDK actives durant les 

phases S et G2 du cycle cellulaire, ce qui est essentiel pour son activation et pour promouvoir 

l’activité de Mre11 (Huertas and Jackson, 2009), mais aussi par les kinases ATM et ATR (Peterson 

et al., 2013; Wang et al., 2013b). 
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Figure 16 : Organisation structurelle du complexe MRN-CtIP. Schéma représentant les différentes 

interactions au sein du complexe MRX/MRN. L’activité ATPase de RAD50 hydrolyse l’ATP (étoile jaune 

à gauche) en ADP (étoile grise à droite) permettant un changement de conformation du dimère Mre11 et 

ainsi une ouverture de son site actif (points rouges) (Figure adaptée de Symington, 2014). 

 

L’importance du complexe MRN et de la protéine CtIP est illustrée directement par leurs 

nécessités respectives au sein du développement embryonnaire. Chez la souris, une létalité 

embryonnaire est en effet observée lors de la déplétion de ces protéines (Chen et al., 2005; Luo et 

al., 1999; Xiao and Weaver, 1997; Zhu et al., 2001). 

Bien que l’initiation de la résection par le complexe MRN facilite la résection sur plusieurs 

centaines de bases, la résection observée in vivo peut s’étendre sur plusieurs kb, suggérant une 

extension de la résection indépendante du complexe MRN (Zakharyevich et al., 2010). L’étape 

d’extension de la résection dépend de l’action coordonnée de plusieurs enzymes. D’une part, 

l’exonucléase 1 (EXO1) peut produire de l’ADN simple brin à partir d’une extrémité d’ADN 

double-brin, directement via son activité 5’-3’ exonucléase (Mimitou and Symington, 2008). 

D’autre part, les hélicases BLM/Sgs1p et WRN en coopération avec l’endonucléase DNA2 

facilitent aussi l’extension de la résection (Gravel et al., 2008; Niu et al., 2010; Zhu et al., 2008).  

En effet, La longueur de la résection est fortement réduite en absence d’Exo1p ou de Sgs1p 

lors de la réparation des CDBs en méiose (Garcia et al., 2011; Zakharyevich et al., 2010). De plus, 
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le recrutement d’Exo1p et de Dna2p dépend du complexe MRX (Shim et al., 2010), suggérant une 

résection séquentielle dans le sens 3’-5’ puis dans la direction 5’-3’. En revanche, il a été déterminé 

que l’élimination de Ku restaure le défaut d’initiation de la résection des cellules déficientes pour 

Sae2p ou Mre11p, de façon dépendante d’Exo1p (Mimitou and Symington, 2010; Shim et al., 

2010). De plus, la résection est initiée de façon dépendante d’Exo1p lorsque des CDBs sont induites 

par l’endonucléase HO (Homothallic switching endonuclease), en absence de Mre11p ou de Sae2p 

(Llorente and Symington, 2004). C’est-à-dire lorsque l’extrémité est directement accessible à 

l’action d’Exo1p. 

Ces observations, confortées par d’autres études non présentées dans ce manuscrit, sont à 

la base de l’établissement du modèle bidirectionnel de la résection (Pour revue : Symington, 2014; 

Symington, 2016) (Voir Figure 17). Lorsque l’extrémité ADN de la CDB est inaccessible aux 

nucléases impliquées dans la résection (présence d’un adduit covalent comme une topoisomérase 

ou présence de l’hétérodimère Ku), alors l’action coordonnée des protéines du complexe MRN et 

de CtIP stimule l’activité endonucléase de MRE11 et produira une CSB en amont de la CDB. 

L’activité 3’-5’ de Mre11 produit ensuite un fragment d’ADN simple-brin 3’. Au site de clivage 

par MRN, la résection est étendue en direction 5’ vers 3’ par l’action de EXO1 ou des hélicases 

BLM et WRN et de l’endonucléase DNA2. C’est le modèle bidirectionnel de la résection (voir 

figure 17). En revanche, lorsque l’extrémité de la CDB est libre, EXO1 peut promouvoir 

directement la résection. 
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Figure 17 : Les étapes de la résection des extrémités. En réponse à l’induction d’une CDB contenant une 

extrémité bloquée, on observe un recrutement rapide du complexe MRN. De façon dépendante de l’activité 

des CDK et d’ATM, la protéine CtIP est recrutée et activée via son interaction avec la protéine NBS1. 

L’activation successive de Mre11 permet la formation d’une CSB en amont de l’extrémité. La résection est 

ensuite permise par l’action de Mre11 dans le sens 3’-5’ et d’Exo1 ou DNA2/WRN/BLM dans le sens 5’-

3’. L’ADN simple-brin formé est ensuite immédiatement stabilisé par l’hétéro-trimère RPA. Finalement, le 

mécanisme permettant la terminaison de la résection n’est en revanche pas totalement élucidé (Figure 

adaptée de Paudyal and You, 2016). 

 

Une fois formé, l’ADN simple-brin est immédiatement lié et stabilisé par l’hétéro-trimère RPA. 

Les trois protéines RPA14, RPA32 et RPA70 reconnaissent l’ADN simple-brin à l’aide de leur 

domaine OB-fold (Gomes et al., 1996). La liaison de ces protéines sur l’ADN simple-brin joue 

plusieurs rôles essentiels au sein de la réparation de l’ADN, et ces fonctions ont été décrites de 
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façon exhaustive dans plusieurs revues (Krasikova et al., 2016; Marechal and Zou, 2015; Zou et 

al., 2006). L’une de ces fonctions est d’assurer le recrutement et l’activation de la kinase ATR (Zou 

and Elledge, 2003). Ainsi, l’extension de la résection va conduire à une transition de l’activation 

d’ATM vers l’activation d’ATR (Shiotani and Zou, 2009). 

Finalement, de nombreux processus cellulaires sont impliqués dans le contrôle temporel de la 

résection et dans la régulation de l’activité des enzymes impliquées dans cette étape. En réponse à 

un stress de réplication, il a été montré par exemple que la kinase ATR phosphoryle Exo1, ce qui 

diminue sa stabilité et contrôle négativement la résection (Cotta-Ramusino et al., 2005; El-

Shemerly et al., 2008) De plus, il a récemment été identifié que l’hélicase HELB est recrutée au 

site de dommage et inhibe l’activité de DNA2 et d’Exo1 pour contrôler l’étendue de la résection 

(Tkac et al., 2016).  

 

2.2.2 L’envahissement de la chromatide sœur et la recombinaison 
 

La protéine RPA est ensuite progressivement remplacée par l’ATPase RAD51, grâce à des 

médiateurs comme la protéine BRCA2 chez l’homme ou la souris, ou la protéine Rad52p chez la 

levure. Par l’intermédiaire de ses multiples répétitions BRC, la protéine BRCA2 déstabilise les 

complexes RPA, et favorise la nucléation de RAD51 spécifiquement au niveau de l’ADN simple-

brin (Carreira et al., 2009; Chen et al., 1998; Pellegrini et al., 2002). Les fonctions de BRCA2 sont 

régulées par l’intermédiaire des multiples partenaires protéiques de cette grande protéine. On peut 

citer la formation du complexe comprenant les trois protéines BRCA1, PALB2 (Partner and 

localizer of BRCA2) et BRCA2 qui est nécessaire à la formation du filament de RAD51. La 

formation de ce complexe est aussi régulée en fonction du cycle cellulaire de façon à inhiber l’étape 

de recombinaison en phase G1 du cycle cellulaire (Orthwein et al., 2015). Une fois le filament 

formé, l’action de RAD51 et de ses multiples paralogues va initier la recherche d’homologie par 

un mécanisme complexe (Pour revue Renkawitz et al., 2014). Après l’envahissement de la 

chromatide sœur qui conduit à la formation d’une jonction de Holliday, plusieurs mécanismes 

existent (voir Figure18). La réparation par conversion génique conduit à la formation d’une double 

jonction de Holliday et le produit de réparation contiendra ou non un crossing-over. Cette voie est 

essentielle au cours de la méiose pour promouvoir la diversité génétique. En revanche, lors de la 

voie dite du SDSA (Synthesis dependent strand annealing), la formation de la seconde jonction de 
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Holliday est inhibée, ce qui conduit à un processus de migration de branche qui conduira à 

l’effondrement de la première jonction de Holliday. Ainsi, l’extrémité 3’ néosynthétisée peut 

s’apparier avec la seconde, ce qui ne produira pas de crossing-over. Finalement, la voie du BIR 

(Break-induced replication), prend en charge les CDB à une extrémité qui sont produites lors de la 

réplication (Pour revue :Anand et al., 2013; Malkova and Ira, 2013).  

 

 

Figure 18 : Les étapes finales de la recombinaison homologue. L’envahissement de la chromatide sœur 

(brins bleu et rouge) contenant la région d’homologie produit la formation d’une « D-loop ». La synthèse 

d’ADN permet d’exposer l’ADN simple brin complémentaire à la seconde extrémité 3’ formée lors de 

l’étape de résection (brin bleu et gris). L’appariement de cette extrémité permet de poursuivre la synthèse 

d’ADN. Après formation de la seconde « D-loop », la résolution des jonctions de Holliday produira ou non 

des crossing-overs en fonctions des résolvases impliquées dans le processus. En revanche, si la synthèse 

d’ADN est couplée à la migration de branche, alors la première D-loop s’effondre. L’appariement des deux 

extrémités originales permet ensuite de compléter la re-synthèse de l’information génétique manquante. 

Cette sous-voie de la recombinaison homologue ne produit donc pas de crossing-over.  
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2.2.3 Les fonctions cellulaires de la recombinaison homologue 
 

Même si la voie de jonction des extrémités reste majoritaire pour la réparation de CDBs à deux 

extrémités franches, induites par des agents génotoxiques ou par des endonucléases en phase S et 

G2 du cycle cellulaire, la RH peut aussi participer à la réparation de ces CDBs. Cette conclusion 

est soutenue par plusieurs observations : 

-  RAD51 s’accumule au niveau de la chromatine déjà répliquée en réponse à une irradiation 

UV (Tashiro et al., 2000).  

- Les acteurs de la RH sont recrutés rapidement en réponse aux dommages de l’ADN induits 

par micro-irradiation laser du noyau (Dinant et al., 2007; Kim et al., 2005; Li and Yu, 2013; 

Zhang et al., 2015a). 

- L’efficacité de réparation de CDBs simples, induites par des endonucléases comme HO ou 

Isce1, nécessite les protéines de la recombinaison homologue en phase S et G2 du cycle 

cellulaire (Adamson et al., 2012; Hicks et al., 2011; Pierce et al., 1999). 

La recombinaison est aussi essentielle pour promouvoir la diversité génétique au cours de la 

méiose. De plus, les crossing-overs ainsi formés sont essentiels pour aligner correctement les 

chromosomes homologues sur la plaque équatoriale en métaphase. Chez la souris, il est estimé que 

plus de 50 pour cent des évènements de recombinaison produisent un crossing-over lors de la 

méiose (Guillon et al., 2005). 

Finalement, la RH est essentielle pour assurer la progression de la réplication, pour protéger les 

fourches de réplication. En effet, les protéines de la RH sont essentielles pour maintenir la stabilité 

du génome, même en absence de stress exogène. Par exemple, les lymphocytes déficients pour 

RAD51 accumulent des cassures au cours de la phase S et meurent par apoptose lors de la mitose 

(Sonoda et al., 1998). En effet, l’absence de RAD51 est associée avec l’accumulation d’ADN 

simple brin au niveau de la fourche, de façon dépendante de l’activité de Mre11. (Hashimoto et al., 

2010). De même, l’absence de BRCA1 ou de BRCA2 est incompatible avec la survie des cellules 

embryonnaires (Venkitaraman, 2002b). Enfin, la vitesse des fourches de réplication est diminuée 

lorsque l’efficacité de la RH est impactée (Daboussi et al., 2008). Finalement, la RH est aussi 

indispensable pour le redémarrage des fourches de réplication dans un certain nombre de 

situations :  
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- Soit après son effondrement lorsque la fourche rencontre une CSB pour ré-ammorcer la 

réplication par un processus similaire à la voie du BIR (Hashimoto et al., 2012). 

- Soit après son arrêt prolongé comme par exemple, après un traitement avec des inhibiteurs 

de la réplication comme l’hydroxyurée ou l’aphidicoline (Petermann et al., 2010). 

- Soit pour promouvoir une réversion de fourche en présence d’une lésion bloquante 

(Zellweger et al., 2015). 

Comme nous venons de le voir, la RH est donc essentielle pour promouvoir la stabilité du 

génome et cela à plusieurs niveaux. Les défauts de RH sont caractérisés par l’accumulation de 

nombreuses anomalies mitotiques comme des ponts anaphasiques ou des centrosomes 

surnuméraires (Griffin et al., 2000; Lahkim Bennani-Belhaj et al., 2010). Néanmoins, même si la 

RH est assez conservative, elle peut être à l’origine d’aberrations chromosomiques comme des 

duplications, des délétions des pertes d’hétérozygoties ou encore des translocations 

intrachromosomiques.  

 

2.2.4 Les rôles des PARPs lors de la recombinaison homologue 

 

Les protéines PARP1, PARP2 et PARP3 semblent posséder toutes les trois des fonctions au 

cours de la RH. Tout d’abord, il est important de noter que l’inhibition de PARP1 et de PARP2 

induit la mort des cellules déficientes pour la RH (Bryant et al., 2005; Farmer et al., 2005). Cet 

aspect sera discuté dans la suite de l’introduction (voir page 119).  

Plusieurs études semblent indiquer que la protéine PARP1 ou que l’inhibition de l’activité de 

PARP1 et de PARP2 n’est pas nécessaire lors de la réparation par la RH, d’une CDB à deux 

extrémités, induites par des endonucléases (Schultz et al., 2003; Vriend et al., 2016; Yang et al., 

2004). Le rôle de la protéine PARP2 n’a pas été déterminé dans ce contexte.  

En revanche, l’absence de PARP1 ou de PARP2 chez la souris est associée avec un 

augmentation de la fréquence des échanges de chromatide sœurs, et l’inhibition ou l’absence de 

PARP1 est associée avec une augmentation du nombre de foyers RAD51 (Claybon et al., 2010; de 

Murcia et al., 1997b; Menissier de Murcia et al., 2003; Schultz et al., 2003; Simbulan-Rosenthal et 

al., 1999). Ces études suggèrent que PARP1 et peut être aussi PARP2 pourrait limiter l’activation 
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de la RH au cours de la réplication et jouer ainsi un rôle anti-recombinogène. En concordance avec 

ces résultats, il a été observé que PARP1 et BRCA2 inhibent le recrutement de Mre11 aux fourches 

de réplications, en présence d’un stress de réplication court (6 heures hydroxyurée) dans des 

cellules de hamster (Ying et al., 2012). Ceci aurait pour fonction de protéger les fourches de 

réplication arrêtées, d’une dégradation par Mre11. Dans ce contexte, il semblerait que le 

recrutement de XRCC1 par PARP1 et DNA-PKcs soit nécessaire à la stabilisation des fourches de 

réplication (Ying et al., 2016). Néanmoins, chez l’homme, ce même traitement en absence de 

BRCA2 conduit à la dégradation des fourches de réplication par Mre11 de façon dépendante de 

l’activité de PARP1 (Ray Chaudhuri et al., 2016). Ces observations pourraient laisser supposer un 

rôle différentiel de BRCA2 dans la régulation des fonctions de PARP1 et de Mre11, sur la stabilité 

des fourches bloquées, entre les cellules de hamster et les cellules humaines. 

A l’inverse, lorsqu’un stress de réplication prolongé (24 heures hydroxyurée) est appliqué 

durant la réplication, l’activité de PARP1 et de PARP2 semble nécessaire pour le recrutement de 

Mre11 au niveau des fourches de réplication. Ce processus serait nécessaire pour assurer le 

redémarrage des fourches de réplication par la RH. (Bryant et al., 2009; Haince et al., 2008; 

Orsburn et al., 2010). Finalement, PARP1 pourrait protéger les fourches de réplication de l’action 

de la voie canonique de jonction des extrémités en inhibant le recrutement de Ku après un 

traitement à la camptothécine (Hochegger et al., 2006). Dans ce contexte, il semble que l’activité 

de PARP1 facilite la réversion de fourche mais inhibe aussi l’activité de l’hélicase RECQ1 (Berti 

et al., 2013; Ray Chaudhuri et al., 2012). Ce mécanisme pourrait ainsi prohiber temporairement un 

redémarrage des fourches par la RH en attendant la réparation de la lésion contenant la 

topoisomérase 1, et ainsi expliquer partiellement aussi le rôle anti-recombinogène de PARP1. 

Ainsi, ces observations suggèrent un rôle triple de PARP1 et peut-être aussi de PARP2 au 

niveau des fourches de réplication. En réponse à un arrêt des fourches de réplication, après un stress 

réplicatif modéré, PARP1 serait nécessaire pour stabiliser les fourches de réplication et prévenir 

leur dégradation. A l’inverse, après un stress prolongé de réplication ou la rencontre d’une CSB 

par la machinerie de réplication, conduisant à un effondrement des fourches de réplication, le rôle 

de PARP1 et de PARP2 serait de promouvoir la RH pour faciliter le redémarrage de la réplication. 

Finalement, en présence d’une lésion bloquante, PARP1 faciliterait les réversions de fourches en 

inhibant l’action recombinogène de RECQ1. L’importance de PARP1 et de PARP2 pour assurer 
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la progression de la réplication est illustrée par la présence d’un stress réplicatif chronique lors de 

la déplétion de PARP2 ou de l’inhibition de PARP1 et de PARP2 (Colicchia et al., 2017; Farres et 

al., 2015). Par exemple, les érythrocytes déficients pour PARP2 présentent de nombreux foyers 

γH2AX en phase S du cycle cellulaire, une phosphorylation constitutive de la protéine CHK1, ainsi 

qu’une accumulation de micronoyaux (Farres et al., 2015). De plus, PARP2 a été identifié dans un 

crible à grande échelle, ayant pour objectif d’identifier des protéines impliquées dans la réponse au 

stress réplicatif induit par l’hydroxyurée (Kavanaugh et al., 2015). 

Finalement, il a été démontré que l’efficacité de la RH est diminuée en absence de PARP3, 

alors même que la résection des extrémités pourraient être plus importante (Beck et al., 2014; Day 

et al., 2017). Le mécanisme à l’origine de cette observation n’est cependant pas caractérisé, mais 

il est possible que la résection extensive des cellules déficientes pour PARP3 favorise la voie du 

SSA au détriment de la RH (voir le descriptif de la voie du SSA ci-dessous). A l’inverse, la 

description récente d’un rôle de PARP3 dans la réparation des cassures double-brins dans des 

régions contenant des structures de type G-quadruplex pourrait expliquer cette dernière observation 

(Day et al., 2017). En effet, de nombreux G-quadruplex putatifs sont présents au niveau du substrat 

de réparation par la RH, ce qui pourrait expliquer pourquoi l’efficacité de la RH est diminuée en 

absence de PARP3 (Day et al., 2017).  

 

2.3 La voie de réparation du SSA 
 

La voie de réparation du SSA (pour « single-strand annealing ») consiste, après une étape de 

résection longue d’une CDB, en l’appariement de longues régions d’homologie présentes de part 

et d’autre de la CDB, ce qui va conduire à la délétion inévitable de la séquence présente entre les 

deux régions d’homologie (voir figure 19). Cette voie de la réparation est ainsi fortement mutagène. 

Néanmoins, cette voie de la réparation est conservée chez Saccharomyces cerevisiae, Drosophila 

melanogaster, Caenorhabditis elegans, Arabidopsis thaliana, ainsi que chez les mammifères, 

suggérant un rôle essentiel à la survie cellulaire (Do et al., 2014; Ivanov et al., 1996; Orel et al., 

2003; Pontier and Tijsterman, 2009b). Le SSA, est parfois considéré comme une sous-voie de la 

RH. Toutefois, cette voie ne nécessite pas l’envahissement de la chromatide sœur et est indépendant 

de la recombinase RAD51 (Stark et al., 2004a). Ainsi, la voie de SSA ne réalise pas un évènement 
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de recombinaison réel et ne peut donc être complètement associée à la RH, même si ces deux voies 

de la réparation ont en commun les étapes initiales de formation d’ADN simple brin en 3’ de la 

CDB par résection. 

La réparation par le SSA a été décrite dès 1984 par l’équipe du docteur Nat Sternberg, en 

utilisant des substrats de réparation par recombinaison chez la souris (Lin et al., 1984). Au cours 

de cette étude, les différentes étapes de cette voie de la réparation ont été décrites. La réparation 

par la voie du SSA est initiée, comme pour la voie de la RH, par une étape de résection des 

extrémités qui implique les mêmes enzymes. Ainsi, la déplétion de CtIP, RAD50, BRCA1, EXO1 

ou encore DNA2 diminue l’efficacité de la réparation par le SSA (Bennardo et al., 2008; Cannon 

et al., 2013; Munoz et al., 2012; Stark et al., 2004a; Sturzenegger et al., 2014). Suite à la formation 

d’ADN simple-brin 3’ de part et d’autre de la CDB, la révélation de régions homologues 

flanquantes peut permettre un appariement des extrémités. La taille minimale nécessaire de la 

région d’homologie n’est pas bien caractérisée mais cette étape nécessite l’action spécifique de la 

protéine RAD52 humaine (Rothenberg et al., 2008; Stark et al., 2004a). Le « flap » ainsi produit 

sera clivé de part et d’autre de la région homologue par l’action coordonnée des endonucléases 

ERCC1 et XPF (Motycka et al., 2004). Au cours de cette étape, RAD52 recrute et stimule l’activité 

nucléase de ERCC1 et de XPF (Motycka et al., 2004). Finalement, les polymérases impliquées 

dans les étapes finales du SSA ne sont pas encore bien caractérisées.  
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Figure 19 : Les étapes de la réparation des CDBs par la voie du SSA. La réparation d’une CDB par la 

voie du SSA nécessite une étape extensive de résection de l’ADN et fait intervenir les mêmes enzymes que 

la voie de la RH. L’appariement des homologies (carrés bleus) est permis par l’intermédiaire de la 

recombinase RAD52 qui recrute et stimule ensuite les endonucléases XPF et ERCC1, qui sont impliquées 

dans le clivage du « flap ». La synthèse d’ADN et la ligation successive conduit à un évènement de 

réparation contenant une délétion (Figure adaptée de Symington et al., 2014).   

 

Comme mentionné précédemment, la voie de réparation des CDBs par le SSA est 

nécessairement mutagène. Cette voie de la réparation produit des délétions de tailles multiples, 

mais peut aussi être à l’origine de translocation, si plusieurs CDBs sont induites simultanément. Il 

est donc étonnant de s’apercevoir que la voie du SSA est bien conservée au cours de l’évolution. Il 

est aussi important de noter, une large proportion du génome humain est composée de multiples 

séquences répétées, avec par exemple, plus d’un million d’éléments répétés de type SINEs (« Short 

Interspersed Nuclear Elements »), représentant plus de 10% du génome humain (Pour revue : 

Belancio et al., 2010). Ceci pourrait drastiquement stimuler l’efficacité du SSA et avoir des 

conséquences dramatiques sur la stabilité du génome.  
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On peut cependant imaginer un contexte durant lequel la voie du SSA serait essentielle. 

Une fois la réplication de l’ADN entamée, l’activation des CDKs permet l’initiation de la résection 

lorsqu’une CDB est induite. En effet, la mutation phospho-mimétique de CtIP T847E, qui mime 

l’activation par les CDKs, est suffisante pour produire de la résection en phase G1 du cycle 

cellulaire (Huertas and Jackson, 2009). Ainsi, le SSA pourrait être la voie de choix pour réparer 

une CDB qui a été résectée en phase S du cycle cellulaire, lorsqu’une chromatide sœur n’est pas 

encore disponible. Cependant, la voie alternative de jonction des extrémités qui sera définie ci-

dessous pourrait aussi prendre en charge ce type de lésion.  

Finalement, le rôle de PARP1 et de PARP2 au sein de la réparation des CDBs par la voie du 

SSA n’a quasiment pas été étudié. La seule information disponible semble indiquer que l’ajout 

d’un inhibiteur de PARP1 et de PARP2 n’affecte pas l’efficacité du SSA (Howard et al., 2015). 

 

2.4 PARP et la voie alternative de jonction des extrémités 
 

Brièvement, la voie alternative de jonction des extrémités (ou Alt-EJ) ressemble beaucoup au 

SSA. Une résection courte, de part et d’autre d’une CDB, révèle des régions de micro-homologies 

dont l’appariement suivi de la jonction des extrémités, permet la réparation de l’ADN (voir figure 

21). Néanmoins, la voie du Alt-EJ se distingue du SSA au niveau moléculaire par son indépendance 

de RAD52 (Bennardo et al., 2008; Ma et al., 2003b; Yu and Gabriel, 2003b).  

Les premières évidences de la voie alternative de jonction des extrémités (ou Alt-EJ) viennent 

de l’observation en utilisant des substrats plasmidiques, que les levures ou les cellules de 

mammifères déficientes pour Ku70, pour Ku80 ou pour l’ADN ligase 4, présentent une capacité 

résiduelle de jonction des extrémités (Boulton and Jackson, 1996; Liang and Jasin, 1996; Wilson 

et al., 1997). Dans ce contexte, les substrats réparés semblent présenter fréquemment des micro-

homologies de quelques paires de base aux points de jonction (Boulton and Jackson, 1996; Ma et 

al., 2003a; Yu and Gabriel, 2003a). Ce mécanisme de jonction des extrémités indépendant de Ku 

et de XRCC4 et de l’ADN ligase 4 a donc été nommé Alt-EJ par opposition au C-EJ. Cette voie a 

aussi été nommée MMEJ (Microhomology mediated end-joining) ou micro-SSA. Néanmoins, cette 

appellation peut sembler restrictive car la présence de micro-homologie n’est pas un prérequis 

absolu à cette voie de la réparation. 
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La voie du Alt-EJ semble bien conservée au cours de l’évolution et a été décrite chez les 

bactéries, les plantes, le ver Caenorhabditis elegans, la souris ou encore chez l’homme (Aniukwu 

et al., 2008; Della-Maria et al., 2011; Feldmann et al., 2000; Heacock et al., 2004; Pontier and 

Tijsterman, 2009a). L’utilisation de substrat de réparation par jonction des extrémités in vivo, a 

permis de mettre en évidence que l’activité de PARP1 était nécessaire pour assurer la jonction des 

extrémité en absence de Ku (Audebert et al., 2004a; Wang et al., 2006). Il a aussi été suggéré que 

PARP1 et Ku pouvait entrer en compétition pour la reconnaissance des extrémités au niveau de la 

CDB (Wang et al., 2006). Néanmoins, l’absence de PARP1 ou l’inhibition de PARP1 et de PARP2 

n’affecte pas l’efficacité de jonction des extrémités en présence de Ku (Mansour et al., 2010; Wang 

et al., 2006).  

Pourtant, dans les cellules de mammifères, de nombreuses délétions caractéristiques de la voie 

du Alt-EJ ont été observées lors de la réparation de CDBs induites par l’expression de I-Sce1, 

distantes de 3.4kb et cela en présence de Ku (Guirouilh-Barbat et al., 2004; Guirouilh-Barbat et al., 

2008; Guirouilh-Barbat et al., 2007). Le rôle de PARP1 et de son activité n’a cependant pas été 

déterminé dans ce contexte. La voie du Alt-EJ serait aussi importante dans la réparation des CDBs 

induites au cours de la CSR. En effet, l’absence de PARP1 et de PARP2 n’affecte pas l’efficacité 

de réparation des CDBs au sein du CSR, mais l’absence de PARP1 est associée avec une diminution 

de la fréquence et de la taille des micro-homologies présentes au point de jonction (Robert et al., 

2009). Ces observations indiquent notamment que la voie du Alt-EJ possède un rôle physiologique 

qui peut avoir effet, même en présence de l’hétéro-dimère Ku. 

De nombreuses études ont impliqué le complexe MRN et la protéine CtIP dans la voie du Alt-

EJ (Bennardo et al., 2008; Lee-Theilen et al., 2011; Ma et al., 2003b; Rass et al., 2009; Truong et 

al., 2013; Xie et al., 2009; Zhuang et al., 2009). En effet, la déplétion de Mre11, RAD50, NBS1 et 

CtIP affecte l’efficacité de réparation par le Alt-EJ. Il semble donc évident que les mécanismes 

assurant l’initiation de la résection sont partagés entre les voies de la RH, du SSA et du Alt-EJ (voir 

figure 20). Sachant que PARP1 facilite le recrutement de Mre11 et de NBS1 au site de micro-

irradiation laser, il est possible que le complexe MRN soit recruté de façon dépendante de PARP1 

au sein du Alt-EJ (Haince et al., 2008). A l’inverse, la déplétion de la nucléase Exo1 ou de l’hélicase 

BLM diminue l’efficacité de la RH, mais stimule l’efficacité du Alt-EJ (Truong et al., 2013). Ces 

données indiquent que l’étape d’extension de la résection n’est pas impliquée dans la réparation 
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par la voie du Alt-EJ, mais plutôt qu’elle facilite uniquement la RH ainsi que le SSA (voir figure 

20).  

 

 

Figure 20 : L’initiation de la résection est commune à la RH, au SSA et au Alt-EJ. Lorsque la résection 

est bloquée ou n’est pas initiée, une CDB sera réparée par la voie du C-EJ. Cette voie de la réparation est 

relativement fidèle, même si elle peut produire des petites délétions de quelques nucléotides. A l’inverse, 

l’initiation de la résection par le complexe MRN en coordination avec l’endonucléase CtIP est commune 

aux voies de la RH, du SSA et du Alt-EJ. La voie du Alt-EJ requière souvent des petites micro-homologies 

et est dépendante de PARP1. Le Alt-EJ est à l’origine de petites délétions et aussi de nombreuses insertions. 

Finalement, l’extension de la résection permet l’initiation de la RH, et du SSA si des régions d’homologies 

sont présentes (Figure adaptée de Ceccaldi et al., 2016).  

 

L’activité de PARP1 est aussi partiellement responsable du recrutement de la polymérase θ au 

site de micro-irradiation laser (Mateos-Gomez et al., 2015). Le rôle de cette polymérase (nommée 

POLQ chez la souris) dans la voie du Alt-EJ a émergé récemment. Cette polymérase / hélicase ne 
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semble pas impliquée au cours de la réplication de l’ADN mais participe activement au maintien 

de la stabilité du génome (Goff et al., 2009; Li et al., 2011b). Il semble que l’activité de la 

polymérase θ soit responsable de la grande majorité des micro-homologies présentes aux points de 

jonction des extrémités (Wyatt et al., 2016). De plus, cette polymérase est responsable de la 

présence de courtes insertions, que l’on retrouve fréquemment associée avec la voie du Alt-EJ 

(Chan et al., 2010; Wyatt et al., 2016; Yu and McVey, 2010). La présence de la polymérase θ au 

point de jonction permet l’appariement de courtes micro-homologies terminales, mais aussi de 

micro-homologies internes, formant ainsi un « flap » au point de jonction (Kent et al., 2015 et 

figure 21). Dans les conditions où un « flap » est associé aux extrémités, l’action des endonucléases 

ERCC1 et XPF pourrait être nécessaire pour son élimination (Bennardo et al., 2008). Dans cette 

même étape, il a été décrit que l’activité endonucléase de FEN1 in vitro ou celle de son homologue 

Rad27p pourrait aussi être requise (Göttlich et al., 1998; Liang et al., 2005; Tadi et al., 2016a; Wu 

et al., 1999). 
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Figure 21 : Les étapes de la voie alternative de jonction des extrémités dépendantes de la polymérase 

θ. L’initiation du Alt-EJ est assurée par PARP1 en coordination avec le complexe MRN et l’endonucléase 

CtIP qui favorisent la résection de l’ADN de part et d’autre de la CDB. La polymérase θ qui est recrutée 

aux sites de dommages par PARP1 joue ensuite un rôle clé pour apparier les extrémités en favorisant 

l’utilisation de micro-homologies. La polymérase θ assure aussi la synthèse de l’information génétique 

manquante. Les « flaps » endonucléases ou nucléases responsables de la dégradation du « flap » produit par 

la polymérase θ ne sont pas bien caractérisées, mais il pourrait s’agir de ERCC1 et XPF qui ont été 

impliquées dans la voie du Alt-EJ. Finalement, il semble que l’ADN ligase 1 et 3 soient toutes deux capables 

indépendamment de rejoindre les extrémités (Figure adapée de Black et al., 2016). 

 

En revanche, le mécanisme permettant la jonction des extrémités indépendamment de la 

présence de micro-homologies dans la voie du Alt-EJ n’est pas caractérisé. Il est intéressant de 

pointer que la polymérase θ est fortement surexprimée dans de nombreux types de cancers et que 

son expression est associée avec une importante instabilité génétique, une résistance aux thérapies 

et avec un mauvais pronostic (Kawamura et al., 2004; Lemee et al., 2010; Pillaire et al., 2010). 

Finalement, il semble que l’ADN ligase 3 et l’ADN ligase 1 soient toutes les deux capables 

d’effectuer l’étape finale de jonction des extrémités (Liang et al., 2008).  
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La  voie du Alt-EJ semble active au sein de toutes les phases du cycle cellulaire (Guirouilh-

Barbat et al., 2008; Xiong et al., 2015). Pourtant, nous avons vu que l’activité de CtIP est 

dépendante de la phosphorylation par les CDK qui sont actives en phase S et G2 du cycle cellulaire. 

Une étude récente suggère que CtIP est phosphorylée par la kinase Plk3 en phase G1 du cycle 

cellulaire (Barton et al., 2014). Cette phosphorylation serait importante pour initier la réparation 

par la voie du Alt-EJ dans cette phase du cycle cellulaire (Biehs et al., 2017).  

De même, il n’est pas clair si PARP3 est impliqué ou non dans la voie du Alt-EJ. En effet, 

PARP3 interagit avec PARP1 et l’ADN ligase 3, et pourrait  aussi stimuler l’activité de PARP1 

(Loseva et al., 2010b; Rouleau et al., 2007b). De plus, l’efficacité de la voie du Alt-EJ est stimulée 

dans les cellules déficientes pour PARP3 (Beck et al., 2014; Robert et al., 2015), suggérant un rôle 

de PARP3 dans le Alt-EJ. Cependant, il est fort probable que la stimulation du Alt-EJ, associée 

avec la perte de PARP3, soit une simple conséquence du défaut de l’efficicacité de la voie du C-

EJ. Il sera intéressant de déterminer l’efficacité de la voie du Alt-EJ en absence de PARP3 dans un 

fond génétique déficient pour Ku80 ou XRCC4 pour conclure sur ce point.  

XRCC1 est-il impliqué au sein de la voie du Alt-EJ ? Par des approches de transfection 

transitoire dans les cellules d’ADN portant des substrats de réparation ou par des approches 

biochimiques, un rôle du complexe XRCC1/ADN ligase 3 a été suggéré par plusieurs études 

(Audebert et al., 2004b; Liang et al., 2008; Wang et al., 2005). Plus récemment, l’utilisation de 

substrats de réparation intégrés dans le génome a démontré que la protéine XRCC1 n’est pas 

nécessaire à cette voie de la réparation (Boboila et al., 2012; Simsek et al., 2011a; Soni et al., 2014). 

Ces dernières observations suggèrent que l’implication de la protéine XRCC1 dans la réparation 

des CDBs est dépendante du contexte de la cassure au sein de la chromatine. 

 

3. Le choix des voies de la réparation des cassures double-brins 
 

Comme décrit ci-dessus, aucune des quatre voies de la réparation des CDBs n’est parfaitement 

conservatrice. La voie du C-EJ est majoritairement à l’origine de la formation des translocations 

chromosomiques que l’on retrouvent dans certaines tumeurs chez l’homme (Bhargava et al., 2017; 

Ghezraoui et al., 2014). La RH peut être responsable d’amplifications, de duplications ou encore 

de pertes d’hétérozygoties, en particulier au niveau des séquences répétées comme les répétitions 
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d’ADN ribosomique (McMurray and Gottschling, 2003; Torres-Rosell et al., 2007). La voie du 

Alt-EJ produit des délétions et des insertions alors que la voie du SSA est à l’origine de longues 

délétions entre les séquences répétées. Un contrôle strict de l’initiation et du choix de la voie de la 

réparation est donc essentiel pour préserver l’intégrité du génome. 

 

3.1 L’impact de la nature des extrémités 
 

La nature chimique des extrémités va influencer les modalités de réparation mise en place. Les 

extrémités franches comportant un 5’-phosphate et un 3’-hydroxyl peuvent être directement prises 

en charge par une polymérase ou une ADN ligase, ce qui en fait des substrats idéals pour la voie 

du C-EJ. Ainsi, dans la plupart des systèmes expérimentaux utilisés pour l’étude des voies de la 

réparation, les extrémités produites sont considérées comme « propres » ou simples et sont 

facilement prises en charge par les voies du C-EJ ou de la RH. En revanche, in vivo, les radiations 

ionisantes ou les drogues radiomimétiques produisent des extrémités complexes et variées comme 

les 5’-hydroxyl, les 3’-phosphates, des sites abasiques ou encore présentent des groupements 

attachés de façon covalente. Ces extrémités peuvent impacter la capacité de liaison de Ku, 

l’efficacité de résection ou encore la probabilité de ligation. Au sein de la voie du C-EJ, de 

nombreuses enzymes sont impliquées dans le nettoyage de ces extrémités, mais leur prise en charge 

par des nucléases comme Artemis pourrait favoriser le Alt-EJ en diminuant l’affinité de Ku. De 

même, les extrémités produites en phase S au niveau des fourches de réplication sont probablement 

de pauvres substrats pour Ku et sont donc préférentiellement prises en charge par le RH. La distance 

entre les extrémités impacte aussi l’efficacité de leur réparation. Alors que la réparation d’une CDB 

simple ou de deux cassures espacées de 34pb par le C-EJ est très efficace, l’efficacité de réparation 

diminue drastiquement si les deux CDBs sont espacées de 3.4kb (Gelot et al., 2016). Dans ce 

contexte, le complexe des cohésines inhibe la jonction des extrémités, probablement pour prévenir 

l’émergence de translocations. Finalement, la présence de Ku aux extrémités affecte la prise en 

charge des extrémités et ainsi l’efficacité des voies de la réparation qui dépendent de la résection. 

Alors que chez la levure la présence de Ku impacte l’efficacité de la résection, la présence de Ku 

semble inhiber seulement l’assemblage de RAD51 chez les mammifères (Chanut et al., 2016; 

Clerici et al., 2008; Mimitou and Symington, 2010). L’absence de Ku augmente l’efficacité de la 

RH, du SSA et du Alt-EJ suggérant que les cellules font une première tentative de réparation par 
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le C-EJ  (Bennardo et al., 2008; Frank-Vaillant and Marcand, 2002; Pierce et al., 2001; Stark et al., 

2004a). L’éjection de Ku est aussi dépendante de l’activité de Mre11 et de CtIP qui est elle-même 

dépendante des CDK, ce qui limite l’initiation de la RH en phase S et G2 du cycle cellulaire (Chanut 

et al., 2016). Finalement, l’activité d’autres nucléases comme Exo1 est aussi stimulée par 

phosphorylation facilitant la résection en phase S et G2 (Tomimatsu et al., 2014). 

 

3.2 L’impact de la position de la cassure 
 

En utilisant une lignée cellulaire dans laquelle une enzyme de restriction peut induire des CDBs 

à des positions précises du génome, l’équipe de Gaelle Legube a mis en évidence que certaines 

cassures sont réparées préférentiellement par la RH alors que d’autres sont majoritairement prises 

en charges par la voie du C-EJ (Aymard et al., 2014; Iacovoni et al., 2010; Massip et al., 2010). 

Ces études ont mis en évidences que les CDBs préférentiellement réparées par la RH sont situées 

dans les régions transcriptionnellement actives de la chromatine. La chromatine dans ces régions 

contient la forme tri-méthylée de l’histone H3 (H3K36me3), une modification post-traductionnelle 

de l’histone H3 qui est catalysée par la méthyltransférase SETD2 (Histone-lysine N-

methyltransferase SETD2). De façon intéressante, l’inhibition de la transcription ou la déplétion 

de SETD2 impacte l’efficacité de la RH dans ces régions et inhibe le recrutement de l’ATPase 

RAD51 (Aymard et al., 2014; Carvalho et al., 2014; Pfister et al., 2014). A l’inverse, il semble que 

la forme diméthylée de l’histone H3 (H3K36me2) favorise la réparation par la voie du C-EJ en 

stimulant le recrutement de Ku70 (Fnu et al., 2011). Ceci indique que certaines modifications post-

traductionnelles des histones et donc probablement la structure de la chromatine, participent à 

régulation du choix de voies de la réparation des CDBs. 

Les CDBs dans l’hétérochromatine semblent être majoritairement réparées par la RH d’une 

manière qui est dépendante de l’activité de la kinase ATM. En effet, ATM phosphoryle la protéine 

KAP1 (KRAB-associated protein 1), ce qui l’éjecte de la chromatine et facilite la décondensation 

de la chromatine (Beucher et al., 2009; Goodarzi et al., 2008; Noon et al., 2010). De façon 

intéressante, PARP2 spécifiquement, interagit avec KAP1 et le PARyle, ce qui permet la 

localisation de KAP1 au niveau de l’hétérochromatine (Quénet et al., 2008). Néanmoins, l’effet sur 

la réparation des CDBs n’a pas été étudié dans cette étude. La décondensation de la chromatine 
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conduit à l’éjection de HP1 (Heterochromatin Protein 1), ce qui découvre le marqueur H3K9me3 

et permet le recrutement du complexe acétyl-transférase TIP60/p400 (Sun et al., 2009). Or, 

l’activité de p400 favorise l’efficacité de la RH en recrutant RAD51 au site de dommage de l’ADN 

(Courilleau et al., 2012; Taty-Taty et al., 2016). Ainsi l’état de compaction de la chromatine impact 

sur le choix des voies de la réparation des CDBs indépendament de la séquence ADN. 

 

3.3 L’impact de BRCA1 et de 53BP1 
 

En réponse à l’induction de CDBs, l’activation des kinases ATM ou DNA-PKcs conduit à la 

phosphorylation de la sérine 139 du variant d’histone H2AX (γH2AX) sur plusieurs kb de part et 

d’autre de la cassure (An et al., 2010; Burma et al., 2001; Stiff et al., 2004). Cette modification 

d’histone joue de nombreux rôles dans la réponse aux dommages de l’ADN, mais l’un de ses rôles 

essentiels est le recrutement de la protéine MDC1 (Mediator of DNA damage checkpoint protein 

1) qui reconnaît spécifiquement γH2AX (Stucki et al., 2005). ATM phosphoryle aussi MDC1 en 

réponse aux dommages de l’ADN, ce qui permet le recrutement de l’E3 ubiquitine ligase RNF8 

via son domaine FHA, et donc de l’enzyme E2 UBC13 (Ubiquitin-conjugating enzyme E2 N) 

(Mailand et al., 2007; Plans et al., 2006; Yan and Jetten, 2008) (voir figure 22). Le recrutement de 

RNF8 au site de dommage de l’ADN nécessite aussi la déméthylation de MDC1 par la déméthylase 

JMJD1C (Jumonji domain-containing protein 1C) (Watanabe et al., 2013). L’action de RNF8 et 

d’UBC13 induit la poly-ubiquitinylation de l’histone H1, ce qui permet le recrutement successif de 

l’E3 ubiquitine ligase RNF168, via un domaine spécifique de reconnaissance de l’ubiquitine (Huen 

et al., 2007; Kolas et al., 2007; Pinato et al., 2011). Le recrutement de RNF168 induit ensuite 

l’ubiquitinylation des lysines 13 et 15 de l’histone H2A (H2AK13-15ub) (Gatti et al., 2012; 

Mattiroli et al., 2012) (voir figure 22). De plus, RNF168 reconnait le produit de son activité 

permettant une amplification locale du signal ubiquitine (Panier et al., 2012). L’action combinée 

de RNF8 et de RNF168 est cruciale pour l’assemblage de plusieurs complexes protéiques à la 

chromatine endommagée.  
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Figure 22 : La transduction du signal dépendante d’ATM au niveau de la chromatine. En réponse à 

l’induction d’une CDB, le recrutement du complexe MRN permet l’activation et l’autophosphorylation de 

la kinase ATM. ATM phosphoryle la sérine 139 de l’histone H2AX induisant le recrutement de la protéine 

MDC1. MDC1 est aussi phosphorylé par ATM, ce qui conduit au recrutement de l’E3 ubiquitine ligase 

RNF8. Le produit d’ubiquitinylation de RNF8 (noté X) permet le recrutement de l’E3 ubiquitine ligase 

RNF168. L’activité de RNF168 conduit à l’ubiquitinylation de l’histone H2A (H2AK15) permettant le 

recrutement de 53BP1 et de ses effecteurs. RNF168 reconnait aussi son produit d’ubiquitinylation, ce qui 

favorise l’amplification du signal. L’activité de RNF8 et de RNF168 permet aussi le recrutement du 

complexe BRCA1-A composé entre autres des protéines BRCA1, RAP80, Abraxas et BARD1 (Figure 

adaptée de Panier and Durocher, 2013). 

 

D’une part, la protéine RAP80 reconnait les chaînes ubiquitines formées par RNF8 et RNF168, 

et les chaînes SUMO formées par la protéine RNF4 (Guzzo et al., 2012; Hu et al., 2012; Sobhian 

et al., 2007). Le recrutement de RAP80 est essentiel pour permettre l’assemblage de la protéine 

BRCA1 et de ses partenaires, qui forment le complexe BRCA1-A, aux sites de dommages de 

l’ADN (Sobhian et al., 2007; Wang et al., 2007) (voir figure 22). D’autre part, la protéine 53BP1 

qui reconnait spécifiquement H2AK15ub via son motif UDR (Fradet-Turcotte et al., 2013), ainsi 

que la forme diméthylée de l’histone H4 (H4K20me2) via son domaine Tudor (Botuyan et al., 
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2006) est aussi recrutée aux sites de cassures l’ADN (voir figure 22). Bien que recrutées par une 

voie de signalisation commune dépendante de la kinase ATM et des ubiquitine ligases RNF8 et 

RNF168, les deux protéines BRCA1 et 53BP1, jouent un rôle antagoniste dans la régulation de la 

réparation des CDBs. Les fonctions de BRCA1 et de 53BP1 et de leurs partenaires respectifs sont 

discutés ci-dessous. 

 

3.3.1 La protéine 53BP1et ses partenaires protéiques 
 

53BP1 est une large protéine de 1972 acides aminés qui ne présente pas d’activité enzymatique 

connue. Néanmoins, 53BP1 interagit avec de nombreuses protéines impliquées dans la régulation 

de la réparation des CDBs. Les orthologues de 53BP1 sont Rad9p chez la levure Saccharomyces 

cerevisiae et Crb2 chez Saccharomyces pombe et présentent une structure globalement bien 

conservée malgré des séquences divergentes. La région N-terminale de 53BP1 contient de 

multiples sites de phosphorylation par la kinase ATM, alors que la région C-terminale contient la 

région minimale permettant le recrutement de 53BP1 aux sites de dommage (domaine 

d’oligomérisation + domaine Tudor + motif UDR), ainsi que deux domaines BRCT en tandem 

(Bothmer et al., 2011; Pryde et al., 2005; Zgheib et al., 2009). Les domaines BRCT sont impliqués 

dans l’interaction de 53BP1 avec le suppresseur de tumeur TP53 (Derbyshire et al., 2002; Joo et 

al., 2002) alors que la forme phosphorylée par ATM de 53BP1 interagit avec les protéines RIF1 

(Telomere-associated protein RIF1) et PTIP (PAX-interacting protein 1) (Callen et al., 2013; 

Chapman et al., 2013; Di Virgilio et al., 2013; Escribano-Diaz et al., 2013; Zimmermann et al., 

2013). Comme décrit précédemment, 53BP1 est recruté aux sites de dommages de l’ADN via la 

reconnaissance de H2AK15ub par son domaine UDR. Pourtant, la présence de 53BP1 nécessite 

aussi la reconnaissance de H4K20me2 par son domaine Tudor. La structure de ce mécanisme 

d’interaction bivalent avec les nucléosomes a été résolu récemment (Wilson et al., 2016). Cette 

modification étant présente sur plus de 80% des nucléosomes dans des cellules asynchrones et 

n’étant que peu induite en réponse aux dommages à l’ADN, il est difficile d’envisager comment 

53BP1 s’accumule spécifiquement aux sites de dommages de l’ADN (Pesavento et al., 2008; 

Schotta et al., 2008). Deux études semblent indiquer que les deux protéines JMJD2A (Jumonji 

domain-containing protein 2A) et L3MBTL1 (Lethal(3)malignant brain tumor-like protein 1), qui 

possèdent des domaines de liaison à H4K20me2, masquent cette modification en absence de 
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dommages à l’ADN, et soient dégradées par ubiquitinylation par la voie dépendante de RNF8 en 

réponse aux dommages à l’ADN (Acs et al., 2011; Mallette et al., 2012). Mais encore une fois, il 

est peu probable que ces deux protéines soient suffisamment abondantes pour masquer tous les 

nucléosomes porteurs de cette modification. Une étude récente pourrait avoir résolue cette 

ambiguïté. Les auteurs ont identifié la protéine TIRR (Tudor interacting repair regulator) comme 

un partenaire protéique de la forme soluble de 53BP1, masquant le domaine Tudor et donc abolisant 

la reconnaissance de la forme diméthylée de l’histone H4 (Drané et al., 2017). En réponse aux 

CDBs, l’activité d’ATM permet le recrutement de RIF1, ce qui abolirait l’interaction entre 53BP1 

et TIRR, permettant ainsi le recrutement de 53BP1. Même si ces résultats semblent contradictoires 

avec des résultats précédemment publiés (Escribano-Diaz et al., 2013), la déplétion de RIF1 

pourrait donc abolir fortement le recrutement de 53BP1 aux sites de CDBs de l’ADN (Drané et al., 

2017). Finalement, il a été proposé très récemment que la chromatine post-réplicative soit 

appauvrie en H4K20me2, limitant ainsi de facto l’accumulation de 53BP1 (Pellegrino et al., 2017). 

Au cours de la réparation de l’ADN, 53BP1 et ses partenaires vont jouer de multiples rôles. 

Tout d’abord, 53BP1 facilite l’activation de la kinase d’ATM (DiTullio et al., 2002; Fernandez-

Capetillo et al., 2002; Wang et al., 2002). En effet, l’absence de 53BP1 limite l’activation de la 

kinase ATM et donc la phosphorylation des nombreux substrats d’ATM tels que la kinase CHK2 

(Checkpoint kinase 2) qui est impliquée dans le contrôle de la progression du cycle cellulaire en 

réponse aux dommages de l’ADN. L’absence de 53BP1 permet ainsi aux cellules d’entrer en 

mitose en présence de dommages de l’ADN, causant alors une importante instabilité génétique. 

Cette action de 53BP1 pourrait être dépendante de son partenaire PTIP (Jowsey et al., 2004; Munoz 

et al., 2007). 

L’une des fonctions essentielles de 53BP1 et de ses partenaires est de promouvoir la voie 

canonique de jonction des extrémités. Pourtant, 53BP1 ne semble pas directement impliqué dans 

la voie du C-EJ mais antagonise plutôt la résection des extrémités des CDBs en phase G1 du cycle 

cellulaire 53BP1 en association avec son partenaire RIF1, qui lui-même interagit avec la forme 

phosphorylée par ATM de 53BP1, (Chapman et al., 2013; Di Virgilio et al., 2013; Escribano-Diaz 

et al., 2013; Zimmermann et al., 2013). En effet, l’initiation de la résection en phase G1 du cycle 

cellulaire va inhiber l’action de la voie canonique de jonction des extrémités. Ceci pourrait 

expliquer la radiosensibilité des cellules déficientes pour 53BP1 spécifiquement en phase G1 du 
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cycle cellulaire (Iwabuchi et al., 2006; Nakamura et al., 2006). Récemment, la protéine MAD2L2 

(Mitotic spindle assembly checkpoint protein MAD2B) ou Rev7, précédemment connue pour son 

rôle dans la synthèse d’ADN translésionnelle (Pour revue : Friedberg et al., 2005; Goodman, 2002), 

a aussi été impliquée dans l’inhibition de la résection dépendante de 53BP1 et de RIF1 en phase 

G1 du cycle cellulaire (Boersma et al., 2015b; Xu et al., 2015). MAD2L2 est recruté aux sites de 

dommages de l’ADN via son interaction avec RIF1, et va aussi inhiber la résection en phase G1 du 

cycle cellulaire, indépendamment de son rôle dans la synthèse d’ADN translésionelle.  

Le mécanisme par lequel ces protéines régulent l’initiation de la résection reste largement 

inconnu à l’heure actuelle. Une possibilité serait peut-être que ces protéines modulent la structure 

de la chromatine, affectant ainsi l’accès ou l’activité des nucléases aux extrémités. Une étude chez 

la souris semble indiquer que l’action de 53BP1 inhibe l’initiation de la résection dépendante de 

CtIP, et non la phase d’élongation qui dépend d’autres protéines telles qu’Exo1 (Polato et al., 

2014). Cette étude suggère que 53BP1 et ses partenaires puissent affecter l’activation de CtIP. 

Ainsi, l’action combinée de la voie 53BP1-RIF1-MAD2L2 semble inhiber la résection dépendante 

de CtIP pour favoriser la voie du C-EJ en phase G1 du cycle cellulaire. La déplétion de 53BP1, 

RIF1 ou encore MAD2L2 diminue aussi drastiquement l’efficacité du CSR et de la recombinaison 

V(D)J, ainsi que la fréquence de formation des fusions télomériques, lorsque les télomères sont 

déprotégés, trois processus qui dépendent largement de l’efficacité de la voie du C-EJ (Boersma et 

al., 2015a; Chapman et al., 2013; Escribano-Diaz et al., 2013; Xu et al., 2015; Zimmermann et al., 

2013).  

A l’opposé, l’action de PTIP semble dépendante du contexte. Tout d’abord, l’absence du 

recrutement de RIF1 n’impacte pas celui de PTIP, suggérant qu’ATM phosphoryle des résidus 

différents permettant le recrutement de ces deux protéines (Callen et al., 2013). De plus, l’absence 

de PTIP n’affecte l’efficacité du CSR dans des lymphocytes B (Callen et al., 2013). A l’inverse, 

PTIP facilite la fusion des télomères déprotégés et inhibe aussi la résection des extrémités au niveau 

des CDBs (Callen et al., 2013). Ce rôle pourrait être dépendant de l’activité de la nucléase Artemis 

qui interagit avec le domaine BRCT de PTIP (Wang et al., 2014). Finalement, une étude récente 

suggère que PTIP recrute Mre11 au niveau des fourches de réplication, en l’absence des protéines 

BRCA1 ou BRCA2, conduisant à la dégradation des fourches de réplication (Ray Chaudhuri et al., 

2016). La dégradation des fourches de réplication qui est observée en absence de BRCA1 et de 
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BRCA2 dépendrait en revanche de l’activité de la protéine PARP1 et non des protéines 53BP1 et 

RIF1. L’action inhibitrice de résection de la voie dépendante de 53BP1 est essentielle en phase G1 

du cycle cellulaire et pour promouvoir le CSR. En phase S et G2 du cycle cellulaire, lorsque la 

résection peut être initiée, il est donc important de lever cette inhibition pour permettre l’initiation 

de la RH. Au cours de cette étape, l’action de la protéine BRCA1 est essentielle.  

 

3.3.2 La protéine BRCA1  
 

Le gène suppresseur de tumeur codant pour la protéine BRCA1 a été très largement étudié et 

de nombreuses revues décrivent les multiples fonctions de cette protéine (Pour revue : Deng and 

Brodie, 2000; Starita and Parvin, 2003; Venkitaraman, 2002a). Des mutations germinales de 

BRCA1 sont associées avec une prédisposition importante à développer des cancers du sein et de 

l’ovaire et des mutations sporadiques de BRCA1 sont retrouvées dans de nombreux sous-types 

tumoraux (Nathanson et al., 2001). Il est maintenant accepté que l’instabilité génétique associée 

avec la déficience de BRCA1 facilite la transformation tumorale. Néanmoins, la raison pour 

laquelle la transformation tumorale en absence de BRCA1 est tissue-spécifique reste encore 

obscure. BRCA1 joue un rôle au sein de la transcription, du remodelage de la chromatine, dans la 

réparation des pontages inter-brins par de la voie FANC ou encore dans le contrôle de la 

progression du cycle cellulaire (Pour revue : Jiang and Greenberg, 2015; Powell and Kachnic, 

2003). Cependant, la fonction de BRCA1 au sein de la recombinaison homologue est probablement 

la plus étudiée.  

Les fonctions de BRCA1 lors de la RH sont dépendantes sa présence en complexe avec les 

protéines PALB2 et BRCA2 en réponse aux dommages de l’ADN. Cette interaction est nécessaire 

pour la localisation de PALB2 aux sites de dommages de l’ADN ainsi que pour le chargement de 

RAD51 sur l’ADN simple-brin par la protéine BRCA2 (Sy et al., 2009; Zhang et al., 2009a). Ainsi, 

BRCA1 est critique pour assurer l’efficacité de la RH (Moynahan et al., 1999). Plus important 

encore, la diminution de l’efficacité de la RH en absence de BRCA1, sensibilise fortement à 

l’inhibition de l’activité enzymatique des protéines PARP1 et PARP2 (Bryant et al., 2005; Farmer 

et al., 2005). Les mécanismes associés avec cette hypersensibilité seront discutés ci-dessous (voir 
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page 120). Cependant, on peut noter dès maintenant que la restauration de l’efficacité de la RH 

protège les cellules tumorales déficientes pour BRCA1 aux inhibiteurs de PARP. 

BRCA1 est aussi essentiel dans la voie du SSA qui partage les étapes initiales de résection mais 

qui est indépendante de RAD51, suggérant un rôle de BRCA1 dans l’initiation de la résection 

(Stark et al., 2004a). En effet, la déplétion de RAD51 ou de BRCA2, qui sont uniquement 

impliquées dans les étapes tardives de la RH, diminue l’efficacité de la RH et augmente l’efficacité 

du SSA. Cette hypothèse est aussi renforcée par l’observation que la déplétion de BRCA1 inhibe 

l’efficacité du Alt-EJ qui partage aussi les étapes initiales de la résection des extrémités (Badie et 

al., 2015; Zhong et al., 2002). Dans ce contexte, il a été identifié que BRCA1 antagonise les 

fonctions de 53BP1 en phase S et G2 du cycle cellulaire pour promouvoir la résection des 

extrémités (Bunting et al., 2010). En l’absence de BRCA1, la résection est inhibée par 53BP1, ce 

qui favorise la voie du C-EJ et conduit à la formation de chromosomes radiaux de façon dépendante 

de l’activité de l’ADN ligase 4 (Bunting et al., 2010). La déplétion de 53BP1 restaure l’efficacité 

de la RH des cellules déficientes pour BRCA1 ainsi que la viabilité des souris porteuses d’une 

mutation de Brca1(Bouwman et al., 2010; Bunting et al., 2010; Cao et al., 2009). Dans ce modèle, 

la restauration de la RH induit une résistance des cellules déficientes pour BRCA1 aux inhibiteurs 

de PARP (Bouwman et al., 2010; Bunting et al., 2010; Cao et al., 2009). La déplétion de RIF1 et 

MAD2L2, restaure aussi partiellement l’efficacité de la RH et du SSA en absence de BRCA1, ainsi 

que la sensibilité aux inhibiteurs de PARP (Boersma et al., 2015a; Chapman et al., 2013; Di Virgilio 

et al., 2013; Escribano-Diaz et al., 2013; Feng et al., 2013; Xu et al., 2015; Zimmermann et al., 

2013).  

Le mécanisme par lequel BRCA1 inhibe l’action de 53BP1 et de ses partenaires reste encore 

obscur. En phase S et G2 du cycle cellulaire, BRCA1 interagit avec le complexe MRN ainsi 

qu’avec la forme phosphorylée de CtIP par CDK1 (Chen et al., 2008b; Greenberg et al., 2006; Yu 

and Chen, 2004). Deux études ont mis en évidence que l’interaction de CtIP avec BRCA1 semblait 

importante pour faciliter la résection des extrémités, probablement en inhibant le recrutement de 

RIF1 au site de dommages en phase S et G2 du cycle cellulaire par un mécanisme non élucidé 

(Escribano-Diaz et al., 2013; Yun and Hiom, 2009). Néanmoins, d’autres études n’ont pas relevé 

d’effet de cette interaction sur l’efficacité de la résection des extrémités, sur la RH ainsi que sur la 

sensibilité aux agents génotoxiques (Nakamura et al., 2010; Polato et al., 2014; Reczek et al., 2013). 
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Seule une sensibilité légèrement accrue aux inhibiteurs de topoisomérases I et II a été observée 

lorsque le site de phosphorylation de CtIP par CDK1 a été muté. Ces ambivalences pourraient 

s’expliquer par les différents modèles utilisés dans ces études, ainsi que par l’observation récente 

que l’interaction entre CtIP et BRCA1 n’inhibe pas l’initiation de la résection mais seulement sa 

vitesse de progression (Cruz-Garcia et al., 2014). Le rôle de l’activité E3 ubiquitine ligase de 

BRCA1 en partenariat avec BARD1 a aussi été étudié. In vivo, l’hétérodimère BRCA1-BARD1 

ubiquitinyle les lysines 127 et 129 de l’histone H2A (Kalb et al., 2014). Cette modification semble 

favoriser le recrutement du remodeleur de la chromatine SMARCAD1 (SWI/SNF-related matrix-

associated actin-dependent regulator of chromatin subfamily A containing DEAD/H box 1) 

favorisant ainsi l’éjection de 53BP1 par un mécanisme non élucidé (Densham et al., 2016). 

Finalement, un second mécanisme dépendant de RIF1 a été décrit récemment (Zhang et al., 2016). 

Les auteurs de cette étude ont observé le recrutement aux sites de dommages de l’ADN d’une E3 

ubiquitine ligase nommée UHRF1 (E3 ubiquitin-protein ligase UHRF1), via une interaction avec 

la forme phosphorylée du domaine BRCT de BRCA1 (Zhang et al., 2016). Il semble que UHRF1 

ubiquitinyle RIF1 en phase S du cycle cellulaire, favorisant ainsi sa dissociation et permettant ainsi 

l’initiation de la résection.  

Ainsi, même s’il est maintenant évident que BRCA1 et 53BP1 ont des rôles antagonistes dans 

la régulation de l’initiation de la résection des extrémités, de nombreux points d’ombre restent 

encore à éclaircir. Comment la voie 53BP1/RIF1/MAD2L2 inhibe l’initiation de la résection ainsi 

que le recrutement de BRCA1 en phase G1 du cycle cellulaire ? Comment BRCA1 éjecte 53BP1 

et ses partenaires de la chromatine en phase S et G2 du cycle cellulaire ? Existe-t-il des mécanismes 

distincts en phase S et en phase G2 du cycle cellulaire ? Comment la déplétion de 53BP1 restaure 

l’efficacité de la RH en absence de BRCA1, alors même que BRCA1 est aussi impliqué dans le 

chargement de RAD51 sur l’ADN simple-brin ? La réponse à ces différentes questions permettra 

d’affiner nos connaissances des processus assurant le maintien de la stabilité du génome ainsi que 

des mécanismes impliqués dans la sensibilité et la résistance des cellules tumorales aux agents de 

chimiothérapie. En effet, même si la déficience de la RH dans les cellules tumorales est associée 

avec une sensibilité accrue aux sels de platine et aux inhibiteurs de PARP (Bryant et al., 2005; 

Farmer et al., 2005; Telli et al., 2016), des mutations secondaires ou la modulation de l’expression 

de BRCA1, BRCA2, MAD2L2, PTIP, 53BP1 sont associées avec une restauration de la RH et une 
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résistance aux thérapies (Barber et al., 2013; Edwards et al., 2008; Jaspers et al., 2013; Ray 

Chaudhuri et al., 2016; Xu et al., 2015). 

 

4. Les inhibiteurs de PARP 
 

Des petites molécules inhibitrices de PARP ont été utilisées dans les laboratoires de recherche 

depuis les années 1980 (Purnell and Whish, 1980; Terada et al., 1979). Ces premiers inhibiteurs de 

PARP sont des analogues du nicotinamide, tel que le 3-Aminobenzamide (3-AB) et présentent une 

affinité pour PARP1 de l’ordre du micromolaire. Rapidement, le groupe de Sydney Shall a mis en 

évidence que l’inhibition de PARP1 prévenait la jonction des CSBs de l’ADN causées par le 

diméthyle sulfate, un agent alkylant, et augmentait sa toxicité dans une lignée lymphoblastique 

murine (DURKACZ et al., 1981). Le rationnel de ces études était de déterminer si des inhibiteurs 

de PARP pouvaient potentialiser les effets cytotoxiques de la chimiothérapie et de la radiothérapie. 

La co-cristallisation du domaine catalytique de PARP1 chez le poulet avec ces différents 

inhibiteurs a mis en évidence qu’ils se liaient spécifiquement au sein de la poche catalytique de 

PARP1 (Ruf et al., 1998a; Ruf et al., 1996). Cette observation est consistante avec le 

développement d’inhibiteurs dérivés du nicotinamide. Lorsque PARP2 a été identifié dans les 

années 1990, il est apparu que son domaine catalytique était presque identique à celui de PARP1 

(Ame et al., 1999). Pour cette raison, PARP2 est ciblé tout aussi efficacement que PARP1 par les 

différents inhibiteurs de PARP. Seules deux légères variations au sein du domaine hélicoïdal et 

dans la boucle acceptrice du site catalytique de PARP2 suggère qu’une sélectivité pour cette 

dernière pourrait être obtenue (Oliver et al., 2004).  

Depuis, un effort considérable menée par de nombreuses laboratoires pharmaceutiques à 

conduit aux développement d’inhibiteurs de PARP plus spécifiques incluant le veliparib (Abbvie), 

le rucaparib (Pfizer/Clovis), l’olaparib (KuDOS/AstraZeneca), le niraparib (Merck/Tesaro) ainsi 

que l’inhibiteur de seconde génération, le talazoparib (Lead/Biomarin/Medivation/Pfizer). Tous 

ces inhibiteurs interagissent aussi avec les poches catalytiques contenant le nicotinamide de PARP1 

et de PARP2, et ne sont donc pas à ce titre spécifiques de PARP1 ou de PARP2 (Knezevic et al., 

2016). En revanche, ils diffèrent dans leur action cytotoxique de par une capacité différentielle à 
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piéger les protéines PARP à la chromatine (Murai et al., 2012; Murai et al., 2014). Cet aspect qui 

a été mis en évidence par l’équipe d’Yves Pommier sera développé par la suite. 

Une étape majeure a été franchie lorsque les groupes d’Alan Ashworth et de Thomas Helleday 

ont conjointement mis en évidence que la déficience pour la voie de la RH dans les lignées 

cellulaires mutées pour BRCA1 ou BRCA2, induit une extrême sensibilité aux inhibiteurs de PARP 

(Bryant et al., 2005; Farmer et al., 2005). Ces résultats sont d’autant plus importants que des 

mutations germinales de BRCA1 et de BRCA2 sont associées avec une susceptibilité importante 

au développement des cancers du sein et de l’ovaire (Petrucelli et al., 2013). Ces études sont les 

premières suggérant que les inhibiteurs de PARP puissent être utilisés en monothérapie. Depuis, 

les mutations d’autres gènes tels que ATM, ATR, PTEN, RAD51 ou encore ceux de la voie FANC, 

ont aussi été associées avec un défaut de la RH et ainsi avec une sensibilité aux inhibiteurs de 

PARP (Kais et al., 2016; Mendes-Pereira et al., 2009; Wang et al., 2017; Weston et al., 2010; 

Yazinski et al., 2017). De très nombreuses études ont été menées par la suite pour déterminer 

l’efficacité clinique de ces différents inhibiteurs 

(https://clinicaltrials.gov/ct2/results?term=parp+inhibitor&Search=Search et figure 23). Ces 

études ont abouti dès 2014 à l’autorisation de l’olaparib en maintenance, chez des patientes 

atteintes de cancers ovariens, porteuses de mutations germinales de BRCA1 et de BRCA2, et après 

trois lignes de traitement par chimiothérapie (Kim et al., 2015). Dans ce contexte, le traitement à 

l’olaparib est associée une durée de réponse de plus de 8 mois ainsi qu’avec des effets secondaires 

limités comme des anémies, neutropénies et thrombocytopénies (Kaufman et al., 2015). Les 

résultats positifs d’autres études cliniques pourraient aussi rapidement étendre l’indication de 

l’olaparib dans les cancers du sein et de la prostate, déficients pour la RH. Finalement, de nombreux 

autres essais cliniques sont en cours pour évaluer l’intérêt de l’olaparib en monothérapie ou en 

combinaison avec la chimiothérapie ou la radiothérapie. En 2016, le rucaparib a aussi été accepté 

dans le traitement des cancers ovariens déficients pour la RH, après deux lignées de chimiothérapie 

(Syed, 2017). Finalement, le niraparib a été accepté récemment pour traiter les cancers de l’ovaire 

qui répondent à une chimiothérapie à base de sels de platine, et cela indépendamment du statut 

BRCA (Scott, 2017). Ainsi, ces dernières années ont vu une progression fulgurante du 

développement des inhibiteurs de PARP en cancérologie, et les résultats récents indiquent que leurs 

indications promettent de continuer à progresser rapidement avec des résultats très prometteurs 

dans les cancers du sein et de la prostate.  

https://clinicaltrials.gov/ct2/results?term=parp+inhibitor&Search=Search
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Figure 23 : Niveau de développement des différents inhibiteurs de PARP : un état des lieux en 2017. 

La croix rouge indique un arrêt prématuré dans le développement du candidat médicament.  

 

4.1 Le mécanisme d’action des inhibiteurs de PARP 

 

Il est maintenant évident que les inhibiteurs de PARP sont toxiques pour les cellules déficientes 

pour la RH. Cependant, la cause principale de l’hypersensibilité tumorale, observée in vivo, n’est 

toujours pas complétement élucidée, et cela pour plusieurs raisons. Tout d’abord, les inhibiteurs de 

PARP, affectent aussi bien l’activité de PARP1 que de PARP2, voir celle des tankyrases. De plus, 

il a récemment été observé que certaines enzymes comme l’hexose-6-phosphate déshydrogénase 

ou encore la désoxycytidine kinase pouvaient être ciblées par les inhibiteurs de PARP (Knezevic 

et al., 2016). Les protéines PARP1 et PARP2 jouent aussi des rôles multiples redondants dans la 

réparation rendant l’étude de leurs fonctions spécifiques difficiles. Par exemple, les souris 
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PARP2KO sont anémiques et neutropéniques,  ce qui est causé par la présence d’un stress réplicatif 

élevé au sein des erythroblastes murins (Farres et al., 2015). Or, ces observations sont retrouvées 

chez les patients traités avec des inhibiteurs de PARP, suggérant que l’inhibition de PARP2 

spécifiquement pourrait être responsable des effets secondaires majeurs des inhibiteurs de PARP. 

Finalement, plusieurs mécanismes d’action ont été proposés. 

La première hypothèse formulée pour expliquer l’hypersensibilité observée dans les lignées 

cellulaires déficientes pour BRCA1 ou BRCA2 aux inhibiteurs de PARP, suggère que l’inhibition 

des PARP produit l’accumulation de CSBs persistantes. Lorsqu’une fourche de réplication 

rencontre ces lésions, un effondrement de la fourche et la formation de CDBs à une extrémité peut 

intervenir. Ces lésions étant des substrats pour la RH, les cellules déficientes pour la RH ne seront 

pas en mesurer de réparer ces CDBs (Arnaudeau et al., 2001; Bryant et al., 2005; Farmer et al., 

2005). Cependant, même si la cinétique de réparation des CSBs est affectée par l’absence de 

PARP1 et de PARP2, la persistance de ces CSBs n’a pas été démontrée pour l’instant (Fisher et 

al., 2007b; Gottipati et al., 2010; Schreiber et al., 2002; Strom et al., 2011), suggérant que les CSBs 

sont néanmoins réparées. Toutefois, une accumulation majeure de foyers γ-H2AX est observée en 

phase S du cycle cellulaire après inhibition des PARP (Albert et al., 2007; Bryant et al., 2005; Dale 

Rein et al., 2015),  ce qui suggère la présence d’un stress réplicatif important et aussi que l’activité 

PARP est requise lors de la réplication. 

Par la suite, un second mécanisme a été proposé, suggérant que la prise en charge des CDBs 

formées au cours de la réplication, par la voie de jonction des extrémités, serait responsable de 

l’instabilité génétique observée à la suite de l’inhibition des PARP (Patel et al., 2011). Les auteurs 

de cette étude ont en effet observé que l’inhibition de DNA-PKcs, la déplétion de Ku80 ou de la 

nucléase Artemis restaure la viabilité des cellules déficientes pour la RH. Cependant, sachant que 

ces protéines sont des inhibiteurs de la résection (Wang et al., 2014; Zhou and Paull, 2013), il 

semblerait plutôt que la restauration de la résection et donc de la RH explique le mécanisme de 

résistance observé dans cette étude. 

Finalement, l’équipe d’Yves Pommier a mis en évidence en 2012 un troisième mécanisme de 

cytotoxicité des inhibiteurs de PARP qui détiennent la capacité de piéger les protéines PARP1 et 

PARP2 aux sites de dommages de l’ADN (Murai et al., 2012; Murai et al., 2014). Ce mécanisme 

ressemble à ce qui a été précédemment décrit pour les inhibiteurs des topoisomérases I et II 
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(Pommier, 2013). La capacité des inhibiteurs de PARP à piéger PARP1 et PARP2 à la chromatine 

est directement corrélée avec leur action cytotoxique comme suit : talazoparib >> niraparib > 

olaparib = rucaparib >> veliparib. Supportant cette idée, la déplétion de PARP1 restaure la viabilité 

des cellules normales en présence d’inhibiteurs de PARP (Murai et al., 2012; Pettitt et al., 2013). 

Ce mécanisme est probablement essentiel dans l’action cytotoxique des inhibiteurs de PARP en 

combinaison avec la radiothérapie et la chimiothérapie, mais n’explique cependant pas 

l’hypersensibilité des cellules déficientes pour la RH. 

Ainsi, plusieurs mécanismes d’action des inhibiteurs de PARP ont été proposés et il est 

probable que la combinaison de ces effets soit responsable de l’action de ces drogues. De plus, les 

protéines PARP1 et PARP2 participent à de nombreux processus cellulaires qui ne seront pas tous 

détaillés dans cette introduction (apoptose, métabolisme, transcription, immunité, développement 

embryonnaire). Il est probable que ces rôles, distincts de la réparation de l’ADN, participent au 

moins en partie à l’action et à l’effet des inhibiteurs de PARP sur l’organisme.  

 

4.2 Les mécanismes de résistance aux inhibiteurs de PARP 
 

Comme pour la majorité des thérapies ciblées qui ont été développées jusqu’à maintenant, 

l’émergence de résistance aux inhibiteurs de PARP a été décrite. Alors que l’utilisation de ces 

drogues promet de croître, les problèmes associés aux résistances vont devenir de plus en plus 

alarmants. La compréhension de ces mécanismes de résistance est donc essentielle pour optimiser 

l’efficacité des inhibiteurs de PARP. Les principaux mécanismes identifiés à ce jour sont listés ci-

dessous :  

- In vivo, il a été identifié que l’olaparib et le rucaparib sont des substrats des pompes d’efflux 

comme la protéine MDR1 (Multidrug resistance protein 1), et que la surexpression de ces 

protéines est associée avec une résistance (Durmus et al., 2015; Lawlor et al., 2014). En 

revanche, le veliparib n’est pas concerné par ce mécanisme (Lawlor et al., 2014). Le 

traitement avec l’inhibiteur de ces pompes, le tariquidar réverse ces résistances (Kelly et 

al., 2012; Rottenberg et al., 2008), de même que l’utilisation d’un dérivé de l’olaparib, non 

ciblé par les pompes d’efflux (Henneman et al., 2015). L’utilisation de ce dérivé de 

l’olaparib diminue aussi le risque d’émergence de complications hématologiques chez la 
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souris (Oplustil O'Connor et al., 2016). Alors que l’olaparib cible aussi PARP3 avec un 

IC50 relativement faible, ce dérivé de l’olaparib ne présente pas une affinité importante 

pour cette enzyme, suggérant que l’inhibition de PARP3 par l’olaparib est associée avec un 

risque accru de développement d’effets secondaires (Oplustil O'Connor et al., 2016).  

- La restauration de l’efficacité de la RH a été décrite dans de nombreuses études et par de 

multiples mécanismes. Tout d’abord, des mutations secondaires au sein des gènes BRCA1 

ou BRCA2 permettent de restaurer le cadre de lecture des ORFs ou les fonctions de ces deux 

gènes (Drost et al., 2011; Edwards et al., 2008; Johnson et al., 2013; Sakai et al., 2008; 

Wang et al., 2016a; Wang et al., 2016b). L’expression de BRCA1 peut aussi être restaurée 

de façon épigénétique (Ter Brugge et al., 2016). De plus, la surexpression de la protéine 

HOXA9 (Homeobox protein Hox-A9) semble aussi faciliter l’accumulation de RAD51 aux 

CDBs et permettre une résistance aux PARPi dans certains modèles de leucémies (Esposito 

et al., 2015). Finalement, comme décrit précédemment, la perte additionnelle de 

l’expression de gènes impliqués dans l’inhibition de la résection comme 53BP1 ou 

MAD2L2, restaure aussi l’efficacité de la RH (Jaspers et al., 2013; Xu et al., 2015).  

- La surexpression de proto-oncogène c-Met est associée avec une résistance aux inhibiteurs 

de PARP (Du et al., 2016). Les auteurs de cette étude ont démontré que c-Met phosphoryle 

PARP1 en position 907, ce qui augmente son activité et diminue sa capacité de liaison à 

l’ADN. La présence de cette phosphorylation est associée avec une résistance mais le 

mécanisme n’a pas été élucidé. 

- Finalement, un mécanisme de stabilisation des fourches de réplication a été proposé 

récemment (Ray Chaudhuri et al., 2016). Il a été suggéré que la perte de PARP1 ou PTIP 

inhibe l’action de la nucléase Mre11 au niveau des fourches de réplication en absence de 

BRCA1 ou de BRCA2, stabilisant les fourches de réplication et conduisant à une résistance 

à la chimiothérapie et aux inhibiteurs de PARP (Ray Chaudhuri et al., 2016). 

Ainsi, il sera essentiel de développer dans le futur des stratégies permettant de contrecarrer ces 

résistances. L’hyperthermie a été suggérée car les hautes températures semblent inhiber la RH en 

déstabilisant les protéines RAD51 et BRCA2, sensibilisant ainsi les tumeurs résistantes aux 

inhibiteurs de PARP, mais aussi les tumeurs compétentes pour la RH (Bergs et al., 2013; Krawczyk 

et al., 2011). Dans la même optique, des inhibiteurs des histones déacétylases, de HSP90 (Heat 

shock protein HSP 90), ou de CDK1 déstabilisent ou inhibent plusieurs protéines de la RH 
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sensibilisant les cellules tumorales aux inhibiteurs de PARP (Ha et al., 2014; Jasek et al., 2014; 

Johnson et al., 2013; Kachhap et al., 2010; Stecklein et al., 2012) .  
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CHAPITRE 3 : 

Les autres fonctions de la protéine PARP2 

 

Au cours du chapitre précédent, les diverses fonctions de PARP1, de PARP2 et de PARP3 au 

cours de la réparation des cassures de l’ADN ont été détaillées. Même si plusieurs études suggèrent 

des rôles spécifiques de PARP2 dans la réparation des cassures de l’ADN, ces fonctions semblent 

pour l’instant assez inextricables de celles de PARP1. D’autre part, la protéine PARP2 a été 

impliquée dans de nombreux autres processus cellulaires en lien avec la cancérogénèse tels que la 

régulation de la transcription, du cycle cellulaire, du métabolisme, de la ségrégation 

chromosomique et finalement de la maintenance des télomères. Sachant que l’étude des fonctions 

de PARP2 a constitué l’essentiel de mes travaux de doctorat, je détaillerai les fonctions spécifiques 

de PARP2 dans cette section. Les fonctions de PARP1 dans ces processus ne seront pas détaillées 

ici et le lecteur est invité à se référer à plusieurs revues détaillées (Ciccarone et al., 2017; Kraus 

and Hottiger, 2013; Li et al., 2015; Luna et al., 2013; Schiewer and Knudsen, 2014; Weaver and 

Yang, 2013; Xu et al., 2014a). De même, on peut noter que PARP3 a aussi été impliqué dans des 

processus indépendant de la réparation de l’ADN qui ne seront pas détaillés : dans la stabilisation 

du fuseau mitotique (Boehler et al., 2011a), au cours du développement neuronal (Rouleau et al., 

2011), dans la régulation de la transcription (Rouleau et al., 2011), et finalement au cours de la 

progression tumorale (Karicheva et al., 2016). 
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1. PARP2 et cycle cellulaire 
 

En utilisant un système d’analyse de la transcription basé sur la détection de l’activité de la 

luciférase, il a été identifié que la protéine PARP2 possédait une activité de répression de la 

transcription (Liang et al., 2013). En cartographiant l’implication des domaines de PARP2, les 

auteurs de cette étude ont identifié le motif signature PARP présent au sein du site catalytique de 

PARP2 (acides aminés 401 à 451) comme étant responsable de la répression transcriptionnelle. 

Cette régulation est indépendante de l’activité de PARP2 car elle persiste en présence d’un 

inhibiteur de PARP ou de la forme inactive de PARP2, dans laquelle la glutamine catalytique est 

substituée par une alanine (PARP2 E534A). Cette action de PARP2 sur la transcription n’est pas 

non plus modulée en réponse aux dommages à l’ADN induits par les UV ou l’hydroxyurée. En 

revanche, l’acétylation de PARP2 par les histones méthyltransférases KAT2A et KAT2B semble 

impliquée dans cette régulation (Haenni et al., 2008; Liang et al., 2013). En combinant co-

immunoprécipitation et immunoprécipitation, il a été observé que PARP2 recrute des histones 

méthyltransférases ainsi que des histones déacétylases sur son promoteur cible, conduisant à 

l’instauration d’un contexte chromatinien répresseur de la transcription. En analysant l’effet de 

PARP2 sur la transcription, il a été observé que PARP2 inhibe l’expression de plusieurs régulateurs 

importants du cycle cellulaire comme c-MYC, P21, RB (Retinoblastoma-associated protein) ou 

encore E2F1. Par la suite, en étudiant spécifiquement le rôle de PARP2 sur c-MYC, les auteurs ont 

démontré que PARP2 se lie spécifiquement sur le promoteur de c-MYC, inhibant sa transcription 

et ainsi l’entrée de cellules en phase S du cycle cellulaire (voir figure 25). Le recrutement de PARP2 

sur le promoteur de c-MYC serait dépendant du répresseur de la transcription YY1 (Liang et al., 

2013; Yang et al., 2001). Ainsi, l’absence de PARP2 pourrait être corrélée avec une entrée plus 

facile des cellules en phase S du cycle cellulaire.  

Au sein des erythroblastes murins, il a aussi été observé que l’absence de PARP2 est associée 

avec une augmentation de la proportion des cellules en phase G2 du cycle cellulaire, suggérant une 

activation du point de contrôle G2/M (Farres et al., 2015). De plus, une forte augmentation de 

l’expression de la protéine P21 a été observée lorsque l’expression de PARP2 est réprimée, ce qui 

pourrait être cohérant avec l’effet suppresseur de transcription de PARP2 sur l’expression de P21 

décrit ci-dessus (Liang et al., 2013).  
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Figure 24 : Mécanisme de répression transcriptionnelle de c-MYC par PARP2. PARP2 est recruté au 

promoteur de c-myc par l’intermédiaire du répresseur de la transcription YY1 et recrute les histones 

déacétylases HDAC5 et 9 ainsi que l’histone méthyltransférase permettant d’instaurer un contexte 

chromatinien défavorable à la transcription de c-MYC. L’action de PARP2 a pour conséquence d’inhiber la 

transcription de c-MYC et donc de favoriser l’arrêt du cycle cellulaire en phase G1 du cycle cellulaire. 

 

Cependant, l’absence de PARP2 induit un stress réplicatif chronique caractérisé par 

l’accumulation importante de γH2AX en phase S du cycle cellulaire et par la présence de 

micronoyaux, ce qui pourrait aussi stimuler l’expression de P21 (Fukuchi et al., 1998). Par ailleurs, 

les souris déficientes pour PARP2 et P21 meurent très précocement alors que les souris déficientes 

pour PARP1 et P21 se développent normalement, suggérant un lien spécifique de PARP2 et de P21 

(Farres et al., 2015). 
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Ces études suggèrent donc que PARP2 puisse participer dans la régulation du cycle cellulaire 

à plusieurs niveaux, soit directement via un rôle dans la régulation de la transcription, soit 

indirectement comme conséquence de son rôle dans le maintien de la stabilité du génome. 

 

2. PARP2 et architecture de la chromatine 
 

Le rôle de PARP1 dans le remodelage de la chromatine a été largement étudié et a été décrit 

précédemment (voir page 59). Les fonctions de PARP1 dans le remodelage de la chromatine sont 

surtout essentielles au cours de la réparation de l’ADN ou encore durant la transcription. Depuis 

maintenant 35 ans, on sait que la PARylation de l’histone H1 par PARP1 est associée avec la 

relaxation de la chromatine (Huletsky et al., 1989; Poirier et al., 1982). En revanche, PARP2 

pourrait PARyler plus spécifiquement les histones H2A et H2B (Haenni et al., 2008). Un rôle de 

PARP2 dans le maintien de l’hétérochromatine au niveau des centromères a été proposé (Menissier 

de Murcia et al., 2003), ainsi que lors de l’inactivation des chromosomes sexuels durant la méiose 

(Dantzer et al., 2006; Turner, 2007). En effet, la déplétion de PARP2 est associée avec une 

hypoacétylation de l’histone H4 ainsi qu’avec une hypométhylation de la lysine 9 de l’histone H3, 

deux marqueurs de l’hétérochromatine. De plus, l’expression de gènes présents sur les 

chromosomes X et Y est augmentée (Dantzer et al., 2006). Ces phénotypes sont par ailleurs aussi 

observés dans des cellules mutées pour BRCA1 ou pour H2AX (Fernandez-Capetillo et al., 2003; 

Xu et al., 2003). De plus, il a été observé que la mortalité spécifiquement des souris femelles 

PARP1+/-  PARP2-/-  est causée par une instabilité du chromosome X, alors que les males sont 

viables, suggérant aussi un rôle de PARP2 dans le maintien de l’hétérochromatine (Menissier de 

Murcia et al., 2003).  

PARP2 a aussi été impliqué dans l’organisation de l’hétérochromatine au cours de la 

différenciation endodermale (Quénet et al., 2008). Dans des cellules murines, PARP2 interagit avec 

les protéines HP1α et HP1β ainsi qu’avec le facteur de transcription KAP1 et peut PARyler HP1α 

spécifiquement. PARP1 interagit et PARyle aussi HP1α mais n’est associé que faiblement avec 

HP1β et KAP1. Comme évoqué précédemment, ces protéines sont aussi impliquées dans 

l’initiation de la RH au niveau de l’hétérochromatine (voir page 109). Lors de la différenciation 

endodermale, PARP2 est recruté spécifiquement au niveau de l’hétérochromatine péri-
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centromérique et recrute KAP1 en favorisant son interaction avec HP1α. Cette interaction étant 

essentielle au cours de la différenciation endodermale, la déplétion de PARP2 abolit totalement la 

différenciation des cellules embryonnaires murines F9 (Cammas et al., 2004; Quénet et al., 2008). 

De plus, KAP1 qui interagit et est modifié par PARP2, est aussi un substrat important de la kinase 

ATM, pour promouvoir la RH au niveau de l’hétérochromatine (Noon et al., 2010; White et al., 

2012). 

Ces données suggèrent donc que PARP2 possède un rôle spécifique dans le maintien de 

l’hétérochromatine. Il serait intéressant de déterminer si cette fonction de PARP2 pourrait impacter 

l’efficacité la réparation des dommages de l’ADN au niveau de l’hétérochromatine.  

 

3. PARP2 et ségrégation chromosomique 
 

La préservation de l’intégrité des centromères et des kinétochores est essentielle pour assurer 

la transmission fidèle de l’information génétique en mitose ou en méiose (Pour revue : Westhorpe 

and Straight, 2013). L’instabilité chromosomique associée avec un défaut de ségrégation mitotique 

des chromosomes est une caractéristique commune des cellules cancéreuses (Pour revue : 

Bakhoum and Compton, 2012). En pro-métaphase, après rupture de l’enveloppe nucléaire, PARP2 

s’accumule progressivement au niveau des centromères (Saxena et al., 2002). L’association de 

PARP2 avec les centromères s’intensifie en métaphase et décline progressivement pour ne plus 

être détectable par immunofluorescence en télophase. Au cours de l’interphase, le signal nucléaire 

de PARP2 est enrichit au niveau des nucléoles dans lesquels PARP2 s’accumule (Meder et al., 

2005; Saxena et al., 2002). Il a aussi été identifié que PARP2 est présent spécifiquement en 

périphérie des régions centromériques aussi bien chez la souris que chez l’homme. Lorsque les 

cellules sont arrêtées en métaphase par l’ajout d’un inhibiteur ou d’un stabilisateur des 

microtubules, l’accumulation de PARP2 au niveau des centromères est très fortement stimulée, ce 

qui pourrait suggérer un rôle de PARP2 dans le contrôle de l’assemblage du fuseau mitotique. Par 

immunoprécipitation, il a été déterminé que PARP2 interagit avec les protéines centromériques 

CENPA et CENPB (Centromeric protein A, B) ainsi qu’avec la kinase BUB1 (Mitotic checkpoint 

serine/threonine-protein kinase BUB1), qui est impliquée dans le contrôle de l’assemblage du 
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fuseau mitotique. Ces données suggèrent que PARP2 puisse participer au contrôle de l’assemblage 

du fuseau mitotique (Saxena et al., 2002).  

Ainsi, l’analyse des anaphases issues de cellules de souris déplétées pour PARP2 montre un 

défaut de ségrégation mitotique important, en particulier lorsque les cellules sont traitées avec un 

agent alkylant (Menissier de Murcia et al., 2003). De même au cours de la gamétogénèse, l’absence 

de PARP2 induit aussi un défaut de ségrégation chromosomique lors de la métaphase I des 

spermacytes murins (Dantzer et al., 2006). Plus spécifiquement, de nombreux chromosomes mal 

alignés ou présentant une ségrégation retardée est observé. L’alignement et la synapse des 

chromosomes en méiose est dépendant de la formation de chiasmas qui représentent un site de 

recombinaison (Gerton and Hawley, 2005; Page and Hawley, 2003). L’absence de PARP2 est 

associée avec une diminution de plus de deux fois du nombre de foyers MLH1 en métaphase I 

(DNA mismatch repair protein Mlh1), une protéine de la voie de réparation des mésappariements 

qui peut être utilisée comme marqueur des chiasmas (Anderson et al., 1999{Dantzer, 2006 

#1072)}. Cet effet est encore plus exacerbé en métaphase II. Cette observation indique que PARP2 

est impliqué dans la formation ou le maintien des chiasmas au cours de la méiose. PARP2 pourrait 

donc être impliqué dans les étapes de la RH qui est à l’origine de la formation de ces structures. 

Alternativement, le rôle décrit de PARP2 dans le maintien de l’hétérochromatine centromérique 

pourrait aussi expliquer ce défaut de ségrégation chromosomique (Menissier de Murcia et al., 

2003).  

 

4. PARP2 et maintien des télomères 
 

Les télomères sont de petites répétitions d’ADN double-brins en tandem présents aux 

extrémités des chromosomes et maintenus dans certaines cellules par la télomérase (Wong and 

Collins, 2003). Ces répétitions d’une longueur de 10 à 15 kb sont constituées des 6 nucléotides 

TTAGGG et présentent une extrémité 3’ d’ADN simple-brin qui envahit le duplex télomérique 

pour former la « D-loop » (Griffith et al., 1999; Morin, 1989). La seconde boucle ainsi formée, est 

nommée « T-loop ». La protéine TRF2 (Telomeric repeat-binding factor 2) fait partie du complexe 

« shelterin » et est impliquée dans la maintenance et la stabilité des télomères ainsi que dans la 

formation de la « t-loop » (Stansel et al., 2001; van Steensel et al., 1998).  
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Lors de la déplétion de PARP2 chez la souris une augmentation des cassures chromosomiques 

ainsi que du nombre des extrémités ne présentant pas de répétition télomérique est observée. Ces 

données suggèrent fortement un rôle de PARP2 dans le maintien de l’intégrité des télomères 

(Dantzer et al., 2004). Il a été identifié que le domaine N-terminal de PARP2 interagit 

physiquement avec le domaine myc de TRF2 avec une haute affinité (Dantzer et al., 2004). Le 

domaine myb  de TRF2 est essentiel pour sa liaison aux télomères et pourrait jouer un rôle dans la 

modulation de la structure de la chromatine (Baker et al., 2009; Hanaoka et al., 2005). Dans cette 

étude, il a été observé que PARP2 régule négativement l’association de TRF2 avec les télomères 

de façon dépendante de son activité par deux mécanismes (Dantzer et al., 2004). Tout d’abord, 

PARP2 PARyle le domaine d’homodimérisation de TRF2 régulant négativement son association 

avec l’ADN. De plus, l’association des PAR et de PARP2 avec le domaine myb inhibe l’activité 

de liaison à l’ADN de TRF2. Cette fonction de PARP2 pourrait par exemple faciliter l’accès de la 

machinerie de la réparation au niveau des télomères, en éjectant TRF2 et en déstabilisant ainsi la 

structure terminale des télomères. 

 

5. PARP2 et métabolisme 
 

Depuis quelques années, il est apparu évident que PARP2 joue un rôle important dans la 

régulation du métabolisme énergétique cellulaire. Ces travaux s’appuient essentiellement sur 

l’étude des souris PARP2KO, et ont été très majoritairement menés par Péter Bai et son équipe.  

Tout d’abord, il a été identifié que PARP2 faisait partie d’un complexe de transcription 

contenant la protéine PPARγ (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma) (Bai et al., 

2007). La protéine PPARγ est un récepteur nucléaire qui joue un rôle dans l’homéostasie du glucose 

et des lipides en régulant la transcription de nombreux gènes cibles sous sa forme dimérisée (Cock 

et al., 2004; Evans et al., 2004). La déplétion de PARP2 diminue l’expression des gènes cibles de 

PPARγ, ce qui a pour conséquence de limiter la différentiation adipocytaire et l’adipogénèse (Bai 

et al., 2007).  

La protéine SIRT1 est une déacétylase, dont l’activité est directement régulée par le niveau 

intracellulaire de NAD+. L’activité de SIRT1 régule le métabolisme des lipides et du glucose à de 

multiples niveaux (Pour revue : Chang and Guarente). Il a été observé que PARP2 se liait 
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directement sur le promoteur de SIRT1 (NAD-dependent protein deacetylase sirtuin-1) et régulait 

négativement son expression (Bai et al., 2011a). De plus, les activités consommatrices de NAD+ 

de PARP1 et de PARP2 sont en compétition avec SIRT1. L’inhibition de PARP1 et de PARP2 ou 

la déplétion de PARP1 ou PARP2, augmente le niveau intracellulaire de NAD+, ce qui stimule 

l’activité de SIRT1 (Bai et al., 2011a; Bai et al., 2011b). PARP2 régule donc négativement l’activité 

de SIRT1 à deux niveaux : directement au niveau transcriptionnel et indirectement de par la 

modulation du niveau intracellulaire de NAD+. 

Chez les souris PARP2KO, l’activation de SIRT1 stimule la déacétylation des cibles de SIRT1, 

les deux facteurs de transcription FOXO1 (Forkhead box protein O1) et PGC-1α (PPAR-gamma 

coactivator 1-alpha). L’action de FOXO1 et de PCG-1α stimule la biogénèse mitochondriale ainsi 

qu’une transition vers le métabolisme oxydatif des lipides (Bai et al., 2011a). L’activation du 

catabolisme des lipides chez les souris PARP2KO est responsable d’une protection contre l’obésité 

et d’une résistance à l’insuline induite par un régime riche en graisse. Ce mécanisme est aussi 

contrôlé en amont par le micro-ARN-149 qui cible directement l’ARNm codant pour PARP2 et 

qui régule donc négativement l’expression de PARP2 (Mohamed et al., 2014) (voir figure 25). 

Dans les deux mécanismes présentés ci-dessus, le rôle précis de l’activité de PARP2 n’est pas 

connu. 

En analysant le transcriptome d’une lignée hépatique (HepG2) déplétée pour PARP2, il a été 

mis en évidence que l’expression de plus de 600 gènes était régulée positivement (25%) ou 

négativement (75%) par PARP2 (Szántó et al., 2014). Ces données constituent le seul transcriptome 

associé avec la déplétion de PARP2 et indiquent que PARP2 possède probablement deux rôles 

distincts dans la régulation de la transcription. De plus, les auteurs ont mis en évidence une action 

de PARP2 comme régulateur négatif de l’activité du promoteur du gène SREBP1 (Sterol regulatory 

element-binding protein 1). L’action de PARP2 sur SREBP1 semble dépendante de son activité de 

PARylation et module l’homéostasie des lipides. Les souris PARP2KO présentent aussi un niveau 

plus faible de cholestérol HDL, ce qui pourrait être expliqué par une diminution de l’expression de 

la protéine ABCA1 (ATP-binding cassette transporter 1), un transporteur intracellulaire du 

cholestérol.  
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Figure 25 : Régulation de la biogénèse mitochondriale par PARP2. Le niveau d’expression du micro-

ARN 149 (miR-149) est régulé en fonction du poids par un mécanisme indéterminé. Le miR-149 inhibe 

l’expression de PARP2 qui contrôle négativement le niveau d’expression de SIRT1. L’induction de 

l’activité de SIRT1 stimule la déacétylation de PGC-1α, ce qui induit son activité comme facteur de 

transcription et stimule la biogénèse mitochondriale (Figure adpatée de Mohamed et al., 2014). 

 

En conclusion, ces études indiquent que PARP2 est impliqué dans le métabolisme lipidique à 

plusieurs niveaux. Ces données sont intéressantes car l’une des caractéristiques des cellules 

tumorales est la reprogrammation métabolique en faveur de la glycolyse, un mécanisme nommé, 

effet Warburg (Vander Heiden et al., 2009; Warburg, 1956). Les études présentées ci-dessus 
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suggèrent donc que l’inhibition de PARP2 pourrait faciliter la transition vers un métabolisme 

oxydatif et donc présenter un intérêt anti-tumoral. 

 

Dans la suite du manuscrit, les résultats obtenus au cours de la thèse seront présentés et 

discutés. 

 

 



 

 
 

RESULTATS 

 

La section résultats sera divisée en trois parties :  

La première partie présentera des travaux qui ont été effectués au début de mon doctorat au 

sein de l’équipe du Dr. Janet Hall. Ces recherches font suite au travail initié par un doctorant puis 

post-doctorant du laboratoire qui a analysé l’effet de la déplétion de PARP2 sur le métabolisme 

global de l’ADP-ribose ainsi que sur la survie cellulaire (Boudra et al., 2015). Ces travaux mettent 

en lumière un mécanisme de contrôle de l’activité de PARP1, spécifiquement dans une lignée 

cellulaire. Dans cette étude, j’ai mis en évidence le mécanisme liant la déplétion de PARP2 et le 

niveau d’ADP-ribose ainsi qu’analysé sa conservation dans d’autres modèles cellulaires. De plus, 

ces travaux ont servi de fondement de la décision d’analyser le rôle de PARP2 dans la réparation 

des CDBs de l’ADN, justifiant leur présentation dans ce manuscrit. 

Les résultats issus de la première partie, ainsi que des évidences de la littérature, suggèrent que 

PARP2 participe à la réparation des CDBs de l’ADN. En analysant les fonctions de PARP2 dans 

ce processus, nous avons mis en évidence un rôle de PARP2 dans la modulation du choix des voies 

de la réparation des CDBs de l’ADN indépendamment de son activité enzymatique, en limitant 

l’accumulation de la protéine 53BP1 aux sites de dommages de l’ADN et en stimulant l’initiation 

de la résection. La version soumise à Nucleic Acids Research de l’article dans lequel je suis premier 

auteur est présentée. 

Finalement, lors de mon arrivée au laboratoire, il avait été mis en évidence que la protéine 

XRCC1 contenait des sites putatifs de phosphorylation par les CDKs et un mutant pour ses sites de 

phosphorylations, non phosphorylable in vitro, avait été généré. Ainsi, nous avons cherché à 

déterminer l’impact de ces phosphorylations sur les fonctions de XRCC1. Nous avons mis en 

évidence que l’interdomaine 1 de XRCC1 est déphosphorylé en réponse aux dommages de l’ADN 

favorisant l’interaction de XRCC1 avec les PAR et ainsi son recrutement aux sites de dommages à 

l’ADN. La version soumise à DNA repair de l’article dans lequel je suis premier auteur est 

présentée. 
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PREMIERE PARTIE :  

 

 

 

PARP2, survie cellulaire et métabolisme des PAR 
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Introduction 
 

L’observation d’une activité résiduelle de PARylation dans les souris PARP1KO a permis 

de mettre en évidence la protéine PARP2 (Ame et al., 1999; Shieh et al., 1998b). En réponse aux 

dommages à l’ADN, l’activité de PARP1 et PARP2 est fortement stimulée. Il est globalement 

estimé que PARP1 contribue à 85 à 95% du niveau de synthèse des PAR alors PARP2 synthétise 

les 5 à 15% restants (Ame et al., 1999). Ces résultats indiquent donc que la contribution de PARP2 

est variable en fonction des lignées cellulaires ou des organes concernés. L’expression de PARP2 

est par ailleurs plus importante dans les tissus à fort niveau de prolifération. 

Malgré une contribution relativement faible de PARP2 à l’activité globale de synthèse de 

PAR, cette protéine est aussi importante que PARP1 pour assurer la cinétique de réparation des 

CSBs ou pour promouvoir la RH au niveau des fourches de réplication arrêtées (Bryant et al., 2009; 

Schreiber et al., 2002). Sachant que PARP1 et PARP2 ont la capacité de s’hétérodimériser, ces 

observations pourraient suggérer un rôle spécifique de l’hétérodimère PARP1/PARP2 et non des 

homodimères de PARP1 et PARP2 (Schreiber et al., 2002). Cette interaction est indépendante de 

l’activité des deux protéines puisqu’elle persiste en présence d’un inhibiteur de PARP. De plus, il 

a été observé que la présence de PARP2 limite l’activation de PARP1 in vitro, ce qui pourrait 

suggérer une compétition entre les deux protéines pour les dommages de l’ADN, ou que la protéine 

PARP1 soit moins active dans l’hétérodimère PARP1/PARP2 que dans l’homodimère 

PARP1/PARP1 (Kutuzov et al., 2013b). Ceci pourrait être similaire des fonctions de XRCC1 qui 

inhibe les activités de PARP1 et PARP2, permettant de les stabiliser aux sites de dommages de 

l’ADN (Masson et al., 1998b; Schreiber et al., 2002). Ainsi, PARP2 pourrait, indépendamment de 

son activité enzymatique, moduler l’activité et les fonctions de PARP1.  
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Résultats 

Dans cette étude, nous avons déterminé la contribution relative de PARP2 dans la synthèse 

intracellulaire de PAR dans différentes lignées cellulaires, spontanément ou en réponse aux 

dommages de l’ADN. Le rôle de PARP2 dans la promotion de la survie en réponse aux dommages 

de l’ADN induits par les radiations ionisantes a aussi été déterminé. 

Les principaux résultats de cet article sont présentés ci-dessous : 

- La déplétion stable de PARP2 dans la lignée HeLa est associée avec une augmentation

de l’activité PARP globale qui induit une accumulation des PAR, spontanément ou en

réponse aux dommages de l’ADN.

- L’augmentation de l’activité PARP, dans la lignée HeLa déficiente pour PARP2, est

causée par une diminution de l’expression de PARG et conduit à une diminution de

l’accumulation de PARP1 aux sites de dommages de l’ADN induits par micro-

irradiation laser.

- Cette fonction de PARP2 dans la régulation de l’activité PARP globale n’est pas

conservée au sein d’une lignée de fibroblastes ou d’ostéosarcome.

- Malgré une contribution variable de PARP2 dans la régulation du métabolisme des

PAR, cette protéine contribue dans les modèles cellulaires analysés, à promouvoir la

survie en réponse aux radiations ionisantes.

L’ensemble de ces résultats suggèrent que l’activité de PARP2 est variable en fonction des 

lignées cellulaires, et que PARP2 peut moduler l’activité de PARP1 dans certains contextes. 

Sachant que la contribution de PARP2 dans la réponse aux dommages à l’ADN est conservée dans 

ces différents modèles, cette étude pourrait suggérer que PARP2 participe à la réponse aux 

dommages de l’ADN, indépendamment de son activité enzymatique. 
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Abstract Poly(ADP-ribose) polymerase-2 (PARP-2)

activity contributes to a cells’ poly(ADP-ribosyl)ating

potential and like PARP-1, has been implicated in several

DNA repair pathways including base excision repair and

DNA single strand break repair. Here the consequences of

its stable depletion in HeLa, U20S, and AS3WT2 cells

were examined. All three PARP-2 depleted models showed

increased sensitivity to the cell killing effects on ionizing

radiation as reported in PARP-2 depleted mouse embryonic

fibroblasts providing further evidence for a role in DNA

strand break repair. The PARP-2 depleted HeLa cells also

showed both higher constitutive and DNA damage-induced

levels of polymers of ADP-ribose (PAR) associated with

unchanged PARP-1 protein levels, but higher PARP

activity and a concomitant lower PARG protein levels and

activity. These changes were accompanied by a reduced

maximal recruitment of PARP-1, XRCC1, PCNA, and

PARG to DNA damage sites. This PAR-associated phe-

notype could be reversed in HeLa cells on re-expression of

PARP-2 and was not seen in U20S and AS3WT2 cells.

These results highlight the complexity of the relationship

between different members of the PARP family on PAR

metabolism and suggest that cell model dependent pheno-

types associated with the absence of PARP-2 exist within a

common background of radiation sensitivity.
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Introduction

The observation that polymers of ADP-ribose (PAR) could

be synthesised in response to DNA-damaging agents in

cells from Poly(ADP-ribose) polymerase 1 (Parp1)

knockout (KO) mice [1, 2] led to the isolation of a second

poly(ADP)ribose polymerase, PARP-2 [1]. In mouse

models, the KO of either Parp1 or Parp2 has no impact on

viability; however, embryonic lethality is seen in the

double KO mice suggesting that there is some overlap in

the cellular activities of these two members of the PARP

family as DNA damage sensors and signal transducers in

single strand break repair (SSBR), base excision repair

(BER), and double strand break repair (DSB) [3, 4] (for

reviews see [5, 6]). Both PARP-1 and PARP-2 are acti-

vated through their binding to DNA strand interruptions,

and catalyze the transfer of ADP-ribose moieties from

NAD? to acceptor proteins, resulting in the attachment of

linear or branched PAR. PARP-1 and PARP-2 can form

homodimers and heterodimers [4] and are themselves tar-

gets for poly(ADP-ribosyl)ation with this auto-

modification playing a key role in the control of their

activity and localization. Both proteins are recruited to sites

of laser-induced DNA damage, albeit with different

kinetics: PARP-1 was shown to accumulate quickly and

transiently, while, in comparison to PARP-1, PARP-2

showed a delayed and persistent accumulation at repair

sites in both MEFs and HeLa cells [7]. Based on these

kinetic studies and the affinities of PARP-2 compared to

PARP-1 for different DNA structures, it was proposed that

PARP-2 had a role in the later steps of the BER process [7].

In addition to members of the PARP family, other proteins

have a high affinity for poly(ADP-ribosyl)ated proteins or

the polymers themselves which is exploited in certain

mechanisms, such as DNA repair, for the control of the

localization of proteins involved in these processes (see [8–

10] and references there in). One such protein is XRCC1

that interacts physically and functionally with practically

all the actors of the BER and SSBR pathways [4, 11, 12]

and in particular with those implicated in the Short Patch

(SP) BER sub-pathway. Intriguingly, although XRCC1 is

recruited very slowly to sites of laser-induced DNA dam-

age in MEFs lacking Parp1 in contrast to its normal

recruitment in Parp2 deleted MEFS [7], XRCC1 nega-

tively regulates the activity of both PARP-1 and PARP-2

by limiting their auto-modification and thus forcing them to

reside on the DNA damage site [4]. Taken together these

results would suggest that each PARP contributes differ-

ently to the SSBR and BER mechanisms. Extensive studies

on PARP-1 have allowed its role in these two repair

mechanisms to be defined (for a review see [13, 14]) in

addition to its involvement in other repair mechanisms

such as the alternative non-homologous end-joining

(NHEJ) [15–17] and nucleotide excision repair [18, 19]. In

contrast, although biochemical studies have revealed that

PARP-2, like PARP-1, interacts with the SSBR/BER fac-

tors XRCC1, DNA polymerase beta and DNA ligase III [1,

4], its role in both SP and Long Patch (LP) BER sub-

pathways remains to be fully elucidated and in particular in

human cells.

In the present study, the impact of the stable depletion of

PARP-2 in three cell models was examined. In all an

increased sensitivity to the cell killing effects of ionizing

radiation was detected supporting a role of PARP-2 in

DNA strand break repair. However, only in the PARP-2

depleted HeLa cells was a phenotype observed of higher

PARP activity and lower PARG protein levels associated

with higher basal and DNA induced levels of PAR and sub-

maximal recruitment of PARP-1 and BER proteins to sites

of laser-induced DNA damage. These results highlight the

complexity of the relationship between PARP-1, PARP-2,

and PARG on the status quo of polymer levels and suggest

that certain phenotypes associated with the depletion of

PARP-2 are cell line dependent.

Materials and methods

Cell lines, gene silencing, and drugs

shRNA design and cloning in pEBVsiRNA vectors carry-

ing a hygromycin B resistance cassette and establishment

of stable knockdown clones for PARP-1 (PARP-1KD),

PARP-2 (PARP-2KD), and PARG (PARGKD) and Control

clones by selection and amplification of resistant colonies

to hygromycin B was carried out as previously described

[1, 20, 21]. HeLa cells carrying the pBD650 plasmid that

expressed an inefficient shRNA sequence were used as

Controls [21]. The RNAi targeted sequences for parp1

(NM_001618), and parg (NM_003631) were nucleotides

2,068–2,086 and nucleotides 2,325–2,343, respectively.
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For parp2 (NM_005484) two sequences were targeted

nucleotides 829–847 (clones1,470/1 and 1470/7) and

1,077–1,095 (clone 1,471/13). All HeLa cells clones were

grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium supple-

mented with 10 % FCS, 100 units/ml penicillin and

100 mg/ml streptomycin in the presence of 125 lg/ml

hygromycin B at 37 �C under 5 % CO2. The control and

PARP-2 depleted cell populations derived from the osteo-

sarcoma cells U2OS and the SV40 immortalized fibroblast

AS3WT2 cells from a healthy donor [22], were obtained by

transfecting the pEBV vectors [21] expressing the control

shRNA sequence (U2OS CTL and AS3WT2 CTL cells) or

an shRNA that targeted parp2 at nucleotides 829–847

(U2OS PARP-2KD and AS3WT2 PARP-2KD cells) unless

otherwise indicated. Transfected cells were selected by

supplementing the standard growth media with 150 lg/ml

hygromycin B. All tissue culture reagents were from Life

Technologies (Cergy-Pontoise, France). The neocarzinost-

atin (NCS) holoprotein, prepared and titrated as described

[23], was stored as a sterile 1 mM stock solution in 2 mM

sodium formate buffer, pH 4.0, in liquid nitrogen.

Western blotting

Total protein extraction was obtained from the different

cell lines using the M-PER (Pierce, Perbio Science, Bre-

bières, France) reagent supplemented with a cocktail of

protease and phosphatase inhibitors. Protein concentrations

were measured by the Bradford method using the Bio-Rad

protein assay. Following denaturing extracts (40 lg/lane,

95 �C, 5 min) in Laemmli loading buffer and separation on

7.5 % SDS-PAGE gels, proteins were electro-transferred to

nitrocellulose membranes. The membranes were blocked

with 5 % non-fat milk for 1 h at room temperature, incu-

bated with the primary antibodies (ALX-210-303-Yuc anti-

PARP-2 from ALEXIS Biochemicals, Villeurbanne,

France, B01P anti-PARG from Abnova, Heidelberg,

Germany, and C2-10 anti-PARP-1 from Trevigen, Gai-

thersburg, USA) overnight at 4 �C and then with secondary

antibodies coupled to horseradish peroxidase (Jackson

Immuno Research Laboratories, Soham, Cambridgeshire,

UK) for 1 h at room temperature. Membranes were probed

with an enhanced chemiluminescence reagent and re-

hybridized with an anti-a-tubulin antibody clone DM1A

(Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France). For PAR

level analysis by western blot 1.5 9 106 cells were har-

vested in cold PBS and re-suspended in 50 ll of lysis

buffer (62.5 mM Tris–HCl pH 6.8, 6 M urea, 10 % glyc-

erol, 2 % SDS, 5 % 2-mercaptoethanol). The DNA was

shredded by sonication and the samples were denatured by

heating (65 �C, 15 min) prior loading onto a 7.5 % SDS-

PAGE gel. After migration proteins were transferred onto

Hybond Nylon membrane (GE Healthcare Lifescience,

Orsay, France). The membrane was blocked in PBS con-

taining 0.05 % Tween-20 and 5 % non-fat milk for 1 h at

room temperature and incubated overnight at 4 �C with the

anti-PAR polyclonal antibody (BD 551813) BD Biosci-

ences, Le Pont-de-Claix, France) and then with secondary

antibodies coupled to horseradish peroxidase (Jackson

ImmunoResearch Laboratories, Soham, Cambridgeshire,

UK) for 1 h at room temperature. Membranes were probed

with an enhanced chemiluminescence reagent ECL-prime

(GE Healthcare Lifescience, Orsay, France) and the signal

was detected using the G: Box Chemi XL1.4 (Syngene,

Frederick, USA).

RNA extraction, reverse transcription, and real-time

quantitative PCR analysis

Total RNA was extracted using Rneasy mini kit (Qiagen).

1 lg RNA was reverse transcribed using the High Capacity

RNA to cDNA kit (Applied Biosystems). To quantify the

relative expression level of gapdh, parp1, parp2, and parg

Taqman gene expression assays were used (Applied Bio-

systems). Briefly, cDNA was diluted in Taqman gene

expression master mix with the specific Taqman assay for

gapdh (Hs99999905_m1), parp1 (Hs00242302_m1), parp2

(Hs00193931_m1) or parg (Hs00608256_m1), and real-

time qPCR was carried out using a StepOnePlus (Applied

Biosystems). The cycle conditions were 50 �C for 2 min,

95 �C for 10 min, followed by 40 cycles of 95 �C for 15 s,

and 60 �C for 1 min. The threshold crossing value was

obtained for each transcript and normalized to gapdh. The

relative quantitation of each mRNA was performed using

the comparative Ct method. Expression profiles were

measured in three independent RNA samples.

Colony formation survival assays

To assess the clonogenic survival Control (1 9 103) and

PARP-2KD (2 9 103) cells were plated in 25 cm2 flasks in

triplicate, and allowed to adhere for 4–5 h at 37 �C before

treatment. Flasks were then either exposed to ionizing

radiation or treated with increasing concentrations of NCS.

Aliquots of NCS were thawed just before use and diluted to

the required treatment concentration in fresh complete

medium adjusted to pH 7.0. The whole treatment was

performed in dim light to avoid photo-induced degradation

of the drug. Irradiations were carried out at room temper-

ature using an IBL-637 (137Cs) c-ray irradiator (CIS-

Biointernational, Gif-sur-Yvette, France) at a dose rate of

0.7 Gy/min or with a low-energy Philips MCN-323 X-ray

generator (200-kVp, 0.3-mm copper and 1-mm aluminium

additional filtration, 80-keV effective energy) operating at

21 mA with a dose rate of 1 Gy/min. To assess whether

survival differed between the Control and PARP-2KD cells
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when irradiated in S-phase, cells were synchronized at the

G1–S junction using a double thymidine block and c-

irradiated 2 h after release from the block. Cell cycle

progression was monitored by dual parameter flow

cytometry using a FACSCalibur cytofluorometer (Becton–

Dickinson Biosciences) with BrdUrd pulse labeling

(10 lM, 15 min) of S-phase cells as described previously

[24]. Colonies were allowed to grow for 10–15 days,

before fixing with methanol, staining with Coomassie, and

counting. Small colonies (less than 50 cells) were disre-

garded. The colony count relative to mock-treated cells

(S) was adjusted for best fit to the classical linear-quadratic

equation (Ln S = -aD-bD2) where D is the radiation

dose and a and b adjustable parameters characterizing the

response. Calculations were made through non-linear least-

squares regression taking all data points into account, using

Kaleidagraph software (Synergy Software, Reading,

Pennsylvania).

Expression plasmids and transfection

pEGFP-PARP-1 and pEGFP-PARP-2, pEGFP-NLS-

PCNA, pXRCC1-YFP, pEGFP-PARG plasmids were a

kind gift from Drs. V. Schreiber (UMR7175CNRS, ESBS,

Illkirch, France), P. Kannouche (UMR 8200 CNRS, Gus-

tave Roussy, Paris XI University, Villejuif, France), and P.

Radicella (IRCM, CEA-DSV, Fontenay-aux-Roses,

France), respectively. Plasmids were purified using a

Macherey–Nagel NucleoBond� PC 500 EF kit (Düren,

Germany). For live-cell experiments cells were plated at

50 % confluence onto 25 mm round glass coverslips and

then transfected 24 h later using JETPEI (Polyplus trans-

fection, Ozyme, St. Quentin en Yvelines, France)

according to the manufacturer’s recommendations and

cultured for a further 36 h before use.

Live-cell videomicroscopy

The recruitment and the real-time follow-up of the protein

of interest was carried out through a Confocal Leica SP5

system attached to a DMI6000 stand using 639/1.4

objective as previously described [25]. During experiments

glass coverslips containing transfected cells were mounted

in a Ludin Chamber and maintained at 37 �C. All record-

ings were made using the appropriate sampling frequency

(512 9 512 images, line average of 4 and zooming set to

7.94). DNA damage was generated using a 405 nm laser

line (diode) focused onto a single spot of constant size

(176 nm) within the nucleus to generate a point of damage

with a constant amount of energy. Fluorophores were

excited using a 488 nm (EGFP) or 514 nm (YFP) Argon

laser line. Recruitment of the protein of interest was then

monitored by fluorescence using the same setting as for the

pre-damage sequence. Nomarski contrast images were

taken in parallel. Images were captured at 2–5 s interval.

Cell motion during the acquisition was compensated with

the StackReg plugin (Philippe Thévenaz, Biomedical

Imaging Group, Swiss Federal Institute of Technology,

Lausanne) and the kinetics of the recruitment of proteins

were analyzed under the ImageJ software (Rasband, W.S.,

ImageJ, U.S. National Institutes of Health, http://imagej.

nih.gov/ij/, 1997–2011) using an in-house developed

macro. Data extraction is a semi-automated process where

the user is first invited to draw two regions of interest

(ROI): a nuclear region and the site of damage. The

background ROI is automatically set to the inverse of the

nuclear ROI. Intensity from the damage site is corrected for

both the observational photo-bleaching and background,

and normalized so that its intensity at start-up equals 1:

corrected intensity = [(focus intensity(t) - background

intensity(t) 9 focus area/background area) 9 nuclear

intensity(t)][focus intensity (t0) 9 nuclear intensity (t0).

The time point of induction of the laser-induced damage is

extracted from the normalized curve by determining when

the maximum change in intensity is achieved between two

successive images. The normalized time course from the

damage on was fitted to a mono-exponential recovery of

the form y = a(1-exp(-k 9 t)) ? b which allows the

estimation of the half-time maximum recruitment (t1/

2 = (ln2)/k) as well as the expected maximum recruitment

(max = a?b).

Immunofluorescence detection of PAR formation

For the detection of polymer formation after exposure to c-

rays cells were plated onto glass coverslips in 6-well plates

and 48 h later were exposed to 8 Gy. Three min after the

end of the irradiation cells were fixed (4 % formaldehyde

in PBS for 25 min). Cells were then washed 3 times with

PBS containing 0.1 % Triton X-100, rinsed with PBS alone

and re-washed once with PBSMT (PBS with 2 % milk,

0.5 % Triton X-100). After blocking for 30 min at RT with

PBSMT, cells were incubated with a primary antibody

against poly (ADP-ribose) (Trevigen, clone 10HA, 1/400

dilution in PBSMT) for 1 h at 37 �C. Following washing

with PBSMT, slides were incubated with AlexaFluor 488

goat anti rabbit IgG (Molecular Probes, 1/500 dilution in

PBSMT) for 1 h at RT. After washing, once with PBSMT

and twice with PBS, coverslips were mounted with Vec-

tashield containing DAPI 1.5 lg/ml (Vector Laboratories).

Images of fields were acquired automatically on a Leica

confocal SP5 system, using its ‘‘tile scan’’ option, with a

63x objective (line average of 4 and zooming set to 4). 300

cells, at least, were analyzed per experimental condition.

The global fluorescence intensity by nucleus was quantified

in arbitrary units (AU) using Image J software.
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Measurements of PARP and PARG activity

Total PARP activity was measured in triplicate as described

by Zaremba et al. [26] using 5 9 103 digitonin-permeabili-

zed cells in a reaction mixture containing 350 lM NAD?

and 10 lg/ml oligonucleotide. After blotting onto a nylon

membrane, the PAR was detected following incubation with

the primary anti-PAR 10H antibody (ALEXIS Biochemicals,

Villeurbanne, France), then with secondary antibodies cou-

pled to horseradish peroxidase (Jackson ImmunoResearch

Laboratories) and finally visualization using the ECL Plus

detection kit (GE Healthcare Lifescience, Orsay, France).

The luminescent signal was detected and quantified using a

G: Box Chemi XL1.4 (Syngene, Frederick, USA). Alterna-

tively, PARP activity of adherent cells was also determined

by measuring the incorporation of isotope from 32P-NAD?

into trichloroacetic acid (TCA)-precipitable proteins, as

previously described [27]. Briefly cells were seeded in a 6

well plate 24 h prior to the activity assay, the culture media

was then removed and the adherent cells overlaid with 1 ml

of reaction buffer (56 mM Hepes pH 7.5, 28 mM KCl,

28 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 0.01 % digitonin, 200 lg/ml of

annealed oligonucleotide (CGGAATTCCG) and 0.125 lM

NAD supplemented with 1.25 lCi/ml of 32P-NAD. Follow-

ing a 10 min incubation at 37 �C, the cells were scraped on

ice and the proteins were precipitated by adding 200 ll of ice

cold 50 % TCA for 4 h. Cells were pelleted, samples were

washed three times with 500 ll of ice cold 5 % TCA and

solubilized overnight at 37 �C in 500 ll of 2 % SDS/0.1 N

NaOH and the radioactivity counted in a liquid scintillation

counter (TriCarb 2910TR, Perkin Elmer, USA). The PARP

activity in the PARP depleted cells in the different cell lines

is expressed as a % of the incorporated 32P-NAD seen in

control cells of the corresponding cell line from at least three

independent experiments. PARG activity was measured in

cell extracts using a commercially available kit (HT

Chemiluminescent PARG Assay Kit, Trevigen) that quanti-

tates the loss of biotinylated PAR from histones according to

the manufacturers’ instructions.

Statistics

Statistical analyses were performed using StatEL software

(AD Science, Paris, France) or the VassarStats website

(http://vassarstats.net/).

Results

Higher levels of polymer detected in PARP-2 depleted

HeLa cells

To investigate the impact of PARP-2 depletion in human

cells, we first established three stably depleted PARP-2

(PARP-2KD) HeLa clones using an shRNA expression

system that targeted two different nucleotide regions.

These PARP-2KD cells were cultivated for more than

80 days in culture with levels of the targeted proteins

remaining below 1 % of that seen in Control cells, as

assessed by the quantification of western blots. The level of

PARP-1 protein was unchanged in the three PARP-2KD

clones; however, PARG mRNA (Supplementary Fig. 1a)

and protein levels (Fig. 1a) were lower in all 3 clones.

PARG protein levels were 53 ± 5 % in PARP-2KD clone

1,470/1, 52 ± 7 % in PARP-2KD clone 1,470/7 and

58 ± 9 % in PARP-2KD clone 1,471/13 compared to

Control cells based on four independent protein extracts. A

reduction in the level of the PARG protein in HeLa PARP-

1KD cells (60 ± 8 % compared to Control cells based on 4

independent protein extracts) (Fig. 1a) was also noted in

accordance with other studies [28, 29]. Basal PAR levels,

as assessed by western blot (Fig. 1b) or immunofluores-

cence (Fig. 1c) were significantly higher in the PARP-2KD

cells compared to Control cells. Induced PAR levels after

exposure to IR were also statistically higher in the PARP-

2KD cells (clones 1,470/7 and 1,471/13) compared to the

HeLa Control cells (p \ 10-5, n = 500 cells). This higher

PAR level was associated with lower PARG activity in the

3 PARP-2KD clones (p = 0.0002 to p = 0.001 depending

on the PARP-2KD clone) (Fig. 1d). Under these same

experimental conditions, HeLa PARP-1 KD cells that have

reduced PARG protein levels have a lower PARG activity

compared to the Control cells (p = 0.0015). We used two

different in vitro assays to measure the maximum PARP

activity in digitonin-permeabilized cells. With both

approaches, we observed that the depletion of PARP-2

resulted in higher levels of PARP activity compared to

Control cells (Fig. 1e, f). The difference observed in the

PARP activity using a PAR immunodetection-based

approach (Fig. 1f) compared to measuring the incorpora-

tion of 32P-NAD? into TCA-precipitable proteins in the

HeLa PARP-1KD cells might reflect a difference in assay

sensitivity. This low PARP activity in the PARP-1KD cells

is less than the 10–15 % contribution to the poly(ri-

bosy)lating activity of PARP-2 reported in PARP-1-/-

MEFs [4] and PARP-1-/- 3T3 cells [1] and may reflect the

nature of the DNA substrate used to activate the different

PARPs in in vitro assays that assess the total poly(ri-

bosy)lating potential of a cell [1, 26].

The depletion of PARP-2 in HeLa cells modulates

the recruitment of PARP-1 and XRCC1

To investigate the impact of higher polymer levels in the

HeLa PARP-2 depleted cells, we next investigated the

recruitment to and the dissociation from sites of laser-

induced damage of fluorescent-tagged PARP-1, XRCC1,
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PCNA, and PARG in real time. The EGFP-PARP-1 protein

shows a rapid and transient accumulation at the site of

damage immediately after micro-irradiation in Control

cells (Fig. 2a) as previously described by several groups [7,

25, 30, 31]. In contrast, EGFP-PARP-1 shows a slower and

reduced recruitment in the three HeLa PARP-2 depleted

cells (57 s for PARP-2KD clone 1,470/1, 58 s for PARP-

2KD clone 1,470/7 and 62 s for PARP-2KD 1,471/13 with a

maximum relative intensity of 2.43 ± 0.07, 2.32 ± 0.07,

and 2.26 ± 0.08, respectively, vs. a maximum relative

intensity of 2.96 ± 0.07 reached at 50 s for Control cells

p \ 10-3) (Fig. 2a). These results would suggest that in

HeLa cells PARP-2 is necessary for a maximal PARP-1

recruitment to DNA damage sites.

Under the same experimental conditions, XRCC1-YFP

recruitment was initially slower and reached lower maximal

levels in all three HeLa PARP-2KD clones compared to

Control cells (maximal relative spot intensity reached was

4.40 ± 0.16 in PARP2KD clone 1,470/1 (n = 13),

b Fig. 1 Modification of PAR levels, PARG, and PARP activity in

HeLa PARP-2KD cells. a Representative levels of expression of the

PARP-2, PARG, and PARP-1 proteins in the different HeLa cell

cultures as assessed by western blotting. b Polymer levels as assessed

by western blotting from untreated cell cultures. c Representative

images of PAR immunofluorescence in Control cells or PARP-2KD

cells before and after exposure to 8 Gy of c-rays IR and the

quantification of the PAR staining. Data represents the mean ± SD

based on the fluorescence intensity in 500 cells/treatment group in

two independent experiments. d PARG activity measured in protein

extracts from the different cell lines, expressed as a % of the activity

seen in the Control cells. Data are median ±95 % confidence interval

for four independent experiments in triplicate and shows that in

PARP-2KD cells PARG activity is significantly reduced compared to

the Control cells. e Maximum PARP activity in permeabilized cells

expressed as a % of the activity detected in Control cells showing that

the PARP-2KD clones have a significantly higher activity that the

Control cells. Data are median ±95 % confidence interval for three

independent experiments in triplicate. f PARP activity in the HeLa

PARP-2KD clone 1,470/7 assessed by the incorporation of isotope

from 32P-NAD? into trichloroacetic acid-precipitable proteins,

expressed as a % of the activity detected in Control cells, was higher

than in Control cells. Data represents the mean ± SD of four

independent experiments

Fig. 2 Recruitment of PARP-1, XRCC1, PCNA, and PARG in HeLa

Control and PARP-2KD cells to UVA laser-induced damage sites.

Quantitative analysis of the relative spot intensity with time of

a EGFP-PARP-1, b XRCC1-YFP, c EGFP-PCNA, and d EGFP-

PARG recruitment in Control cells (closed circles) and in the three

PARP-2KD clones (open triangles, circles, and squares). For

comparative purposes the recruitment of XRCC1-YFP in HeLa

PARP-1KD cells (panel b) and EGFP-PCNA in HeLa PARGKD cells

(panel c) are shown. Data represents mean relative spot inten-

sity ± SEM, n = 5–23 individual cells from a minimum of two

independent experiments
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4.52 ± 0.15 in PARP2KD clone 1,470/7 (n = 9) and

4.34 ± 0.18 in PARP2KD 1,471/13 (n = 13) vs.

6.86 ± 0.16 (n = 18) for Control cells). This reduction was

not as marked as seen for XRCC1-YFP recruitment in

PARP-1KD cells (maximal relative spot intensity reached

was 1.83 ± 0.06) (Fig. 2b) but would suggest that the pre-

sence of PARP-2 is necessary to obtain the recruitment

profile of XRCC1 seen in Control cells. The reasons behind

this reduction remain unclear: it could be related to the lower

PARP-1 recruitment that impacts directly on XRCC1

recruitment or that the higher nuclear PAR levels in these

PARP-2KD cells could impede XRCC1 recruitment to DNA

damage sites. A reduced XRCC1 recruitment was also seen

in Cdk5-depleted cells that have elevated basal polymer

levels [32]. Another possibility is that PARP-2 itself is

involved in the recruitment of XRCC1 as PARP-2 has been

shown to interact with XRCC1 [4] and thus in its absence,

XRCC1 recruitment would be reduced.

In addition to a reduction in the recruitment of these key

BER/SSBR proteins in the absence of PARP-2 in this HeLa

cell model, PARP-2 depletion significantly reduced

(p \ 0.0001) the recruitment of GFP-PCNA with recruitment

not reaching the levels seen in Control cells (relative spot

intensity reached at 300 s was 2.03 ± 0.11 in PARP2KD clone

1,470/1 (n = 13), 1.95 ± 0.05 in PARP2KD clone 1,470/7

(n = 16), and 2.06 ± 0.08 in PARP2KD 1,471/13 (n = 5) vs.

3.53 ± 0.24 (n = 16) for Control cells) (Fig. 2c).

It has been previously shown that the recruitment of

PARG to DNA damage sites depends not only on PARP-1

and PAR synthesis but also on the interaction of PARG

with PCNA [31, 33]. As predicted from the reduced PCNA

recruitment observed the maximal levels of EGFP-PARG

Fig. 3 Impact of the depletion

of PARP-2 on radiation

susceptibility. Clonogenic

assays of Control (open

symbols) and HeLa PARP-2KD

cells (closed symbols) exposed

to increasing doses of a c-rays

or X-rays were performed with

asynchronous cell cultures. Data

represents mean ± SD from at

least two independent

experiments in triplicate. The

solid lines represent the curves

drawn for best fit of data to the

linear-quadratic equation (see

‘‘Materials and methods’’). The

dotted lines mark the upper and

lower limits of the confidence

interval drawn from the SDs

calculated for the a and b
parameters of the linear-

quadratic model. b Clonogenic

cell survival was assessed after

exposure to 3 Gy c-rays in

HeLa; U2OS and AS3WT2

cells in which PARP-2 was

stably depleted. Statistically

lower survival was seen

compared to the parental line on

the depletion of PARP-2. Data

represents the mean ± SD of

four independent experiments
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recruitment at the damage site plateaued in the HeLa

PARP-2KD cells was about 50 % of the levels seen in the

Control cells post-irradiation (maximum relative spot

intensity 5.38 ± 0.18 in Control (n = 16), 2.55 ± 0.02 in

PARP2KD clone 1,470/1 (n = 14) and 2.80 ± 0.02 in

PARP2KD 1,471/13 (n = 10)) (Fig. 2d). A similar kinetic

profile was also seen for the recruitment of EGFP-PCNA in

a PARGKD HeLa cell line showing that PARG also is

required for PCNA recruitment (Fig. 2e).

The PARP-2 protein expression was restored by culti-

vating the PARP-2KD cells in the absence of hygromycin B

for 20 days with a concomitant increase in the expression

of the PARP-2 and PARG proteins (Supplementary

Fig. 2a). In addition, the increase in PARP activity (Sup-

plementary Fig. 2b), the higher levels of basal polymer

levels (Supplementary Fig. 2c) and the reduced GFP-

PARP-1 recruitment to sites of laser-induced DNA damage

(Supplementary Fig. 2d) were all restored when the cells

were grown in the absence of the selective agent hygro-

mycin. Based on the phenotype observed in HeLa cells, it

would suggest that PARP-2 plays a role in the regulation of

the PARG protein expression and the regulation of PAR

metabolism.

PARP-2 depleted cells are sensitive to DNA single

and double strand breaks

We next examined the effect of the depletion of PARP-2 on

clonogenic survival after exposure of cells to agents that

produce DNA strand breaks (Fig. 3a). In asynchronous

cultures, the three HeLa PARP-2KD clones showed a sig-

nificant increase in sensitivity (p \ 10-4) to the cell killing

effects of both 137Cs c -rays (D37CTL/D37PARP-2KD =

1.37 ± 0.21) and 200 kV X-rays (D37CTL/D37PARP-

2KD = 1.49 ± 0.20) with 200 kV X-rays being more effi-

cient than 137Cs c -rays as expected from their known

relative biological efficiency, namely, 1.30 vs. 1.07,

respectively, relative to 60Co radiation [34, 35]. Both

Control and PARP-2KD cells synchronized in S-phase were

more radioresistant than asynchronous cells but the ratio of

their D37 values (D37CTL/D37PARP-2KD = 1.60 ± 0.35

for 137Cs c-rays) was not significantly different from that

for asynchronous cultures (Supplementary Fig. 1b). These

results distinguish cells depleted in PARP-2 from those

depleted in PARP-1, as the S-phase radioresistance is

negligible in PARP-1 depleted cells as shown by the ratio

of the D37 values for S-phase vs. asynchronous cultures of

1.04 ± 0.27 for PARP-1KD cells (Supplementary Fig. 1c)

compared to 1.39 ± 0.21 for Control cells and 1.19 ± 0.17

for PARP-2KD cells. PARP-2KD clones compared to control

cells were also significantly more sensitive to the cell

killing effects of NCS, a protein antibiotic that reportedly

induces DSBs only in DNA [36, 37], ([NCS]37CTL/

[NCS]37PARP-2KD = 1.39 ± 0.22) (Supplementary Fig. 1b).

Sensitivity to NCS has been previously reported for cells

depleted in DNA-PKcs [32], ATM [38] and Artemis [39]

but not in HeLa PARP-1KD cells or PARP-1KO MEFs [32,

36]. These results raise the intriguing possibility that the

decreased PARG expression and increased PAR level in

PARP-2 depleted cells impacts not only on SSB and BER

pathways but also on the processing of DNA DSBs in

mammalian cells.

The phenotype of PARP-2 depleted U20S

and AS3WT2 cells

To assess whether a similar phenotype was seen in other

cell models when PARP-2 was depleted, we used the same

shRNA expression system to stably deplete PARP-2 in

U2OS and AS3WT2 cells. The U2OS and AS3WT2 cells

were chosen because they express similar levels of the

PARP2 mRNA as HeLa Control cells (data not shown).

The radiation sensitivity was assessed after exposure to

3 Gy using a clonogenic survival assay. The depletion of

PARP-2 in all three models (Fig. 4a) resulted in as sig-

nificant reduction in cell survival compared to PARP-2

expressing HeLa Control cells (26 % compared to 16 %,

p = 0.002), U2OS (20 % compared to 14 %, p \ 0.0001)

and AS3WT2 (89 % compared to 38 %, p \ 0.0001)

(Fig. 3a). However, no impact on PARG protein levels

(Fig. 4a, b), PARP activity (Fig. 4c) or the recruitment of

EGFP-PARP-1 and XRCC1-YFP to sites of laser-induced

DNA damage sites (Fig. 4d) were noted in either model in

direct contrast to the PAR dependent phenotype seen in the

PARP-2 depleted HeLa cell line. These results would

suggest that the direct interaction of PARP-1 and XRCC1

with PARP-2 [4] could not account for the reduced

recruitment observed of both proteins seen in the HeLa

PARP-2KD cells. The PARP activity measured in the two

model cell lines PARP-2 depleted is not different than the

PARP activity measured in the respective control cells

expressing the PARP-2 protein (p \ 0.5 and p \ 0.4,

respectively) (Fig. 4d). These observations suggest that

unlike the situation in murine cells where PARP-2 deple-

tion results in a reduced PARP activity measured by a

similar method [1, 40] (Fig. 4d), PARP-2 depletion in

human cells does not reduce PARP activity.

Discussion

Poly(ADP-ribosyl)ation regulates the activity of many

proteins involved in different cellular processes including

DNA repair and cell death. While the involvement of

PARP-1 in both the BER and SSBR pathways as well as

DNA DSB repair has been examined, the role of PARP-2

PARP-2 depletion and DNA damage responses 1593

123

147



Fig. 4 Impact of the depletion of PARP-2 in U2OS and AS3WT2

cells The depletion of PARP-2 in U2OS and AS3WT2 cells had no

impact on the relative PARG protein level compared to the parental

line transfected with a control shRNA a was quantified b from three

independent extracts, or on c PARP activity as measured by the

incorporation of isotope from 32P-NAD? into trichloroacetic acid-

precipitable proteins, or d the recruitment of EGFP-PARP-1 or

XRCC1-YFP to sites of laser-induced DNA damage sites in AS3WT2

PARP-2KD cells or EGFP-PARP-1 in U2OS PARP-2KD cells. The

PARP-2 depleted cells used were generated using the shRNA that

targeted PARP2 at nucleotides 829–847 (AS3WT2 PARP-2KD 1470)

or at nucleotides 1,077–1,095 (AS3WT2 PARP-2KD 1471)
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in these processes is less well characterized. In the present

study, we have found that the depletion of PARP-2 using a

shRNA construct results in radiosensitivity in the three

models examined but that PARP-2 depleted Hela cells have

additional phenotypes that reflect a change in the status quo

of the polymer levels that is not seen in the other two

models examined. The PAR-related phenotype seen in

HeLa cells is robust: it was seen in 3 independent clones

cultured for over 20 passages and the concomitant changes

associated with increased PAR levels can be reversed on

re-expression of PARP-2.

In the HeLa PARP-2KD cells the increased PAR levels

are associated with a small but reproducible increase in

PARP activity and a decrease in PARG activity associated

with a decrease in PARG protein and mRNA levels. An

increase in PARP activity in the absence of PARP-2 has

previously been reported in thymocytes and stimulated B

lymphocytes from Parp2-/- mice with a 20 % increase in

PAR synthesis compared to Control cells [17, 41, 42]. In

contrast while no changes in PARP activity were seen in

the U2OS and AS3WT2 cells when PARP-2 was depleted

reduced PAR activity was found in PARP2-/- immortal-

ized 3T3 fibroblasts (this study and [1]) and in PARP2-/-

MEF cells [1, 4] and PARP-2 depleted MOVAS cells [40].

These results suggest that additional mechanisms exist that

regulate PARP activity that involve PARP-2 and appear to

be cell type specific. The observation that the in vitro PAR

synthesis rate catalyzed in the presence of both PARP-1

and PARP-2 was lower than in the case of PARP-1 alone

[4, 43], could suggest the PARP-1/PARP-2 homodimer can

downregulate PARP-1 activity or that following activation

through binding to DNA structures the poly(ADP-ribo-

syl)ation of PARP-1 by PARP-2 impacts on its enzymatic

activity [4, 43].

The HeLa PARP-2KD cells also show a robust reduction

in PARG expression. It has also been reported that the

constitutive suppression of the Parg gene in cells using a

shRNA approach caused the accumulation of PAR levels [1,

28] and that Parp1 gene expression and PARP-1 protein

expression is downregulated by the knockdown of the Parg

gene [44, 45]. The balance between these proteins has been

shown to influence transcriptional regulation of many genes

with PARP-1 and PARG enzymatic activities required for

some but not all target genes [29]. Our results would suggest

that the impact of PARP-2 on the expression of PARG at the

transcriptional level may be cell type specific.

Taken together the results from the three cell models

highlight the complex interplay between the PARP-1,

PARP-2, and PARG proteins both in terms of their

expression and enzymatic activity. Why this PAR-related

phenotype is only seen in the HeLa cells and not in the

AS3WT2 or U20S cells is not clear. One possibility is that

it is the balance between the expression of the 3 proteins or

their mRNAs that is essential for the observed response and

that the depletion of PARP-2 perturbs this balance trig-

gering other changes. In the AS3WT2 or U20S cells,

although the levels of the PARG transcript and protein are

lower than the reduced level seen after PARP-2 depletion

in HeLa cells this lower level is not sufficient to cause an

overall increase in polymer levels suggesting that addi-

tional factors control this status quo. Transcriptome

analysis of the different PARP-2 depleted clones could

potentially help to unravel these observations. PARP-1

activity can also be modulated by post-translational mod-

ifications. For instance, we have previously shown in HeLa

cells that the depletion of the Cdk5 kinase is associated

with increased PARP-1 activity resulting in increased

polymer levels [32]. Whether differences in such modifi-

cations could be underlying these variations could be

addressed using an analysis of the PARP-1 protein in the

different models by mass spectrometry.

One consequence of PARP-2 depletion that was shared

between the three lines was an increased sensitivity to the

cell killing effects of IR. While this has not yet been further

investigated in the AS3WT2 or U20S cells, the observation

that HeLa PARP-2KD cells show S-phase radioresistance

distinguishes them from HeLa PARP-1KD cells [25, 36].

This would suggest that PARP-2 might be implicated in not

only the processing of DNA SSBs but also of DSBs gen-

erated throughout the cell cycle supported by the

observation that the HeLa PARP-2KD cells were sensitive

to NCS. Such a role for PARP-2 is supported from animal

models. In Parp2-/- MEF model, a significant delay in

DNA strand break sealing after exposure to MNU, as

measured by the Comet assay, was found and Parp2 KO

mice and Parp2-/- mouse 3T3 fibroblasts were sensitive to

the cell killing effects of IR [3, 46]. While PARP-1 clearly

has a role in replication fork restart by homologous

recombination and NHEJ (see Robert et al. [13]), the

experimental evidence for a role of PARP-2 in DSB repair

is sparse [17, 42]. PARP-2 was reported to suppress

translocations between c-myc and IgH, which are induced

during class switching [17] and impaired T cell receptor

rearrangements in mice [42]. In addition, it cannot be ruled

out that the increased sensitivity is not, at least in part, a

consequence of the deregulated PAR levels found in the

absence of PARP-2 that impacts on the choice of DNA

repair pathways.

In conclusion, these results highlight the cell type and

species-specific phenotypes associated with the depletion

of PARP-2 and identify a common feature namely radia-

tion sensitivity. Whether the differences reflect the

presence or absence of other enzymatic activities that

might modulate overall PARP activity remains to be

established but clearly care must be taken on the extrapo-

lation of cellular phenotypes between different cell models.
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a

b

SUPPLEMENTARY FIGURE 1

Supplementary Fig. 1 Impact of PARP-2 depletion in HeLa cells on mRNA expression profiles and cell
survival. The depletion of PARP-2 was associated with (a) a reduction in pargmRNA in the three HeLa
PARP-2KD clones. Data represents mean ± SD from at least three independent experiments. (b) Lower
clonogenic survival was observed in HeLa PARP-2KD cells compared to Control cells (Control cells—
open symbols, PARP-2KD cells—closed symbols) after exposure to increasing doses of γ-rays in S-
phase (b-left panel) or neocarzinostatin in asynchronous cultures (b-right panel). Data represents
mean ± SD from at least two independent experiments in triplicate. Data represents mean ± SD from
one experiment in triplicate. In panels b, the solid lines represent the curves drawn for best fit of
data to the linear-quadratic equation (see Materials and Methods). The dotted lines mark the upper
and lower limits of the confidence interval drawn from the SDs calculated for the α and β parameters
of the linear-quadratic model
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Supplementary Fig. 2 Restoring PARP-2 protein expression leads to restoration of PARG protein
expression. The expression of PARP-1, PARG, and PARP-2 protein for HeLa PARP-2KD depleted cells
(clones 1,470/1, 1,470/7, and 1,471/13) and the Control cells grown in the presence on hygromycin B
(a-upper panel) were compared the protein expression to the same clones grown for 21 days in the
absence of hygromycin B (a-lower panel). Growth in the absence of hygromycin B resulted in a
concomitant increase in the expression of the PARP-2 and PARG proteins (a), a lowering of PARP activity
to levels seen in Control cells as assessed by the incorporation of isotope from 32P-NAD+ into
trichloroacetic acid-precipitable proteins (b) and levels of polymers that were similar to that seen in
Control cells as assessed by western blotting from untreated cell cultures (c). (d) Quantitative analysis
of the relative spot intensity with time for the recruitment of EGFP-PARP-1 to sites of laser-induced
damage in Control cells (closed circles), the PARP-2KD clone 1,470/7 grown in the presence of
hygromycin (open triangles) or the absence of hygromycin (closed triangles). Data represents mean
relative spot intensity ± SEM, n = 40–57 individual cells 153
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SECONDE PARTIE : 

PARP2 contrôle le choix des voies de la réparation des 

cassures double-brins de l’ADN en limitant le recrutement 

de 53BP1 et en stimulant la résection des extrémités 
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Introduction 

Comme décrit dans l’introduction, la réparation des CDBs de l’ADN est primordiale dans 

le maintien de la stabilité du génome. Ces dommages peuvent provenir de sources endogènes 

associées à la réplication de l’ADN ou au métabolisme cellulaire, ou de sources exogènes comme 

l’exposition aux radiations ionisantes ou à certains agents de chimiothérapie. Quatre voies majeures 

de la réparation se partagent la prise en charge des extrémités pour assurer leur ligation, les voies 

du C-EJ et du Alt-EJ, de la RH et du SSA.  

La voie du C-EJ dépend de la reconnaissance des extrémités par l’hétérodimère Ku qui sert 

de plateforme pour le recrutement des complexes de maturation et de ligation des extrémités de la 

cassure (Chiruvella et al., 2013). Cette voie de la réparation ne requière que peu de maturation des 

extrémités et est donc relativement conservative à ce titre (Guirouilh-Barbat et al., 2004). 

Cependant, la voie du C-EJ peut être à l’origine de multiples translocations qui est l’une des 

caractéristiques des cellules tumorales (Bhargava et al., 2017; Ghezraoui et al., 2014). 

La voie de la RH est initiée par les protéines du complexe MRN en partenariat avec 

l’endonucléase CtIP, qui catalyse la résection des extrémités, permettant la formation d’un ADN-

simple-brin 3’. Suite à l’extension de la résection par des nucléases et des hélicases, la protéine 

RPA qui stabilise l’ADN simple-brin est échangée par l’ATPase RAD51 par l’action de BRCA2. 

Le nucléofilament ainsi formé peut ensuite envahir la chromatide sœur au niveau d’une région 

d’homologie permettant la resynthèse de l’information génétique qui est suive de la finalisation de 

la réparation par la RH (Renkawitz et al., 2014). Cette voie est aussi largement conservative, mais 

peut toutefois produire de longues délétions ou des duplications en tandem au niveau des multiples 

séquences répétées présentes dans notre génome (Lehrman et al., 1985; Pentao et al., 1992; Yen et 

al., 1990).  

L’initiation de la résection par le complexe MRN et CtIP peut aussi permettre de révéler 

des régions d’homologies qui peuvent servir à l’appariement des extrémités par les voies du Alt-

EJ et du SSA (Ceccaldi et al., 2016). De par leur nature, ces voies de la réparation sont 

intrinsèquement délétères et produisent des délétions de tailles variables ainsi que des 

translocations (Elliott et al., 2005; Guirouilh-Barbat et al., 2007).  
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Un contrôle spatio-temporel strict de l’initiation de ces voies est donc essentiel car aucune 

d’entre-elles n’est parfaitement conservative dans tous les contextes. Ce contrôle est permis par 

l’action antagoniste des protéines 53BP1 et BRCA1 sur la prise en charge des extrémités. 53BP1 

et ses partenaires RIF1, PTIP et MAD2L2 inhibent le recrutement de BRCA1 et la résection 

dépendante de CtIP en phase G1 du cycle cellulaire par un mécanisme non élucidé, favorisant ainsi 

la voie du C-EJ (Boersma et al., 2015a; Feng et al., 2013; Polato et al., 2014; Wang et al., 2014; 

Xu et al., 2015). A l’opposé, BRCA1 relocalise 53BP1 des sites de dommages via son activité E3 

ubiquitine ligase en coopération avec son partenaire BARD1 (Densham et al., 2016), et RIF1 en 

collaboration avec l’E3 ubiquitine ligase UHRF1 (Zhang et al., 2016), permettant ainsi l’initiation 

des voies de la réparation qui dépendent de l’initiation de la résection. Le contrôle de l’initiation 

de la résection apparait donc essentiel dans le contrôle du choix des voies de la réparation ainsi que 

dans le maintien de la stabilité du génome. 

PARP1 et PARP2 sont responsables de la quasi-totalité de la synthèse nucléaire des PAR 

(Ame et al., 1999). PARP1 et PARP2 ont un rôle équivalent dans la stimulation de la réparation 

des CSBs, dans la promotion de la RH aux fourches de réplication arrêtées et dans la protection de 

l’apparition de lymphomes T chez la souris (Bryant et al., 2009; Navarro et al., 2017; Schreiber et 

al., 2002). Cependant, alors que PARP1 est préférentiellement activé par les extrémités franches 

des cassures de l’ADN, PARP2 présente une affinité pour les « gaps » et les « flaps » qui sont des 

intermédiaires de réparation, suggérant un rôle distinct de ces deux protéines dans la réparation 

(Eustermann et al., 2011; Kutuzov et al., 2013a; Langelier et al., 2014b; Obaji et al., 2016; 

Sukhanova et al., 2016). Ces observations sont probablement expliquées de par l’absence de 

conservation des domaines de liaison à l’ADN de PARP1 et PARP2 (Ame et al., 1999). De plus, 

les cinétiques de recrutement de PARP1 et PARP2 au site de dommages à l’ADN induits par micro-

irradiation laser diffèrent (Mortusewicz et al., 2007).  

Lors de l’étude précédente présentée ci-dessus, nous avons observé que la déplétion de 

PARP2 dans la lignée HeLa diminue significativement la survie cellulaire en réponse aux CDBs 

de l’ADN induites par la néocarzinostatine, suggérant un rôle de PARP2 dans la réparation des 

CDBs (Boudra et al., 2015). Plusieurs évidences dans la littérature abondent dans ce sens.  
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- Tout d’abord, ce rôle pourrait être spécifique de PARP2 puisque l’absence de PARP1 ne

sensibilise pas aux dommages induits par la néocarzinostatine (Bolin et al., 2012; Noel et

al., 2003).

- Lors de la réparation des CDBs induites durant le CSR chez la souris, l’absence de PARP2

cause une augmentation de la fréquence des translocations IgH/c-myc d’un facteur 9, un

facteur d’augmentation aussi important que lorsque la kinase ATM ou le suppresseur P53

sont inactivés (Ramiro et al., 2006; Robert et al., 2009). Ces translocations proviennent

majoritairement de la voie de jonction des extrémités pouvant ainsi suggérer un rôle

suppresseur de PARP2 dans ce contexte.

- La déplétion de PARP2 chez la souris produit aussi un stress réplicatif chronique, associé

avec l’accumulation de CDBs en phase S du cycle cellulaire et la présence de micronoyaux

dans les erythroblastes (Farres et al., 2015). Chez l’homme, PARP2 a été identifié dans un

crible ayant pour objectif l’identification des protéines impliquées dans la réponse au stress

réplicatif, pouvant suggérer un rôle commun de PARP2 (Kavanaugh et al., 2015).

- Au cours de la méiose, l’absence de PARP2 est associée avec une diminution d’un facteur

2 à 3 du nombre de chiasmas entre les chromatides sœurs, ce qui conduit à un mauvais

alignement des chromatides et à des défauts de ségrégation chromosomique (Dantzer et al.,

2006). Les chiasmas correspondant aux régions de recombinaison en chromatides sœurs,

cette observation peut suggérer un rôle de PARP2 au sein de la RH.

- Finalement, l’expression de PARP2 est stimulée en réponse à la mitomycine C dans une

lignée de cancer du col de l’utérus, la mitomycine C étant un agent génotoxique produisant

des pontages de l’ADN (Kang et al., 2010). De même, l’expression de PARP2 est induite

dans des xénogreffes de tumeurs hépatiques en réponse à un traitement par les radiations

ionisantes ou la doxorubine (Lin et al., 2016).

Prises ensemble, toutes ces données suggèrent un rôle de PARP2 dans la réponse aux CDBs de 

l’ADN. Sur la base de ces données, nous avons donc décidé d’analyser pour la première fois le rôle 

de PARP2 dans la prise en charge des CDBs de l’ADN par la méganucléase I-Sce1. Lors de 

l’initiation du projet, nous avons développé une collaboration avec l’équipe de Bernard Lopez, afin 

d’utiliser des lignées cellulaires contenant des substrats permettant de mesurer l’efficacité de la 

réparation d’une CDB de l’ADN.  
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Le substrat de la réparation des CDBs par la voie de jonction des extrémités mesure l’efficacité 

des voies du C-EJ et du Alt-EJ (Guirouilh-Barbat et al., 2004 et figure 26). Ce substrat est présent 

au sein du génome d’une lignée de fibroblastes en une seule copie et permet de mesurer l’efficacité 

des voies du EJ après induction de deux CDBs induites par l’enzyme de restriction I-Sce1. 

Figure 26 : Description du substrat d’analyse des voies de jonction des extrémités. Ce substrat contient 

trois cassettes d’expression (H2Kd, CD8 et CD4) dont seule H2Kd est exprimée car suffisamment proche 

du promoteur. Les cassettes H2Kd et CD8 sont entourées par deux sites de restriction pour l’enzyme I-Sce1, 

distant de 3.2 kb. L’expression de I-Sce1 produit deux CDBs de part et d’autre qui peuvent être réparées par 

jonction des extrémités. Si les cassettes H2Kd et CD8 sont excisées, alors CD4 sera exprimée et détectable 

par cytométrie en flux. Une inversion permet l’expression de CD8 qui est présente en orientation inverse. 

Dans ce contexte précis, les extrémités seront en revanche non cohésives.  

La réparation des deux CDBs induites par I-Sce1 peut produire deux scénarios : un 

évènement d’excision rapproche la cassette CD4 du promoteur permettant sa détection par 

cytométrie en flux, alors qu’une inversion des cassettes H2Kd et CD8 permet l’expression du 
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marqueur CD8. Au cours de cette étude, nous nous sommes focalisés sur l’analyse de l’expression 

du marqueur CD4. De façon importante, la nature des jonctions post-réparation peut être 

déterminée par séquençage. L’équipe de Bernard Lopez a mis en évidence que la nature des 

jonctions permet de déterminer l’utilisation des voies du C-EJ ou du Alt-EJ. Ainsi, les délétions de 

4 pb ou moins, correspondant à « l’overhang » produit par I-Sce1, sont dépendantes de Ku et de 

XRCC4 et correspondent à des évènements de réparation dépendants de la voie du C-EJ. A 

l’inverse, toutes les délétions au-delà de cet « overhang » correspondent à des évènements de la 

réparation dépendants de la voie du Alt-EJ (Guirouilh-Barbat et al., 2004; Guirouilh-Barbat et al., 

2007). De façon  importante, l’efficacité de réparation de ce substrat n’est pas dépendante de la 

position des cellules dans le cycle cellulaire (Guirouilh-Barbat et al., 2008). 

Figure 27 : Description du substrat DR-GFP. Deux GFP non codantes sont présentes dans ce substrat. 

La première contient un site I-Sce1 ainsi que deux codons STOP dans le cadre de lecture alors que la seconde 

est tronquée. Un évènement de recombinaison permet la reconstruction d’une GFP fonctionnelle détectable 

par immunofluorescence ou par cytométrie en flux. 

Le substrat de la réparation par la RH, nommé DR-GFP, a été développé par l’équipe de 

Maria Jasin (Pierce et al., 1999 et figure 27). Ce substat contient deux GFP inactives, séparées de 

3.7 kb. Après induction d’une CDB unique par I-Sce1, la seconde GFP qui est tronquée sert de 
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donneuse pour la conversion génique. Le produit de réparation de la RH permet ainsi de 

reconstituer une GFP fonctionnelle. 

Finalement, le substrat SA-GFP, aussi développé au sein de l’équipe de Maria Jasin, permet 

de reconstruire une GFP fonctionnelle en rapprochant deux formes tronquées du gène codant pour 

la GFP par la voie du SSA, en utilisant 266 pb d’homologie (Stark et al., 2004a). Cette forme de 

réparation produit une délétion de 2.7 kb. Ce substrat peut aussi être réparé par la RH, mais une 

GFP fonctionnelle ne sera pas reconstruite dans ces conditions.  

En utilisant 4 lignées cellulaires différentes contenant ces substrats, j’ai déterminé le rôle 

relatif de PARP1 et de PARP2 au sein de la réparation des CDBs de l’ADN. 
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Résultats 

L’analyse des rôles respectifs de PARP1 et de PARP2 dans la réparation des CDBs de 

l’ADN a abouti à la rédaction d’un article de recherche qui est actuellement soumis dans Nucleic 

Acid Research Les principaux résultats de cet article sont présentés ci-dessous  

- La déplétion de PARP2 diminue l’efficacité des voies de réparation de la RH, du Alt-

EJ et du SSA et augmente l’efficacité de la voie du C-EJ alors que l’absence de PARP1

n’affecte pas l’efficacité de réparation des CDBs.

- Le rôle de PARP2 dans la réparation des CDBs est indépendant de son activité

enzymatique

- PARP2 stimule la résection des extrémités expliquant pourquoi son absence affecte

l’efficacité des voies de la réparation qui dépendent de cette étape

- PARP2 limite l’accumulation de 53BP1 à la chromatine, une barrière de la résection

- En absence de 53BP1, la présence de PARP2 n’est plus requise pour la réparation des

CDBs de l’ADN

- PARP2 coopère avec BRCA1 pour faciliter la réparation des CDBs par la RH, le SSA

et le Alt-EJ.

La compilation de ces données nous permet de proposer un modèle au cours duquel PARP2 

limite l’accumulation de 53BP1, ce qui canalise la réparation des CDBs de l’ADN vers les voies 

de réparation dépendantes de la résection des extrémités (RH, SSA, Alt-EJ), au détriment de la voie 

du C-EJ. 
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ABSTRACT  

Double strand breaks (DSBs) are one of the most toxic lesions to cells. DSB repair by the 

canonical non-homologous end-joining (C-EJ) pathway involves minor, if any, processing of the 

broken DNA-ends, whereas the initiation of DNA resection channels the broken-ends towards 

DNA repair pathways using various lengths of homology. Mechanisms that control the resection 

initiation are thus central to the regulation to the choice of DSB repair pathway. Therefore, 

understanding the mechanisms which regulate the initiation of DNA end-resection is of prime 

importance. Our findings reveal that poly(ADP-ribose) polymerase 2 (PARP2) is involved in 

DSBR pathway choice independently of its catalytic activity. We show that PARP2 favors repair 

by homologous recombination (HR), single strand annealing (SSA) and alternative-end joining 

(A-EJ) rather than the C-EJ pathway and increases the deletion sizes at A-EJ junctions. We 

demonstrate that the PARP2 specifically limits the accumulation of the resection barrier factor 

53BP1 at DNA damage sites, allowing efficient CtIP-dependent DNA end-resection. 

Collectively, we have identified a new PARP2 function which directs DSBs towards resection-

dependent repair pathways. 

162



INTRODUCTION 

Deoxyribonucleotide acid (DNA) double strand breaks (DSBs) are one of the most toxic 

lesions to cells. If unrepaired or misrepaired, DSBs result in cell death or in genome instability, 

which could contribute to cancer development. Repair of DSBs by the canonical non-

homologous end-joining (thereafter referred to as canonical end-joining or C-EJ) pathway 

involves minor, if any, processing of the broken DNA-ends and requires the Ku70/80 complex 

(Ku) and DNA-PKcs (1). Binding of DSBs by Ku (2,3) and by 53BP1 in complex with its partner 

RIF1 and PTIP which coordinate the action of Rev7 (4-11) all facilitate C-EJ by preventing DNA 

end-resection by nucleases.  

In contrast, the initiation of DNA resection channels the broken ends towards homology 

or microhomology-mediated repair. This process is initiated by the MRE11-RAD50-NBS1 

complex (MRN) together with CtIP, resulting in the formation of a 3’-single-stranded DNA 

(ssDNA) stretch (12-15). The DSBs can then be processed by homologous recombination (HR), 

single strand annealing (SSA), alternative-end joining (A-EJ) or microhomology-mediated 

template switching (MMTS) pathways (16-19).  

When central key C-EJ proteins, such as Ku70/80 or ligase IV are not functional, the 

DSBs are channeled to the A-EJ pathway after relatively short stretches of broken end-resection 

(16,20,21). The A-EJ is completed by the sealing of the break with the possible use of DNA 

sequence microhomology requiring the activity of poly(ADP-ribose) polymerase 1 (PARP1), 

polymerase θ and DNA ligase I and III (22). In contrast extensive resection, catalyzed by the 

EXO1, DNA2 and BLM proteins (11,23-25), is required for channeling the repair towards HR 

(26,27). The RPA complex that protects the ssDNA stretch generated by resection is replaced by 

RAD51, forming a nucleofilament in preparation for the subsequent homology search and strand 

invasion steps of HR (28). When strand invasion cannot occur or fails, the annealing of two 

complementary sequences that present some homology, leads to repair by SSA (12,21,29). 

The C-EJ and HR pathways are both essentially conservative, whereas the A-EJ, SSA and 

MMTS pathways will inexorably produce deletions and eventually insertions at the junction of 

the repaired DNA ends. Therefore, understanding the mechanisms which regulate DNA end-

resection and control the appropriate channeling of broken DNA ends towards conservative or 

mutagenic repair, is of prime importance (1). 
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The synthesis of polymers of ADP-ribose (PAR) is catalyzed by members of the 

poly(ADP-ribose) polymerases (PARP) protein family of which the activities of PARP1, PARP2 

and PARP3 increase in response to DNA strand breaks (30-32). The PARP catalytic inhibitors 

currently used in the clinic or under development target both PARP1 and PARP2 because of the 

remarkable conservation in the structure of their catalytic domain (33). This high degree of 

similarity could in part explain the functional redundancies between the two proteins, in spite of 

the large differences in respective levels of enzymatic activity (30). Indeed, PARP1 and PARP2 

are equally important in suppressing genomic instability in response to DNA damage (34), 

facilitating the repair of single-strand breaks (SSBs) (35) and restarting stalled replication forks 

(36). They also play redundant functions in suppressing T-cell lymphoma (37). However, PARP1 

is preferentially activated by DNA nicks and DSBs, whereas PARP2 is predominantly activated 

by DNA gaps, flaps and recombination intermediates (38-41). Based on these DNA binding 

specificities it might be expected that PARP1 and PARP2 play different roles in DSB repair.  

PARP1 has been shown to be involved in the repair of DSB by the A-EJ pathway (42) 

and PARP3 promotes repair of DSB by the C-EJ pathway(31,43), however there is less direct 

evidence for an involvement of PARP2 in DSB repair (DSBR). For instance PARP2 expression 

is induced by mitomycin C in cervical cancer and by radiation and doxorubicin in 

hepatocarcinoma where it correlates with larger and more aggressive tumors (44,45). In addition, 

PARP2, but not PARP1 depletion, results in sensitivity to the DSB inducing agent 

neocarzinostatin (46) and PARP2 specifically protects against illegitimate IgH/c-myc 

recombination during class switch recombination in mice (47). Taken together these observations 

suggest that PARP2 may be involved in DSBR, and prompted us to investigate the potential role 

of PARP2 in DSB repair by HR, SSA and EJ in human cell lines. 

We present results highlighting an unsuspected strategic role for PARP2 in orienting the 

choice of DSBR pathways. We found that PARP2 limits 53BP1 accumulation at the site of DSB, 

thus favoring CtIP-dependent DNA end-resection. PARP2, together with BRCA1, enhances HR, 

SSA and A-EJ dependent DSBR. Moreover, the PAR synthesis activity of PARP2 is not required 

for its function in the DSBR pathway choice. 
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MATERIALS AND METHODS 

Plasmid constructs 

The eGFP-PARP-2, GFP-53BP1 and DsRed-Isce1 expression plasmids were a kind gift 

from Dr. V. Schreiber (UMR7175CNRS, ESBS, Illkirch, France), Dr. A. Friedl (Angewandte 

Physik und Messtechnik LRT2, UniBW, Germany) and Dr. A. Carreira (UMR3348, Institut 

Curie, Orsay, France) respectively. The eGFP-C1-FLAG-Ku70, eGFP-C1-FLAG-Ku80, eGFP-

C1-FLAG-XRCC4 were obtained from Addgene (references #46957, #46958 and #46959). The 

eGFP-PARP-2 E545A protein was obtained by mutation of the peGFP-PARP2 plasmid using the 

QuikChange II XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent) and verified by sequencing. The 

eGFP-PARP2 was rendered resistant to the siRNA PARP2#1 by introduction of silent mutations 

at the following nucleotide (5’-CTGATTCAATTGCTGGAAGATGAT-3’). 

Cell lines and transfection 

The SV40-transformed human fibroblast (HF) cell line has been previously described 

(48). All cell lines were grown at 5% CO2, 37°C in Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(DMEM) supplemented with antibiotics and 10% FCS. All tissue culture reagents were from 

ThermoFisher Scientific. Bleomycin was obtained from the Institut Curie hospital, the PARP 

inhibitor Veliparib (also known as ABT-888) was purchased from ENZO Life Science. For 

protein depletion, cells were transfected with 20 nmol of the targeting siRNA with Interferin 

(Ozyme, France) according to the manufacturer’s instructions. Gene-specific siRNAs for PARP2 

(#1 5’-CUAUCUGAUUCAGCUAUUA-3’, #2 5’-GGUUACCAGUCUCUUAAGA-3’ and #3 

5’-GACCAACACUAUAGAAACC-3’), for PARP-1 (#1 5’-GAAAGUGUGUUCAACUAAU-3’ 

and #2 5’-GGGCAAGCACAGUGUCAAA-3’), for BRCA1 (5’-

GGAACCUGUCUCCACAAAG-3’), for CtIP (5’-GCUAAAACAGGAACGAAUC-3’), XRCC4 

(5’-AUAUGUUGGUGAACUGAGA-3’), for 53BP1 (5’-

AGAACGAGGAGACGGUAAUAGUGGG-3’), for RIF1 (5’-AGACGGUGCUCUAUUGUUA-

3’), for siluciferase (5’-CUACGCCGAGUACUUCGA-3’) and negative control siRNA (SR-

CL000-005) were obtained from Eurogentec. Plasmids were transfected with Jet-PEI (Ozyme, 

France) according to the manufacturer’s recommendations. 
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Cell lysates, immunoblotting and immunofluorescence microscopy 

Whole cell extracts were prepared by resuspending the cells in 50 mM Tris–HCl pH 7.5, 

20 mM NaCl, 0.1% SDS, 1mM MgCl2,10 mM β-Glycero phosphate and 1 mM sodium vanadate 

containing 50 U/ml of the DNase Benzonase (Merk Millipore) and protease inhibitors cocktail 1 

(Sigma-Aldrich) and incubated at 4°C for 20 min. The solubilized proteins were separated from 

the cell debris by centrifugation, denatured in Laemmli loading buffer and separated on SDS-

PAGE gels. The protein contents were analysed by western blotting using the Oddysey reagents 

and imaging system (LI-COR Biosciences) according to the manufacturer recommendations. 

For protein immunofluorescence staining, cells were grown on glass coverslips. When 

cells were treated with bleomycin prior to immunostaining, the treatment at a final concentration 

of 25 µg/ml was performed for 2 hours in culture media. For recovery, the cells were washed 

with drug-free media and further incubated for the indicated time into drug-free media. The cells 

were washed in PBS then soluble proteins were pre-extracted for 5 min on ice in 20 mM NaCl, 

300 mM sucrose, 3 mM MgCl2, 10 mM Hepes pH 7, 1 mM EGTA, 0.5% Triton X-100 and fixed 

in 4% paraformaldehyde at room temperature. Prior to performing the immunostaining, the cells 

were incubated for 10 minutes with 0.2% Triton X-100 in PBS and blocked for 30 min in BSA 

5%. Primary antibody incubations were done overnight at 4°C. After three washes with 0.5% 

Triton X-100 in PBS, cells were incubated with appropriate Alexa-labeled secondary antibody 

(Molecular Probes) for 2 hours at room temperature. Cells were washed three times with 0.5% 

Triton X-100 in PBS and DNA was counter-stained with 0.1 ug/ml 4’,6-diamidino-2-

phenylindole (DAPI) in PBS before mounting in fluorescent mounting medium (DAKO). Images 

were taken using a large field Leica 3D microscope at the 63X objective (Leica microsystem). 

Antibodies used in this study were : anti-53BP1 (Abcam 21083), anti-RAD51 (Santa Cruz, H-

92), anti-RIF1 (Santa Cruz, N-20), anti-γH2AX (Upstate, clone JBW301), anti-RPA32 (Abcam 

2175), anti-Ku80 (Abcam 33242), anti-BRCA1 (Santa Cruz, D-9), anti-PARP-1 (Enzo, C2-10), 

anti-PARP-2 (Enzo, ALX-804-639), anti-XRCC4 (Abcam 145), anti-CtIP (Santa Cruz, T-16), 

anti-Actin (Thermo Fisher, Ab5), anti-CD4 (BD clone RM4-5). 

Flow cytometry 

Cell cycle analysis was performed by collecting the cells followed by an overnight 

fixation in 70% ethanol at -20°C. Cells were rehydrated in PBS containing 0.25% Triton X-100 
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for 15 min and incubated in PBS containing 25 µg/ml propidium iodide and 25 µg/ml RNase for 

15 min at 37°C. For flow cytometry analysis at least 30,000 cells were acquired using a 

FACScalibur (BD Biosciences) and data were processed using the FlowJo software (FlowJo, 

LLC). Quantification of RPA accumulation at the chromatin according to the cells DNA content 

was performed as previously described (49). 

Live-cell microscopy and laser micro-irradiation 

Laser micro-irradiation experiments were essentially performed as described previously 

(46) with some modifications. Briefly, the cells were grown on plastic µ-Dish 35 mm (Ibidi) and

transfected with the eGFP fusion protein expression plasmid 48 hours prior to imaging. The cells 

were presensitized by adding 10 µg/ml of Hoechst dye 33258 to the media. The recruitment and 

the real-time follow-up of the protein of interest was carried out using a Confocal Leica SP5 

system equipped with a 37°C heating chamber attached to a DMI6000 stand using 63x/1.4 

objective of the PICT-IBiSA Orsay Imaging facility of Institut Curie. DNA photodamage were 

locally induced using a 2-photon laser set to minimal power at 810 nm and focused onto a single 

spot of constant size (176 nm) within the nucleus to generate a point of photodamage. 

Recruitment of the protein of interest was followed for 10 min using a 488 nm argon laser line. 

The fluorescent protein enrichment at the photodamage site was extracted with the ImageJ 

software using an in house developed macro (46). Experiments were performed at least three 

times for each protein of interest. 

DNA repair assay 

The efficiency of I-Sce1 induced DNA DSB repair was monitored in previously described 

cell lines. The HF EJ-CD4 (clone GC92) was used to analyse end-Joining efficiency (11), the HF 

DR-GFP (clone RG37) line (50) and the human bone osteosarcoma epithelial cell line U2OS DR-

GFP (51) were used to analyse HR efficiency and the U2OS-SSA line (19) was used to analyse 

SSA. DNA repair analysis is performed as follow, one day before transfection with siRNA, 1.5 x 

105 cells were plated in 60 mm petri dish. After two days, the cells were then transfected with the 

pDsRed-ISce1 plasmid. Cells were collected after a further 48 hour incubation. The GFP positive 

cells for the DR-GFP and the SA-GFP cell lines were scored by flow cytometry (FACS calibur, 

BD Biosciences). For the E-J assay performed in the HF EJ-CD4 line, cells were fixed in 2% 
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paraformaldehyde for 15 min and blocked with 5% BSA in PBS for 30 min. Cells were incubated 

for 45 min with an 0.5ug of an anti-CD4 coupled to FITC in 5% BSA/PBS. The cells were 

washed in PBS before CD4 positive evens were scored by flow cytometry. The relative repair 

efficiency was determined by correcting the proportion of GFP or CD4 positive cells for the 

transfection efficiency deduced from the fraction of DsRed positive cells in each sample. 

DNA sequence analysis of EJ events 

Genomic DNA from HF EJ-CD4 was extracted from frozen cell pellets following DNA repair 

experiments and PCR amplified with Herculase II Polymerase (Agilent Technologie) using the 

primers CMV-5 “ATTATGCCCAGTACATGACCTTATG” and CD4int 

“GCTGCCCCAGAATCTTCCTCT” flanking the junction point. The PCR products were gel 

purified and cloned into the pCR II-Blunt-TOPO vector (Thermo Fisher Scientific) and 

sequenced (GATC Biotech). Events are categorized in two classes according to the DNA 

sequence found at the repair junction. The events limited to the 3’Pnt are repair events for which 

the sequence at the repair junction includes at least one of the four nucleotides from the 3’ Pnt 

generated by I-SceI cleavage. The events with deletion exceeding the 3’Pnt, are events for which 

the sequence at the repair junction have four or more of the nucleotides at the I-SceI cleavage site 

that have been deleted. 

Colony formation assay 

Cells were transfected with siRNAs, incubated for 48 hours and then trypsinised, counted. 

For bleomycin treatment, the cells in suspension were supplemented with media containing 

bleomycin at the indicated concentration and incubated for 1 hour at 37°C. Following drug 

dilution, cells were seeded at 1000 cells per well in 6-well culture plates in triplicate. The cells 

were fixed with ethanol 96% after 7 days, and stained with Coomassie blue R250 (0.05%). 

Colonies of more than 20 cells were counted. Irradiations were carried out at room temperature 

using low-energy Philipps MCN-323 X-ray generator (200-kVp, 0.3-mm copper and 1-mm 

aluminum additional filtration, 80-keV effective energy) operating at 21 mA with a dose rate of 1 

Gy/min. 

168



Statistical analysis 

Unless stated otherwise, statistical analysis performed in the manuscript are standard two-

tails t-test performed using the Graphpad PRISM software. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001 and 

ns, not significant. 

RESULTS 

PARP2 depletion alters DSB repair efficiency 

To investigate the role of PARP2 in the response to DSB, we constructed an SV40-

transformed human normal fibroblast cell line (HF) stably expressing a short hairpin RNA 

(shRNA) to downregulate PARP2 (HF shPARP2) (46). The cells were irradiated with X-rays and 

treated with the radiomimetic drug bleomycin, both of which generating SSBs and DSBs (52). 

Compared to the control cell line (HF shcontrol), PARP2 depleted cells (HF shPARP2) were 

significantly more sensitive to both X-rays (Figure 1A) and bleomycin (Figure 1B). These results 

support a role for PARP2 in DSBs processing. 

Next, we determined whether PARP2 could contribute directly to the repair of a single I-

Sce1-induced DSB in intrachromosomal reporter substrates. We used three cellular models in 

which the I-Sce1-cut is a substrate for HR (HF DR-GFP and U2OS DR-GFP cell lines), or for C-

EJ and A-EJ (HF EJ-CD4 cell line) (see Supplementary Figure S1A-B and Materials and 

Methods section for detailed cell lines’ description) (11,50,51). We first investigated whether 

PARP2 could modulate the efficiency of HR. PARP2 silencing with three different siRNAs 

(Figure 1C and Supplementary Figure S1G) resulted in a significant decrease in HR relative 

efficiency in both HF DR-GFP (Figure 1D) and U2OS DR-GFP (Figure 1E) cell lines when 

compared to the control siRNA treated cell lines. We then evaluated the role of PARP2 in EJ 

repair. We observed that silencing of PARP2 in the HF EJ-CD4 cells, with each of the three 

siRNAs, resulted in a significant increase in EJ relative efficiency compared to the control siRNA 

treated cells (Figure 1F). In comparison, PARP1 silencing with two different siRNAs 

(Supplementary Figure S1F-G) did not alter neither HR relative efficiency in HF DR-GFP and 

U2OS DR-GFP cells, nor EJ relative efficiency in HF EJ-CD4 cells, compared to control siRNA 

treated cells (Supplementary Figure S1C-E). Given that siPARP2#1 had the greatest effect on EJ 

relative efficiency (Figure 1F), increased the relative frequency in γ-H2AX foci formation after 
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bleomycin (Supplementary Figure S1H) and that siPARP1#1 gave the strongest knockdown 

efficacy (Supplementary Figure S1F-G), without affecting the cell-cycle distribution 

(Supplementary Figure S1I), they were used for all subsequent experiments. Taken together, 

these results suggest a specific role for PARP2 for promoting HR and inhibiting EJ during 

DSBR. 

PARP2 promotes HR and A-EJ, independently of its catalytic activity 

In response to DNA damage, PARP1 produces approximately 85% of the overall cellular 

PARylation, whereas PARP-2 activity accounts for most of the residual nuclear PAR formation 

(30). To address whether the catalytic activity of PARP2 was necessary for DSBR regulation, we 

treated both HF DR-GFP and HF EJ-CD4 cell lines depleted of PARP1 with the PARP inhibitor 

Veliparib (also known as ABT-888). We found that treating the PARP1 depleted cells with 

Veliparib had no effect on HR (Figure 2A) and EJ (Figure 2B) relative efficiencies. In addition, 

we observed that the Veliparib treatment had no effect on the HR and EJ efficiencies in the 

siControl treated cells nor in the PARP2 depleted cells (Figure 2A-B). These results suggest that 

the role of PARP2 in modulating DSBR is independent of its catalytic activity and that PARP1 

activity does not affect DSBR either in the presence or in the absence of PARP2. 

To directly test this possibility, the HF EJ-CD4 cells were stably transfected with a 

construct expressing either the GFP fused full-length wild type PARP2 protein (GFP-PARP2) or 

the PARP2 catalytic dead E545A mutant protein (GFP-PARP2 E545A) (Supplementary Figures 

S2A-B). Both proteins could be readily recruited to the site of laser micro-irradiation induced 

DNA damage, as previously reported (Supplementary Figure S2C) (53). We found that PARP2 

silencing by siRNA sensitized HF EJ-CD4 cells to bleomycin, and the reintroduction of either the 

siPARP2 resistant wild type PARP2 or PARP2 E545A mutant fully restored the survival 

efficiency of PARP2 depleted cells, to the level of control cells (Figure 2C), suggesting that 

PARP2 facilitates DSB repair independently of its enzymatic activity. In addition the 

reintroduction of the wild type form or the catalytic dead mutant of PARP2 fully restored the 

relative EJ efficiency in HF EJ-CD4 cells (P = 0.0018 and P = 0.0016, respectively). These 

results allowed us to rule out possible off-targets effect of the siRNAs and to confirm that PARP2 

inhibits EJ and promotes cell survival upon DNA damage independently of its catalytic activity. 
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Interactions between PARP2 and the Ku heterodimer have been reported in vivo (54-56), 

thus we next examined if PARP2 could limit C-EJ efficiency by hindering the accumulation of 

the core EJ proteins at DNA damage sites. We observed that the kinetics of EGFP-Ku80, EGFP-

Ku70 and EGFP-XRCC4 recruitment at sites of laser-induced DNA damage is not altered in 

PARP2-depleted HeLa cells (Supplementary Figures S3A-D). Also, PARP2 and XRCC4 

depletion had independent effects on EJ efficiency (Supplementary Figures S3E-F). Thus, we can 

exclude the possibility that PARP2 is regulating core C-EJ factors. 

To gain more insight into the mechanism behind PARP2’s function during EJ, sequences 

at the EJ repair junctions in HF-EJ-CD4 cells were analyzed (Figure 2E and Supplementary 

Table S1). The EJ repair events were categorized into two classes according to the repair 

mechanism leading to the DNA sequence found at the repair junction (Supplementary Figure 

S1A and Supplementary Table S1). It was previously established that the repair of the I-Sce1 

cleavage site by C-EJ was restricted to the four nucleotides of the 3’-protruding ends (3’-Pnt) 

generated by I-Sce1, whereas the repair of the I-Sce1 cleavage site by the non-conservative A-EJ 

involves deletions exceeding the four nucleotides of the 3’-Pnt (Supplementary Figure S1A and 

(20,57)). We found that the EJ repair events in the siControl or siPARP1 treated cells where 

evenly distributed between events involving 4 of the 3’-Pnt and deletions exceeding the 3’Pnt. 

This is consistent with PARP1’s role in the repair by A-EJ, only in the absence of functional Ku 

(42,58,59). In contrast, the frequency of events including the 3’Pnt reached 64% in PARP2 

depleted cells (Figure 2E), indicating that PARP2 is promoting A-EJ. In addition, the frequency 

of repair events with deletions of more than 20 nucleotides beyond the 3’Pnt was decreased by 

38% in PARP2 depleted cells compared to that of the control cells (P = 0.0335, Figure 2F). The 

expression of wild type PARP2 or PARP2 E545A restored both A-EJ frequencies and the 

deletion sizes to levels similar to that of control cells (Figure 2E-F). 

These findings reveal a new function of PARP2 in modulating DSBR pathway choice that 

is independent of its catalytic activity. The observations that PARP2 does not affect the 

recruitment of core C-EJ factors but promotes HR, A-EJ and contributes to an increase in the 

deletion sizes at A-EJ junctions suggest a role of PARP2 in promoting resection during the repair 

of broken DNA-ends. 

PARP2 stimulates DNA end-resection 
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The initiating step of DNA end-resection is shared between HR and A-EJ repair pathways 

and limitation or inhibition of the resection favors the DSB repair by the C-EJ pathway (1). 

PARP2 depletion reduces HR and A-EJ relative efficiency and decreases the size of the deletion 

at A-EJ repair junctions and also increases the usage of C-EJ. From these observations we 

hypothesised that PARP2 depletion could impede DNA end-resection. Resection at broken DNA 

ends is essential for RAD51 filament formation on ssDNA to drive strand exchange with a 

homologous template during HR. We thus quantified the formation of RAD51 foci detected by 

immunofluorescence after bleomycin treatment in U2OS cells. We found a strong reduction in 

the RAD51 mobilization after bleomycin exposition in cells depleted for PARP2 (P<0.0001, 

Figures 3A-B). We also quantified by flow cytometry the accumulation of the single strand DNA 

binding complex RPA at the chromatin of bleomycin treated cells. We observed that the absence 

of PARP2 impedes the induction of the RPA signal at the chromatin after bleomycin treatment in 

U2OS cells (P = 0.0047, 6 h post bleomycin treatment, Figures 3C-D) and HeLa cells (P = 

0.0073, Supplementary Figure S3G). PARP2 depletion also led to a strong reduction of the 

frequency of bleomycin-induced RPA foci detected by immunofluorescence in U2OS cells (P = 

0.001, Supplementary Figure S3H). To directly assess the presence of single-stranded DNA in 

response to bleomycin exposure, we analysed BrdU signals by immunofluorescence without 

DNA denaturation. The depletion of PARP2 in U2OS cells significantly diminished the 

formation BrdU foci induced by bleomycin treatment (Figures 3E-F). The observations that 

PARP2-deficiency results in a significant reduction in the formation of Rad51 foci, RPA 

accumulation at the chromatin and BrdU foci formation after bleomycin treatment indicates that 

PARP2 favors broken DNA end-resection. 

PARP2 stimulates DNA end-resection by preventing 53BP1 accumulation 

The resection barrier established by 53BP1 and its effector RIF1 favor C-EJ and impedes 

the HR, SSA and A-EJ pathways (5,6,8-11). Based on our results we speculated that PARP2 

might alleviate the end-resection barrier sustained by 53BP1. To test this we analysed 53BP1 foci 

assembly in response to bleomycin in U2OS cells. PARP2 depletion greatly increased the 

average number of bleomycin-induced 53BP1 foci in U2OS cells nuclei (P < 0.0001, Figures 4A-

B). We next monitored the dynamics of GFP-53BP1 recruitment at sites of DNA damage induced 

by laser-microirradiation. We observed a significant higher enrichment of the GFP-53BP1 
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protein at laser-induced DNA damage sites in PARP2-depleted cells, as early as 2 minutes post-

irradiation (P < 0.001, Figures 4C-D). These results demonstrate that PARP2 limits the 53BP1 

accumulation at sites of DNA damage. 

We next investigated the effect of 53BP1 silencing in PARP2-depleted cells on the repair 

efficiency of I-Sce1 cleaved sites. We found that the double depletion of 53BP1 and PARP2 

(Figure 4I) suppresses the defect in HR (Figure 4E), SSA (Figure 4F) in the U2OS SA-GFP cells 

((19) and Supplementary Figure S4A) and A-EJ (Figures 4G-H) of PARP2 depleted cells. In 

addition, the silencing of 53BP1 in the PARP2 depleted cells restores the C-EJ efficiency back to 

the levels seen in siRNA control cells (Figure 4H). Silencing of the 53BP1 co-factor, RIF1, also 

partially rescued HR and EJ efficiency defect in cells depleted for PARP2 (Supplementary 

Figures S4B-D). 

Collectively, our data clearly indicate that PARP2 is contributing to the DSBR pathway 

choice by limiting 53BP1 accumulation at sites of DNA damage, thus allowing broken DNA-

ends resection dependent repair pathways in disfavor of the C-EJ. 

PARP2 co-operates with BRCA1 to stimulate CtIP-dependent end-resection 

The resection step is initiated by the activity of the CtIP protein (60). The action of CtIP is 

antagonized by the end-resection barrier sustained by 53BP1 and its partners (61). We speculated 

that the PARP2 protein might control CtIP-dependent end-resection by limiting 53BP1 

accumulation at broken-DNA ends. To investigate the relationship between PARP2 and CtIP 

proteins during DSBR, we down-regulated PARP2 and CtIP expression in HF DR-GFP, U2OS 

SA-GFP and HF EJ-CD4 cells. CtIP depletion (Figure 5A) led to a significant decrease in the 

relative efficiency of HR (Figure 5C), SSA (Figure 5D) and A-EJ (Figures 5E-F) pathways which 

all depend on the initiation of broken DNA-ends resection. Conversely, CtIP depletion (Figure 

5A) significantly increased the relative EJ efficiency (Figures 5E-F). In addition, depleting 

PARP2 in the CtIP depleted cells did not affect the repair efficiency in CtIP depleted cells. These 

observations are in agreement with the well-established function of CtIP in initiating ssDNA 

formation at broken DNA-ends during homology-dependent repair (12,13,62), and indicate that 

the function of PARP2 in promoting end-resection is dependent on CtIP. 

It has been described that BRCA1 alleviates the barrier sustained by the 53BP1 pathway, 

allowing CtIP-dependent DNA end-resection (63-65) and that the removal of 53BP1 in BRCA1 
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mutant cells is sufficient to allow CtIP-dependent DNA end-resection, which partially restores 

HR and SSA efficiency (5,8-10,61,66). Considering our data show that PARP2 is contributing to 

the DSBR pathways choice by limiting 53BP1 accumulation at sites of DNA damage, we 

investigated whether PARP2 and BRCA1 cooperate in promoting HR, SSA and A-EJ and in 

suppressing C-EJ. The silencing of BRCA1 (Figure 5B) reduced HR (Figure 5C), SSA (Figure 

5D) and A-EJ (Figure 5F) efficiency, this is similar to the effect of CtIP or PARP2 depletion on 

these repair pathways. The depletion of PARP2 in BRCA1 depleted cells (Figure 5B) did not 

further reduce HR (Figure 5C), SSA (Figure 5D) and A-EJ (Figure 5F) efficiency, indicating that 

both proteins function together for the repair of I-Sce1 induced-cut by these resection-dependent 

pathways. 

BRCA1 not only promotes end-resection dependent DSBR, it is also required for the 

efficient repair of I-Sce1 induced-cut by EJ (67-70). We confirmed that BRCA1 depletion 

significantly reduces the EJ efficiency (Figure 5E). In addition, the EJ efficiency in cells depleted 

of PARP2 or 53BP1 is further decreased when BRCA1 is also depleted in these cells (Figure 5E 

and Supplementary Figure S5), suggesting that BRCA1 is promoting both A-EJ and C-EJ. These 

results indicate that the role for BRCA1 in promoting C-EJ is distinct from the role of PARP2 

which suppresses C-EJ by limiting 53BP1 accumulation at DNA damage sites (Figure 4). Our 

observations are in agreement with the previously identified role for BRCA1 in promoting C-EJ 

independently of 53BP1 (68). 

To further characterize the genetic interactions between PARP2 and BRCA1 during DNA 

repair, we analysed the importance of these proteins in promoting cell viability in response to 

bleomycin. The depletion of either PARP2 or BRCA1 increased HeLa cells sensitivity to 

bleomycin, whereas the relatively high sensitivity of BRCA1-depleted HeLa cells to bleomycin 

did not further increase when PARP2 was depleted (Figures 5G-H). Taken together, these 

observations indicate that PARP2 and BRCA1 contribute together to DSBR by the HR, SSA and 

A-EJ pathway, and also confirm that the role for BRCA1 in C-EJ is independent of 53BP1.

DISCUSSION 

In this study, we describe a new function for the PARP2 protein in controlling DSBR 

pathway choice. Indeed, we show that PARP2 prevents the accumulation of 53BP1 at damaged 

chromatin and allows CtIP-dependent broken DNA end-resection. Therefore, we propose a model 
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in which PARP2 is limiting the accumulation of the resection barrier imposed by 53BP1 at 

broken DNA ends, which in turn together with BRCA1 favors the channels DSB repair towards 

resection dependent repair pathways (HR, SSA and A-EJ) rather than C-EJ (Figure 6). 

We also reported that C-EJ inhibition and HR promotion by PARP2 were independent on 

its PARylation activity. The previously known PARP2 functions in DNA repair were all 

associated with its catalytic activity, such as preventing illegitimate IgH/c-myc translocations 

during class switch recombination (CSR) in mice (47), or  promoting the restart of stalled 

replication forks by HR (36). The PARP2 function we report here, that does not require 

PARylation activity, is clearly new and distinct from the previously known PARP2 functions in 

DSBR. 

Our observations that neither PARP1, nor PARP’s catalytic activity, regulate DSBR 

efficiency is consistent with PARP1’s role in the choice of A-EJ only in the absence of functional 

Ku (42,58,59). Nonetheless, it does not preclude a potential role of PARP1 and its catalytic 

activity for DSBR in a more complex chromatin context. Indeed, PARP1 is important for the 

recruitment of several chromatin remodelers, which in turn stimulate the recruitment of DNA 

repair factors at the damaged chromatin (71-73). 

53BP1 is acting as a barrier to resection of the broken DNA ends, blocking CtIP/MRN-

dependent ends processing (18,74). However, the end-resection defect or the genomic instability 

in a CtIP deficient context is not reverted by 53BP1 loss, showing that the displacement of 

53BP1 and its partners is required for CtIP-dependent end-resection (61). Likewise, our results 

highlight that the functions of PARP2 in stimulating HR, SSA and A-EJ are dependent on the 

expression of CtIP, showing that PARP2 and CtIP present an epistatic interaction in promoting 

these pathways, which in turn repress C-EJ. In addition, considering that both the increase in the 

relative C-EJ efficiency and the decrease in HR observed when PARP2 is absent are fully 

reverted when the resection barrier imposed by 53BP1 is removed, further suggests that PARP2 

does not directly stimulate the catalytic reaction of end-resection. Instead, we propose that 

PARP2 limits the accumulation of the 53BP1 at broken DNA ends in favor of CtIP/MRN-

dependent end-resection, thereby placing PARP2 upstream of CtIP/MRN DNA end-processing 

functions. 
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How PARP2 is regulating the recruitment of 53BP1 remains to be fully understood. 

53BP1’s initial recruitment at DNA damage sites is dependent of the dual recognition by its tudor 

domains and the UDR motif of the H2AK15ub and of the H4K20me2 histone marks respectively 

(75,76). One study has proposed that the PARP2 protein can function as a transcriptional co-

repressor by recruiting histone deacetylases and a histone methyltransferase to locally generate 

repressive chromatin at targeted promotors (77). In addition, PARP2 was recently found in a 

complex containing the E3 ubiquitin-protein ligase UHRF1 and RIF1, a 53BP1 partner reported 

to regulate DNA damage repair choice (78). Hence, we speculate that the recruitment of PARP2 

at DNA damage sites through its capacity to recognize multiple DNA damage structures, and this 

independently of its catalytic activity, could bring together enzymes that regulate protein-protein 

interactions at DSB sites to promote accurate lesion repair. 

We also found that the protective function of PARP2 against the genotoxic effect of 

bleomycin, a radiomimetic drug that directly induces DSBs and SSBs (with a 6 to 1 ratio) (52), 

depends on PARP2 protein expression not its’ enzymatic activity. In S-phase, the progression of 

replication fork through unrepaired SSBs can also result in DSB. The requirement of PARP2 for 

the efficient formation of ssDNA, and the formation of HR foci in response to bleomycin, are 

consistent with the role for the PARP2 protein in regulating the accumulation of 53BP1 at broken 

DNA ends. However, PARP2 depletion did not further sensitize BRCA1 deficient cells to 

bleomycin despite its role in SSB resolution (35), suggesting that PARP2, in cooperation with 

BRCA1, promotes cells survival. 

Several studies have shown that BRCA1 is involved in the regulation of end-resection 

initiation by displacing 53BP1 and its partners from DSBs (63-65). Our results suggest that 

PARP2 and BRCA1 play similar roles in alleviating 53BP1-dependent barrier, thus facilitating 

the CtIP-dependent DNA end-resection essential for HR and SSA to proceed. 

In addition, we confirmed that BRCA1 and 53BP1 have distinct functions in stimulating 

EJ (this work and (68)). The observation that the absence of both BRCA1 and PARP2 restores EJ 

relative efficiency mostly through C-EJ, indicate that BRCA1 and PARP2 are not redundant 

during C-EJ. We speculate that the multiple functions of BRCA1 include the removal of the Ku 

complex (68-70) as well as promoting the limited end resection activities required for BRCA1 to 

support both C-EJ and A-EJ (67). 
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In conclusion, our findings identify a new crucial role for the PARP2 protein in regulating 

DSBR pathway choice, independently of its PARylation activity. PARP2 is limiting 53BP1 

accumulation onto broken DNA, facilitating the CtIP-dependent DNA end-resection and thereby 

limiting the repair of double strand breaks by C-EJ. Moreover, our study reveals an independent 

function of BRCA1 in EJ that is yet to be elucidated. Further studies to decipher the catalytic 

activity-dependent and -independent functions of PARP2 during DSBR will be of prime 

importance in the context where small molecule inhibiting PAR synthesis appear likely to 

become a fundamental component in the management of patients with BRCA mutation 

associated tumors. 
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Figure	  2	  :	  PARP2	  promotes	  HR	  and	  Alt-‐EJ	  independently	  of	  its	  cataly4c	  
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Figure	  3	  :	  PARP2	  s4mulates	  DNA	  end-‐resec4on	  	  
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Figure	  5	  :	  CtIP	  is	  required	  for	  PARP2	  to	  s4mulate	  DNA	  end-‐resec4on	  	  
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Figure	  6	  :	  Model	  for	  the	  role	  of	  PARP2	  in	  the	  DSBR	  pathway	  choice	  	  



FIGURE LEGENDS 

Figure 1: PARP2 depletion alters DSB repair efficiency. (A) Effect of PARP2 stable depletion 

on X-rays induced cytotoxicity measured using a clonogenic surviving assay. The analysis was 

performed in control SV40-immortalized human fibroblast (HF shcontrol) and in the PARP2 

stably depleted cells (HF shPARP2). Each treatment was repeated three times in quadruplicate. 

Data represents the mean ± SEM. **P<0.01; ***P<0.001 (Mann-Whitney test). (B) Clonogenic 

cell survival of HF shControl or HF shPARP2 cells in response to bleomycin. Cells in suspension 

were exposed to the indicated bleomycin concentration for 1 h before plating in drug-free media. 

Each treatment was repeated four times in triplicate. Data represents the mean ± SEM. **P<0.01; 

***P<0.001 (Mann-Whitney test). The expression level of the PARP2 protein in the different cell 

cultures was assessed by western blotting. (C) Western blot analysis of whole cell extracts from 

HF EJ-CD4 cells transfected with the indicated siRNA. Cells extracts were prepared 48 h post 

siRNA transfection, corresponding to the I-SceI transfection time point. The relative repair 

efficiency by HR of I-SceI-induced double strand cut is decreased when PARP2 is depleted in 

(D) HF DR-GFP cells and (E) U2OS DR-GFP cells. (F) The relative repair efficiency by EJ of I-

SceI-induced double strand cut is increased when PARP2 is depleted in HF EJ-CD4 cells. Values

plotted represent relative repair efficiency calculated as a ratio of repair efficiency measured in

cells transfected with siControl. Values are mean ± SEM from five (HF DR-GFP cells), six

(U2OS DR-GFP cells) and five (in HF EJ-CD4 cells) independent experiments. *P<0.05;

**P<0.01; ***P<0.001.

Figure 2: PARP2 promotes HR and A-EJ independently of its catalytic activity. HF DR-GFP 

cells (A) and HF EJ-CD4 cells (B) were transfected with the indicated siRNA for two days. 

When indicated, the PARP inhibitor Veliparib (10 µM) was added to the cell culture medium 1 h 

before transfection with the DsRed-I-SceI expression plasmid and kept until the relative repair 

efficiency was analysed. Data represent mean ± SEM from five experiments. **P<0.01; 

***P<0.001; ns, not significant. (C) Clonogenic cell survival was measured in HF EJ-CD4 cells 

transfected with the indicated siRNA and complemented with the wild type GFP-PARP2 or the 

catalytic dead mutant GFP-PARP2 E545A. Cells in suspension were exposed to the indicated 

bleomycin concentration for 1 h before plating in drug-free media. Each treatment was repeated 
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four times in triplicate. Data represents the mean ± SEM. *P<0.05; ns, not significant. (D) The EJ 

repair efficiency was measured in HF EJ-CD4 cells transfected with the indicated siRNA and 

complemented with the wild type GFP-PARP2 or the catalytic dead mutant GFP-PARP2 E545A. 

Data represent mean ± SEM from three experiments, **P<0.01; ***P<0.001. (E) PARP2 

depletion lowers the A-EJ repair efficiency. Analysis of the DNA sequence of repair junction 

from HF EJ-CD4 cells depleted for PARP1 or PARP2 and complemented or not with the wild 

type GFP-PARP2 or the catalytic dead mutant GFP-PARP2 E545A. The EJ repair events are 

categorized according to the DNA sequence found at the repair junction. The events limited to 

the 3’Pnt are repair events for which the sequence at the repair junction includes at least one of 

the four nucleotides from the 3’Pnt generated by I-SceI cleavage; these events are dependent on 

the C-EJ pathway. The events with deletion exceeding the 3’Pnt, are events for which the 

sequence at the repair junction have four or more of the nucleotides at the I-SceI cleavage site 

that have been deleted; these events are dependent on the A-EJ pathway. Numbers indicate the 

percentage of junction events of either type and result from the analysis of 36 to 147 junction 

sequences per condition. (F) The graph represents the percentage of events with deletion of more 

than 20 base pairs at the repair junction. *P<0.05, statistics are presented only when differences 

are significant. 

Figure 3: PARP2 stimulates DNA end-resection. (A) Cell transfected for 48 h with the indicated 

siRNA were untreated or treated for 2 h with 25 µg/ml bleomycin and and fixed immediately 

after treatment (0 h post bleomycin) or released into drug-free media (6 h post bleomycin). Fixed 

cells were stained for the immunodetection of RAD51. Data represent mean number of foci per 

nuclei ± 95% CI from at least 850 cells analysed from three independent experiments. 

***P<0.001 (one-way ANOVA test). (B) Representative images of U2OS cells fixed on 

coverslips, and RAD51 immunostained for foci quantification presented in (A). (C) The 

proportion of U2OS cells positive for RPA32 subunit signal is presented in siControl and 

siPARP2 transfected cells. Cell transfected for 48 h with the indicated siRNA were untreated 

(UT) or treated for 2 h with 25 µg/ml bleomycin and fixed immediately after treatment (0 h) or 

released into drug-free media for the indicated times post-treatment. The soluble proteins were 

extracted and the cells were stained for the immunodetection of the RPA32 subunit and analysed 

by flow cytometry. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ns, not significant. (D) Representative flow 
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cytometry dot plot graphs showing the U2OS cell population treated as indicated and stained with 

propidium iodide (PI) and for RPA32 (RPA). (E) Analysis of the number of BrdU foci in 

siControl and siPARP2 transfected U2OS cells. Cells were transfected with the indicated siRNA 

for 48 h were treated or not for 2 h with 25 µg/ml bleomycin and fixed immediately after 

treatment (0 h) or released into drug-free media (6 h post bleomycin). Cells were then processed 

for BrdU immunofluorescence without DNA denaturation at the indicated time post-release. Data 

represent mean number of foci per nuclei ± 95% CI from a total of at least 850 cells analysed 

from three independent experiments. *P<0.05; ns, not significant (one-way ANOVA test). (F) 

Representative images of U2OS cells fixed on coverslips and BrdU immunostained for foci 

quantification presented in (E). 

Figure 4: PARP2 stimulates DNA end-resection by preventing 53BP1 accumulation at broken 

DNA ends. (A) U2OS cells transfected for 48 h with the indicated siRNA were untreated or 

treated for 2 h with 25 µg/ml bleomycin and released into drug free media. Cells were fixed 

immediately after treatment (0 h) or released into drug-free media (6 h post bleomycin) and were 

stained for the immunodetection of 53BP1. Data represent the mean number of foci per nuclei ± 

95% CI from at least 1200 cells analysed from three independent experiments. ***P<0.001 (one-

way ANOVA test). (B) Representative images of U2OS cells fixed on coverslips, and 53BP1 

immunostained for foci quantification presented in (A). (C) HeLa cells were transfected with 

siControl or siPARP2 for 48 h and were subsequently transected for 24 h with GFP-53BP1 fusion 

protein expression plasmid. For the recruitment analysis, 10 µg/ml Hoechst 33258 was added to 

the culture media 5 min before induction of DNA damage by micro-irradiation with a two-photon 

laser (810 nm). The irradiated cells were imaged every 10 s for 10 min. Data represents mean 

relative spot intensity ± SEM, n = 25–28 individual cells from a minimum of five independent 

experiments. (D) Representative images of the recruitment of the GFP-53BP1 fluorescent-tagged 

protein. (E) The relative repair efficiency by HR is determined in HF DR-GFP cells transfected 

with the indicated siRNA. Data represent mean ± SEM from four experiments. * P<0.05, 

statistics are presented only when differences are significant. (F) The relative repair efficiency by 

SSA is determined in U2OS SA-GFP cells transfected with the indicated siRNA. Data represent 

mean ± SEM from three experiments. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001. (G) The relative repair 

efficiency by EJ was measured in HF EJ-CD4 cells transfected with the indicated siRNA. Data 
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represent mean ± SEM from at least 3 experiments. *P<0.05; ***P<0.001, statistics are presented 

only when differences are significant. (H) Analysis of the DNA sequence of repair junction from 

HF EJ-CD4 cells transfected with the indicated siRNA. Data represent the percentage of repair 

events of each class and result from the analysis of 41 to 147 junction sequences per condition. 

(I) Analysis of proteins expression by western blot of cell extracts from HF EJ-CD4 cells from

(G) and (H).

Figure 5: CtIP is required for PARP2 to stimulate DNA end-resection. Analysis of (A) CtIP or 

(B) BRCA1 protein expression by western blot of whole cell extracts prepared from HF EJ-CD4

cells transfected with the indicated siRNA. Protein extracts prepared 48 h after transfection with

the indicated siRNA. The relative repair efficiency of I-SceI-induced double strand ends by (C)

HR in HF DR-GFP cells or by (D) SSA in U2OS cells carrying the SA-GFP substrate was

determined as described in Figure 1G. Values are mean ± SEM from at least four (HF DR-GFP)

and least three (U2OS SA-GFP) independent experiments. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ns,

not significant. (E) The relative repair efficiency of I-SceI-induced double strand ends by EJ in

the HF EJ-CD4 cells transfected with the indicated siRNA was determined. Data represent mean

± SEM from at least three experiments. *P<0.05; **P<0.01; ns, not significant. (F) Analysis of

the DNA sequence of repair junction from HF EJ-CD4 cells transfected with the indicated

siRNA. Data represent the percentage of repair events of each classes of EJ events and result

from the analysis of 26 to 147 junction sequences per condition. (G) Effect of PARP2 and/or

BRCA1 depletion on bleomycin induced HeLa cells cytotoxicity assessed using a clonogenic

surviving assay. The HeLa shControl and HeLa shBRCA1 were transfected with the indicated

siRNA for 48 h. Cells in suspension were exposed to the indicated bleomycin concentration for 1

h before plating. Each data point represents mean ± SEM of six independent experiments with

each dose in triplicate. **P<0.01; ***P<0.001, statistics are presented only when differences are

significant (Mann-Whitney test). (I) Representative immunoblot showing the levels of the

indicated proteins HeLa cells 48 h post transfection with the indicated siRNA.

Figure 6: Model for the role of PARP2 in the DSBR pathway choice. 
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Figure	  S1:	  PARP2	  deple2on,	  but	  not	  PARP1	  deple2on	  alters	  the	  
efficiency	  of	  DSB	  repair	  	  
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Figure	  S2	  :	  PARP2	  is	  recruited	  to	  the	  site	  of	  laser	  micro-‐irradia2on	  
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Figure	  S3:	  PARP2	  does	  not	  impede	  Ku70/80	  and	  XRCC4	  proteins	  
recruitment	  and	  s2mulates	  DNA	  end-‐resec2on	  	  
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Figure	  S4	  :	  Silencing	  of	  the	  53BP1	  co-‐factor,	  RIF1,	  par2ally	  rescued	  the	  
HR	  and	  EJ	  efficiency	  defect	  in	  PARP2	  depleted	  cells	  	  
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Figure	  S5	  :	  53BP1	  and	  BRCA1	  have	  independent	  roles	  in	  promo2ng	  EJ	  	  



SUPPLEMENTARY FIGURE LEGENDS 

Figure S1: PARP2 depletion, but not PARP1 depletion, alters the DSB repair efficiency. (A) 

Schematic representation of the end-joining substrate present in a single copy in the genome of 

the HF EJ-CD4 cell line. Briefly, expression of I-Sce1 allows the repair efficiency by EJ of two 

double strand cuts separated by 3.2 kb in the substrate. I-Sce1 induced DNA double strand cut 

produces a 4 pb overhang. The EJ repair junctions are PCR amplified and sequenced. The repair 

events are categorized according to the DNA sequence found at the repair junction. The events 

limited to the 3’Pnt are repair events for which the sequence at the repair junction includes at 

least one of the four nucleotides from the 3’ protruding nucleotides (3’ Pnt) generated by I-SceI 

cleavage; these events are dependent on the canonical-EJ (C-EJ) pathway. The events with 

deletions exceeding the 3’Pnt, are events for which the sequence at the repair junction have four 

or more of the nucleotides at the I-SceI cleavage site that have been deleted; these events are 

dependent on the alternative-EJ (A-EJ) pathway. (B) Schematic representation of the DR-GFP 

substrate present in the HF DR-GFP or the U2OS DR-GFP cell lines. The GFP reporter allows 

homology-directed repair to be scored by flow cytometry after transfection of the I-SceI 

expression vector. DR–GFP is composed of two differentially mutated GFP genes, 5’GFP and 

iGFP3’ oriented as direct repeats and separated by a drug selection marker, the puromycin N-

acetyltransferase gene. The 5’GFP gene, is mutated to contain the recognition site for the rare-

cutting I-SceI endonuclease and, as a result, will undergo a DSB when I-SceI is expressed in vivo. 

A gene conversion event within this substrate results in the expression of intact GFP protein, 

which can be assayed as cellular green fluorescence. (C) The relative repair efficiency of the 

repair by HR was measured in HF DR-GFP cells transfected with the indicated siRNA. Data 

represent the mean ± SEM from six experiments. (D) The relative repair efficiency by HR was 

measured in U2OS DR-GFP cells transfected with the indicated siRNA. Data represent the mean 

± SEM from five experiments. (E) The repair efficiency by EJ was measured in HF EJ-CD4 cells 

transfected with the indicated siRNA. Data represent the mean ± SEM from six experiments. (F) 

Western blot analysis of whole cell extracts from HF EJ-CD4 cells prepared 48 h post-

transfection with the indicated siRNA. (G) RT-qPCR analysis of PARP2 and PARP1 mRNA 

abundance in HF EJ-CD4 cells 48 h post-transfection with the indicated siRNA. (H) 

Quantification of the number of γH2AX foci determined by immunofluorescence 48 h after 
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U2OS cells transfection with the indicated siRNA. Transfected cells were untreated or treated for 

2 h with 25 µg/ml bleomycin and released into drug free media. Cells were fixed immediately 

after treatment (0 h) or released into drug-free media (6 h post bleomycin) and were processed for 

γH2AX detection. Data represent mean number of foci per nuclei ± 95% CI from at least 600 

cells from three independent experiments. ***P<0.001 (one-way ANOVA test). (I) Cell cycle 

analysis was performed by flow cytometry 72 h after transfection of the HF DR-GFP cells with 

the indicated siRNA. 

Figure S2: PARP2 is recruited to the site of laser micro-irradiation induced DNA damage is 

independent of its catalytic activity. Analysis of (A) the wild type GFP-PARP2 protein or (B) the 

GFP-PARP2 E545A protein expression by immunoblots of whole cell extracts prepared from HF 

EJ-CD4 cells. The cells were untreated or treated with the indicated siRNA 48 h before proteins 

extraction. (C) PARP2 catalytic activity is not required for the GFP-PAPR2 recruitment and 

dissociation at sites of DNA damage induced by laser micro-irradiation. Quantitative analysis of 

the relative spot intensity with time of the wild type GFP-PARP2 or the catalytic dead mutant 

GFP-PARP2 E545A at UV laser-induced DNA damage sites. The irradiated cells were imaged 

every 10 s for 10 min. Data represents mean relative spot intensity ± SEM, n = 22–34 individual 

U2OS cells from three independent experiments. 

Figure S3: PARP2 does not impede Ku70/80 and XRCC4 proteins recruitment and stimulates 

DNA end-resection. PARP2 does not affect the recruitment of the central C-EJ proteins Ku80, 

Ku70 and XRCC4 at laser-induced DNA damage sites. HeLa cells were transfected with 

siControl or siPARP2 for 48 h and were subsequently transected for 24 h with (A) eGFP-Ku80, 

(B) eGFP-Ku70 or (C) eGFP-XRCC4 fusion protein expression plasmid. For the recruitment

analysis, 10 µg/ml Hoechst 33258 was added to the culture media 5 min before induction of

DNA damage by microirradiation with a two-photon laser (810 nm). The irradiated cells were

imaged every 10 s for 10 min. Data represents mean relative spot intensity ± SEM, n = 17–36

individual cells from a minimum of three independent experiments. (D) Representative images of

the recruitment of the indicated fluorescent-tagged proteins. Scale bar : 5 µm. (E) PARP2 effect

on EJ repair efficiency is independent of XRCC4. The EJ repair efficiency was measured in the

HF EJ-CD4 cells transfected with the indicated siRNA. Data represent mean ± SEM from four
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experiments. *P<0.05; ***P<0.001. (F) Representative immunoblot showing the levels of the 

indicated proteins from HF EJ-CD4 cells treated as described in (F). (G) The proportion of HeLa 

cells in the G2 phase of the cell cycle that are positive for RPA32 (RPA) signal is presented in 

siControl and siPARP2 transfected cells. Cell transfected for 48 h with the indicated siRNA were 

untreated or treated for 2 h with 25 µg/ml bleomycin and released into drug free media for an 

additional 24 h. The soluble proteins were extracted, the cells were stained for the 

immunodetection of RPA32 (RPA) and analysed by flow cytometry. ***P<0.001; ns, not 

significant. (H) Analysis of the number of RPA32 (RPA) foci in siControl and siPARP2 

transfected U2OS cells. Cells were transfected with the indicated siRNA for 48 h and were 

treated for 2 h with 25 µg/ml bleomycin. Cells were fixed immediately (0 h) or 6 h after release 

and immunostained for RPA32. Data represent fold increase in foci number compared to 

untreated cells ± SEM from a total of at least 850 cells from three independent experiments. 

**P<0.01; ns, not significant (one-way ANOVA).  

Figure S4: Silencing of the 53BP1 co-factor, RIF1, partially rescued the HR and EJ efficiency 

defect in PARP2 depleted cells. (A) Schematic representation of the SA-GFP substrate. The SA-

GFP reporter consists of the GFP gene fragments 5'GFP and SceGFP3', which have 266 bp of 

homology. Repair of the I-SceI-generated DSB in SceGFP3' by SSA results in a functional GFP 

gene when a DNA strand from SceGFP3' is annealed to the complementary strand of 5'GFP, 

followed by appropriate DNA-processing steps. As a result, SSA between the homologous 

sequences in the GFP gene fragments produces a 2.7-kb deletion in the chromosome. The repair 

efficiency of I-SceI-induced double strand ends by (B) HR was measured in HF DR-GFP cells 

and by (C) EJ was measured in HF EJ-CD4 cells transfected with the indicated siRNA. Data 

represent the mean ± SEM from five experiments (HF DR-GFP) and mean ± SEM from three 

experiments (HF EJ-CD4). *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001, statistics are presented only when 

differences are significant. (D) Analysis of proteins expression by western blot of cell extracts 

from HF EJ-CD4 cells transfected with the indicated siRNA for 48 h. 

Figure S5: 53BP1 and BRCA1 have independent roles in promoting EJ. The EJ relative repair 

efficiency of the I-SceI-induced double strand ends was measured in the HF EJ-CD4 cells 
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transfected with the indicated siRNA. Data represent mean ± SEM from three experiments. 

*P<0.05.

Table S1: The table lists the DNA sequences of all repair junctions from HF EJ-CD4 cells, 

transfected with the indicated siRNA, analysed in the present study. 
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Résultats non publiés 

Pour comprendre le mécanisme par lequel PARP2 régule l’accumulation de 53BP1 nous 

avons décidé d’analyser si PARP2 pouvait moduler la cascade de signalisation permettant le 

recrutement de 53BP1 à la chromatine. L’une des deux modifications cruciales assurant le 

recrutement de 53BP1 aux sites de dommages de l’ADN est l’ubiquitinylation de H2AK15, qui est 

induite par la voie RNF8-RNF168 en réponse aux dommages de l’ADN (Doil et al., 2009; Fradet-

Turcotte et al., 2013). Il a été observé qu’un traitement court avec un inhibiteur du protéasome, le 

MG-132, abolit la formation des foyers 53BP1 après l’induction de CDBs de l’ADN dans la lignée 

cellulaire U2OS (Chroma et al., 2017). En revanche, les foyers 53BP1 sont résistants au traitement 

par le MG-132 dans des lignées cellulaires qui surexpriment les protéines RNF8 et RNF168, 

comme la lignée MDA-MB-231. De plus, la surexpression exogène de RNF168 dans la lignée 

U2OS restaure la formation des foyers 53BP1 en présence de MG-132. Ces informations indiquent 

que la sur-activation de la voie RNF8-RNF168 est associée avec la persistance des foyers 53BP1 

lorsqu’un traitement au MG-132 précède l’induction de CDBs. Nous avons donc postulé que si 

PARP2 agit sur l’accumulation de 53BP1 par l’intermédiaire de la voie RNF8-RNF168, la présence 

de foyers 53BP1 résiduels en présence de l’inhibiteur du protéasome devrait être visible. 

Nous avons donc déplété la lignée U2OS pour PARP2, et traité ces cellules avec une 

combinaison de MG-132 et de bléomycine pour induire des CDBs de l’ADN. Le MG-132 est ajouté 

2 heures avant le traitement à la bléomycine et maintenu jusqu’à la fixation des cellules (voir Figure 

28). A nouveau, la déplétion de PARP2 est associée avec une forte augmentation du nombre de 

foyers 53BP1 après l’induction de CDBs par la bléomycine. Un pré-traitement avec le MG-132 

abolit totalement la formation de foyers 53BP1 autant dans les cellules contrôle que dans les 

cellules déplétées pour PARP2. Cette observation suggère que la voie RNF8-RNF168 n’est pas 

suractivée en absence de PARP2 et que PARP2 régule l’accumulation de 53BP1 par un mécanisme 

indépendant.  
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Figure 28 : La déplétion de PARP2 n’affecte pas la résistance des foyers 53BP1 à un inhibiteur du 

protéasome. Les cellules sont déplétées pour PARP2 avec le siARN PARP2 #1 ou avec transfectées le 

siControl à 20nM pendant 48 heures. Après un pré-traitement avec 5µM de DMSO ou de MG-132 pendant 

2 heures, le milieu est remplacé par un milieu contenant 25µg/ml de bléomycine et/ou du MG-132 et les 

cellules sont incubées pendant 2 heures successives avant fixation. Le panel de gauche représente le nombre 

moyen de foyers par noyau et la barre d’erreur est l’intervalle de confiance à 95%. Les différences 

statistiques ont été mesurées par ANOVA. ***P<0.001 ; **P<0.01. Au moins 1000 noyaux ont été analysés 

pour chaque condition et chaque expérience a été répétée un minimum de 3 fois.

Nous avons aussi souhaité déterminer si PARP2 pouvait interagir avec 53BP1 ou ses 

partenaires. En effet, sachant que PARP2 régule les voies de la réparation des CDBs 

indépendamment de son activité enzymatique, une des hypothèses les plus probables est que cette 

régulation nécessite des interactions protéines-protéines. Par immunoprécipitation, nous avons 

donc déterminé si PARP2 pouvait interagir avec 53BP1 ou avec son partenaire RIF1. En effet la 

protéine RIF1 est un candidat attractif, puisque une PARP2 a récemment été identifié parmi les dix 

partenaires protéiques majoritaires de RIF1 (Zhang et al., 2016).  

Pour cela, nous avons immunoprécipité GFP-PARP2 et analysé la présence de partenaires 

protéiques. PARP2 interagit avec PARP1 ou encore Ku80 comme précédemment décrit (Isabelle 

et al., 2010; Schreiber et al., 2002). De plus, nous avons pu ainsi confirmer l’existence d’une 

interaction entre PARP2 et RIF1 et cela à plusieurs reprises (voir figure 29). Cette interaction 

visible entre PARP2 et RIF1 ne semble pas être dépendante de l’induction de dommages de l’ADN 

(données non présentées dans ce manuscrit). En revanche, nous n’avons pas été en mesure de mettre 
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en évidence une interaction entre PARP2 et 53BP1, BRCA1 ou encore CtIP (données non 

présentées dans ce manuscrit). Ces données suggèrent un possible lien entre PARP2 et RIF1 dans 

la régulation de l’accumulation de 53BP1, puisque RIF1 contrôle la reconnaissance de H4K20me2 

par le domaine Tudor de 53BP1 (Drané et al., 2017). 

Figure 29 : PARP2 interagit avec RIF1 et Ku80. L’immunoprécipitation a été réalisée sur des extraits 

protéiques totaux, obtenus dans la lignée U2OS qui exprime de façon stable la protéine GFP-PARP2 

sauvage. La lyse est faite dans un tampon à 0.1% de NP-40, puis la protéine PARP2 fusionnée à la GFP est 

immunoprécipitée avec un anticorps anti-GFP fusionné à des billes magnétiques. Après trois étapes de 

lavage dans le tampon de lyse, les protéines sont éluées dans du tampon laemmli et déposées sur gel 

d’acrylamide. 

Nous avons donc souhaité savoir si PARP2 pouvait contrôler l’accumulation de RIF1 aux 

sites de dommages de l’ADN. Pour cela, nous avons tout d’abord souhaité analyser la cinétique de 

recrutement de EGFP-RIF1 aux sites de microirradiation laser en absence de PARP2. Cependant, 

malgré toutes les tentatives effectuées, je n’ai pas été en mesure de détecter une accumulation de 

RIF1 après microirradiation laser (données non présentées).  
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Figure 30 : PARP2 n’affecte pas la formation des foyers RIF1 en réponse aux dommages à l’ADN. Le 

nombre de foyers RIF1 par noyau a été déterminé par immunofluorescence dans les cellules U2OS non-

traitées (untreated) ou dans les cellules traitées 2h avec 25ug/ml de bléomycine puis fixées immédiatement 

(0 h) ou après avoir été relâchées en milieu sans drogue pendant 6 heures (6 h). Les histogrammes 

représentent le nombre moyen de foyers par noyau. Les barres d’erreurs représentent l’intervalle de 

confiance à 95% issu des données de quatre expériences représentant un minimum de 1200 noyaux. La 

significativité est déterminée par ANOVA. ns : non significatif. 

Nous nous sommes donc tournés vers une approche d’immunofluorescence pour détecter 

la formation de foyers RIF1 en réponse aux CDBs induites par la bléomycine. Nous avons ainsi 

observé que la déplétion de PARP2 n’affecte pas la formation des foyers RIF1 spontanés ou en 

réponse à l’induction de CDBs induites par un traitement à la bléomycine. Ces données suggèrent 

donc que PARP2 n’affecte pas le recrutement ou la dissociation de RIF1 des sites de dommages de 

l’ADN, contrairement à ce qui a été décrit pour 53BP1.  

Ces observations complémentaires nous permettent de conclure que les fonctions de PARP2 

qui contribuent à limiter l’accumulation de 53BP1 sur la chromatine endommagée sont 

indépendantes de la voie RNF8-RNF168 et peut-être aussi indépendantes de l’interaction entre 

PARP2 et RIF1. 
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TROISIEME PARTIE : 

La déphosphorylation de la protéine plateforme XRCC1 

régule son recrutement aux sites de dommages de l’ADN 
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Introduction 

La protéine XRCC1 est essentielle au cours de la réparation des dommages de bases et des 

CSBs de l’ADN. XRCC1 ne possède pas d’activité enzymatique mais joue un rôle de plate-forme 

pour coordonner les étapes de la réparation en stimulant le recrutement et/ou l’activité des enzymes 

impliquées dans la voie du BER. Pour résumer ce qui a été présenté dans l’introduction, XRCC1 

stimule l’activité des glycosylases impliquées dans l’élimination des bases endommagées, 

(Campalans et al., 2005; Marsin et al., 2003), des protéines PNKP, APTX et APE1 qui sont 

impliquées dans la maturation des extrémités (Ali et al., 2009; Becherel et al., 2010; Loizou et al., 

2004; Luo et al., 2004; Vidal et al., 2001; Whitehouse et al., 2001), recrute, stabilise et stimule 

l’activité de la polymèrase β (Dianova et al., 2004; Parsons et al., 2008; Petermann et al., 2006)  et 

finalement, stabilise l’ADN ligase 3 (Caldecott et al., 1995; Taylor et al., 1998).  

L’importance cruciale de XRCC1 dans la prise en charge des lésions de l’ADN et 

l’association de certains polymorphismes de XRCC1 avec des susceptibilités à développer un 

cancer, a amené plusieurs équipes de recherche à étudier les mécanismes régulant les fonctions de 

cette protéine, et en particulier ses modifications post-traductionnelles. En effet, les analyses des 

modifications post-traductionnelles de XRCC1 ont permis de montrer que la protéine XRCC1 est 

phosphorylée, acétylée, glycosylée, modifiée par ubiquitination et par poly(ADP-ribosylation), et 

que la protéine XRCC1 peut être dans différents états d’oxydoréduction.  

Tout d’abord, les PAR synthétisés par PARP1 et PARP2 sont responsable de la majorité du 

recrutement de XRCC1 aux sites de dommages de l’ADN (Caldecott, 2003; Godon et al., 2008; 

Lan et al., 2004; Mortusewicz et al., 2007; Okano et al., 2003). Ce recrutement rapide de XRCC1 

est permis par le motif de reconnaissance des PAR qui est présent au sein du domaine BRCT1 de 

XRCC1 ou par l’intégralité du domaine BRCT1 (Breslin et al., 2015; El-Khamisy et al., 2003; Li 

et al., 2013; Okano et al., 2003; Pleschke et al., 2000b). De plus, XRCC1 est aussi directement 

modifié par les PARPs en réponse aux dommages de l’ADN (Jungmichel et al., 2013b; Schreiber 

et al., 2002; Zhang et al., 2013b). Une étude plus récente semble indiquer que PARP1 et PARP2 et 

non PARP3 modifient XRCC1 sur de multiples sites, en particulier dans le domaine BRCT1 de 

XRCC1 (Gibson et al., 2016). Le rôle fonctionnel de la PARylation sur les fonctions de XRCC1 

n’est pas caractérisé à ce jour. Cependant, le domaine BRCT1 est critique pour assurer les fonctions 
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de XRCC1 dans la réparation. L’introduction de mutations ponctuelles au sein de ce domaine 

sensibilisent très fortement les cellules CHO aux agents alkylants et conduisent à une accumulation 

de CSBs dans toutes les phases du cycle cellulaire, suggérant un rôle important de la PARylation 

de XRCC1 (Taylor et al., 2002). La forme PARylée de XRCC1 pourrait aussi favoriser le 

recrutement ou la stabilisation d’autres protéines de la réparation alors même que PARP1 et PARP2 

se sont préalablement dissociées du site de dommage de l’ADN. Finalement, XRCC1 interagit 

aussi directement avec PARP1 et PARP2 et régule négativement leur activité (Masson et al., 1998b; 

Schreiber et al., 2002).  

La phosphorylation de XRCC1 a été décrite pour la première fois en 2003 (Kubota and 

Horiuchi, 2003). Cette étude indique que XRCC1 est phosphorylé de façon constitutive et est 

hyperphosphorylé en réponse aux dommages de l’ADN induits par un agent alkylant. Des cribles 

à grandes échelles indiquent que plus de 40 acides aminés de XRCC1 peuvent être la cible de 

phosphorylation (Dephoure et al., 2008; Gauci et al., 2009; Mayya et al., 2009). A ce jour, les trois 

kinases CHK2, DNA-PK et CK2 ont été impliquées dans la phosphorylation de XRCC1 (Chou et 

al., 2008; Levy et al., 2006; Loizou et al., 2004). Il semble que l’activité de ces trois protéines 

affecte les fonctions de XRCC1. 

Tout d’abord, XRCC1 est phosphorylée en réponse aux dommages dans l’interdomaine 1 par 

la kinase Chk2 en position 284 (Chou et al., 2008). Cette phosphorylation stimule la réparation des 

dommages induits par un agent alkylant potentiellement en favorisant l’interaction de XRCC1 avec 

les glycosylases MPG et UNG2. 

XRCC1 est également phosphorylée en réponse aux dommages dans le domaine BRCT1 en 

position 371 par DNA-PK (Levy et al., 2006). Cette phosphorylation inhibe la dimérisation de 

XRCC1 et stimule la résolution des foyers γH2AX en réponse aux dommages de l’ADN induits 

par les radiations ionisantes par un mécanisme qui n’est pas encore caractérisé. 

Finalement, il a aussi été observé que l’interdomaine 2 de XRCC1 est phosphorylé sur de 

multiples sites par CK2, ce qui favorise son interaction avec le domaine FHA de la protéine PNKP, 

et stimule le recrutement ainsi que les activités kinase et phosphatase de PNKP (Loizou et al., 2004; 

Lu et al., 2010). Même si ces phosphorylations de l’interdomaine 2 de XRCC1 stimulent la 

cinétique de réparation des CSBs, elles ne sont en revanche pas nécessaires pour assurer la survie 

cellulaire en réponse aux radiations ionisantes ou au stress oxydatif induit par le H2O2 (Loizou et 
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al., 2004; Luo et al., 2004; Ström et al., 2011). Ceci pourrait être expliqué par l’observation que la 

forme non phosphorylée de XRCC1 est tout de même capable de stimuler l’activité de PNKP ainsi 

que de faciliter son turnover aux sites de dommages de l’ADN (Lu et al., 2010; Mani et al., 2007; 

Whitehouse et al., 2001). Egalement, la phosphorylation de l’interdomaine 2 de XRCC1, d’une 

part stimule le recrutement de XRCC1 à la chromatine en réponse aux dommages (Loizou et al., 

2004), et d’autre part facilite la dissociation de XRCC1 des sites de dommages (Wei et al., 2013). 

Au final, bien que les cinétiques de recrutement et de dissociation de ces protéines soient 

perturbées, il semble que les dommages à l’ADN sont réparés, néanmoins la fidélité de cette 

réparation reste à déterminer. 

L’interaction de XRCC1 avec les domaines FHA des protéines APLF et aprataxine est aussi 

dépendant de CK2 (Clements et al., 2004a; Iles et al., 2007). Les phosphorylations de XRCC1 par 

CK2 qui sont responsables de l’interaction avec l’aprataxine ne sont pas stimulées en réponse aux 

dommages induits par le MMS, ce qui suggère l’existence d’un complexe protéique préexistant 

(Luo et al., 2004). Ceci est consistant avec l’observation que l’activité cellulaire de CK2 serait 

constitutive (Litchfield, 2003). Cette interaction pourrait stabiliser la protéine XRCC1 dont le 

niveau d’expression est fortement réduit en absence de l’aprataxine (Luo et al., 2004). Ceci pourrait 

expliquer pourquoi la phosphorylation de l’interdomaine 2 de XRCC1 par CK2 semble être 

impliquée dans le maintien de sa stabilité, XRCC1 étant modifié par ubiquinylation puis dégradé 

en absence de CK2 (Parsons et al., 2010; Wei et al., 2013). En compilant ces informations, il est 

possible de proposer que la modification de XRCC1 par CK2 stimule l’interaction de XRCC1 avec 

l’aprataxine qui pourrait alors inhiber l’ubiquitinylation de XRCC1. De façon intéressante, la 

surexpression exogène de XRCC1 améliore la viabilité des cellules déficientes pour l’aprataxine 

en réponse aux dommages de l’ADN induits par un agent alkylant (Luo et al., 2004). L’ensemble 

des résultats suggère que les phosphorylations de XRCC1 par CK2 sont constitutives, et que d’une 

part elles stabilisent la protéine XRCC1 cytoplasmique, alors que d’autre part elles permettent un 

pré-assemblage des complexes de réparation.  

Au par ailleurs, l’analyse des études de phospho-protéomiques suggère que les acides aminés 

198, 199, 211, 226, 241, 257, 259 ou 266 présents au sein de l’interdomaine 1 de XRCC1 sont 

phosphorylés de façon constitutive in vivo (phospho.elm.eu.org, accession number P18887). 

L’étude de la séquence de XRCC1 révèle que ces sites phosphorylés sont contenus dans des sites 

http://phospho.elm.eu.org/
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minimaux consensus de phosphorylation par les CDKs (SP/TP sites : Sérine-Proline / Thréonine-

Proline). La présence de XRCC1 au sein d’un complexe protéique contenant la cycline A et une 

étude suggérant que l’interdomaine 1 de XRCC1 est phosphorylé par la kinase Cdk2 in vivo (Chi 

et al., 2008; Parlanti et al., 2007), suggèrent que ces sites pourraient être phosphorylé par les CDKs 

in vivo. Nous avons donc souhaité déterminer si la région contenant l’interdomaine 1 de XRCC1 

était phosphorylée in vivo. 
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Résultats 

L’étude des phosphorylations de l’interdomaine 1 de XRCC1 a abouti à la rédaction d’un 

article de recherche qui est actuellement soumis à DNA Repair. Les principaux résultats de cet 

article sont présentés ci-dessous : 

- XRCC1 peut être phosphorylé in vitro par CDK1, CDK2 et majoritairement par

CDK5 au sein de la région interdomaine 1-BRCT1.

- Les sites de phosphorylation de CDK5 identifiés in vitro sont phosphorylés in vivo et

déphosphorylés en réponse aux dommages de l’ADN induit par le MMS.

- La forme non phosphorylée de XRCC1 est recrutée de façon accrue aux sites de

dommages de l’ADN induits par micro-irradiation laser ou par le MMS.

- La forme non phosphorylée de XRCC1 présente une affinité significativement

supérieure pour les PAR synthétisés par PARP1 et PARP2.

L’ensemble de ces données nous permet de proposer un modèle suggérant que la protéine 

XRCC1 est phosphorylée de façon constitutive par CDK5, et déphosphorylée en réponse aux 

dommages de l’ADN. Cette déphosphorylation augmente l’affinité de XRCC1 pour les PAR, 

permettant d’accroitre la mobilisation de XRCC1 à la chromatine. 
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Highlights: 

• Identification of constitutively phosphorylated sites in XRCC1-Linker1 region in vivo

• The Linker1 region is dephosphorylated after DNA damage in vivo

• The dephosphorylated XRCC1 has increased affinity for damaged DNA

• The Linker1 dephosphorylation increases the XRCC1-BRCT1 binding to Poly(ADP-ribose)

ABSTRACT 

Post-translational modifications modulate protein function responses to DNA damage. X-

ray repair cross-complementation group 1 (XRCC1) is a scaffolding protein with no 

enzymatic activity that is central to the assembly of enzymes involved in the repair of 
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damaged DNA bases and single strand breaks. XRCC1 phosphorylation status regulates its 

stability and interaction with DNA repair proteins. Here we identified the amino acids in the 

unstructured XRCC1-Linker1 region that are phosphorylated by Cyclin dependent kinases 

(Cdks) in vitro. We show that in vivo the Linker1 region is constitutively phosphorylated and 

is dephosphorylated after methyl methanesulfonate (MMS) treatment. We show that in vitro 

the phosphorylation of the Linker1 region lowers the affinity of the XRCC1-BRCT1 domain 

for (ADP-ribose) polymers (PAR). and in vivo the BRCT1-dependent recruitment of XRCC1 

to damaged chromatin increases when the Linker1 is not phosphorylated. Based on these 

results we propose that the dephosphorylation in the XRCC1-Linker1 region after MMS 

treatment increases the affinity of the XRCC1-BRCT1 domain for PAR, stimulating the 

PARP/PAR-dependent response. 

1. Introduction
The interaction of deoxyribonucleotides (DNA) with endogenous reactive species, as well

as via exposure to exogenous agents, can result in base damage and single strand breaks 

(SSBs). The majority of damaged bases are removed and replaced through the base excision 

repair (BER) pathway. This involves the removal of the damaged base by DNA glycosylases, 

a family of enzymes specialized in lesion recognition. Base damage can lead to mutations by 

mispairing, while defects in SSB repair (SSBR) is associated with chromosome instability, 

cancer development and neurodegeneration [1, 2]. The X-ray cross-complementing group 1 

(XRCC1) protein has no enzymatic activity per se but plays a central function in coordinating 

the recruitment and in regulating the activity of enzymes involved in BER and SSBR [3, 4]. 

Evidence from mouse studies suggests a role for XRCC1 in the genesis of specific cerebellar 

interneurons and in hippocampal functions [5], while epidemiological studies in humans have 

reported that the association of single nucleotide polymorphisms (SNPs) in Xrcc1 with 

increased cancer susceptibility depends on the cancer site and demographics of the study 

population [6]. 

The XRCC1 protein consists of three structured domains, the N-terminal domain (NTD), 

the central BRCT1 and the C-terminal BRCT2 domains which are connected by two 

unstructured linker segments. Linker1 connects the NTD and BRCT1 domains and Linker2 

connects the BRCT1 and BRCT2 domains [4]. Each domain participates in the formation of 

key enzyme complexes involved in BER and SSBR. DNA strand breaks are rapidly bound by 

Poly ADP-ribose polymerases (PARPs) stimulating the synthesis of polymers of ADP-ribose 

(PAR) from the dinucleotide NAD+ [7, 8]. XRCC1 was one of the first proteins identified to 

214



interact with the PAR-automodified PARP1 [9] via the ability of its BRCT1 domain to bind to 

PAR chains [10-12]. The requirement of PARP1 activity for the formation of XRCC1 nuclear 

foci induced by DNA damaging agents [13-15] or at laser induced photodamage sites [16-18] 

point towards a PAR-dependent recruitment of XRCC1 at SSBs. The accumulation of PAR 

following PARP’s activation in response to DNA damage is however transient, as the 

polymers are rapidly degraded by PARG activity. Therefore, the stabilization of XRCC1 at 

damage sites is not solely dependent on the short lived PAR but also on XRCC1’s interaction 

with DNA repair enzymes [4] and possibly with the damaged DNA [19]. In addition, 

evidence suggests that the role of XRCC1 during the early steps of BER is independent of its 

PARP1/PAR interaction [20, 21]. 

The network of post-translational modifications generated in response to DNA damage 

often involves protein phosphorylation as an activation event that is followed by 

dephosphorylation after DNA repair is completed. This in turn restores cell cycle progression. 

However, it is becoming clear that the activation of cellular processes that leads to the repair 

of damaged DNA can also involve the dephosphorylation of proteins [22]. 

The XRCC1 protein is known to be constitutively phosphorylated in vivo with the majority 

of its verified phosphorylated positions in the Linker2 region. Casein Kinase 2 (CK2) 

dependent phosphorylation of the XRCC1-Linker2 was shown to be responsible for the stable 

accumulation of XRCC1 at sites of oxidative DNA damage [23, 24], constituting a binding 

platform for the FHA domain of the polynucleotide kinase phosphatase (PNKP) [23, 24], 

aprataxin [24, 25] and the aprataxin and PNKP-like factor (APLF) [26]. The unstructured 

XRCC1-Linker1 region is probably also highly constitutively phosphorylated in vivo 

(phospho.elm.eu.org, accession number P18887) and the DNA damage response stimulates 

XRCC1’s phosphorylation at T284 in the Linker1 and at S371 in the BRCT1 regions [27, 28]. 

Phosphorylation on T284 in response to MMS treatment appears to promote XRCC1’s 

interaction with glycosylases and stimulates its recruitment and stability at DNA damage sites 

[27]. Phosphorylation at S371 in the BRCT1 domain in response to X-ray irradiation 

contributes to DSB resolution [28]. In addition, intriguing evidence suggests that XRCC1 

could be dephosphorylated in response to DNA damage at positions outside of the Linker2 

region [29]. For these reasons we sought to further characterize XRCC1’s phosphorylation 

status in vivo. 
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We found that residues in the XRCC1 Linker1 region are phosphorylated in vivo and that 

Cdks can phosphorylate these Linker1 residues in vitro. Using quantitative mass spectrometry 

(MS) based proteomics, we observed that residues in the Linker regions are dephosphorylated 

in response to MMS treatment. We found that a mutated form of XRCC1 protein that cannot 

be phosphorylated in the Linker1 has a higher affinity for damaged chromatin and that the 

phosphorylated Linker1-BRCT1 protein has a reduced affinity for PAR. Our results 

demonstrate for the first time that XRCC1 dephosphorylation in Linker1 after MMS treatment 

contributes to its role in the PARP-dependent response to DNA damage. 

2. Materials and methods
2.1. Plasmid constructs 

The recombinant human maltose binding protein-tagged (MBP) XRCC1 truncated 

fragments [30] and the mammalian vector pXRCC1-WT-eYFP encoding the C-terminal 

yellow fluorescent protein (eYFP) tagged full length human XRCC1 [31] were previously 

described. The mutant proteins XRCC1-9A, XRCC1-10A, XRCC1-11A, XRCC1-T367A and 

XRCC1-T367D were obtained after site-directed mutagenesis of pXRCC1-WT-eYFP plasmid 

using the QuikChange II XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent) and verified by 

sequencing. Bacterial vectors pGEX-2T-XRCC1-L1B1 and pGEX-2T-XRCC1-L1B1-11A 

encoding N-terminal glutathione S-transferase-tagged XRCC1 Linker1-BRCT1 fragment (aa 

184-404) were generated by in frame cloning of the XRCC1 ORF fragment (nt 550-1212)

amplified by PCR from the pXRCC1-WT-eYFP and the pXRCC1-11A-eYFP plasmids.

2.2. Fusion protein purification 
The recombinant human XRCC1 truncated proteins were produced in BL21 (E3) bacteria 

as described [30]. 

2.3. In vitro Cdk kinase assays 
Kinase assays were performed with pre-activated recombinant kinases Cdk5-p35 (14-477), 

Cdk2-cyclinA (14-448) and Cdk1-cyclinB (14-450) from Millipore. Indicated amounts of 

MBP or GST fusion proteins were incubated with activated kinase (10 ng) in a 20 μl reaction 

mixture composed of 8 mM MOPS pH 7, 1 mM EDTA, 10 mM magnesium acetate, 100 μM 

ATP and 5 μCi (γ-32P)ATP (3000 Ci/mmol; PerkinElmer). After 30 min at 25°C, the reactions 

were stopped by adding SDS sample buffer and run on 10% SDS-PAGE gels. The gels were 
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exposed to Phosphor-imaging screen and scanned with a Typhon (GE Healthcare Life 

Sciences) before Coomassie staining. 

2.3. Cell lines and transfections 
HeLa cells, human embryonic kidney 293T cells and the XRCC1 deficient EM9 cell line 

were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with 10% FCS, 100 

units/ml penicillin and 100 mg/ml streptomycin. All tissue culture reagents were from 

ThermoFisher Scientific. The wild type or mutant XRCC1-eYFP expression plasmids were 

introduced into EM9 and HeLa cells by transfection with the JetPRIME reagent following the 

manufacturer’s recommendations. The 293T cells were transfected using DNA/calcium 

phosphate co-precipitation using standard procedures. EM9 transfected cells were selected in 

G418 (1.5 mg/ml) supplemented media for 10 to 15 days, then maintained in media 

containing 0.5 mg/ml G418. For cell survival assays, immunofluorescence and survival 

assays, the stably transfected EM9 cells were sorted before each experiment for identical 

fluorescence intensity of the eYFP tagged proteins using a FACSARIA III (BD Biosciences). 

2.4. Preparation of cell lysates, immunoblotting and immunoprecipitation 
Triton-insoluble fractions were isolated from cells as previously described [32] with slight 

modifications. Briefly, 48 hours after transfection, the 293T cells were rinsed in cold PBS and 

harvested by scraping into PBS and 3.5 x 106 cells were pelleted by centrifuged (120 g, 5 

min). Cells were incubated for 10 min on ice with gentle shaking in 220 μl of buffer A (20 

mM NaCl, 300 mM sucrose, 3 mM MgCl2, 10 mM Hepes pH 7, 1 mM EGTA, 0.2% Triton 

X-100) supplemented with protease inhibitors cocktail 1 (Sigma-Aldrich) and phosphatases

inhibitor (10 mM β-Glycero phosphate and 1 mM sodium vanadate). The suspension was

centrifuged at 12000 g for 10 min at 4°C and the cellular material soluble in buffer A (soluble

fraction) was transferred to a fresh tube. After the removal of buffer A, the pellet was

resuspended in 110 μl of buffer B (50 mM Tris–HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1% SDS, 10

mM β-Glycero phosphate and 1 mM sodium vanadate) containing 50 U/ml of the DNase

Benzonase (MerkMillipore) and protease inhibitors cocktail 1 (Sigma-Aldrich) and incubated

at room temperature for 10 min. The suspension was centrifuged at 12000 g for 10 min at 4°C

and the cellular material soluble in buffer B (chromatin bound fraction) was transferred to a

clean tube. When indicated the cells were treated with 500 μM MMS for 60 min and/or in the

presence of 10 μM of the PARP inhibitor ABT-888 (+PARPi) prior to cell fractionation.

Protein content was analyzed by western blot. Alternatively the XRCC1-eYFP proteins were
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immunoprecipitated from the soluble or the chromatin bound fraction using the μMACS GFP 

Isolation Kits (Miltenyi Biotec) according to the manufacturer's protocol. For immunoblotting 

analysis, the following primary antibodies were used : anti-XRCC1 (33-2-5; Abcam), anti-

GFP (rabbit polyclonal from ThermoFisher Scientific; mouse monoclonal from Roche Life 

Sciences), anti-Polβ (18S; Abcam), anti-Cdk1 (E53; Epitomics), anti-Cdk2 (H-298; Santa 

Cruz Biothechnology), anti-Cdk4 (C-22; Santa Cruz Biothechnology), anti-Cdk5 (C-8; Santa 

Cruz Biothechnology), anti-Actin (Ab-5; ThermoFisher Scientific), anti-HP1a (rabbit 

polyclonal; MerkMillipore), anti-PAR (10H; ENZO Life Science) and, anti-ORC2 (3B7; 

Medical & Biological Laboratories CO), anti-tubulinα (DM 1A; Sigma-Aldrich). 

2.5. Mass Spectrometry analysis 
The MBP-L1-B1 XRCC1 protein fragment phosphorylated in vitro by Cdk5/p35 kinase or 

the immunoprecipitated XRCC1-eYFP were separated on SDS–PAGE gels (Invitrogen) and 

stained with colloidal blue staining (LabSafe GEL BlueTM GBiosciences). Gel slices were 

excised and proteins were reduced with 10 mM DTT prior to alkylation with 55 mM 

iodoacetamide. After washing and shrinking the gel pieces with 100% MeCN, in-gel digestion 

was performed using Elastase (Sigma-Aldrich), Chymotrypsin (Promega), trypsin (Promega) 

and trypsin/AspN (Promega) overnight in 25 mM NH4HCO3 at 30 °C. Peptides were 

extracted and analyzed by nano-LC-MS/MS using an Ultimate 3000 system (Dionex S.A.) 

coupled to the LTQ-Orbitrap XL (TermoFisher Scientific) or an Orbitrap Fusion mass 

spectrometer (Q-OT-qIT, ThermoFisher Scientific). 

In vitro phosphopeptide mapping: the Orbitrap XL was used at a resolution of 100,000 ion 

count target on the 475-1200 m/z range in the Orbitrap and with CID Top5 or Top10 

fragmentation mode in the ion trap. For label-free quantification, we used the Orbitrap Fusion 

and samples (trypsin/AspN in-gel digested peptides) were loaded on a C18 precolumn (300 

µm inner diameter x 5 mm; Dionex) at 20 µl/min in 5% MeCN, 0.1% TFA. After a desalting 

for 3 min, the precolumn was switched onto the C18 column (75 μm i.d. x 50 cm, packed with 

C18 PepMap™, 3 μm, 100 Å; LC Packings) equilibrated in solvent A (2% MeCN, 0.1% 

HCO2H). Bound peptides were eluted using a 150 min linear gradient (from 5 to 30% (v/v)) 

of solvent B (80% MeCN, 0.085% HCO2H) at a 150 nl/min flow rate and an oven 

temperature of 40°C. We acquired Survey MS scans in the Orbitrap on the 400-1500 m/z 

range with the resolution set to a value of 240,000 and a 4 × 105 ion count target. Each scan 

was recalibrated in real time by co-injecting an internal standard from ambient air into the C-

trap. Tandem MS was performed by isolation at 1.6 Th with the quadrupole, HCD 
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fragmentation with normalized collision energy of 35, and rapid scan MS analysis in the ion 

trap. The MS2 ion count target was set to 104 and the max injection time was 100 ms. Only 

those precursors with charge state 2–7 were sampled for MS2. The dynamic exclusion 

duration was set to 30 s with a 10 ppm tolerance around the selected precursor and its 

isotopes. The instrument was run in top speed mode with 3 s cycles. Data Analysis: data were 

acquired using the Xcalibur software (v 3.0.63) and the resulting spectra were interrogated by 

the MascotTM Software through Proteome Discoverer (v 1.4, ThermoFicher Scientific) with 

the in house database containing XRCC1-eYFP fusion protein (UniProt-P18887). Variable 

modifications were set for carbamidomethyl cysteine, oxidation of methionine, N-terminal 

acetylation and phosphorylation of serine, threonine and tyrosine. The specificity of 

trypsin/AspN digestion was set and allowed 5 missed cleavage sites and the mass tolerances 

in MS and MS/MS to 5 ppm and 0.5 Da, respectively. The resulting Mascot files were further 

processed by using myProMS (v 3.0, https://myProMS-demo.curie.fr, [33]) where we fixed 

the false discovery rate for peptides identification to less than 1%. Phosphorylated peptides 

were validated by combining the phosphoRS information and by manually inspecting the 

peak assignment. In the case of phosphorylation ambiguity, where the spectra did not permit 

assignment, all the potential residues were shown. Mass spectrometry raw data set is available 

upon request. 

Label-free quantification: the intensity of each phospho-peptide were determined from four 

independent experimental repeats. We extracted from the MS survey of nano-LC-MS/MS raw 

files the ion chromatogram (XIC) signal of the well characterized trypsin/AspN peptide ions 

using the Xcalibur (manually) or the MassChroQ softwares. XIC areas were integrated in 

Xcalibur under the QualBrowser interface using the ICIS algorithm and in MassChroQ under 

myProMS interface using XIC TIC (total ion current). The MS1 peak areas values were 

normalized by using the signal of all the eYFP peptides from XRCC1-eYFP (positions H547 

to K881). The Log2 of the MMS induced fold change in intensity of each phospho-peptide 

(referred as the Log2 (MMS/untreated) ratio) and the 95% confidence interval were calculated 

using a linear model on R software (v. 3.1.0). Each Log2 (MMS/untreated) is determined from 

the measurements of four independent experimental repeats. A Welch's two-sided t-test was 

used to test for mean intensity equality for each phospho-peptide in the MMS treated and 

untreated conditions, a p value ≤ 0.05 were reported as significant. 

2.6. Survival assay 
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For cell survival assays, 103 EM9 sorted cells stably expressing eYFP proteins were plated 

in 96 well plates in triplicate, and the cells were grown for 24 hours in 100 μl of tissue culture 

media prior to treatment. After mock treatment or treatment for 1 hour in fresh tissue culture 

media with increasing concentration of MMS cells were washed three times with culture 

media and incubated for 5 days under standard growth conditions. Cell viability was 

determined using the CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay 

(Promega). Briefly, 20 μl of the CellTiter solution was added to each well. After 60 min 

incubation at 37°C the absorbance at 490 nm was measured with a microplate reader (BMG 

Labtech). The absorbance level in untreated cells was defined as 100% of survival, the % of 

surviving fraction was defined as (absorbance treated cells / absorbance untreated cells × 

100). Calculations for survival curves fitting were made through non-linear regression with 

two-phase decay model using Prism (GraphPad software). The lethal concentration 50% 

(LC50) defined as the MMS concentration resulting in a viability loss of 50% in the cultures 

was manually extracted from the survival curves. 

2.7. Live-cell videomicroscopy, photodamage and photobleaching 
The cells were grown on μDish 35 mm (ibidi) and transfected with the eYFP fusion 

protein expression plasmid 48 hours prior to imaging. The recruitment and the real-time 

follow-up of the protein of interest was carried out using a Confocal Leica SP5 system 

attached to a DMI6000 stand using a 63x/1.4 objective at the PICT-IBiSA Imaging facility at 

Institut Curie’s Orsay site. All recordings were made using the appropriate sampling 

frequency (512 x 512 images, line average of 4 and zooming set to 3). The eYFP protein was 

excited using a 514 nm Argon-laser line. DNA photodamage was generated using a 405 nm 

laser line (diode) focused onto a single spot of constant size (176 nm) within the nucleus to 

generate a point of photodamage. The 405 nm diode power output was measured with a 

S130C photodiode power sensor using an optical energy meter (Thorlabs Inc). Photodamage 

were induced by exposing the cells nuclei to the laser beam for 25 ms resulting in measured 

power output of 15 μW (low dose) or for 500 ms resulting in measured power output of 1.1 

mW (high dose) (Supplementary Figure S2). Recruitment of the protein of interest was 

monitored by fluorescence using the same settings as for the pre-damage sequence. Nomarski 

contrast images were taken in parallel. Images were captured at 2 to 10 s interval. Cell motion 

during the acquisition was compensated with the StackReg plugin and photodamage kinetics 

were analyzed under the ImageJ software using an in-house developed macro. Data extraction 

is a semi-automated process where the user is first invited to draw the site of photodamage 

220



designated as the region of interest (ROI). The background ROI is automatically set to the 

inverse of the nuclear ROI. Intensity from the photodamage site is corrected for both the 

observational photobleaching and background, and normalized so that its intensity at start-up 

equals 1 : corrected intensity = ((ROI intensity(t) - background intensity(t) × ROI 

area/background area) × nuclear intensity(t)) / (ROI intensity(t0) × nuclear intensity(t0)). 

Only cells with similar pre-irradiation signal intensities were analyzed. For fluorescence loss 

in photobleaching (FLIP) analysis, cells were untreated or treated with 500 μM MMS for 60 

min before performing FLIP experiments. A circular area of 3 μM in diameter was repeatedly 

photobleached at 491 nm with the Argon-laser line set to maximum power for 1 s (333 

iteration of 3 ms) followed by image acquisition of the fluorescence signal. Each analyzed 

nuclei were subjected to 60 cycles of this sequence. Data extraction is performed as described 

above except that the chosen ROI must be distinct from the region targeted for 

photobleaching, signal intensity of the ROI prior to the first photobleach-acquisition cycle is 

used for normalization so that the intensity at start-up equals 1: corrected intensity = ((ROI 

intensity(t) − background intensity(t) × ROI area/background area) × nuclear intensity(t)) / 

(ROI intensity(t0) × nuclear intensity(t0)). 

2.8. Dot blot 
The binding between PAR and XRCC1 fragments was assessed as previously described 

[34] with slight modifications. Briefly, recombinant proteins were incubated with active

Cdk5/p35 kinase in the same reaction buffer described in the in vitro CDK kinase assay

omitting the radiolabelled ATP for 30 min at 25°C. Mock treated and phosphorylated proteins

were dot blotted on the nitrocellulose membrane. After air drying the membrane was

rehydrated in PBS-T buffer (0.05% Tween 20 in PBS) and incubated in 1 nanoM solution of

purified PAR (ENZO Life Science) for 1h at room temperature. The membrane was washed

six times with PBS-T buffer and incubated for 1 hour in PBS-T supplemented with 5% milk

and was examined by anti-PAR antibody and anti-MBP antibody following standard

protocols.

3. RESULTS
3.1. XRCC1-Linker1 region is phosphorylated by Cdks in vitro 

XRCC1 was identified in a DNA repair macromolecular complex also containing Cyclin 

A, the activating subunit of several Cdks [35] and shown to be phosphorylated in vitro at 

position S226 by Cdk2-cyclin A [36]. In addition, the XRCC1-Linker1-BRCT1 region 
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includes several SP/TP sites (data not shown), which correspond to the minimal consensus 

sequences for sites phosphorylated by Cdks.  

In order to test this possibility we carried out in vitro kinase reactions using the Linker1-

BRCT1 XRCC1 fragment as a substrate for Cdk1-cyclinB, Cdk2-cyclinA and Cdk5-p35 

(Figure 1A). Under these experimental conditions the highest levels of phosphorylation were 

obtained with the Cdk5-p35 kinase. Next we assessed if other regions of the XRCC1 protein 

could also be phosphorylated by the Cdk5-p35 kinase in vitro. The XRCC1 full length protein 

fused to a maltose-binding (MBP) tag was strongly phosphorylated (Figure 1B and C), while 

no phosphorylation of either the MBP-tag (data not shown) or the NTD fragments were 

detected (Figure 1B and C). Gel quantification revealed that the NTD-Linker1 and the 

Linker1-BRCT1 fragments were phosphorylated to a level similar to that of the XRCC1-full 

length protein while the XRCC1 protein fragments BRCT1 and BRCT1-Linker2-BRCT2 

were less phosphorylated (Figure 1B and C). These results suggest that Cdk phosphorylation 

sites in the XRCC1 protein are located between amino acids 183 and 404. 

Mapping of the phosphor-residues by MS revealed that positions S226, S241, T257, S266, 

T281, T284 and T367 in the MBP-XRCC1-Linker1-BRCT1 protein were all unambiguously 

phosphorylated by Cdk5 in vitro and either residue T198 or T199, that could not be 

discriminated by MS, was also phosphorylated (Figure 1D, Supplementary Table S1 and 

Figure S1). We generated a GST tagged variant of the Linker1 and BRCT1 fragment in 

which 11 serines and threonines were mutated to alanine at positions T198, T199, S226, 

S241, T257, S266, T281, T284 and T367 and at positions S259 and S268 that are in close 

proximity to phosphorylated positions and are predicted to be phosphorylated 

(phospho.elm.eu.org, accession number P18887). As expected this GST-Linker1-BRCT1-

11A mutant protein was no longer a Cdk5 substrate in vitro (Figure 1E). 

3.1. XRCC1-Linker1 region is phosphorylated in vivo 
To further characterize the profiles of XRCC1 domain phosphorylation in vivo, XRCC1-

eYFP expressed in 293T cells was immunoprecipitated from soluble and chromatin bound 

protein extracts and the phosphorylated residues analyzed by MS. We observed that both the 

soluble and the chromatin bound XRCC1 proteins were constitutively phosphorylated on 18 

residues (3 located in NTD, 7 located in Linker1 and 8 located in Linker2) (Figure 2A and 

Supplementary Table S1 and S2). Several positions found to be phosphorylated in the 

Linker2 in vivo have previously described to be phosphorylated by CK2 [23, 24]. In addition, 

most of the Linker1 residues that we identified as phosphorylated in vitro by Cdk5 were also 
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phosphorylated in vivo. These results taken together with the observations that several Cdks 

interact with XRCC1 in vivo (see Figure 6A) are consistent with the hypothesis that XRCC1 

can be targeted by Cdks in vivo. However T367 phosphorylation detected in vitro was not 

found in vivo (Supplementary Table S2). We next examined which XRCC1 residues were 

phosphorylated after treatment of cells with MMS. The residues phosphorylated in MMS 

treated cells were identical to those in untreated cells (Supplementary Table S2). 

3.2. The Linker1 region is dephosphorylated in vivo after treatment with 

MMS 
A label-free MS quantification approach was used to determine the fold change in the 

peptide phosphorylation intensity in the MMS-treated relative to the untreated cells. The 21 

peptides sufficiently abundant from the soluble and the chromatin bound XRCC1 for this 

quantitative analysis encompass 15 phosphorylated residues (3 located in NTD, 4 located in 

Linker1 and 8 located in Linker2) (Figure 2B and Supplementary Table S3). We observed 

that a 60 min exposure of cells to MMS is sufficient to induce a significant reduction in the 

phosphorylation intensity of soluble and chromatin bound XRCC1 peptides. MMS treatment 

induces a reduction in phosphorylation intensity in the soluble XRCC1 at 4 positions in the 

Linker1 region and 8 positions in Linker2 region and a reduction in the phosphorylation 

intensity in the chromatin bound XRCC1 at one position in the NTD and 3 positions in the 

Linker1 region (Figure 2B and Supplementary Table S3). T284 previously described to be 

hyper-phosphorylated in vivo in response to MMS [27], was not found to be phosphorylated 

in vivo in our experimental models (Supplementary Table S2 and Table S3). The peptide 

275-LPAPTRTPATAPVPAR-290 encompassing positions T281 and T284 was sufficiently

abundant to unambiguously demonstrate that T284 is not phosphorylated whilst the

phosphorylation intensity at position T281 is significantly decreased after MMS treatment,

thus excluding a detection sensitivity issue in our experimental models. We currently have no

explanation for the discrepancy between our observations and the previously reported

hyperphosphorylation after MMS treatment at T284 [27].

3.4. Linker region phosphorylation is not critical for cell viability 
Based on our robust in vivo data that the XRCC1 protein is highly dephosphorylated as an 

early response to MMS treatment, we next investigated the impact of phosphorylation in the 

XRCC1 Linker1 and BRCT1 regions on MMS induced cell killing (Figure 3). We compared 

the sensitivity of the XRCC1 defective EM9 cells stably complemented either with wild-type 

223



full length XRCC1 (XRCC1-WT) or with the XRCC1 phospho-mutant XRCC1-10A (T198A, 

T199A, S226A, S241A, T257A, S259A, S266A, S268A, T281A, T284A) that lacks the Cdk 

phosphorylation sites in the Linker1 region (Figure 3A). As expected, the MMS 

hypersensitivity of EM9-XRCC1 defective cells transfected with the empty vector (EM9-

vector) (lethal concentration, 50%; LC50 = 0.103 mM), was complemented by the expression 

of XRCC1-WT (LC50 = 0.631 mM, p < 0.001) (Figure 3B and C). The XRCC1-10A 

phospho-mutant (LC50 = 0.453 mM) and the XRCC1-9A phospho-mutant (identical to the 

XRCC1-10A mutant except at position 284 where the alanine was reverted to threonine) 

(LC50 = 0.529 mM) equally complemented the MMS sensitivity of the EM9 cells as did the 

XRCC1-WT protein (p = 0.07 and p = 0.24, respectively). These observations show that 

XRCC1 can promote cell survival after the induction of DNA damage when the Linker1 

region unsphorylated, or when the Linker2 region unphosphorylated [23, 24, 37]. 

We also analyzed the effect of the T367A mutation in the context of the Linker1 phospho-

mutations in the XRCC1-11A proteins. The T367A mutant and the XRCC1-11A mutant 

showed an identical response with a lower LC50 (LC50 = 0.230 mM and LC50 = 0.201 mM 

respectively) compared to XRCC1-WT cells (p = 0.01) (Figure 3B and C). In addition, the 

MMS sensitivity of the EM9 cells expressing the phospho-mimetic mutant XRCC1-T367D 

(LC50 = 0.106 mM) was identical to that of cells transfected with the empty vector (LC50 = 

0.103 mM, p = 0.8) or those expressing the deficient mutant XRCC1-L360D (LC50 = 0.1 mM, 

p = 0.7) [14, 15, 38]. Although threonine at position 367 in the BRCT1 domain was not 

observed to be phosphorylated in vivo, this residu is critical for XRCC1’s functions in cell 

survival. 

3.5. The XRCC1 protein that cannot be phosphorylated in the Linker1 

region has an increased affinity for chromatin 
To examine the possibility that Linker1 and BRCT1 phosphorylation may regulate the sub-

cellular distribution of the XRCC1 protein, 293T cells expressing wild type or mutant 

XRCC1 proteins were fractionated with Triton X-100-containing buffers [29, 32] followed by 

the measurement of the XRCC1-eYFP protein levels in the soluble and chromatin bound 

fraction by western blot (Figure 4A and B). All the XRCC1 proteins could be retained to a 

certain degree on the chromatin whith each mutant presenting distinct affinity profiles 

compared to the wild type XRCC1 protein. The abundance of the XRCC1-9A and the -10A 

mutants in the chromatin bound fraction is 15-20% higher than the XRCC1-WT (p = 0.01) 
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(Figure 4A and B). In contrast, proteins with mutations within the BRCT1 domain, the 

XRCC1-T367A or the XRCC1-T367D and the XRCC1-11A protein, are associated with a 

50% reduction in the amount of XRCC1 protein in the chromatin bound fraction (p = 0.004). 

The XRCC1 protein is known to be readily recruited to sites of DNA damage in cells 

treated by MMS [31, 39]. We compared the formation of XRCC1 foci in EM9 cells 

complemented with the wild type XRCC1 (XRCC1-WT) or the XRCC1-9A or XRCC1-

T367D mutants proteins (Figures 4C and D). The proportion of untreated cells with XRCC1-

eYFP foci was significantly higher in EM9-XRCC1-9A complemented cells than in EM9-

XRCC1-WT complemented cells (26% and 8.8% respectively; p < 0.0001), and only 0.75% 

of the EM9-XRCC1-T367D complemented cells were foci-positive (Figure 4D). Treatment 

with MMS increased the proportion of XRCC1 foci-positive nuclei in all three cell lines (p < 

0.0001). In addition, after MMS treatment the proportion of cells with XRCC1 foci was 

significantly higher in EM9-XRCC1-9A complemented cells than in EM9-XRCC1-WT 

complemented cells (51% and 24.5% respectively; p < 0.0001). EM9 cells complemented 

with XRCC1-T367D had the lowest proportion of foci-positive cells after MMS treatment 

(7.1%) (Figure 4D). The proportion of EM9-XRCC1-WT complemented cells with XRCC1 

foci increased by 2.8 fold after MMS treatment (p < 0.0001), whereas the MMS treatment 

induced a two fold increase of the proportion of cells with foci in EM9-XRCC1-9A 

complemented cells (p < 0.0001) (Figure 4D). These observations indicate that the affinity of 

the XRCC1 protein for chromatin increases when the Linker1 is not phosphorylated, and this 

independently of the cells treatment with MMS. The dephosphorylation of the XRCC1 

Linker1 domain in response to DNA damage appears to increase the affinity of XRCC1 for 

the damaged chromatin. 

We next examined if the recruitment of XRCC1 to sites of UV laser induced localized 

DNA damage in the nucleus of HeLa cells is impacted when the Linker1 region cannot be 

phosphorylated. It should be noted that all XRCC1 wild type and mutant proteins are 

exclusively located in the cells nucleus (for EM9 cells see Figure 4C and D and for HeLa 

cells see Figure 5), showing that unlike previously speculated [40], the phosphorylation status 

of XRCC1s’ nuclear localization signal at residus T257 and S266 have no detectable impact 

on it’s presence in the cells nuclei. The XRCC1-WT and the phospho-mutant XRCC1-9A and 

XRCC1-10A eYFP tagged proteins show transient accumulation at DNA damage sites 

generated by UV laser micro-irradiation (Figure 5A). The apparent accumulation of the 

XRCC1-9A and XRCC1-10A reached a maximum relative intensity that is significantly 

higher (p < 10-5) than for the XRCC1-WT (maximum relative intensity of XRCC1-WT 2.34 ± 
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0.1 at 104 s, XRCC1-9A 3.04 ± 0.13 at 124 s, and XRCC1-10A 3.19 ± 0.15 at 144 s) (Figure 

5A). These observations confirm that the affinity of the XRCC1 protein for the DNA damage 

sites increases when the Linker1 region is not phosphorylated. 

We also analyzed the effect of the T367A mutation in the context of the Linker1 phospho-

mutations in the XRCC1-11A proteins. The XRCC1-T367A mutant was weakly recruited 

followed by a rapid dissociation from damaged sites generated by micro-irradiation of nuclei 

(maximum intensity is 1.34 ± 0.14 at 34 s) (Figure 5A) and both the XRCC1-T367A and 

XRCC1-11A proteins have similar recruitment profiles (Figure 5A). Because damages 

generated by low doses of UV laser irradiation (see material and methods and 

Supplementary Figures S2) were not sufficient to induce the recruitment of the XRCC1-

T367D mutant (Data not shown), we analysed the recruitment of this at DNA damages sites 

generated by high doses of UV (Supplementary Figures S2 and S3). The mutation T367D, 

like mutations in the BRCT1 domain of the amino acids L360 and K369 that are essential for 

the binding of XRCC1 to PAR [10, 12, 14, 15, 38], greatly impedes the recruitment of the 

XRCC1 at DNA damages are induced by high doses of UV (Supplementary Figure S3). 

These observations suggest that the T367 is probably a structural component of the BRCT1 

phospho-binding pocket that contributes to the PAR-dependent. 

To test whether the phosphorylation of the Linker1 domain affects the mobility of XRCC1 

from the damaged chromatin, we performed focal fluorescence loss in photobleaching (FLIP) 

experiments in MMS treated or untreated HeLa cells expressing the XRCC1 WT or the 

XRCC1-9A phospho-mutant. The time required for photobleaching 75% of the total XRCC1-

WT-eYFP or XRCC1-9A-eYFP molecules is the same in non-treated cells (30.3 s compared 

to 31.9 s; p = 0.28), and the time increase after MMS treatment is identical for both proteins 

(39.2 s compared to 40.3 s; p = 0.1) (Figure 5C). The analysis of XRCC1 recruitment and 

mobility suggests that the phosphorylation status of the Linker1 domain only affects the 

recruitment of XRCC1 and not its dissociation from the damaged DNA. 

Taken together, these results suggest that in response to DNA damage, the XRCC1 

Linker1 domain is dephosphorylated, which increases the PAR-dependent recruitment of 

XRCC1 to damaged chromatin. 

3.6. The Linker1 region phosphorylation modulates the PAR affinity of the 

XRCC1-BRCT1 region 
We next explored if the Linker1 phosphorylation could affect the interaction of XRCC1 

with the PARP1 protein and with the PAR.  
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The abundance of the XRCC1-9A mutant in the chromatin bound fraction is higher than 

the abundance of the XRCC1-WT, in untreated cells and in MMS treated cells (Figures 4B 

and 6A). We observed that treating the cells with MMS increased the abundance of the 

chromatin bound XRCC1-9A and XRCC1-WT mutant, whilst the addition of the PARP 

inhibitor Veliparib during the MMS treatment lead to a reduction in the abundance in the 

chromatin bound fraction of both the XRCC1-9A and XRCC1-WT mutant (Figures 6A and 

6B). The level of the XRCC1-T367D protein in the chromatin fraction was lower than the 

level of XRCC1-9A or XRCC1-WT proteins in all tested conditions (Figures 6A and B). 

Using an immunoprecipitation approach, we found that the XRCC1-9A mutant, which cannot 

be phosphorylated on the Linker1, has a higher affinity for endogenous PARP1 than the 

XRCC1-WT protein, in both MMS treated and untreated cells (Figure 6C). These results 

along with our observations that the recruitment of the XRCC1-9A mutant at UV-laser 

induced damaged sites (Supplementary Figures S2 and S3) or at the MMS-induced 

damaged chromatin is greatly dependent on PAR synthesized, suggest that the 

phosphorylation of the XRCC1-Linker1 region could modulate the PAR affinity of the 

XRCC1-BRCT1 region. 

We also explored if the mutations in the XRCC1-9A or the XRCC1-T367D mutant 

proteins could affect the interaction of XRCC1 proteins with other DNA repair components in 

vivo. The XRCC1-WT, XRCC1-9A and XRCC1-T367D proteins bind DNA polymerase β 

and DNA ligase 3 to the same extent (Figure 6D). In addition, they equally bind Cdk1 and 

Cdk2 (Figure 6D) as well as Cdk4 and Cdk5 (data not shown) kinases, suggesting that in vivo 

several Cdks could phosphorylate XRCC1. 

We tested in vitro if the phosphorylation of the XRCC1-Linker1 region could modulate the 

PAR affinity of the XRCC1-BRCT1 region. For this, the MBP-NTD, MBP-Linker1-BRCT1 

and MBP-BRCT1 recombinant proteins were spotted onto nitrocellulose membranes, and 

their ability to bind PAR was assessed. As expected, both the Linker1-BRCT1 and the 

BRCT1 fragments, but not the NTD fragment of XRCC1, can bind PAR (Figure 6E). No 

difference in PAR binding between the Cdk-phosphorylated BRCT1 domain and non-

phosphorylated BRCT1 domains was found (p = 0.9) (Figure 6E and F). However, the 

capacity of the Cdk-phosphorylated Linker1-BRCT1 fragment to bind PAR was reduced by 

50% compared to the non-phosphorylated fragment (p = 0.015) (Figure 6E and F). These 

observations show that the affinity of the BRCT1 domain for PAR is reduced when the 

Linker1 region is phosphorylated. 
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The results presented here show that the constitutively phosphorylated XRCC1-Linker1 

region is dephosphorylated in response of cells treatment with the alkylating agent MMS. The 

unphosphorylated Linker1 increases the affinity of the BRCT1 domain for damaged 

chromatin, PARP1 and PAR. Taken together these observation suggest that the 

dephosphorylation of the XRCC1-Linker1 region in response to a genotoxic stress which 

increases the affinity of the XRCC1-BRCT1 domain to PARP and PAR, hence promoting the 

recruitment of XRCC1 at the damaged chromatin. 

4. Discussion
We have established that the XRCC1 protein is constitutively phosphorylated at 7

positions in the Linker1 in vivo (S210, S215, S226, S241, S256, S266 and S281) and our 

results suggest that 4 of these phosphorylations could be dependent on Cdks to which XRCC1 

can bind in vivo. However, we cannot formally exclude that other kinases can phosphorylate 

these positions in the XRCC1-Linker1 region in vivo. Indeed, it has been have observed that 

in HeLa cells, XRCC1 could be phosphorylated in response to EGF treatment by the ERK1/2 

and p38α/β-MAPK kinases in the Linker1 region at positions S241, S266 and S268 [41, 42]. 

In addition, our MS analysis confirms previous publications [23, 24] showing that the Linker2 

region of XRCC1 is also constitutively phosphorylated on at least 13 residues. 

It was shown that the constitutively phosphorylated Linker2 residues S518/T519/T523 

remained phosphorylated after MMS [24]. Furthermore XRCC1 needs to be constitutively 

phosphorylated on the eight CK2 consensus sites in the Linker2 region to interact with PNKP 

[23, 43], to facilitates XRCC1 accumulation [23] and the dissociation [37, 44] of from the 

damaged chromatin. These data show that the constitutive phosphorylation of the XRCC1 

Linker2 is required to stimulate DNA repair [23]. 

We found that MMS treatment results in the dephosphorylation of the soluble XRCC1 

region at 5 Linker1 residues and at 7 Linker2 residus. In addition we found that the chromatin 

bound XRCC1 is dephosphorylated at 3 Linker1 residues after MMS. Also, we show that 

when the Linker1 region is dephosphorylated it increases the XRCC1 affinity for damaged 

chromatin, for the PARP1 protein and enhances the BRCT1-dependent affinity for PAR. Our 

observations suggest that the dephosphorylation of the Linker1 in response to DNA damage is 

required to enhance the XRCC1 recruitment at DNA damage sites and possibly its functions 

in response to DNA damage. 

In spite of this, neither the phosphorylation status of the Linker1 region (our results) nor of 
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the Linker2 region [23, 24, 37] are major determinants of cell survival after induced DNA 

damage. A possible explanation is that the recruitment of XRCC1 mutants that cannot be 

phosphorylated in the Linker1 region or in the Linker2 region at sites of DNA damage, albeit 

with different kinetics compared to the XRCC1 wild type protein, is sufficient to ensure DNA 

repair which in turn promotes cell survival. 

The XRCC1-BRCT1 domain is essential for promoting PAR-binding and PAR-dependent 

recruitment of XRCC1 at DNA damage sites [10, 12, 15, 45]. Our results show that the 

phosphorylation of the XRCC1-Linker1 region decreases the affinity of the XRCC1-BRCT1 

domain for PAR and impedes the PAR-dependent accumulation of XRCC1 at DNA damage 

sites in vivo. Recently the BRCT1 residue K369 was shown to interact with phosphate group 

in ADP-ribose [10, 46] and the PAR-binding pocket within the BRCT1 domain was found to 

have structural homology with the phosphopeptide recognition domain FHA [12]. We 

propose that the threonine in position 367 of the XRCC1-BRCT1 domain is an important 

structural residu of the PAR/phospho-binding pocket required for the recruitment of XRRC1 

at DNA damage sites. 

We propose that the constitutive phosphorylation of unstructured Linker1 region on 

serines/threonines could bind to the PAR-binding pocket in the BRCT1 domain. The masking 

of the BRCT1 domain by phosphate moieties in the Linker1 would lower the XRCC1 affinity 

for PAR under unchallenged growth conditions where PARP activity is mostly required for 

processes other than DNA repair [47]. Alternatively, repulsion between the negatively 

charged PAR and the negative charges of the constitutively phosphorylated Linker1 region 

could lower the affinity of XRCC1 for PAR. The dephosphorylation of Linker1 in response to 

MMS would no longer mask the BRCT1 PAR-binding pocket and the BRCT1 domain could 

now efficiently bind to PAR. The dephosphorylation of the Linker1 region and the extensive 

activation of PARP will both contribute to the rapid recruitment of XRCC1 to PAR-tagged 

DNA damage sites. 

Based on these observations, XRCC1 should be added to the growing list of proteins 

whose dephosphorylation regulates the DNA damage response [22, 48]. Our findings 

underline that the functions of this scaffolding protein in response to DNA damage can be 

regulated by a very dynamic intricate network of post-translational modifications probably 

involving multiple kinases and phosphatases. It will be intriguing to consider how these 
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phosphorylation/dephosphorylation-regulatory loops affect the function of XRCC1 variant 

proteins that have been associated with the risk of developing certain cancers and adverse 

reactions to radiotherapy. 
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Figure legends 
Figure 1 : The XRCC1-Linker1 region is phosphorylated by Cyclin dependent kinases in vitro. (A) 
The Linker1-BRCT1 XRCC1 regions are phosphorylated by Cdk1-cyclinB, Cdk2-cyclinA and Cdk5-
p35 in vitro. Increasing amount of the GST-L1-B1 fusion protein was incubated in vitro with the 
indicated active kinase in presence of 32P-ATP. The products of the kinase reaction were run on SDS-
PAGE gels, stained with coomassie (top) and proteins phosphorylation was analyzed with phosphor-
imaging (bottom). (B) Equal amount of the MBP-fusion proteins of XRCC1 fragments were incubated 
in vitro with active Cdk5-p35 kinase in presence of 32P-ATP. The five XRCC1 regions are: N-terminal 
domain (NTD), BRCT1 (B1), Linker1 (L1), BRCT2 (B2) and Linker2 (L2). The products of the 
kinase reaction were run on SDS-PAGE gels, stained with Coomassie (left) and proteins 
phosphorylation was analyzed with phosphor-imaging (right). The position of Bovine Serum Albumin 
(BSA) added to the kinase reaction is indicated with an arrow, (*) proteolytic fragment of the MBP-
XRCC1 full length protein. (C) Schematic representation of the XRCC1 protein regions and of the 
MBP fused full length and truncated XRCC1 proteins used for in vitro kinase analysis. The phospho-
signal from (B) was corrected for the amount of protein using the intensity of the coomassie staining. 
The relative phospho-signal intensity for each MBP-XRCC1 truncated fragments compared to the 
phospho-signal intensity of the MBP-XRCC1 full length protein is given. (D) Sequence of proteolytic 
phospho-specific XRCC1 peptides identified by mass spectrometry analysis of the MBP-XRCC1-L1-
B1 incubated in vitro with Cdk5-p35, 1best ion score determined by the Mascot search engine, 
numbers in the peptide sequence correspond to amino acids position in the XRCC1 human protein 
(UniProt-P18887). Phosphorylated serines (S) and threonines (T) positions in the XRCC1 protein 
sequence (UniProt-P18887) are indicated, all potentially phosphorylated residues are indicated when 
the phospho-position could not be determined with certainty. (E) The effect of the mutation of the 11 
serines and threonines to alanine on the in vitro phosphorylation by the Cdk5-p35 kinase of increasing 
amount of the GST-L1-B1 fusion proteins. 

Figure 2 : The soluble and the chromatin bound XRCC1 protein phosphorylation pattern is modified 
after cells treatment with MMS. (A) Schematic representation of the residues identified by MS to be 
phosphorylated from the MBP-Linker1-BRCT1 XRCC1 protein fragment incubated with Cdk5-p35 
(in vitro) and from the immunoprecipitated XRCC1-eYFP (in vivo) (also see Supplementary Table S1 
and S2). (B) The soluble XRCC1 protein is highly dephosphorylated while the chromatin bound 
XRCC1 protein is partially dephosphorylated after cells treatment with MMS. Four independent 
experimental repeats were performed to determine the normalized Log2 ratio of each XRCC1 
phospho-peptide intensities from MMS treated cells relative to the untreated cells are presented, the 
error bar presents the confidence interval 95%, * p value ≤ 0.05. Sequence of the analyzed peptide, 
Log2 ratio, confidence interval 95% and p value are also reported in the Supplementary Table S3. 
Phosphorylated serines (S) and threonines (T) positions in the XRCC1 protein sequence are indicated. 
Identical peptides can be phosphorylated at one (+1P) or two (+2P) positions. The same phospho-sites 
can be found on distinct peptides resulting from 1, 2 and 3 missed cleavages (1MC, 2MC or 3MC) of 
the trypsin/AspN in-gel digestion. In case of phosphorylation position ambiguity, the potentially 
phosphorylated residues are indicated and separated with slash mark (/). 

Figure 3 : Effect of XRCC1 mutations in the Linker1 and BRCT1 regions on MMS-induced 
sensitivity. (A) Levels of expression of the XRCC1-eYFP and the DNA ligase 3 proteins in the sorted 
EM9 cells stably expressing the indicated XRCC1-eYFP proteins or transfected with the empty vector, 
the eYFP protein expression was assessed by western blotting. (B) EM9 cells were exposed to the 
indicated concentration of MMS for 1 h, cell culture viabiliy was determined 5 days post-treatment. 
Each data point represent mean ± SD of 3-5 independent experiments with each dose in triplicate, 
these values were used to fit the presented survival curves. (C) Lethal concentration 50% (LC50) of 
MMS extracted from EM9 cell populations survival curves. 

Figure 4 : Linker1 phosphorylation affects XRCC1 cellular distribution. Western blot, probed with the 
indicated antibodies showing the soluble (A), and chromatin bound (B) fractions of 293T cells 
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transfected with the indicated XRCC1 proteins and the respective western blot signal quantification of 
at least three independent experiments. (C) Representative microscopy images of EM9-XRCC1-WT, 
EM9-XRCC1-9A and EM9-XRCC1-T367D cells grown on coverslips, fixed and GFP immunostained 
for foci analysis. Scale bar : 10 μm. (D) Quantification of EM9 cells displaying more than nine 
XRCC1-eYFP foci in the absence of treatment (-) MMS or after MMS treatment (+) MMS (500 μM, 1 
hour). The data represent mean ± SD of 3 independent experiments, total number (n) of EM9 cells 
analyzed is WT (-) MMS, n = 1248; 9A (-) MMS, n = 1223; T367D (-) MMS, n = 887; WT (+) MMS, 
n = 1123; 9A (+) MMS, n = 1212 and T367D (+) MMS, n = 897. 

Figure 5 : Mobility of XRCC1 wild type and phopho-mutant proteins in HeLa cells. (A) Quantitative 
analysis of the relative spot intensity with time of XRCC1-eYFP wild type and mutant proteins at UV 
laser-induced damage sites. Data represents mean relative spot intensity ± SEM, n = 5–30 individual 
cells from a minimum of two independent experiments. Representative images of the recruitment of 
the indicated fluorescent-tagged XRCC1 proteins are presented on the left. Scale bar = 10 µm. (B) 
Phosphorylation of XRCC1 affects its mobility after DNA damage induction. HeLa cells expressing 
either wild type XRCC1-WT or the Linker1 phospho-mutants XRCC1-9A or XRCC1-10A were 
untreated or treated with 500 μM MMS for 60 min before performing FLIP experiments. Data 
represents mean relative nuclei intensity ± SEM, n = 6–26 individual cells from a minimum of two 
independent experiments. Representative images of the fluorescent loss of the eYFP-tagged XRCC1 
proteins by photobleaching are presented on the left. Scale bar = 10 µm. 

Figure 6 : Phosphorylation in the Linker1 region reduce XRCC1 PAR binding. (A) The XRCC1-9A 
mutant has a stronger affinity for PARP-1 than the XRCC1-WT protein in both untreated and MMS 
treated cells. The indicated XRCC1-eYFP and PARP-1 proteins from whole-cell extracts made from 
untreated 293T cells or 293T cells treated with 500 μM of MMS for 60 min (+MMS) are detected by 
western blot (input). The immunoprecipitation  (IP) was carried out by using anti-GFP antibody and 
the co-immunoprecipitated endogenous PARP-1 was revealed by western blot. (B) The presence of 
the XRCC1 proteins in the chromatin fraction is PARP activity dependent. Representative western 
blot probed with the indicated antibodies showing the chromatin bound fractions of 293T cells 
transfected with the indicated XRCC1 proteins in untreated cells or after treatment with 500 μM of 
MMS for 60 min (+MMS) and/or Veliparib treatment. (C) Relative intensity in the XRCC1-YFP 
protein signal compared to the XRCC-WT-YFP signal in untreated cells of the western blot presented 
in (B). (D) The wild type protein XRCC1-WT, the XRCC1-9A and the XRCC1-T367D mutants 
equally interact with DNA ligase 3, Polymerase β, Cdk1 and Cdk2 in vivo. Whole cell extracts 
prepared from untreated 293T cells expressing the indicated XRCC1-eYFP proteins were subject to 
immunoprecipitation with anti-GFP antibody. The co-immunoprecipitated proteins (IP) were 
fractionated by SDS±PAGE and probed with the indicated antibodies, (*) XRCC1 proteins. The 
amount of extracts analyzed in the input blots is 1/10th of the total extract. (E) The interactions 
between PAR and XRCC1 truncated fragment NTD, Linker1-BRCT1 (L1-B1) or BRCT1 (B1) 
recombinant MBP fusion proteins was examined by dot blot using anti-PAR antibody (top panel). The 
XRCC1 fragments were phosphorylated (+) or not (-) by the Cdk5/p35 kinase prior blotting 250 ng, 
125 ng and 75 ng of recombinant protein on nitrocellulose membrane. On the right, the MBP protein 
(250 ng) and the active Cdk5/p35 (10 ng) and kinase buffer were blotted as negative controls. Blotted 
MBP proteins were detected by anti-MBP antibody (bottom panel). (F) Relative intensity in the PAR 
signal for phosphorylated compared to non-phosphorylated proteins. 
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Supplementary figures legends 

Supplementary Figure S1: Identification by MS of MBP-XRCC1-L1-B1 phosphorylated residues 

incubated in vitro with the active Cdk5/p35. Representative MS/MS spectra of the phospho-peptides 

detected in the MBP-L1-B1 XRCC1 fragment. The peptide sequence, the observed ions and the position 

of the phosphorylation (UniProt-P18887) are indicated above the spectrum. 
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Supplementary Figure S2: Measurements of the power output of the 405 nm diode for UV induced 

photodamage after low and high doses. The power output was measured using an optical energy meter 

(Thorlabs Inc.) for a sequence of five images acquisition (514 nm, Argon-laser line), one pulse of the UV 

diode for photodamage induction (405 nm) followed by five images acquisition (514 nm). (A) The low 

dose photo-damage conditions consisted of a laser beam pulse of 25 ms at 20% output setting, (B) and the 

high dose photo-damage conditions consisted of a laser beam pulse of 500 ms at 100% output setting. 

Supplementary Figure S3: Mobility of XRCC1 wild type and phopho-mutant proteins in HeLa cells, in 

HeLa cells treated with 10 µM of the PARP inhibitor Veliparib (+ Veliparib) and in Hela cells depleted 

for the expression of the PARP-1 protein (Hela PARP-1KD) [1]. The quantitative analysis of the relative 

spot intensity with time of XRCC1-eYFP wild type and mutant proteins at sites of low doses (A) and high 

doses (B and C) of UV laser-induced damage sites is presented. Data for the recruitment of the XRCC1-

WT protein in the HeLa PARP-1KD cells in (S3B) is from [2]. Data represents mean relative spot intensity 

± SEM, n = 2–49 individual cells from a minimum of two independent experiments. 
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Supplementary	  Table	  S1:	  Sequence	  of	  phospho-‐specific	  XRCC1	  peptides	  identified	  by	  mass	  spectrometry	  analysis	  
of	  the	  MBP-‐L1-‐B1	  XRCC1	  fragment	  incubated	  in	  vitro	  with	  Cdk5-‐p35

Best	  ion	  

score1	  
Peptide	  sequence2

Precursor	  ion	  
charge

Phosphosite	  

position3

PhosphoRS	  peptide	  
position	  validation	  (%) Digestion	  

31,5 NKTSPVTASDPAGPSYA 2+ T198/S199 49.2	  for	  T3	  and	  S4 Elastase
34,7 SDPAGPSYAAATLQASSAASSASPV 2+ S226 96,8 Elastase
74,6 AATLQASSAASSASPV 2+ S226 100 Elastase
40 AATLQASSAASSASPVSR 2+ S226 98,3 Elastase
78,9 AATLQASSAASSASPVSRA 2+ S226 100 Elastase
43,8 AATLQASSAASSASPVSRAIGS 2+ S226 89,4 Elastase
31,8 TLQASSAASSASPVS 2+ S226 91,2 Elastase
64,8 TLQASSAASSASPVSR 2+ S226 99,9 Elastase
82,2 TLQASSAASSASPVSRA 2+ S226 99,9 Elastase
38,1 SSAASSASPVSRAIGS 2+ S226 98,9 Elastase
63,3 SSAASSASPVSRA 2+ S226 99,9 Elastase
48,8 SAASSASPVSRA 2+ S226 99 Elastase
82,5 INKTSPVTASDPAGPSYAAATLQASSAASSASPVSR 3+ S226 99,4 Trypsin
64,9 TSPVTASDPAGPSYAAATLQASSAASSASPVSR 3+ S226 99,4 Trypsin
36,4 IGSTSKPQESPKG 2+ S241 100 Elastase
45,5 AIGSTSKPQESPKGK 2+ S241 90,6 Trypsin
53,7 AIGSTSKPQESPK 2+ S241 100 Trypsin
26,7 KTPSKPPAQLSPSVPK 3+ T257	  and	  S266 80,2 Trypsin
34,9 KTPSKPPAQLSPSVPK 2+ S266 99,2 Trypsin
20,4 TPSKPPAQLSPSVPK 2+ S266 90,8 Trypsin
25,9 DLNQEEKKTPSKPPAQL 2+ T257 98,7 Chymotrypsin
39,4 LPAPTRTPATAPVPAR 3+ T281	  and	  T284 100 Trypsin
53,2 TPATAPVPAR 2+ T281 100 Trypsin
42,8 DSTHLICAFANTPK 2+ T367 100 Trypsin

1Best	  ion	  score	  determined	  by	  the	  Mascot	  search	  engine.
2Phosphorylated	  residues	  are	  underlined	  in	  the	  peptide	  sequence.
3Phosphorylated	  serines	  (S)	  and	  threonines	  (T)	  positions’	  in	  the	  XRCC1	  protein	  sequence	  (UniProt-‐P18887)	  are	  indicated,
alternativelly,	  slash	  mark	  (/)	  separates	  potentially	  phosphorylated	  residues	  when	  the	  phospho-‐position	  could	  not	  be	  determined	  with	  certainty.
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Au cours de ma thèse, j’ai pu mettre en évidence d’une part que le rôle de la protéine PARP2 

sur la régulation de l’activité de PARP1 est dépendent du contexte cellulaire et d’autre part des 

nouvelles fonctions de de PARP2 dans la régulation du choix des voies de la réparation des CDBs 

de l’ADN. Le second axe de recherche que j’ai développé m’a permis de déterminer que la 

dynamique de phosphorylation/déphosphorylation de l’interdomaine 1 de la protéine XRCC1 après 

des dommages de l’ADN est le déterminant de son efficacité de recrutement dépendant des PAR 

aux sites de dommages. Dans cette section, je discute des implications de ces résultats.  

 

1. PARP2 et le métabolisme des PAR 
 

Au cours de l’étude rapportée dans le premier article présenté dans ce manuscrit (Boudra et al., 

2015), nous avons mis en évidence que les MEF déficientes pour PARP2 présentent une diminution 

de l’activité PARP, alors qu’une augmentation de l’activité PARP d’environ 20% est observée dans 

la lignée HeLa shPARP2, et qu’aucune variation n’est vue dans la lignée U2OS ainsi que dans une 

lignée de fibroblastes immortalisés (Boudra et al., 2015). Ces observations indiquent que la 

contribution de PARP2 au métabolisme global des PAR est variable, voir négligeable, dans 

certaines lignées cellulaires, alors que PARP2 pourrait réguler négativement le niveau de synthèse 

de PAR dans d’autres. En effet, il a été observé que le niveau de synthèse de PAR est plus important 

dans des lignées murines de lymphocytes B et de thymocytes issues des souris KO pour PARP2, 

que dans les lignées contrôles correspondantes (Ambrose et al., 2009; Navarro et al., 2017; Robert 

et al., 2009; Yelamos et al., 2006). A l’inverse, l’activité PARP est réduite dans les lignées murines 

de fibroblastes immortalisés (Schreiber et al., 2002) ou embryonnaires (Ame et al., 1999), ainsi 

que de cellules musculaires (Szántó et al., 2011). Ceci indique que dans certains modèles 

cellulaires, PARP2 pourrait réguler négativement l’activité de PARP1. De même, dans les lignées 

U2OS et AS3WT2 (aussi dénommée HF), il est aussi possible que l’activité de PARP1 soit plus 

importante que dans la lignée contrôle correspondante, masquant alors la contribution réelle de 

PARP2. Cependant malgré les différences observées dans l’activité PARP globale dans les trois 

lignées cellulaires étudiées, PARP2 contribue néanmoins au maintien de la survie en réponse aux 

radiations ionisantes 
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Ces travaux mettent aussi en évidence qu’en absence de PARP2, l’expression de PARG est 

diminuée, ce qui pourrait augmenter par conséquent la durée de demi-vie des PAR. L’essai 

d’activité PARP utilisé dans cette étude repose sur la stimulation maximale des PARPs par des 

oligonucléotides, dans des cellules perméabilisées. L’une des conséquences de l’augmentation de 

la durée de vie des PAR pourrait donc être une augmentation indirecte dans la mesure des PAR 

dans notre essai d’activité PARP. Cependant, la déplétion de PARG n’affecte pas la mesure de 

l’activité PARP de notre essai, écartant donc la possibilité que la réduction de l’activité PARG dans 

les cellules déplétées pour PARP2 soit responsable de l’augmentation de l’activité PAR détectée. 

Il est possible que dans cet essai d’activité PARP, l’action de PARG ne soit pas immédiate ou alors 

que l’activité PARP soit stimulée si fortement que la contribution de PARG en devient négligeable. 

L’ensemble de ces résultats indiquent donc l’activité de PARP1 est plus importante en absence de 

PARP2. Ceci est consistant avec l’observation que la présence de PARP2 pourrait diminuer 

l’activation de PARP1 in vitro (Kutuzov et al., 2013b). Dans certaines lignées cellulaires, PARP2 

a donc un effet inhibiteur sur PARP1.  

L’effet d’une augmentation de l’activité de PARP1 dans un contexte où PARP2 est absent à 

plusieurs conséquences. Tout d’abord, nous avons pu observer que le recrutement de PARP1, aux 

sites de dommages induits par microirradiation laser, était diminué, dans des conditions où 

l’activité de PARP1 est plus importante. Ceci pourrait s’expliquer par une augmentation de la 

répulsion électrostatique entre les charges négatives portées par les PAR et celles portées par 

l’ADN, dans un contexte où l’activité de PARP1 est fortement augmentée. De plus, il a été décrit 

que la phosphorylation de PARP1 par la kinase c-Met, stimule l’activité de PARP1 et diminue 

l’affinité de PARP1 pour les inhibiteurs de PARP ainsi que pour la chromatine, provoquant alors 

une résistance des cellules tumorales aux effets cytotoxiques des inhibiteurs de PARP (Du et al., 

2016). Cette dernière observation pourrait donc indiquer que l’augmentation de l’activité de 

PARP1, dans certaines lignées cellulaires déficientes pour PARP2, puissent induire une résistance 

aux inhibiteurs de PARP. Il serait donc très intéressant de déterminer si la lignée HeLa shPARP2 

est plus résistante aux inhibiteurs de PARP que la lignée contrôle, et si dans un contexte plus 

général, l’activité de PARP1 pourrait être un biomarqueur de résistance/sensibilité aux inhibiteurs 

de PARP. 
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La déplétion de PARP2 dans la lignée HeLa affecte aussi le recrutement de la protéine XRCC1 

aux sites de dommages de l’ADN. Sachant que la déplétion de PARP2 dans les lignées U2OS et 

AS3WT2 n’affecte pas le recrutement de XRCC1, il est probable que la diminution du recrutement 

de PARP1 dans la lignée HeLa soit responsable du défaut d’accumulation de XRCC1 aux sites de 

microirradiation laser. De plus, sachant que XRCC1 régule négativement l’activité de PARP1, la 

diminution du recrutement de XRCC1 pourrait aussi contribuer à augmenter l’activité de PARP1 

(Masson et al., 1998a). Finalement, nous avons aussi observé une diminution du recrutement de 

PARG et de PCNA aux sites de microirradiation laser, en absence de PARP2.  Le recrutement de 

PARG est dépendant à la fois des PAR mais aussi de l’interaction avec PCNA (Mortusewicz et al., 

2011a), et celui de PCNA pourrait être partiellement dépendant de XRCC1 (Hanssen-Bauer et al., 

2011). Sur la base de ces observations nous suggérons que l’augmentation de l’activité de PARP1 

en l’absence de PARP2, conduit à la diminution du recrutement de XRCC1, et donc de PCNA, ce 

qui en retour affecte le recrutement de PARG. Le recrutement plus faible de PARG pourrait aussi 

contribuer à augmenter localement la quantité de PAR. La déplétion de PARP2 pourrait donc 

affecter une boucle de rétrocontrôle, permettant de réguler finement la synthèse locale des PAR et 

affecter les cinétiques de réparation des dommages de l’ADN. 

Ce mécanisme complexe de régulation du métabolisme des PAR dépendant de PARP2 est par 

ailleurs rapidement réversible dès que l’expression de PARP2 est restaurée dans la lignée HeLa, 

indiquant donc qu’il ne s’agit probablement pas d’un mécanisme d’adaptation cellulaire à la perte 

de PARP2 à long terme, mais plutôt bien d’un mécanisme de contrôle de l’activité de PARP1 par 

PARP2. Il serait donc intéressant dans ce cadre de déterminer l’impact de PARP2 sur les niveaux 

cellulaires de NAD+, qui pourraient être largement réduit de par l’activation importante de PARP1, 

dans les cellules HeLa déplétées pour PARP2. En effet, l’activation de SIRT1, qui est très 

largement dépendante du niveau de NAD+ (Pillai et al., 2005), ainsi que la boucle de régulation 

d’activité entre SIRT1 et PARP1 (Bai et al., 2011b), pourraient aussi être dérégulée dans un 

contexte où PARP2 est absent. Nous ne donc pouvons pas exclure que ces mécanismes soient en 

partie responsable de la dérégulation de l’expression des gènes et des dérégulation du métabolisme 

observé dans un contexte déficient pour PARP2 (Bai et al., 2011a). 
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2. PARP1, PARP2 et réparation des CDBs 
 

Au cours de ma thèse, j’ai mis en évidence que PARP2 stimule la résection des extrémités 

d’ADN en réponse à l’induction de CDBs, stimulant ainsi les voies de la RH, du SSA, du Alt-EJ, 

et inhibant la voie du C-EJ. Ainsi, l’absence de PARP2 est associée avec une diminution de la taille 

des délétions observées aux points de jonction post-réparation par les voies de jonctions des 

extrémités. En revanche, la déplétion de PARP1 n’affecte pas l’efficacité des voies de la réparation 

des CDBs de l’ADN, indiquant un rôle spécifique de PARP2. L’observation que PARP1 n’affecte 

pas l’efficacité de la réparation des CDBs induites par I-Sce1 par la RH ou par les voies de jonctions 

des extrémités, a été décrite par plusieurs études (Mansour et al., 2010; Schultz et al., 2003; Yang 

et al., 2004). A l’inverse, il a été observé que PARP1 pourrait faciliter la RH après induction d’une 

CDB par I-Sce1 (Xie et al., 2015), mais cette contradiction n’a pas été expliquée à ce jour. Une 

explication possible est que le rôle essentiel de PARP1 dans le recrutement de nombreux complexes 

de remodelage de la chromatine aux sites de dommages de l’ADN, puisse faciliter la RH (Ahel et 

al., 2009; Chou et al., 2010; Eustermann et al., 2010; Khoury-Haddad et al., 2014; Timinszky et 

al., 2009a). Le rôle de PARP1 dans la RH pourrait donc être en partie dépendant du contexte 

chromatinien, comme cela a été suggéré au sein de la voie du C-EJ (Luijsterburg et al., 2016b).  

Néanmoins, il est clair que PARP1 est essentiel dans la voie du Alt-EJ, en absence de la protéine 

Ku (Mansour et al., 2013; Mansour et al., 2010). En présence de Ku, il semble que PARP1 n’affecte 

pas l’efficacité de la jonction des extrémités, ce qui est en accord avec ce que nous avons observé. 

Toutefois, même si l’efficacité de l’initiation de la voie du Alt-EJ n’est pas affectée en absence de 

PARP1 (définie par la perte de nucléotides en dehors de l’overhang de 4 pb produit par I-Sce1), 

une diminution de la taille moyenne des délétions a été observée. En effet la taille moyenne des 

délétions est de 48pb ± 8pb pour le siControl, 28pb ± 7pb pour le siPARP2 et 21pb ± 6pb pour le 

siPARP1 (nombre moyen de pb perdues par séquence ± SEM) (voir Annexe 1). Ces informations 

suggèrent donc un rôle de PARP2 dans l’initiation de la résection alors que PARP1 pourrait 

favoriser l’extension de la résection au cours de la réparation par la voie du Alt-EJ. Cependant, la 

reconstruction du gène d’expression de la GFP par la réparation d’une coupure I-Sce1 dans le 

substrat SA-GFP(SSA) requière la résection d’au moins 2.7 kb. Il est donc peu probable que 

PARP1 favorise la résection longue, puisque la déplétion de PARP1 n’affecte pas l’efficacité du 

SSA (nos données non publiées).  
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De plus, nous avons observé que l’inhibition de PARP1 et de PARP2 par le veliparib, un 

inhibiteur de PARP testé en clinique, n’affecte pas l’efficacité de la jonction des extrémités par C-

EJ ou Alt-EJ, ni celle de la RH. Ces résultats indiquent d’une part que l’activité de PARP1 et de 

PARP2 n’est pas requise, et d’autre part que les effets sur la réparation des CDBs causés par la 

déplétion de PARP2 ne sont pas dû à une dérégulation de l’activité de PARP1, comme nous l’avons 

observé dans la lignée HeLa (Boudra et al., 2015). Ces données sont confortées par l’observation 

que la forme inactive de PARP2, dans laquelle le glutamate du motif H-Y-E est remplacé par une 

alanine (mutant PARP2 E545A), restaure l’efficacité du C-EJ des cellules déficientes pour PARP2. 

De plus, nous avons précédemment observé que la déplétion de PARP2 dans la lignée AS3WT2 

(ou HF) ne modifie pas l’activité PARP globale (Boudra et al., 2015). Puisque les lignées HF EJ-

CD4 (clone GC92) et HF DR-GFP (clone RG37), porteurs des substrats de réparation pour la RH 

et le EJ, sont issus de la lignée HF, il est probable que la déplétion transitoire de PARP2 n’affecte 

pas l’activité de PARP1 dans ces lignées. Ces données mettent donc en lumière un rôle spécifique 

de PARP2 dans la régulation de la réparation des CDBs de l’ADN, qui est indépendant de son 

activité enzymatique.  

 

3. L’activité de PARP2 au sein de la réparation de l’ADN 
 

Il est maintenant bien caractérisé que PARP2 est recruté aux sites de dommages de l’ADN, ce 

qui contribue à stimuler localement son activité de synthèse de PAR (Kutuzov et al., 2013a; 

Langelier et al., 2014a; Langelier et al., 2014b; Sukhanova et al., 2016). De plus, plusieurs études 

ont mis en évidence que PARP2 pouvait PARyler de nombreux acteurs de la réparation de l’ADN, 

les histones (Carter-O'Connell and Cohen, 2015; Carter-O’Connell et al., 2014; Gibson et al., 

2016), ou encore les extrémités d’ADN endommagées in vitro (Talhaoui et al., 2016). Cependant, 

l’implication de l’activité de PARP2 dans la promotion de la survie cellulaire en réponse aux 

dommages de l’ADN n’a jusqu’ici jamais été déterminée.  

Dans le premier article présenté dans ce manuscrit, nous avons observé que PARP2 contribue 

à assurer la survie cellulaire en réponse aux radiations ionisantes quel que soit son apport à l’activité 

PARP globale, pouvant suggérer que l’activité de PARP2 n’est pas un facteur clé dans ce contexte 
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(Boudra et al., 2015). Ces données pourraient donc insinuer que PARP2 agit dans la réponse aux 

dommages de l’ADN induits par irradiation, indépendamment de son activité enzymatique. 

Dans la seconde étude qui est présentée, nous avons vu que la sensibilité à la bléomycine de la 

lignée HF EJ-CD4, déplétée pour PARP2, est complémentée lors de la réintroduction de la forme 

sauvage ou de la forme mutante inactive de PARP2 E545A. Ce mutant est similaire au mutant 

E988A de PARP1, en cela qu’il remplace le glutamate du motif H-Y-E par une alanine. Il a été 

décrit que ce mutant diminue la capacité de PARP1 à allonger les chaînes d’ADP-ribose d’un 

facteur 2000 (Marsischky et al., 1995). De même, la capacité à initier la formation des PAR est 

aussi dramatiquement réduite dans ce mutant. Un effet similaire, sur l’initiation et l’élongation des 

chaînes de PAR est donc attendu pour le mutant PARP2 E545A. Ce résultat indique donc 

clairement que l’activité de PARP2 n’est pas requise pour promouvoir la survie cellulaire en 

réponse aux CSBs et aux CDBs de l’ADN induites par la bléomycine (Chen et al., 2008a), dans la 

lignée HF EJ-CD4. Ces résultats suggèrent donc fortement que la sensibilité à la bléomycine des 

cellules déplétées pour PARP2 est la résultante du défaut dans les voies de réparation des CDBs de 

l’ADN, qui est aussi indépendant de l’activité de PARP2. 

A l’avenir, il sera important de déterminer quelles fonctions de PARP2 dans le maintien de la 

stabilité de l’ADN sont dépendantes ou non de son activité, dans un contexte où les inhibiteurs de 

PARP sont utilisés en clinique. Il serait donc essentiel de déterminer la viabilité des cellules 

complémentées avec le mutant catalytique de PARP2 E545A, en réponse à l’induction de dommage 

par différents agents génotoxiques comme le MMS, l’H2O2 ou les radiations ionisantes. 

4. Le lien entre PARP2 et 53BP1

53BP1 est une protéine essentielle dans le choix des voies de la réparation de l’ADN, en 

permettant de limiter l’initiation de la résection des extrémités d’ADN (Bunting et al., 2010). Ainsi, 

nous avons montré que la déplétion de 53BP1 stimule les voies de la RH, du SSA et du Alt-EJ, qui 

dépendent de la résection, et inhibe la voie du C-EJ. Ces fonctions étant largement opposées à celle 

de PARP2, un rôle antagoniste des deux protéines dans la régulation de l’initiation de la résection 

a donc été suggéré. On peut cependant noter que lors de l’analyse des points de jonctions post-
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réparation, nous n’avons pas observé la présence de longues délétions, une caractéristique de la 

perte de 53BP1 (Grabarz et al., 2013; Guirouilh-Barbat et al., 2016). L’analyse des séquences aux 

points de jonction nécessite une étape d’amplification des séquences par PCR, suivie d’une étape 

de purification des produits de PCR sur gel. De part ces contraintes techniques, deux raisons 

pourraient expliquer cette observation (1) la présence de délétions trop longues pour permettre la 

capture des évènements de réparation par PCR (2) une exclusion involontaire des longues délétions 

lors de la purification sur gel des produits de PCR. Il est ainsi possible que nous ayons sous-estimé 

l’effet de la déplétion de 53BP1 sur la formation de longues délétions et donc sur l’efficacité de 

réparation par la voie du C-EJ.  

L’une des observations majeures qui a été faite au cours de mon travail de thèse montre que 

PARP2 affecte l’accumulation de 53BP1 aux sites de dommages de l’ADN induits soit par 

microirradiation laser, soit après un traitement de deux heures à la bléomycine. De plus, la déplétion 

de 53BP1 restaure l’efficacité des voies de la réparation des cellules déficientes pour PARP2. Ceci 

suggère donc fortement que l’accumulation excessive de 53BP1 est responsable des défauts de la 

réparation, observés en absence de PARP2.  

Comment PARP2 pourrait réguler l’accumulation de 53BP1 aux sites de dommages de l’ADN 

est une question qui reste pour le moment en suspens. Une diminution du recrutement de 53BP1 

ou de sa persistance aux sites de dommages de l’ADN en absence de PARP2, pourrait avoir les 

mêmes conséquences. Doit-on donc parler d’une altération de l’accumulation ou de la dissociation 

de 53BP1 en absence de PARP2 ? La protéine 53BP1 est recrutée en l’espace de quelques minutes 

aux sites de dommages de l’ADN en phase G1, S et G2 du cycle cellulaire (Bakr et al., 2016; Isono 

et al., 2017). En revanche, le recrutement de 53BP1 est inhibé par phosphorylation durant la mitose 

pour prévenir la formation de fusions télomères-télomères (Orthwein et al., 2014). Alors que 

53BP1 et son partenaire RIF1 persistent aux sites de dommages en phase G1 du cycle cellulaire, 

53BP1 et RIF1 sont dissociés rapidement en phase S et G2 pour permettre la résection des 

extrémités (Bakr et al., 2016). Cette dissociation de 53BP1 et de RIF1 est dépendante de BRCA1. 

En revanche, l’effet de la déplétion de PARP2 sur la quantité relative de protéine 53BP1 aux sites 

de dommages induits par microirradiation laser s’observe dès l’initiation du recrutement de 53BP1. 

Cette observation nous a donc conduit à proposer un effet de PARP2 sur la phase d’accumulation 

initiale de 53BP1 aux dommages. Ainsi, si la phase de dissociation de 53BP1 est définie comme 
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l’action de BRCA1, alors PARP2 affecte l’accumulation et non la dissociation de 53BP1. Ces 

données suggèrent donc un rôle différent de PARP2 sur 53BP1, que ceux précédemment décrits 

pour BRCA1. Néanmoins, nous ne pouvons pas totalement exclure que PARP2 affecte le turnover 

local de 53BP1 aux sites de dommages en faveur d’une dissociation. Pour conclure quant aux rôles 

respectifs de PARP2 et de BRCA1, il serait déterminant de connaître les cinétiques d’association 

mais aussi de dissociation de 53BP1 en fonction des différentes phases du cycle cellulaire, en 

absence de PARP2 et/ou de BRCA1. Ceci pourrait être déterminé en combinant des approches de 

microirradiation laser et d’immunofluorescence pour suivre la dynamique de recrutement et de la 

dissociation de 53BP1. Ainsi, l’observation que BRCA1 et PARP2 sont épistatiques dans la 

promotion de la RH, du SSA et du Alt-EJ suggère qu’une action combinée de ces deux protéines 

est requise à deux niveaux distincts. Ces données suggèrent donc que la déplétion de 53BP1 devrait 

restaurer partiellement la viabilité des cellules déficientes pour PARP2 comme cela a été décrit 

pour BRCA1 (Bouwman et al., 2010; Bunting et al., 2010). 

L’observation que l’effet de PARP2 sur l’efficacité de réparation des CDBs par la RH et le EJ 

est indépendant de son activité, mais dépendant de 53BP1, suggère que le recrutement de 53BP1 

est aussi indépendant de l’activité enzymatique de PARP2. Cette observation n’est pas 

contradictoire avec un rôle local de PARP2, puisque le recrutement de PARP2 aux sites de 

dommages de l’ADN n’est pas dépendant de son activité (Riccio et al., 2016 et nos données). Nous 

avons donc envisagé que PARP2 pouvait moduler la présence de 53BP1 à la chromatine 

endommagée en interagissant avec des acteurs impliqués dans le recrutement de 53BP1. Tout 

d’abord, sachant que les foyers 53BP1 ne sont pas résistants à un traitement par un inhibiteur du 

protéasome dans les cellules déplétées pour PARP2, cela suggère indirectement que la voie RNF8-

RNF168 n’est pas suractivée en absence de PARP2 (voir figure 28). L’utilisation d’un anticorps 

spécifique de H2AK15ub serait importante pour confirmer cette observation. En revanche, nos 

analyses préliminaires ont permis de mettre en évidence une interaction entre la protéine PARP2 

et la protéine RIF1, une protéine qui est importante pour assurer la reconnaissance de H4K20me2 

par le domaine Tudor de 53BP1 (Drané et al., 2017 et figure 29). En effet, l’interaction de RIF1 

avec la protéine 53BP1 soluble, abolit l’interaction entre 53BP1 et la protéine TIRR qui masque le 

domaine Tudor de 53BP1. Cependant, il a été déterminé que la déplétion de TIRR diminue la 

stabilité de 53BP1 ; or, nous n’avons pas observé de diminution de l’expression de 53BP1 en 

absence de PARP2. Ainsi, ce mécanisme n’est probablement pas impliqué dans le défaut 
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d’accumulation de 53BP1, observé en l’absence de PARP2. De plus, la déplétion de PARP2 

n’affecte pas la formation des foyers RIF1 (Figure 30). Cette dernière observation explique 

d’ailleurs probablement pourquoi la déplétion de RIF1 ne restaure que très partiellement l’efficacité 

de la RH et du EJ des cellules déplétées pour PARP2 et suggère que RIF1 n’est pas la cible par 

laquelle PARP2 modère le recrutement de 53BP1.L’interaction entre RIF1 et PARP2 pourrait donc 

jouer un rôle dans d’autres processus cellulaires comme durant la maintenance de l’intégrité des 

télomères, où RIF1 et PARP2 sont impliqués (Dan et al., 2014; Dantzer et al., 2004; Shi et al., 

2013). 

Une seconde hypothèse pour expliquer comment PARP2 régule le recrutement de 53BP1 

pourrait être un rôle transcriptionnel indirect de PARP2. En effet, il a été établi que PARP2 pouvait 

réguler la transcription indépendamment de son activité enzymatique (Liang et al., 2013). 

Cependant, nous n’avons observé de variations de l’expression d’aucune des protéines que nous 

avons étudiées, et l’observation du transcriptome d’une lignée déplétée pour PARP2 ou des bases 

de données d’expression n’a pas fait apparaitre de candidat potentiel à la régulation du recrutement 

de 53BP1 (Szántó et al., 2014).  

Une dernière hypothèse serait que PARP2 module localement la structure de la chromatine, 

facilitant ainsi l’accumulation de 53BP1. En effet, PARP2 est recruté plus précocement que 53BP1 

aux sites de dommages de l’ADN, indépendamment de son activité enzymatique. Pour confirmer 

cette hypothèse d’un effet local de PARP2, il serait essentiel de complémenter des cellules 

déficientes pour PARP2 avec des mutants du domaine WGR de PARP2 qui sont déficients dans 

leur recrutement aux sites de dommages de l’ADN, comme les formes PARP2N116A ou PARP2Y188F 

(Riccio et al., 2016). Néanmoins, même si le recrutement de la forme fusionnée à la GFP de PARP2 

est facilement détectable en réponse aux dommages induits par microirradiation laser, nous avons 

été dans l’impossibilité de détecter la formation de foyers PARP2 par immunofluorescence, après 

un traitement avec des agents génotoxiques. Cette restriction technique nous a malheureusement 

limité dans la réponse à plusieurs questions importantes : 

- La protéine PARP2 est-elle recrutée directement au niveau des CDBs de l’ADN, et si oui, 

dans quelle proportion et dans quelle phase du cycle cellulaire ? 

- PARP2 colocalise t-il avec les acteurs de la résection en réponse aux dommages de l’ADN ? 
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- Est-ce que PARP2 colocalise avec 53BP1, ou inversement sont-ils mutuellement exclusifs 

comme ce qui est décrit pour BRCA1 et 53BP1 ? 

La réponse à ces questions pourrait cependant être partiellement obtenue en utilisant des approches 

d’immunoprécipitation de chromatine.  

Il est aussi très intéressant d’évaluer les conséquences de cette hyper-accumulation de 

53BP1, qui est responsable des défauts de résection des extrémités observés en absence de 

PARP2.  

Alors que PARP2 n’affecte pas l’efficacité globale du CSR, 53BP1 est essentiel au cours de ce 

processus (Robert et al., 2009; Ward et al., 2004). Cependant, l’inverse n’est pas vrai, puisque la 

surexpression de 53BP1 n’affecte pas l’efficacité du CSR (Zong et al., 2015). Il est donc peu 

probable qu’une l’accumulation excessive de 53BP1 à la chromatine affecte l’efficacité du CSR. 

Ceci pourrait expliquer pourquoi la déplétion de PARP2 n’affecte pas l’efficacité du CSR chez la 

souris.  

Sachant que l’absence de PARP2 est associée avec une augmentation de la fréquence des 

translocations IgH/c-Myc au cours du CSR chez la souris, il est intéressant de se demander si 

l’augmentation de l’efficacité du C-EJ que nous avons décrite pourrait expliquer ce phénomène 

(Robert et al., 2009) Les cellules déficientes pour Ku70, Ku80, XRCC4 et pour l’ADN ligase 4 

conservent une efficacité du CSR de l’ordre de 50% par la voie du Alt-EJ, suggérant donc que 

l’origine de ces translocations chez la souris vient de l’action du Alt-EJ (Boboila et al., 2010; Wang 

et al., 2009b; Yan et al., 2007). De même, en absence de Ku70, la fréquence des translocations est 

augmentée de façon dépendante de CtIP chez la souris, impliquant la voie du Alt-EJ (Lee-Theilen 

et al., 2011; Weinstock et al., 2007; Zhang and Jasin, 2011). Concernant les translocations IgH/c-

myc, leur fréquence n’est pas affectée par la déplétion de 53BP1, alors que la combinaison de la 

déficience en XRCC4 et P53 est associée avec la formation de lymphomes B porteurs de 

translocations entre les locus IgH et c-Myc (Ramiro et al., 2006; Wang et al., 2008). Ces données 

indiquent donc qu’il est peu probable que l’augmentation de la fréquence des translocations au 

cours du CSR chez la souris en absence de PARP2 soit causée par l’augmentation de l’efficacité 

du C-EJ. 
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Cependant, il est important de souligner que chez l’homme, la formation des translocations 

dépendent du C-EJ et non du Alt-EJ (Bhargava et al., 2017; Ghezraoui et al., 2014). De plus, 

l’absence de PARP2 est associée avec une augmentation importante des cassures chromosomiques, 

des micronoyaux, et les anaphases issues de cellules déplétées pour PARP2, présentent de 

nombreux défauts de ségrégations chromosomiques après un traitement avec un agent alkylant 

(Dantzer et al., 2006; Menissier de Murcia et al., 2003). PARP2 est donc important pour assurer la 

stabilité du génome, et il serait très intéressant de déterminer si son activité enzymatique est requise 

à ce niveau, dans les cellules humaines en particulier.  

De façon intéressante, alors que la déplétion de 53BP1 est associée avec une augmentation de 

la fréquence des délétions de longues tailles lorsque les deux CDBs sont éloignées, l’induction par 

I-Sce1 de deux CDBs proches de 34pb en absence de 53BP1, n’augmente pas la taille des délétions 

(Guirouilh-Barbat et al., 2016). De même, au cours de la recombinaison V(D)J, 53BP1 stimule 

uniquement le rapprochement de séquences éloignées (Difilippantonio et al., 2008). Ceci suggère 

que la protection des extrémités par 53BP1 n’est pas requise lorsque les extrémités sont 

suffisamment proches. Dans ce contexte, il est possible que l’action de Ku soit suffisante pour 

protéger et maintenir et protéger les extrémités proches l’une de l’autre. A l’inverse, lorsque les 

extrémités sont éloignées, l’action de 53BP1 et de ces partenaires protège les extrémités et favorise 

aussi peut-être leur rapprochement. L’obtention récente de la structure du domaine N-terminale de 

Rif1p chez la levure Saccharomyces cerevisiae va dans le sens d’une protection directe de 

l’extrémité (Mattarocci et al., 2017). Ainsi, il serait intéressant de déterminer si PARP2 a un effet 

sur la jonction de deux CDBs proches l’une de l’autre. Certaines de nos données préliminaires 

pourraient indiquer que PARP2 n’est pas requis dans ce contexte. 

L’absence de PARP2 est aussi associée avec la présence d’un stress réplicatif chronique dans 

les érythroblastes murins et PARP2 a été identifié dans un crible de cellules humaines ayant pour 

objectif l’identification de gènes impliqués dans la réponse à un stress réplicatif (Farres et al., 2015; 

Kavanaugh et al., 2015). Il serait donc intéressant de déterminer si le rôle de PARP2 dans la 

promotion de la résection pourrait expliquer ces phénotypes. Le stress réplicatif chronique, 

spécifique des érythroblastes déficients pour PARP2, cause une anémie, ce qui est par ailleurs l’un 

des effets secondaires majeurs des inhibiteurs de PARP utilisés en clinique. Ceci pourrait suggérer 

que l’inhibition de l’activité enzymatique de PARP2 spécifiquement serait peut-être à l’origine de 
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certains des effets secondaires des inhibiteurs de PARP. Une explication possible est que PARP2 

pourrait prévenir l’émergence d’un stress réplicatif chez la souris et chez l’homme de façon 

dépendante de son activité enzymatique. Le rôle de PARP2 que nous avons identifié dans la 

régulation du choix des voies de la réparation des CDBs de l’ADN est indépendant de l’activité de 

PARP2. Il est donc probable que le rôle de PARP2 dans la réparation des CDBs et le rôle de PARP2 

en réponse à un stress réplicatif soient des fonctions distinctes. Finalement, le rôle additionnel de 

PARP2 dans la promotion de la RH au niveau des fourches de réplication arrêtées, pourrait être en 

cause pour expliquer l’apparition d’un stress réplicatif dans les cellules déplétées pour PARP2 

(Bryant et al., 2009). Pourtant, seule la déplétion de PARP2 cause une anémie chez la souris (Farres 

et al., 2015), alors que PARP1 et PARP2 ont tous deux été impliqués dans la promotion de la RH 

au niveau de fourches de réplication (Bryant et al., 2009). Un autre rôle non identifié et spécifique 

de PARP2 rentre donc probablement en jeu lors de l’hématopoïèse murine. Ceci pourrait expliquer 

pourquoi seule la double déficience de PARP2 et de P21, et non celle de PARP1 et de P21, est 

associée avec une mortalité embryonnaire chez la souris (Farres et al., 2015), mais aussi pourquoi 

seul PARP2, et non PARP1, a été identifié dans le crible cité précédemment (Kavanaugh et al., 

2015). Ces données suggèrent donc un rôle triple de PARP2 : 

- Un rôle spécifique de PARP2, indépendant de son activité, dans l’inhibition du recrutement

de 53BP1 aux sites de dommages de l’ADN

- Un rôle de l’activité enzymatique de PARP1 et de PARP2 dans la promotion de la RH au

niveau des fourches de réplication

- Un rôle spécifique de l’activité enzymatique de PARP2 dans la prévention du stress

réplicatif

Finalement, 53BP1 est aussi important pour faciliter l’activation optimale de la kinase ATM en 

réponse aux dommages de l’ADN, stimulant ainsi l’activation du checkpoint G2/M par 

l’intermédiaire de CHK2 (Chaturvedi et al., 1999; DiTullio et al., 2002; Lee et al., 2010; Matsuoka 

et al., 1998; Shibata et al., 2010). L’accumulation importante de 53BP1 à la chromatine en absence 

de PARP2 pourrait alors stimuler l’activation d’ATM, et ainsi expliquer l’activation du checkpoint 

G2/M observé dans les cellules déficientes pour PARP2 (Farres et al., 2015; Liang et al., 2013). A 

l’inverse, le défaut dans l’initiation de la résection pourrait affecter la voie ATR-CHK1 dont 

l’activité dépend de l’étendue de la résection aux sites de dommages de l’ADN (Kousholt et al., 
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2012; Peterson et al., 2013). Il serait ainsi très intéressant de comparer le niveau de phosphorylation 

dans le temps des substrats d’ATM et d’ATR, en réponse à différents agents génotoxiques et dans 

des cellules déplétées pour PARP2.  

 

5. Le lien entre PARP2 et BRCA1 
 

BRCA1 joue des rôles multiples et parfois contradictoires au sein de la réparation des CDBs 

de l’ADN. En phase S et G2, BRCA1 stimule l’initiation de la résection dépendante de CtIP, en 

éliminant la barrière de la résection dépendante de 53BP1 et de ses effecteurs, facilitant ainsi la RH 

(Bunting et al., 2010; Densham et al., 2016; Polato et al., 2014; Zhang et al., 2016). Ce rôle de 

BRCA1 dans l’initiation de la résection facilite aussi les voies du SSA et du Alt-EJ (Stark et al., 

2004b; Zhong et al., 2002). BRCA1 permet aussi l’accumulation de BRCA2 aux sites de 

dommages de l’ADN par l’intermédiaire de PALB2 (Zhang et al., 2009a; Zhang et al., 2009b). 

Cette fonction de BRCA1 stimule la RH au détriment de la voie du SSA (Anantha et al., 2017). 

Etonnamment, il semblerait que le recrutement précoce de BRCA1 soit dépendant de son 

interaction avec Ku80 (Wei et al., 2008). Ceci pourrait aussi être dépendant de PARP1, qui non 

seulement interagit avec Ku80, mais qui est aussi responsable de l’accumulation précoce de 

BRCA1 (Li and Yu, 2013). L’interaction entre BRCA1 et Ku80, pourrait stabiliser Ku80 aux 

extrémités d’ADN en phase G1 du cycle cellulaire, et ainsi favoriser la voie du C-EJ (Jiang et al., 

2013). Ceci, alors même qu’en phase G1 du cycle cellulaire, le recrutement de BRCA1 est 

contrecarré par la voie 53BP1-RIF1 (Escribano-Diaz et al., 2013; Feng et al., 2015). Finalement, il 

a été proposé que BRCA1 facilite aussi la voie du Alt-EJ en phase G1 du cycle cellulaire (Biehs et 

al., 2017). Ces données suggèrent donc que BRCA1 est probablement impliqué dans toutes les 

voies de la réparation des CDBs de l’AD, et que ses fonctions sont régulées au cours du cycle 

cellulaire et au sein de complexes protéiques différents. Notre étude indique que la déplétion de 

BRCA1 affecte l’efficacité de la RH, du SSA et du Alt-EJ, ce qui est en accord avec le rôle décrit 

de BRCA1 dans l’initiation de la résection. Sachant que la déplétion de PARP2 n’affecte pas 

l’efficacité de ces voies de la réparation dans des cellules déplétées pour BRCA1, il est probable 

que ces deux protéines coopèrent pour assurer l’initiation de la résection. Il est donc tentant de 

postuler que PARP2 et BRCA1 ont un rôle commun dans l’inhibition des fonctions dépendantes 
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de 53BP1, permettant ainsi l’initiation de la résection. Cette hypothèse est renforcée par 

l’observation que PARP2 n’affecte pas plus la sensibilité à la bléomycine des cellules déficientes 

pour BRCA1. En revanche, la sensibilité beaucoup plus importante des cellules déplétées pour 

BRCA1 provient probablement des rôles multiples de BRCA1 dans la réparation des CDBSs de 

l’ADN qui sont cités ci-dessus (Bunting et al., 2012; Jiang et al., 2013; Sy et al., 2009; Zhang et 

al., 2009a; Zhang et al., 2009b). 

En effet, alors qu’en absence de PARP2, la voie du C-EJ est stimulée de façon dépendante de 

53BP1, l’efficacité de cette dernière est diminuée en absence de BRCA1, indépendamment de 

53BP1 (Hu et al., 2014). Cette fonction de BRCA1 dans le C-EJ pourrait correspondre à ce qui a 

été décrit dans la stabilisation de Ku80 en phase G1 du cycle cellulaire (Jiang et al., 2013). Ceci 

pourrait donc expliquer pourquoi BRCA1, en agissant sur Ku80, et PARP2, en agissant sur 53BP1, 

semblent jouer des rôles antagonistes dans la régulation du C-EJ. Cette interprétation reste 

cependant à caution au regard des rôles multiples de BRCA1 au sein de la réparation des CDBs de 

l’ADN. Il serait donc essentiel de posséder des mutants séparation de fonction de BRCA1 pour 

disséquer en détail la relation entre BRCA1 et PARP2.  

 

Sur la base de l’ensemble de mes résultats présentés dans l’article 2, nous proposons donc 

le modèle suivant (Figure 31) : 

L’absence de PARP2 affecte l’efficacité de la RH, du SSA et du Alt-EJ et stimule l’efficacité 

du C-EJ. Ces données suggèrent un défaut de l’initiation de la résection qui est l’étape commune 

des voies du HR, du SSA et du Alt-EJ. En effet, nous avons observé que PARP2 stimule la 

formation de l’ADN simple-brin en réponse aux dommages de l’ADN, ce qui est aussi démontré 

par la diminution de l’accumulation des protéines RPA et RAD51 aux sites de dommages de 

l’ADN, en absence de PARP2. CtIP est une endonucléase essentielle à l’activation du complexe 

MRN, et ainsi à l’initiation de la résection (Sartori et al., 2007). Nous démontrons que PARP2 et 

CtIP sont épistatiques dans la promotion du HR, du SSA et du Alt-EJ, indiquant que les deux 

protéines coopèrent dans l’initiation de la résection. L’activation de CtIP requière l’action de 

BRCA1, pour éliminer la barrière tenue par 53BP1 et ses effecteurs (Polato et al., 2014). Sachant 

que PARP2 limite l’accumulation de 53BP1 aux sites de dommages de l’ADN, et que la déplétion 

de 53BP1 restaure l’efficacité des voies de la réparation en absence de PARP2, nous proposons 
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que PARP2 soit en amont de 53BP1 pour stimuler la résection dépendante de CtIP et du complexe 

MRN. PARP2 coopère aussi avec BRCA1 pour stimuler les voies de la réparation qui dépendent 

de la résection, indiquant que PARP2 et BRCA1 coopèrent probablement pour éliminer la barrière 

qui dépend de 53BP1. Finalement, nos données mettent aussi en évidence un rôle de BRCA1 dans 

la voie de jonction des extrémités qui est indépendante de BRCA1. 

 

 

Figure 31 : Modèle expliquant la contribution de PARP2 dans la régulation du choix des voies de la 

réparation des cassures double-brins de l’ADN.  

 

Ces résultats mettent en lumière un nouveau rôle de PARP2 dans la régulation des voies de la 

réparation, qui est indépendant de son activité enzymatique. De plus, nous avons observé que 

l’activité de PARP2 n’est pas requise pour favoriser la survie cellulaire en réponse à l’induction de 

dommages de l’ADN par la bléomycine. Il est donc tentant de postuler que le défaut des voies de 

la réparation des CDBs de l’ADN associé avec l’absence de PARP2, explique la sensibilité à la 
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bléomycine de ces lignées cellulaires. Ceci est renforcé par l’observation que la déplétion de 

PARP2 n’aggrave pas la sensibilité d’une lignée déficiente pour BRCA1. A l’avenir, il sera 

essentiel de déterminer comment cette fonction de PARP2 contribue au maintien de la stabilité du 

génome. En particulier, il serait intéressant de déterminer si les aberrations chromosomiques qui 

sont observées dans les cellules n’exprimant pas PARP2 (Dantzer et al., 2006; Farres et al., 2015; 

Menissier de Murcia et al., 2003), sont dépendantes de la présence de 53BP1.  

6. PARP2 et cancer 
 

De nombreuses études ont identifié que la région du chromosome 14 (14q11.2), contenant le 

gène PARP2, est fréquemment amplifiée dans plusieurs types tumoraux (Abujiang et al., 1998; 

Ambatipudi et al., 2011; Kawasaki et al., 2007; Park et al., 2007; Walsh et al., 2014; Yuen et al., 

2014) (http://portals.broadinstitute.org/tcga/gistic/browseGisticByGene). On retrouve aussi des 

délétions, des translocations ou des inversions de cette région dans certains lymphomes et 

leucémies, indiquant que cette région particulière du chromosome 14 est fortement recombinogène 

(Bjorkqvist et al., 1999; Croce et al., 1985; McCaw et al., 1975). De plus, l’expression de PARP2 

semble être associée avec un mauvais pronostic dans plusieurs modèles tumoraux (Colicchia et al., 

2017; Gennari et al., 2009; Lin et al., 2016). L’expression de PARP2 est aussi induite en réponse 

à la mitomycine C dans une lignée de cancer du col de l’utérus, et par les radiations ou la 

doxorubicine dans un modèle de carcinome hépatique (Kang et al., 2010; Lin et al., 2016). 

Finalement, dans une cohorte de patientes atteintes d’un cancer du sein, un SNP présent dans la 

séquence intergénique de PARP2 (rs878156) a été identifié comme associé avec une réponse 

différentielle à la chimiothérapie, ainsi qu’avec un risque accru de développer un cancer (Popanda 

et al., 2013; Seibold et al., 2015). Des études fonctionnelles seront cependant nécessaires pour 

déterminer si la présence de ce variant peut affecter l’expression de PARP2. Connaissant les rôles 

de PARP2 dans la réparation de l’ADN ainsi que dans le maintien de la stabilité du génome, 

l’ensemble de ces résultats suggèrent que l’expression de PARP2 facilite la survie des cellules 

tumorales en réponse aux traitements anticancéreux in vivo.  

A l’avenir il sera aussi essentiel de déterminer si la surexpression de PARP2 pourrait inhiber le 

recrutement de 53BP1 et ainsi stimuler la résection et la RH. Si tel est le cas, il est alors possible 

que la surexpression de PARP2 favorise la résistance aux inhibiteurs de PARPs qui sont utilisés en 

http://portals.broadinstitute.org/tcga/gistic/browseGisticByGene
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clinique Nos résultats permettant l’identification d’une nouvelle fonction de PARP2 dans la 

régulation du choix des voies de la réparation impliquent que la surexpression de PARP2 pourrait 

aussi avoir des conséquences sur la formation de réarrangements chromosomiques. Ainsi il apparaît 

nécessaire d’étudier l’effet de la surexpression de PARP2 sur la réponse cellulaire à des stress 

génotoxiques et sur le maintien de la stabilité du génome. 

Cependant, il est important de noter que la région 14q11.2 contient aussi de nombreux autres 

gènes dont certains sont impliqués dans la régulation de la stabilité génétique (APE1) ou encore de 

l’apoptose (BCL2L : Bcl-2-like protein 2), et dont la surexpression pourrait aussi favoriser la survie 

des cellules tumorales. Par exemple, la surexpression de l’endonucléase APE1 est responsable 

d’une résistance à la chimiothérapie, et d’une progression tumorale associée avec un mauvais 

pronostic (Al-Attar et al., 2010; Robertson et al., 2001; Wang et al., 2004; Wang et al., 2009a; Xie 

et al., 2014). Il est aussi intéressant de noter que PARP2 est exprimé à partir d’un promoteur 

bidirectionnel qui contrôle aussi l’expression de la ribonucléase H1 (RNAse H1) (Amé et al., 

2001). Cette dernière protéine est impliquée au cours de la réplication, de la réparation de l’ADN 

ainsi que de la transcription (Amon and Koshland, 2016; Tannous et al., 2015; Wu et al., 2013). Il 

serait intéressant de déterminer si l’expression de ces deux protéines est corrélée, en particulier en 

réponse à un stress génotoxique.  

7. Le lien entre PARP2 et XRCC1

XRCC1 est une protéine centrale au sein du BER. Le recrutement de XRCC1 est largement 

dépendant des PAR et de son interaction avec PARP1, mais est aussi partiellement dépendant de 

son interaction avec les glycosylases (Caldecott et al., 1996a; Campalans et al., 2005; Campalans 

et al., 2015; Masson et al., 1998a). Il a été historiquement décrit que l’activité de PARP1, et non 

celle de PARP2, soit responsable de l’accumulation de XRCC1 aux sites de dommages de l’ADN 

dans les MEF issues des souris KO pour PARP1 et PARP2 (Mortusewicz et al., 2007). En revanche, 

PARP2, et non PARP1, participe à la régulation du turnover de XRCC1 aux sites de dommages de 

l’ADN dans ces cellules (Mortusewicz et al., 2007). Cependant, l’observation d’un recrutement 

résiduel de XRCC1 dans une lignée HeLa ou dans les MEF n’exprimant pas PARP1, indique que 

PARP1 et son activité ne sont pas les seuls moteurs du recrutement de XRCC1 aux sites de 
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dommages de l’ADN. Par ailleurs, nous avons observé qu’un inhibiteur de PARP inhibe une partie 

du recrutement de XRCC1 dans la lignée HeLa n’exprimant pas PARP1, suggérant que PARP2 

participe aussi au recrutement de XRCC1 en absence de PARP1. De plus, nous avons vu que 

PARP2 peut moduler l’activité de PARP1, et ainsi affecter le recrutement de XRCC1 (Boudra et 

al., 2015). Ces données suggèrent que PARP2 peut contribuer au recrutement de XRCC1 dans 

certains contextes particuliers. Ainsi, dans la lignée RPE-1, il semblerait que PARP1 et PARP2 

soient tous deux requis pour assurer le recrutement de XRCC1 ainsi que de la protéine PNKP en 

réponse aux dommages induits par un traitement au H2O2 (Hanzlikova et al., 2017). Une 

contribution de PARP3 à ce niveau a cependant été écartée. L’ensemble de ces résultats indiquent 

donc que la contribution de PARP2 au recrutement de XRCC1 n’est pas négligeable et dépend 

probablement du modèle cellulaire utilisé. Ainsi, PARP2 pourrait être un acteur majeur du BER au 

sens large du terme, en modulant les fonctions de XRCC1.  

8. Les modifications post-traductionnelles de XRCC1 par

phosphorylation

XRCC1 est une protéine essentielle lors du BER, ne possédant pas d’activité enzymatique 

connue et dont les fonctions sont largement médiées par ses modifications post-traductionnelles de 

diverses natures. Dans la dernière étude présentée dans ce manuscrit, nous avons mis en évidence 

pour la première fois que l’interdomaine 1 et le domaine BRCT1 sont phosphorylés in vitro sur 

huit positions par la kinase CDK5, et que parmi ces positions, cinq sont effectivement 

phosphorylées in vivo. Il est cependant possible que cette différence implique une phosphorylation 

de XRCC1 par CDK5 en réponse à un stimulus particulier. En effet, contrairement aux autres CDKs 

dont l’activité est essentiellement dépendante des cyclines, CDK5 est majoritaire activée par trois 

partenaires protéiques activateurs nommés p39, p35 et p25 (Pour revue : Shupp et al., 2017). Ainsi, 

l’activité de CDK5 n’est pas dépendante du cycle cellulaire, suggérant que les phosphorylations 

que nous avons identifiées ne le sont pas non plus. L’activité de CDK5 a été impliqué dans de 

multiples processus biologiques : au niveau du système nerveux central (Anne et al., 2007; Fang et 

al., 2011; Ohshima et al., 1996; Shea et al., 2004), du système immunitaire (Dorand et al., 2016), 

vasculaire (Herzog et al., 2016), lymphatique (Liebl, 2015), ou encore dans la progression tumorale 
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(Dorand et al., 2016; Grant et al., 2015; Pozo et al., 2013; Strock et al., 2006). Il est d’ailleurs 

intéressant de noter que comme pour XRCC1, les cellules déficientes pour CDK5 sont 

hypersensibles aux inhibiteurs de PARP, suggérant ainsi un rôle de CDK5 dans la prise en charge 

des dommages de l’ADN (Strom et al., 2011; Turner et al., 2008). Dans les neurones, il a par 

exemple été déterminé que CDK5 phosphoryle la thréonine 232 d’APE1, ce qui inhibe son activité 

endonucléase (Huang et al., 2010). De plus, mon ancien laboratoire d’accueil a mis en évidence 

que CDK5 pouvait phosphoryler la protéine RPA2 sur 3 positions in vitro, ce qui pourrait affecter 

la réponse cellulaire à un stress réplicatif (Chiker et al., 2015). De même, CDK5 semble contrôler 

l’activité de PARP1 par phosphorylation (Bolin et al., 2012). Ainsi, les lignées déficientes pour 

CDK5 sont plus sensibles aux inhibiteurs de PARP, aux radiations ionisantes, à l’hydroxyurée ou 

aux analogues de nucléotides (Bolin et al., 2012; Chiker et al., 2015). Nous établissons donc ici 

une nouvelle fonction de CDK5 dans la régulation des fonctions de XRCC1. Il est cependant 

important de noter que les complexes CDK1-cycline B et CDK2-cycline A sont aussi capables de 

phosphoryler XRCC1 in vitro, bien que le niveau de phosphorylation observé soit plus faible. De 

même, des cribles par spectrométrie de masse suggèrent que la kinase EGF (Epidermal growth 

factor) ou encore certaines MAPK (Mitogen-activated protein kinases) phosphorylent XRCC1 en 

position 241, 266 et 268 (Olsen et al., 2006; Pan et al., 2009). Il sera ainsi intéressant de déterminer 

si l’interdomaine 1 de XRCC1 est effectivement non phosphorylé dans une lignée n’exprimant pas 

CDK5. Cependant, une compensation par l’activité des autres CDKs pourrait masquer la 

contribution de CDK5. Pour pallier à cet inconvénient, il serait également nécessaire de comparer 

les profils de phosphorylation de XRCC1 dans des cellules traitées soit avec un inhibiteur de CDK 

à large spectre soit avec des inhibiteurs spécifiques de certaines CDKs. 

In vivo, la phosphorylation du domaine BRCT1 en position 367, qui a été identifié in vitro, n’a 

pas été détectée. Cette position est cependant essentielle dans la reconnaissance des PAR puisque 

le recrutement des mutants XRCC1367A et XRCC111A à la chromatine ou aux sites de dommages 

induits par microirradiation laser est fortement réduit. De même, ces mutants ne complémentent 

que partiellement la survie des cellules EM9 en réponse à une exposition au MMS. Sachant que ce 

résidu ne fait pas partie du domaine PBM de XRCC1, cette information suggère par ailleurs que 

l’intégralité du domaine BRCT1 soit impliqué dans la reconnaissance des PAR (Li et al., 2013; 

Pleschke et al., 2000a). Ainsi, la sensibilité profonde du mutant XRCC1367D au MMS pourrait 

potentiellement s’expliquer par une déstructuration du domaine BRCT1, abolissant ainsi 
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totalement la reconnaissance des PAR. Une explication similaire a été apportée pour expliquer les 

effets du mutant XRCC1L360D à la fois sur le recrutement de XRCC1 aux sites de dommages de 

l’ADN, ainsi que dans la survie cellulaire en réponse au MMS (Okano et al., 2003; Taylor et al., 

2002). Il a été décrit que le mutant XRCC1L360D n’affecte pas l’interaction de XRCC1 avec la 

glycosylase OGG1, ainsi que le recrutement de XRCC1 aux sites de dommages de base 

(Campalans et al., 2013). Cependant, en présence d’un inhibiteur de PARP, le recrutement des 

mutants XRCC1367D et XRCC1L360D est toujours significativement plus faible que celui de la 

protéine sauvage, indiquant un défaut du recrutement indépendant des PAR. Il est ainsi possible 

que ces mutants présentent donc un défaut dans leur recrutement aux sites de dommages de bases. 

En effet, cette région est critique pour assurer l’interaction entre XRCC1 et de multiples 

glycosylases. A l’inverse, il est aussi possible que ces mutations affectent l’interaction entre 

XRCC1 et PARP1/2. 

Il a été décrit que la thréonine 284 de XRCC1 est phosphorylée par CHK2 en réponse aux 

dommages induits par le MMS ou le H2O2, ce qui faciliterait l’interaction entre XRCC1 et les 

glycosylases ainsi que la survie en réponse au MMS (Chou et al., 2008). Cependant, nous n’avons 

pas détecté de phosphorylation en position T284 par spectrométrie de masse in vivo, spontanément 

ou après un traitement au MMS. Un problème de sensibilité a été exclu car le peptide comprenant 

la position 281, qui est phosphorylée, est présent en abondance suffisante. De plus, le mutant 10A, 

qui est muté en position 284, ne présente pas de différence significative de survie ou d’interaction 

avec les glycosylases avec le mutant 9A, dans lequel l’alanine 284 a été révertée en thréonine. Nos 

observations suggèrent donc que l’importance de ce résidu est négligeable dans ces conditions. Ces 

résultats ont été à la base de l’utilisation du mutant XRCC19A dans notre étude, qui n’est pas muté 

en position 284 de l’interdomaine 1 et 367 du BRCT1. 

L’une des observations majeures de cette étude indique que la protéine XRCC1 dans la fraction 

soluble est déphosphorylée dans son ensemble en réponse au MMS, alors que dans la fraction liée 

à la chromatine, seule la région de l’interdomaine 1 est déphosphorylée. Une contamination par 

des phosphatases a été exclue car de multiples inhibiteurs de kinases et phosphates ont été utilisés 

lors de la préparation des extraits protéiques. Ce résultat est cohérent avec l’observation par gel 2D 

que le pI global, (qui reflète l’état global de phosphorylation de la protéine) de la fraction 

chromatinienne de XRCC1 diminue 10 minutes après un traitement au H2O2 (Kubota et al., 2009). 
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A l’inverse, il a été décrit que la protéine XRCC1 dans la fraction chromatinienne est globalement 

hyperphosphorylée deux heures après un traitement transitoire d’une heure au MMS (Kubota and 

Horiuchi, 2003). Cette apparente contradiction peut provenir du fait que nous avons procédé à la 

préparation des extraits protéiques immédiatement après le traitement au MMS et non après une 

période de deux heures. Ces résultats pourraient suggérer que la protéine XRCC1 est initialement 

déphosphorylée en réponse aux dommages induits par le MMS puis phosphorylée dans un second 

temps. En accord avec cette proposition, il a été démontré que la phosphorylation de l’interdomaine 

2 de XRCC1 par CK2 facilite la dissociation de XRCC1 (Ström et al., 2011). Lorsque les sept sites 

de phosphorylations de CK2 sont remplacés par des alanines, XRCC1 persiste en effet plus d’une 

heure aux sites de dommages induits par microirradiation laser (Wei et al., 2013). Il sera ainsi très 

intéressant par la suite de déterminer le pattern spatiotemporel de phosphorylation de XRCC1 en 

réponse aux dommages de l’ADN. 

Dans cette étude, nous avons aussi déterminé que la forme non phosphorylable de XRCC1 dans 

son interdomaine 1 présente une affinité supérieure pour la chromatine spontanément ou en réponse 

aux dommages à l’ADN induits, soit par le MMS, soit par microirradiation laser. En revanche, la 

cinétique de dissociation de XRCC1 après microirradiation laser ne semble pas être affectée par 

l’absence des phosphorylations dans l’interdomaine 1. Nous montrons aussi que l’augmentation du 

recrutement aux sites de dommages de l’ADN des mutants XRCC110A et XRCC19A est dépendante 

des PAR synthétisés par PARP1 et PARP2. En effet, la phosphorylation de la région interdomaine 

1-BRCT1 par CDK5 diminue de moitié l’affinité de ce domaine pour les PAR, alors que cela 

n’affecte pas la région BRCT1 seule. Cette observation explique probablement pourquoi le mutant 

non phosphorylable de XRCC1 présente une plus forte affinité pour PARP1, qui s’auto PARyle en 

réponse aux dommages de l’ADN (Pour revue : Langelier and Pascal, 2013). Cela suggère aussi 

que si effectivement CDK5 phosphoryle le domaine BRCT1 en position 367 in vitro, la 

phosphorylation de cette position n’affecte pas l’interaction du domaine BRCT1 avec les PAR in 

vitro, ce qui renforce l’idée d’une déstructuration du domaine BRCT1 dans les mutants XRCC1367A 

et XRCC1367D. Ces données suggèrent donc qu’il existe un processus cellulaire permettant la 

déphosphorylation rapide de XRCC1 en réponse aux dommages de l’ADN qui facilite sa 

mobilisation aux sites de dommages. Par la suite, l’identification de la phosphatase impliquée dans 

ce processus sera essentielle. XRCC1 fait donc partie des protéines dont les fonctions sont régulées 

directement par un cycle de phosphorylation/déphosphorylation. Même si l’action des 
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phosphatases a souvent été associée avec la dissociation des complexes de réparation, le 

recrutement ou l’activation de plusieurs protéines de la réparation requière une action des 

phosphatases. Par exemple, l’activation de PARP1 en réponse aux dommages de l’ADN induits 

par la bléomycine est stimulée par la phosphatase PP5 (Serine/threonine-protein phosphatase 5) 

(Dong et al., 2010). De même, l’action de la phosphatase PP4C permet le recrutement de la protéine 

53BP1, qui est inhibé en mitose par phosphorylation (Lee et al., 2014). 

Le mécanisme par lequel les phosphorylations de l’interdomaine 1 de XRCC1 inhibent la 

reconnaissance des PAR par le domaine BRCT1 reste encore obscur. Sachant que les domaines 

BRCT sont des domaines d’interaction avec les protéines phosphorylées bien caractérisés (Yu et 

al., 2003), il est possible que la forme phosphorylée de l’interdomaine 1, qui est physiquement 

destructurée, interagisse avec le domaine BRCT1 de XRCC1. La phosphorylation de 

l’interdomaine 1 pourrait ainsi réduire l’affinité du domaine BRCT1 pour les PAR. Une 

compétition pour la liaison avec le domaine BRCT1, entre l’interdomaine 1 phosphorylé et les 

PAR pourrait donc réguler négativement l’interaction de XRCC1 pour les PAR. En réponse aux 

dommages de l’ADN, la synthèse massive de PAR ainsi que la déphosphorylation de XRCC1 

assureraient donc conjointement le recrutement de XRCC1. En revanche, en l’absence de 

dommages à l’ADN, les phosphorylations de l’interdomaine 1 pourraient être nécessaires pour 

prévenir l’accumulation de XRCC1 et de ses partenaires lorsque l’activité basale de PARP1 et 

PARP2 est requise pour des fonctions indépendantes de la réparation de l’ADN, comme la 

régulation de la transcription (Gibson et al., 2016; Ke et al., 2017; Kim et al., 2004; Krishnakumar 

et al., 2008; Martello et al., 2016b). Alternativement, ces phosphorylations pourraient affecter la 

capacité des domaines BRCT1 de XRCC1 à s’homodimériser, ce qui est inhibé par la 

phosphorylation du domaine BRCT1 par DNA-PK en réponse aux dommages de l’ADN (Levy et 

al., 2006).  

Nous proposons ainsi le modèle suivant : en absence de dommages de l’ADN, l’interdomaine 

1 de XRCC1 est constitutivement phosphorylé par la kinase CDK5 et/ou d’autres CDKs alors que 

l’interdomaine 2 de XRCC1 est phosphorylé par CK2. Les phosphorylations dépendantes des 

CDKs inhibent l’interaction avec les PAR, alors que celles dépendantes de CK2 facilitent 

l’assemblage de pré-complexes de réparation contenant XRCC1, PNKP et l’aprataxine. 

Immédiatement en réponse aux dommages de l’ADN, l’interdomaine 1 de XRCC1 est 
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déphosphorylé, facilitant ainsi son recrutement. Dans un second temps, les phosphorylations 

dépendantes de CK2 stimulent la dissociation et le turnover de XRCC1 aux sites de dommages. Ce 

modèle permet de mieux appréhender comment les modifications post-traductionnelles de XRCC1 

régulent toutes les étapes de la dynamique de XRCC1.  

Il est cependant également à noter que la substitution par des alanines, des sérines et des 

thréonines phosphorylées par CDK5, n’affecte pas la survie cellulaire en réponse au MMS dans 

une lignée de cellules de hamster chinois. Ceci indique que l’augmentation de l’affinité pour les 

PAR de ce mutant n’affecte pas la sensibilité aux dommages de l’ADN induits par un agent 

alkylant. En effet, ce mutant mime probablement un processus cellulaire qui est normalement induit 

par une phosphatase en réponse aux dommages. De plus, il apparait que la cinétique de dissociation 

de la protéine XRCC1 phosphomutante ne soit pas affectée, écartant ainsi l’hypothèse d’un 

trapping aux sites de dommages de la protéine mutante 9A. Néanmoins, lorsque de multiples 

dommages de l’ADN sont induits, il est probable que la quantité de protéine XRCC1 recrutée doive 

être fermement contrôlée, pour assurer la réparation optimale à tous les sites de dommages. 

L’introduction des protéines XRCC19A ou XRCC110A complémente la sensibilité au MMS, mais 

pourrait donc en revanche affecter la cinétique de réparation des dommages, ainsi que la fidélité de 

la réparation. Par exemple, alors que les phosphorylations de l’interdomaine 2 de XRCC1 par CK2 

stimule la dissociation de XRCC1 (Ström et al., 2011; Wei et al., 2013), ainsi que l’interaction avec 

les protéines PNKP et aprataxine, la mutation de ces sites de phosphorylation n’affecte pas la survie 

cellulaire (Loizou et al., 2004; Luo et al., 2004). Pourtant, le mutant d’XRCC1 non phosphorylable 

par CK2 présente une cinétique de réparation des CSBs de l’ADN plus lente (Loizou et al., 2004). 

Il serait donc très intéressant de déterminer si la phosphorylation de l’interdomaine 1 est importante 

dans le maintien de la stabilité du génome.  

A l’inverse, si le modèle suggère que les phosphorylations de l’interdomaine 1 sont importantes 

pour maintenir XRCC1 à l’écart des fonctions de PARP1 et PARP2 en absence de dommages à 

l’ADN, il est alors possible qu’un défaut des phosphorylations de XRCC1 affecte l’homéostasie 

cellulaire normale. Analyser l’effet de l’expression d’une protéine XRCC1 non phosphorylable 

dans son interdomaine 1 sur le niveau d’expression de gènes sous le contrôle de l’activité de PARP1 

et PARP2 serait intéressant pour répondre à cette question.  
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Finalement, alors que l’absence de phosphorylation de l’interdomaine 1 stimule le recrutement 

de XRCC1, nous n’avons pas déterminé l’effet du maintien de ces phosphorylations, n’ayant pas 

été en mesure d’identifier la phosphatase requise dans cette étape. Pour répondre à cette 

interrogation, une alternative serait d’analyser le recrutement du mutant phosphomimétique 

XRCC19D. Sachant que la structure de l’interdomaine 1 est naturellement désordonnée, il est peu 

probable que la présence additionnelle d’acides aspartiques altère significativement cet aspect de 

la protéine XRCC1. En revanche, la présence de ces acides aminés phosphomimétiques pourrait 

affecter durablement la capacité de reconnaissance des PAR du domaine BRCT1 de XRCC1 et 

ainsi diminuer l’efficacité du recrutement de XRCC1 aux sites de dommages de l’ADN. La survie 

du mutant XRCC19D en réponse aux dommages de l’ADN pourrait ainsi être fortement altérée.  
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L’objectif principal au cours de la division cellulaire, chez la majorité des cellules 

somatiques, est de dupliquer fidèlement son génome pour assurer la formation de deux cellules 

filles. Un défaut dans ce processus conduira à des altérations variées du génome. L’instabilité 

génétique peut donc être définie comme une propension à accumuler des modifications ou des 

altérations génétiques, pouvant conduire à l’arrêt du cycle cellulaire, à la mort cellulaire ou encore 

à la transformation néoplasique. Ainsi, l’apparition d’une instabilité génétique est très souvent à 

l’origine de la transformation cancéreuse ainsi que de l’hétérogénéité tumorale. Fort heureusement, 

des mécanismes existent pour assurer la fidélité de la réplication, pour permettre la migration 

précise des chromosomes lors de la mitose, pour coordonner la progression dans le cycle cellulaire 

ou encore pour réparer directement les lésions de l’ADN.  

Alors que l’apparition d’une instabilité génétique favorise la transformation ainsi que la 

prolifération tumorale, son excès limite la prolifération clonale même au sein des tumeurs. En effet, 

il existe un seuil du nombre ou du taux d’apparition de mutations somatiques ponctuelles ou des 

variations de copies supportables au-delà duquel la capacité de prolifération tumorale est réduite 

(Andor et al., 2016; Birkbak et al., 2011). Par exemple, l’instabilité des microsatellites que l’on 

retrouve fréquemment dans les cancers colorectaux est synonyme d’un pronostic favorable (Vilar 

and Gruber, 2010). Le niveau d’instabilité génétique ainsi que d’hétérogénéité intra-tumorale 

pourraient donc être des facteurs prédictifs de l’efficacité des traitements anticancéreux.  

La compréhension des mécanismes qui régulent la stabilité du génome est donc essentielle 

à tous les niveaux : dans la prévention de la transformation néoplasique, dans l’identification des 

mécanismes génétiques ou épigénétiques à l’origine des tumeurs, dans l’amélioration de l’efficacité 

des traitements conventionnels, dans la stratification des patients répondeurs et dans la 

compréhension des mécanismes de résistances anti-tumoraux et enfin dans le développement de 

nouvelles stratégies anti-tumorales permettant d’améliorer l’efficacité des stratégies 

conventionnelles ou d’en limiter les effets secondaires.   

Les études menées au cours de mon doctorat, ont permis d’améliorer nos connaissances 

fondamentales des mécanismes qui régulent les voies de la réparation de l’ADN. Dans ce contexte, 

j’ai particulièrement étudié les fonctions des protéines PARP2 et XRCC1, deux protéines 

essentielles au cours de la réparation de l’ADN. J’ai pu ainsi mettre en évidence une nouvelle 

fonction de la protéine PARP2 dans la régulation du choix des voies de la réparation des CDBs de 
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l’ADN, ainsi qu’un mécanisme de modifications post-traductionnelles par phosphorylation, 

régulant le recrutement de XRCC1 aux sites de dommages de l’ADN. Ces deux axes de recherches, 

bien que différents, mettent tous deux en évidence des nouveaux points de contrôle de la réparation 

de l’ADN et il sera donc important par la suite d’intégrer ces fonctions dans un contexte plus 

général pour comprendre comment ils participent au maintien de l’intégrité cellulaire. Dans un 

contexte où l’utilisation des inhibiteurs de PARP s’étend en clinique, nous mettons aussi en 

évidence l’importance d’étudier les fonctions de la protéine PARP2, bien trop souvent délaissées. 

En effet, même si le mécanisme que nous avons identifié est indépendant de l’activité enzymatique 

de PARP2, il est possible que la modification de l’expression de cette protéine ait un impact direct 

sur les réponses cellulaires aux traitements anti-tumoraux.  
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ANNEXE    

Résumé des séquences aux 

points de jonction des 

extrémités 



siControl :   147 clones

Events limited to the 3’Pnt :  50.3%  (74/147)

High Fidelity :       21.1%          31 clones

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATCCCTATCTAGATATGAAA X31

Deletions limited to the 3'Pnt :       17.7%          26 clones Size of the deletion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTG-TATCCCTATCTAGATATGAAA X8 -1

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTA-CCCTATCTAGATATGAAA X4 -1

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTG--ATCCCTATCTAGATATGAAA X4 -2

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTT--CCCTATCTAGATATGAAA X7 -2

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGT---CCCTATCTAGATATGAAA -3

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTG---TCCCTATCTAGATATGAAA X2 -3

Insertions without deletion:       9.5%          14 clones Size of the insertion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTTATCCCTATCTAGATATGAAA X3 +1

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAA

GGGCGACACGGAAATGTTGAAT CCCTATCTAGATATGAAA

Intrachromosomal 

substrate +49

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTCCTCGAGKGGCTTTTTGCAAAAGCCTAGGCC

TCCAAAAAAGCCTCCTCACTACTTCTGGAATAGCTCAGAGGCCTATCCCTATCTAGATATG

AAA

Intrachromosomal 

substrate +74

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATCAGAACTGCCCTTCGAAGCACGAGTGAC

ACCTAAGAAGTGGTCTCAGAATGTTGGTTGGGACCAGTAGCTGTGACATCAGTTAAGGAA

TCAGTCTTCCCCTATCTAGATATGAAA

Homo sapiens 

chromosome 17, 

clone RP5-906A24, 

complete sequence +97

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTACATCTTAAGGATATTGATAATCTTTTGTTA

TATTTGATGCAAATATTTTTTTCCAGTTTATAGGTTGCCTTTTAATTTTGTGTTTCAGGTAG

ATAAAAGTTAAACGATTTTCTTAGGTTAGTTTATCCCTATCTAGATATGAAA

Homo sapiens MEN1 

region genomic 

sequence +125

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATGGCGAATGGAAATTGTAAGCGTTAATAT

TTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAA

ATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATTATCCCTATCTAGATATGA

AA

Intrachromosomal 

substrate +133

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATGATTTCGAATTTAATACGACTCACTATA

GGGAATTAACTTTCTGGTTTTTCAGTTCCTCGAGGAGCTTTTTGCAAAAGCCTAGGCCTCC

AAAAAAGCCTCCTCACTACTTCTGGAATAGCTCAGAGGCCGAGGTCCCTATCTAGATATG

AAA

Intrachromosomal 

substrate +134

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTACATGCCCCCACAAGAGGCCCCAGCACATG

GCCCCAGGGGTGTCCGGCCCCTCTTCCCTTCGAGGAGGAGCTGCCCTCACACTCCCCTCG

ACAGAAGGTCACAGGCGTGAAATGGGTCCCTCCCAGTGACCTGGCCAGGCCTTGGGTGTG

AGTTGGAATCCCTATCTAGATATGAAA

Homo sapiens 

chromosome 5 clone 

CTB-31E20, complete 

sequence +157

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGCTCGGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAG

GAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTCCTCGAGGAACTGAAAAACCAGA

AAGTTAATTCCCTATAGTGAGTCGTATTAAATTCGTAATCATGTCATAGCTGTTTCCTGTG

TGGAATTATCCCTATCTAGATATGAAA

Intrachromosomal 

substrate +158

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTGCTGAATTCCAGCCAATCCTCGCCAGCTTC

AGGGACAGGCTCTTCCACCACATGTCATTTAATAGATGGAGGACTGGAGCTCTGGGGAGC

TTAAAAGTTTTTGTCCCTTCAAAGTTGGAGTCACCACACTCCATCCAAGGCTGGGTCCCAT

ACTCAGGAGTCTAATAACCCTGAATATGTGTTATCCCTATCTAGATATGAAA
Not found +183
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CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATTACCCATTCTTGGATTCTAGCCTGTTCCA

GTGGACCACTTGTTCATGCGCCGACACATATTATTTTGATGAAAATCACTTTATCTTAAAT

GTCAATATTTGGTAAGGCAAATGTACCCTATTTTCTTTTTCAGAATTATCTGCCAAAGTCT

ACAAGGCTATATGACAATATCCCACCACAATTATGCTTTTTAATCCCTATCTAGATATGAA

A

Homo sapiens 

FOSMID clone ABC11-

47189800F14 from 

chromosome 2, 

complete sequence +195

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATGATCCCTTTTTAATTAAAAATGAAGTTTT

AAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTG

AGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGT

GTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGGTCTGACAGTTACCAATG

CTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGA

CTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCA

ATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATTATCCCTATCTAGATATGAA

A

Intrachromosomal 

substrate +375

Insertions with deletion in the 3'Pnt :       2.0%          3 clones Size of the deletion/insertion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGGCATGCCACCCAGGTTCATGTGATTTTCCTGC

CTCAGCCTCTGAGTAGGTGGGACTGCAGGCACGCCATGCCCGGTTAATTATTTGTATTTTA

GTAGAGATGGGGTTTCACCATGTTGGCCAGGCTGGTCTTGAACTCCTGACCTCAGGTTAC

CTGCTTGCCTTGCTAGGACTTATGTCTTAGAGCCATGTTTTCCGAAGTGGCCTACTGATTG

AGGGTGRGAAGCACTTGCAAAATATACAGGTTTATAAGCTCCAGCCTAGACCTACAGAAT

CACAATCTCAGGGAAAGAATCAGAAATTGTATGTCTACCAAGCATGCAAGTTCATTTTT-
TATCCCTATCTAGATATGAAA

Homo sapiens 

chromosome 5 clone 

RP11-432G16, 

complete sequence -1 / +333

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAA

GGGCGACACGGAAATGTTGAAT--CCCTATCTAGATATGAAA

Intrachromosomal 

substrate -2 / +51

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGAACTGCATACAGTAGGTTTTACCTTCATCACG

AGAACGGATGTAAGCATCACCCAGGATCAGACCGATACCTGCTTCGAACTGTTCGATGTT

CAGTTCGATCAGCTGGGATT---TCCCTATCTAGATATGAAA

Intrachromosomal 

substrate -3 / +112

Deletions exceeding the 3'Pnt :      49.7%  (73/147)

Deletions :       39.5%          58 clones Size of the deletion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCT-TTATCCCTATCTAGATATGAAA X3 -1

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCT--TATCCCTATCTAGATATGAAA X3 -2

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCT---ATCCCTATCTAGATATGAAA X2 -3

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTAC----TTATCCCTATCTAGATATGAAA X2 -4

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCT-----CCCTATCTAGATATGAAA -5

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTA-----TTATCCCTATCTAGATATGAAA -5

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATC------TAGATATGAAA -6

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCC-------CCTATCTAGATATGAAA -7

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCC--------CTATCTAGATATGAAA -8

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTA---------CCCTATCTAGATATGAAA X4 -9

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCT---------ATCTAGATATGAAA X8 -9

CTAGAGCAACACGGAAGGAAT----------TCCCTATCTAGATATGAAA -10

CTAGAGCAACACGGAAGGAATT-----------CCTATCTAGATATGAAA -11

CTAGAGCAACA------------------------TATCTAGATATGAAA -24

CTAGAGCAACACGGAAGGA------------------------TATGAAA -24

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCT------------------------CACGCCATGT -24

CTAGAGCAACACGGA-------------------------AGATATGAAA -25

CTAGAGC-------------------------CCCTATCTAGATATGAAA -25

CTAGAGCAACACG----------------------------GATATGAAA -28

CTAGAGCAACACGGAAGGAATT------------------------------ACGCCATGTA -30

TGGCTAGCGC--------------------------------------TCTAGATATGAAA -38

CTAG--------------------------------------TATGAAA X2 -38

CTAGAGCAA------------------------------------------CACGCCATGT -42

CCCAAGCTGG----------------------------------------------CTAGATATGAAA -46
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CTAGAG-----------------------------------------------CGCCATGTAG -47

CTAG------------//-------------TAGTGTATTG -56

CTAGAGCAACACGGAA------------//-------------TGGGCCGAAC -75

CTGGCTAGCG------------------//--------------------ATTCCTTGCG -76

CTAGAGCAAC------------//-------------CCGGTCACCC -91

CTAGAGCAACACGGAAGGAATT------------//-------------CGAGCTCGCC -98

CTAGAGC------------//-------------CCTAGTCAAT -128

CTATAGGG------------------//--------------------GAGCTCGCCC -142

TTATCGAA------------------//--------------------TTCGAGCTCG -161

CTAGAGCAACACGGAAGGAA------------//-------------GGACTGGCCA -174

CTAGAGCAACACGGAAGGA------------//-------------TTCCCAACCAF -194

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGT------------//-------------GCCGAGCCA -220

CTAGAGCAACACG------------//-------------GAGCCATCTC -239

CATCTCGCGG------------//-------------GTGAGTCGTA -293

CTAGAGCAAC------------//-------------TCCTAGCTGT -293

CTGGCTTATC------------------//--------------------TCTCTTAGGC -306

CTAGAGCAACAC------------//-------------GGAAGGGGAA -331

Deletions with Insertions :       10.2%         15 clones Size of the deletion/insertion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTG

CAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGT

GTTATCACTCRTGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGA

TGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGAC

CGAGTTG-CCTATCTAGATATGAAA -1 / +217

CTAGAGCAACACGGAAGG-
CTTAGCTTCTCCACTCCCCAGGATAATCGACTCACCCAGCAGCAGCAGGTTCAGCGACAG

AAAGCGGGTCAACGGTGAGGCCATGGTGTGCTCTCCCCTAGAGCCCTACGGAATTCGAGC

TCGCCCGGGGATCTCGAGGTCACCCTGACGGTGTCGTCCATCACAGTTTGCCAGTGATAC

ACATGGGGATCAGCAATCGCGCATAATCGATATTACCCTGTTATCCCTATCTAGATATGA

AA

Intrachromosomal 

substrate -1 / +211

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCT---
CAGAACTGTCTTCATCGTAGCTCTACTTTTCTTGGCCACATTGGATAAATTACTTAATCTC

TTTGAGCTTTACATTATGGAGATATTTCAAAGTATACCTAATAACCTCGATTCCTAATAGA

TAGCTATTACGATGACTGGTTTTCAACCGTTGTTCAGGATCCCTATCTAGATATGAAA
Not found -3 / +160

CTAGAGCAACACGGAAGGAA-------CA-------CTATCTAGATATGAAA -14 / +2

CTAGAGCAACACGGTGTGAGTGGGGGCCAGGGCGGCCGCCAACAGCAGGAGCAGCGTGC

AGGGTGCCATCGCACTGGTCGGCGATTAGCGACTTCTGAGTTCCGACGGATCCGAGCTCG

GTACCAAGCTTAAGTTTAAACGCTAGCTAGGGATA----------------
ATCCCTATCTAGATATGAAA

Intrachromosomal 

substrate -16 / +140

CTAGAGCAACACGG------------CCATTTA------CCCTATCTAGATATGAAA -18 / +7

GGCTAGCGCTAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAAC

AAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGCTTACAATTTCCATTCGCCATTCAGG

CTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCC------------//-------------
TTATCCCTATCTAGATATGAAA

Intrachromosomal 

substrate -28 / +148

CTAGAGCAACACGGAAT----------------------------------TCACGCCATG -34 / +1

GAAATTAATA------------//-------------AGACTATCCCTATCTAGATATGAAA -65 / +4

CTAGAGCAACACGGC------------//-------------CTCTAGAGTC -124 / +1

GCTTATCGAAT------------//-------------GGTCACCCAT -146 / +1
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CAACGGGACT------------------//--------------------ACATGGCCATGTAGT -222 / +5

ACGGTGGGAG------------------//--------------------CCGTGTACGAGCTCGCC -223 / +7

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTGATTTCATATCTAGA------------//----------

---TCTCGAACGA -227 / +16

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTA-----------//-------------
GAGCAGCAGCAGCAGCAAGCGCCTAAGAGAGATGGCTCGGCACATGGTGGTCTCCTTGAG

CTCTTGTTGGTTGGGAATCTGAGCCTCTGGCCAGTCCTTCCTTCACTCTGCTTCTTGCACA

GGTGTGTGTATATGAGGGCTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGCGAGCTCGAATTCGAATGG

GTGACCGGGTTCGGCCCATTCGGACCGCAAGGAATCGGTCAATACACTACATGGCGTGAT

TTCATCTGCAGCTGT

Intrachromosomal 

substrate -264 / +246

siPARP2 :   100 clones

Use of the 3’-Pnt :  64.0%  (64/100)

High Fidelity :       36.0%          36 clones

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATCCCTATCTAGATATGAAA X36

Deletions of the 3'Pnt :       23.0%          23 clones Size of the deletion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTG-TATCCCTATCTAGATATGAAA X4 -1

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTA-CCCTATCTAGATATGAAA X3 -1

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTT--CCCTATCTAGATATGAAA X8 -2

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTG--ATCCCTATCTAGATATGAAA X3 -2

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGT---CCCTATCTAGATATGAAA X4 -3

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTG----CCCTATCTAGATATGAAA -4

Insertions without deletion :       5.0%          5 clones Size of the insertion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATCACGCGGCCCCACATTCCCGGATTCCCG

TAGCTCCTTTGGGCTCGCGGCAACTTTGATGTCTAACTCTGTCACTTATGGAGCGGGACGG

GTGACGTCCCTATCTAGATATGAAA

Homo sapiens 

chromosome 17, 

clone RP11-1055B8, 

complete sequence +96

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAA

CGGGACTTTCCAAAATGTCGTAATAACCCCGCCCCGTTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGT

GTACGGTGGGAGGTCTATATCCCTATCTAGATATGAAA

Intrachromosomal 

substrate +108

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTGCAGGGAGGAGTCCTGGGTCACGGTCGC

CACGCCGCCGTCCTCGAAGTTCATCACGCGCTCCCACTTGAAGCCCTCGGGGAAGG

ACAGCTTCTTGTAGTCGGGGATGTCGGCGGGGTGCTTCACGTACACCTTGGAGCCG

TACTGGAACTATCCCTATCTAGATATGAAA

Intrachromosomal 

substrate +150

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATTCCCAATCCAGTCCCCGCAAGCCAGATG

CCTGGCGGGGCGGCCCCCAAACGTTTCTCGCTCCCCGCACATGGTCCCTCTTCCTACACCC

TTTGGGCAGGGGAGAAGGACCCTCAGACAAATGTGCTGATGGAGGCAGCAGGCGTTTGCT

GGGTTATCCCTATCTAGATATGAAA

Homo sapiens 

chromosome 16 

clone RP11-410M9, 

complete sequence +156

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATAATCTCTGAATTCTACACAATAAAAGA

ATGAATTTTGTGTTATGTGAATTATATCACAACAAAGTTGTTTTTAAAATAGCAGGGA

CATGTCGGCTATTTGTTTTATATTCCCTACTTTGCCTTCTTTCAAGGATTTCAACGCA

TTGGTAGTAGATAAATGATTGCTGGACAAATAAATAAATGGACAGCAAGTACTTTCC

TGATTAAAAATTATTTCAATACCTTATTTCTTGATCTGTCAGGCCAATGTTCTTGTCA

TTAGCCATCATCTTTCTCTTCAAAATATATCACTCCACAGGTGTGCTGGATGTCTTTA

TTTTGCCTCTAGGTCTAATTCCCACCCTTCTCCACCCTACTCTGTGCCCCCATAGGCC

AACATCTATGGACTTTATCTGCTAGGCTGAAGGGTTGTTGTCTGGCTTCTGGGGAGG

TTCAGCCAATGGAAGCACTGGCAGATTAGAGGGCAGGAGGAAGGAGGGGTTGGGG

TTCTTATTCCTTTAGCTGGCTCCTTGCCAGACCATACATCTTGATATCCCTATCTAGAT

ATGAAA

Homo sapiens ROS 

proto-oncogene 1, 

receptor tyrosine 

kinase (ROS1), 

RefSeqGene on 

chromosome 6 +533

Deletions > 3’-Pnt :  36.0%  (36/100)
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Deletions :       26.0%          26 clones Size of the deletion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCT---ATCCCTATCTAGATATGAAA X2 -3

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACC---TTATCCCTATCTAGATATGAAA -3

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTAC----TTATCCCTATCTAGATATGAAA -4

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCT-----CCCTATCTAGATATGAAA -5

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCT-----CCCTATCTAGATATGAAA -5

CTAGAGCAACACGGAAGGAATT-------TATCCCTATCTAGATATGAAA -7

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTA--------TCCCTATCTAGATATGAAA X2 -8

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGT---------CTAGATATGAAA -9

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCT---------ATCTAGATATGAAA X4 -9

CTAGAGCAACACGGAAGGAAT-----------CCCTATCTAGATATGAAA -11

CTAGAGCAACACGGAAGGAAT-----------------CTAGATATGAAA -17

CTAGAGCAACAC-----------------------TATCTAGATATGAAA X2 -23

CTAGAGCAACA------------------------TATCTAGATATGAAA -24

CTAGA--------------------------------------TATGAAA -38

CTAGAGCAA-----------------------------------------TCACGCCATG -41

CACTATAGGG------------//-------------CCTATCTAGATATGAAA -54

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCT------------//-------------CATATACACA -128

CGGTAGGCGT------------//-------------TATCCCTATCTAGATATGAAA -144

CTAGAGCAACACG------------//-------------GAAGGAAGGA -173

CTAGAGCAACACGGAAGG------------//-------------CCAGAGGCTC -182

Deletions/Insertions :       10.0%        10 clones Size of the deletion/insertion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGT-----
GCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTG

GATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTT

TATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGG

GCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCACTATCTAGA

TATGAAA

Intrachromosomal 

substrate -5 / +231

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTG------------AAAAGATATGAAA -12 / +3

CTAGAGCAACACGGAAG--------CG---------CTATCTAGATATGAAA -17 / +2

CTAGAGCAACACAGTGTGCTACGGTGTTTTAAGAGGTCATCACGCCTGCATCAGAATTGA

TTCTTTTTCCACCCGGCATATATGAGGGGACCATGAGAACACTGTGGGTCGGCAGAGTTC

CAAACTTTTAACTCTGCCAGCTCCTGAACTTAGCTATAATCT----------------
TTATCCCTATCTAGATATGAAA

Homo sapiens neural 

precursor cell 

expressed, 

developmentally 

down-regulated 4-

like, E3 ubiquitin 

protein ligase 

(NEDD4L), 

RefSeqGene on 

chromosome 18 -16 / +150

CTAGAGCAACACGGA--------------GTCTCCCTA----------TAGATATGAAA -24 / +9

CTAGAGCGCTATTATATCTAGAGCGCTAGATATTCA----------------------------
TATCTAGATATGAAA -28 / +29

ACTCACTATA-----------//------------TACCCTATCTAGATATGAAA -56 +2

AGACCCAAGCAGCTTGG-----------//------------GTATTGACCG -75 / +7

ATAAGCAGAG------------//-------------ATATGAAATCTATCTAGATATGAAA -121 / +9

GACCCAAGCTT------------//-------------GCTTGCTG -280 / +1

284

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_345842435
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_345842435
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_345842435
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_345842435
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_345842435
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_345842435
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_345842435
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_345842435
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_345842435
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_345842435


siPARP1 :   70 clones

Use of the 3’-Pnt :  50.0%  (35/70)

High Fidelity :       34.3%          24 clones

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATCCCTATCTAGATATGAAA X24

Deletions of the 3'Pnt :       14.3%          10 clones Size of the deletion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTG-TATCCCTATCTAGATATGAAA X7 -1

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTT--CCCTATCTAGATATGAAA X2 -2

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGT---CCCTATCTAGATATGAAA -3

Insertions without deletion :       1.4%          1 clone Size of the insertion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTTTCACTTTCGAAGAAGTAGAATACCTGG

TTAAGGGTCTGCGTAACAAATTCCAACTGAACTGTTACGTAAAAATCAACAAAAACA

AACCGATCATCTACATCGATTCTATGTCTTACCTGATCTTCTACAACCTGATCAAACC

GTACCTGATCCCGCAGATGATGTACAAACTGCCGAACACTATCCCTATCTAGATATGA

AA

Intrachromosomal 

substrate +183

Deletions > 3’-Pnt :  50.0%  (35/70)

Deletions :       42.9%          30 clones Size of the deletion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTAT------CTAGATATGAAA -6

CTAGAGCAACACGGAAGGAA--------TTATCCCTATCTAGATATGAAA -8

CTAGAGCAACACGGAAGGAA--------TTATCCCTATCTAGATATGAAA -8

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTA---------CCCTATCTAGATATGAAA X2 -9

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCT---------ATCTAGATATGAAA X9 -9

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGT---------CTAGATATGAAA -9

CTAGAGCAACACGGAAGGAATT----------CCCTATCTAGATATGAAA -10

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGT-----------AGATATGAAA X2 -11

CTAGAGCAACACGGAAGGAA---------------TATCTAGATATGAAA -15

CTAGAGCAACACGGAAGGA----------------TATCTAGATATGAAA -16

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTG------------------GAAA -18

CTAGAGCAACACGGAAGGA------------------------TATGAAA X2 -24

CTAGAGCAACACGGAAGGAAT------------------------------CACGCCATGT -30

CTAGAGCAACACG------------------------------------------CCATGTAGTG -42

CTAGAGC------------//-------------AGTGTATTGA -54

AGACCCAAGC------------//-------------CATGTAGTGT -67

CCAAGCTGGC------------//-------------TAGTGTATTG -67

CTAGAGC------------//-------------GAATTCGAGC -108

CCACTGCTTA------------//-------------CTGTGCAAGA -224

Deletions/Insertions :       7.1%          5 clones Size of the deletion/insertion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTTGCCCAGACTGCTCTCCAACTCCTGGCCTC

ATGTGATCCGCCCGCCTCAGCCTCCCAAACTGCTGGGATTACAGGTGTGAGCCACCATGC

CCAGCCAGATCTTAGGATACTTTCTGAGTGATATAGTTGAGTAAGAACCATGGCTAGATC

ACTTAGCTGAAATTAAAGAAATTACTCCACTGGATCAACC------ATCTAGATATGAAA

Homo sapiens PAC 

clone RP1-146I3 from 

14q24.3, complete 

sequence -6 / +190

CTAGAGCAACACGGAAGGAATT------TCA-------TATCTAGATATGAAA -13 / +3

CTAGAATATCGATTATGCGCGATTGCTGA--------------
ATTACCCTGTTATCCCTATCTAGATATGAAA -14 / +24
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CTAGAGCAACACGGAAGGAATTGATAGATTTCATATCACTGGCAAACTGTT--------------
TATCTAGATATGAAA -14 / +30

AGACCCAAGCACGCTGCTCCTGCTGTTGGCGGCCGCCCTGGCCCCCACTCAGACCCGCGC

GGGCCCACATTCGCTGAGGTATTTCGTCACCGCCGTGTCCCGGCCCGGCCTCGGGGAGCC

CCGGTTCATCGCTGTCGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCGCTTCGACAGCGACGC

GGATAATCCGAGATTTGAGCCGCGGGCGCCGTGGATGGAGCAGGAGGGGCCGGAGTATT

GGGAGGAGCAGACACAGAGAGCCAAGAGCGATGA------------//-------------
CCCTATCTAGATATGAAA

Intrachromosomal 

substrate -43 / +263

siCtIP :   88 clones

Use of the 3’-Pnt :  70.4%  (62/88)

High Fidelity :       43.2%          38 clones

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATCCCTATCTAGATATGAAA X38

Deletions of the 3'Pnt :       15.9%          14 clones Size of the deletion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTG-TATCCCTATCTAGATATGAAA X3 -1

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTT--CCCTATCTAGATATGAAA X7 -2

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGT---CCCTATCTAGATATGAAA X2 -3

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTG----CCCTATCTAGATATGAAA X2 -4

Insertions without deletion :       9.1%          8 clones Size of the insertion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTTATCCCTATCTAGATATGAAA +1

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGG

GGACTTTCCACACCCTAACTGACACACATTCCACAGCCATTATCCCTATCTAGATATGAAA
Intrachromosomal 

substrate +71

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCTCTCCCCTAGAGCCCTACGGAATTCGAGCTCGCCC

GGGGATCTCGAGGTCACCCTGACGGTGTCGTCCATCACAGTTTGCCAGTGATACACATGG

GGATCAGCAATCGCGCATAATCGATATTACCCTGTTATCCCTATCTAGATATGAAA
Intrachromosomal 

substrate +126

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGCTCGGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAG

GAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTCCTCGAGGAACTGAAAAACCAGA

AAGTTAATTCCCTATAGTGAGTCGTATTAAATTCGTAATCATGTCATAGCTGTTTCCTGTG

TGGAATTATCCCTATCTAGATATGAAA

Intrachromosomal 

substrate +158

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATCGGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTG

AGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTCCTCGAGGAACTGAAAAACCA

GAAAGTTAATTCCCTATAGTGAGTCGTATTAAATTCGTAATCATGTCATAGCTGTTTCCTG

TGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACTATCCCTATCTAGATATGAAA
Intrachromosomal 

substrate +182

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGG

GGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGA

TTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTT

TTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGC

CCTATCTAGATATGAAA

Intrachromosomal 

substrate +209

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGC

TTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGC

ACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGAT

AGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCA

AACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTTTATCCCTATCTAGATATGAA

A

Intrachromosomal 

substrate +255

CTAGAGCAACACGGAAGGAATCGATTATGCGCGATTGCTGATCCCCATGTGTATCACTGG

CAAACTGTGATGGACGACACCGTCAGGGTGACCTCGAGATCCCCGGGCGAGCTCGAATTC

CGTAGGGCTCTAGGGGAGAGCACACCATGGCCTCACCGTTGACCCGCTTTCTGTCGCTGA

ACCTGCTGCTGCTGGGTGAGTCGATTATCCTGGGGAGTGGAGAAGCTAAGCCACAGGCAC

CCGAACTCCGAATCTTTCCAAAGAAAATGGACGCCGAACTTGGTCAGAAGGTGGACCTGG

TATGTGAAGTGTTGGGGTCCGTTTCGCAAGGATGCTCTTGGCTCTTCCAGGGTAATATTAC

CCTGTTATCCCTATCTAGATATGAAA

Intrachromosomal 

substrate +337

286



Insertions with deletion of the 3'Pnt :       2.3%          2 clones Size of the deletion/insertion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGCCTCGGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGA

GGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTCCTCGAGGAACTGAAAAACCAG

AAAGTTAATTCCCTATAGTGAGTCGTATTAAATTCGTAATCATGTCATAGCTGTTTCCTGT

GTGGAATTGTG--ATCCCTATCTAGATATGAAA

Intrachromosomal 

substrate -2 / +164

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTCGGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAG

GAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTCCTCGAGGAACTGAAAAACCAGA

AAGTTAATTCCCTATAGTGAGTCGTATTAAATTCGTAATCATGTCATAGCTGTTTCCTGTG

TGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAA

GCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGAC-
TCCCTATCTAGATATGAAA

Intrachromosomal 

substrate -1 / +271

Deletions > 3’-Pnt :  29.5%  (26/88)

Deletions :       22.7%          20 clones Size of the deletion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCT-----CCCTATCTAGATATGAAA -5

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCC------CCCTATCTAGATATGAAA -6

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTAT------CTAGATATGAAA -6

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATC------TAGATATGAAA X3 -6

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTA------TATCCCTATCTAGATATGAAA -6

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTA--------TCCCTATCTAGATATGAAA -8

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCC--------CTATCTAGATATGAAA X2 -8

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCT---------ATCTAGATATGAAA X5 -9

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTA----------GATATGAAA -10

CTAGAGCAACACGGAAGGAAT-----------CCCTATCTAGATATGAAA -11

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCT-------------AGATATGAAA -13

CTAGAGCAACACGGAAGGA------------------------TATGAAA -24

CTA--------------------------TATCCCTATCTAGATATGAAA -26

Deletions/Insertions :       6.8%         6 clones Size of the deletion/insertion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTCGGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAG

GCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTCCTCGAGGAACTGAAAAACCAGAAAG

TTAATTCCCTATAGTGAGTCGTATTAAATTCGTAATCATGTCA-
TTATCCCTATCTAGATATGAAA

Intrachromosomal 

substrate -1 / +136

CTAGAGCAACACGGAAGCAACAGCGACAGAAAGCGGGTCAACGGTGAGGCCATGGTGTG

CTCTCCCCTAGAGCCCTACGGAATTCGAGCTCGCCCGGGGATCTCGAGGTCACCCTGACG

GTGTCGTCCATCACAGTTTGCCAGTGATACACATGGGGATCAGCAATCGCGCATAATCGA

T--ATTACCCTGTTATCCCTATCTAGATATGAAA

Intrachromosomal 

substrate -2 / +163

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCC-------------CC-----------TCACGCCATG -24 / +2

GACCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGAACTCAGAAGTCGCTAATCGCCGACCAGTGCGATG

GCACCCTGCACGCTGCTCCTGCTGTTGGCGGCCGCCCTGGCCCCCACTCAGACCCGCGCG

GGCCCACAGTTTGCCAGTGATACACATGGGGATCAGCAATCGCGCATAATCGAT----------

-------------------ATTACCCTGTTATCCCTATCTAGATATGAAA

Intrachromosomal 

substrate -29 / +164

CTGGCTAGCGTTTCATATCTAGATAGCTAGATAGGG-----------------------------------

-CTATCTAGATATGAAA -36 / +26

AGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGAATTCAGATCCGCCGCCACTATGGCCTCCTCCG

AGAACG---------//---------------TATCCCTATCTAGATATGAAA Not found -113 / +56

siCtIP + siPARP2 :    26 clones

Use of the 3’-Pnt :  69.2%  (18/26)
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High Fidelity :       38.5%           10 clones

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATCCCTATCTAGATATGAAA X10

Deletions of the 3'Pnt :       15.4%           4 clones Size of the deletion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGT---CCCTATCTAGATATGAAA X3 -3

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTG----CCCTATCTAGATATGAAA -4

Insertions without deletion :       15.4%          4 clones Size of the insertion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTAT

GTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACATGATTAC

GAATTTAATACGACTCACTATAGGGAATTAACTTTCTGGTTTTTCAGTTCCTCGAGGAGCT

TTTTGCAAAAGCCTAGGCCTCCAAAAAAGCCTCCTCACTACTTCTGGAATAGCTCAGAGG

CCGAGGCGGCCGCTTATCCCTATCTAGATATGAAA

Intrachromosomal 

substrate +227

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTACAATGTAATCTAAGAGCAGACTGGCAGAA

TGTCGACCAGCCATCTTTGGTACATATTTGTTGAGGTTTTCTCTGTGCCAAGCCTATGCCT

GGTAGTGTAGAGCATTCAAGAAAAGCCCGAGATATTTATTACTGCCCTCAAAGAGAAAGT

CTTCCATATTCCCAGATCTGAGAAATTTCACTCTCAAGTTTCCCCTGTCATGAGCAGCACT

CTGGTGTCCTTACAGTCACTTGCAAGCATGCCTGTTCTCAGCAGACCTTAAGCCTCTGTGC

ATATCCCTATCTAGATATGAAA

Homo sapiens 

chromosome 5 clone 

CTD-2052F19, 

complete sequence +275

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTTATACGAAGATATTTCCTTTTCTACCGTTGA

CCTCAAAGCGGCTGAATTCTCCACTTACAAATTCCACCAAAAGAGTGTCTCAAATCTGCTC

TGTGTAAAGAATCGTTCAACTCTGTGAGTTGAATGCACACAACACAAGGAAGTTACTGGG

AATTCCTCTGTCTATCCTTACATGAAAAAACCCGTTTCCAACGAAGGCCTCTAAGAGGCCA

AGATATCCACTTGCAGACTTTACAAACAGAGTGTTTCCAAACTGCTGAATGAAAAGAAAA

GTTAAACTCTGTGATCCCTATCTAGATATGAAA

H.sapiens CpG island

DNA genomic Mse1 

fragment, clone 

170f9, reverse read 

cpg170f9.rt1a +286

CTAGAGCAACACGGAAGGACCCCAACACTTCACATACCAGGTCCACCTTCTGACCAAGTT

CGGCGTCCATTTTCTTTGGAAAGATTCGGAGTTCGGGTGCCTGTGGCTTAGCTTCTCCACT

CCCCAGGATAATCGACTCACCCAGCAGCAGCAGGTTCAGCGACAGAAAGCGGGTCAACG

GTGAGGCCATGGTGTGCTCTCCCCTAGAGCCCTACGGAATTCGAGCTCGCCCGGGGATCT

CGAGGTCACCCTGACGGTGTCGTCCATCACAGTTTGCCAGTGATACACATGGGGATCAGC

AATCGCGCATAATCGATATTACCCTGTTATCCCTATCTAGATATGAAA
Intrachromosomal 

substrate +298

Deletions > 3’-Pnt :  30.7%  (8/26)

Deletions :       30.7%         8 clones Size of the deletion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATC------TAGATATGAAA -6

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTA--------TCCCTATCTAGATATGAAA -8

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCT---------ATCTAGATATGAAA -9

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCT-------------------------ACGCCATGTA -25

CT--------------------------------CTATCTAGATATGAAA X2 -32

CTAGAGCAACACG------------------------------------------CCATGTAGTG -42

CTAG---------------------------------------------------CCATGTAGTG -51

siBRCA1 :    50 clones

Use of the 3’-Pnt :  76.0%  (38/50)

High Fidelity :      54.0% 27 clones

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATCCCTATCTAGATATGAAA X27

Deletions of the 3'Pnt :       18.0%          9 clones Size of the deletion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTT--CCCTATCTAGATATGAAA X3 -2

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGT---CCCTATCTAGATATGAAA X3 -3

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTG----CCCTATCTAGATATGAAA X3 -4
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Insertions without deletion :       2.0%          1 clone Size of the insertion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATCGGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTG

AGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTCCTCGAGGAACTGAAAAACCA

GAAAGTTAATTCCCTATAGTGAGTCGTATTAAATTCGTAATCATGTCATAGCTGTTTCCTG

TGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTA

AAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCG

CTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGA

GAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGT

CGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAATCCCTATCTAGATATGAAA Intrachromosomal 

substrate +427

Insertions with deletion of the 3'Pnt :       2.0%          1 clone Size of the deletion/insertion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGT--
GCCTCGGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTT

GCAAAAAGCTCCTCGAGGAACTGAAAAACCAGAAAGTTAATTCCCTATAGTGAGTCGTAT

TAAATTCGTAATCATGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGGATTCCCTATCTAGATATGAAA
Intrachromosomal 

substrate -2 / +160

Deletions > 3’-Pnt : 24.0%  (12/50)

Deletions :       20.0% 10 clones Size of the deletion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTAT------CTAGATATGAAA X2 -6

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCC--------CTATCTAGATATGAAA -8

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCT---------ATCTAGATATGAAA -9

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTAT--------------GAAA -14

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTA------------------GATATGAAA -18

CTAGAGC-------------------------------------------------CATGTAGTGT -49

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTAC-----------------//--------------ATATACACAC -132

ATTGACGCAA-----------------//--------------TCACGCCATG -180

GCTCACTCAA-------------//--------------ATCCCTATCTAGATATGAAA deletion > 320pb

Deletions/Insertions :       4.0%          2 clones Size of the deletion/insertion

GGCTAGCGCT------------------------AGC-------------------TATGAAA -43 / +3

TGACGCAAAT----------------//----ATCA--------------TATCTAGATATGAAA -163 / +4

siBRCA1 + siPARP2 :    46 clones

Use of the 3’-Pnt :  65.2%  (30/46)

High Fidelity :      47.8% 22 clones

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATCCCTATCTAGATATGAAA X22

Deletions of the 3'Pnt :       13.0%           6 clones Size of the deletion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTG-TATCCCTATCTAGATATGAAA X3 -1

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTG--ATCCCTATCTAGATATGAAA -2

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTT--CCCTATCTAGATATGAAA X2 -2

Insertions without deletion :       4.3% 2 clones Size of the insertion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATCGGCCTCTGAGnTATTCCAGAAGTAGTG

AGGAGGCTTTTTnGGAGGCnTAGGCTTTnnCnnAnAGCTCCTCGAGGAACTGAAAAACCAGA

AAGTTAATTCCCTATAnTGAGTCGTATTAAATTnGTAATCATGTCATAGCTGTTTCCTGTGT

GAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAG

CCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTT

CCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGG

CGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTT

TATCCCTATCTAGATATGAAA

Intrachromosomal 

substrate +397
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CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTTCGAGCTGTAAAGTTCTTTCTTCTAATTGTT

nTATTCTATTGTTGAAACTTTTCAGTGTATTCTTCATTTCATCGAATGTGTCTTTCATTTCC

AGAAGTTGTGATTTGTTTTTTATTTATGCTGTCTATTTCTCTGGAGATTTTCCTTCCATATC

TGATTTGGTGATCTGAAGGAAGACCTTCTGCTATAATTGACACATAACCAGATGGAAAAT

AGTATCTATGTGATTATCCCTATCTAGATATGAAA

Human DNA 

sequence from clone 

RP11-353K22 on 

chromosome X, 

complete sequence +230

Deletions > 3’-Pnt :  34.8%  (16/46)

Deletions :       30.4% 14 clones Size of the deletion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCT-TTATCCCTATCTAGATATGAAA -1

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTAT----ATCTAGATATGAAA -4

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCT------CCTATCTAGATATGAAA -6

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCT---------ATCTAGATATGAAA X2 -9

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTAT------------ATGAAA -12

CTAGAGCAACACGGAAGGAA-------------CCTATCTAGATATGAAA -13

CTAGAGCAACACGGAAGGA----------------TATCTAGATATGAAA X2 -16

CTAGAGCAACACG------------------TCCCTATCTAGATATGAAA -18

CTAGAGC--------------------------CCTATCTAGATATGAAA -26

CTAGAGCAA----------------------------------TATGAAA -34

CTAGA--------------------------------------TATGAAA -38

ACTATAGGGA--------------//----------------------AA -68

Deletions/Insertions :       4.3%          2 clones Size of the deletion/insertion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCACAATTCCACACAGGAAACAGCTATGACATGATT

ACGAATTTAATACGACTCACTATAGGGAATTAACTTTCTGGTTTTTCAGTTCCTCGAGGAG

CTTTTTGCAAAAGCCTAGGCCTCCAAAAAAGCCTCCTCACTACTTCTGGAATAGCTCAGAG

GC---TATCCCTATCTAGATATGAAA

Intrachromosomal 

substrate -3 / +158

CTAGAGCGCTCTTAGGCGCTTGCTGCTGC-----------//---------AGCTGTCACA -284 / +22

si53BP1 :     44 clones

Use of the 3’-Pnt :  36.4%  (16/44)

High Fidelity :      20.4% 9 clones

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATCCCTATCTAGATATGAAA X9

Deletions of the 3'Pnt :       13.6%           6 clones Size of the deletion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTG-TATCCCTATCTAGATATGAAA X2 -1

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTG--ATCCCTATCTAGATATGAAA X2 -2

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTT--CCCTATCTAGATATGAAA X2 -2

Insertions without deletion :       2.3% 1 clone Size of the insertion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGCTCGGCGTAGGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAG

GAGGCTTTTGCGSAGGCGTAGGCTTTTGCACAAAGCTCCTAGAGGAACAGAAAAACCAAA

AAGTTAATTCCCTATAGTGAGTCGTATTAAATTCGTAATCATGTCACAGCTGTTTCCTGTG

TGAATTATCCCTATCTAGATATGAAA

Intrachromosomal 

substrate +157

Deletions > 3’-Pnt :  63.6%  (28/44)

Deletions :       56.8% 25 clones Size of the deletion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTAT-CCTATCTAGATATGAAA -1

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCT-TTATCCCTATCTAGATATGAAA X3 -1

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGT----CCTATCTAGATATGAAA -4

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCT-------CTATCTAGATATGAAA -7
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CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGT-------ATCTAGATATGAAA -7

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCC-------CCTATCTAGATATGAAA -7

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCT---------ATCTAGATATGAAA X5 -9

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTA----------CCTATCTAGATATGAAA X2 -10

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACC----------TATCTAGATATGAAA -10

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTAT--------------GAAA X2 -14

CTAGAGCAACACGGAAGGA--------------CCTATCTAGATATGAAA X2 -14

CTAGAGCAACACGGAA----------------------CTAGATATGAAA -22

 CTAGAGCAACACGGAAGGA------------------------TATGAAA -24

CTAGAGCAACACGGAAG------------------------GATATGAAA -24

CTAGAGCAACACGGAAGGAAT------------------------------CACGCCATGT -30

CTAGAGCAACACGGAAGG------------------------------AA -30

Deletions/Insertions :       6.8%          3 clones Size of the deletion/insertion

CTAGAGCAACACGGAAGTTTGCCAGTGATACACATGGGGATCAGCAATCGCGCATAATCG

AT--ATTACCCTGTTATCCCTATCTAGATATGAAA -2 / +45

CTAGAGCAACACGGGCCATTTACCGTAAGTTATGTA---------//-------ACGCCATGTA -38 / +22

ATATAAGCAGGGTAATTCCTTCCGTGTTGCTCTAGAGCGCTAGCCAGCTTGGGTCTCCCTA

TAGTGAGTCGTATTAATTTCGATAAGCCAGTAAGCAGTGGGTTCTCTAGTTAGCCAGAGA

GCTCTGCTTATATAGAGCATCCCCGGGCGAGCTCGAATTCGAATGGGTGACCGGGTTCGG

CCCATTCGGACCGCAAT--------//-------TCCCTATCTAGATATGAAA
Intrachromosomal 

substrate -120 / +188

si53BP1 + siPARP2 :   41 clones

Use of the 3’-Pnt :  51.2%  (21/41)

High Fidelity :      14.6% 6 clones

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATCCCTATCTAGATATGAAA X6

Deletions of the 3'Pnt :       26.8%           11 clones Size of the deletion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTG-TATCCCTATCTAGATATGAAA X4 -1

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTT--CCCTATCTAGATATGAAA X4 -2

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGT---CCCTATCTAGATATGAAA -3

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTG----CCCTATCTAGATATGAAA X2 -4

Insertions without deletion :       4.9% 2 clones Size of the insertion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTCGCTTTTGCAGATAAACGAGCAGGGATCCTA

CCTCTTTTGACCGGAGATGTTGAAAAGCACGACCAAAGTTTTTGGCTTGGTCTCTTGCTTT

CCACAACGAGATAAAGTCTGAAGCCTGTAACTCTCCCTGTCCCGCGGGAGCGTGCAAAGG

GAGGGAAGATAAGCGGCGTGGGTGAGGGGTGGCGGCGCATTTATCCCTATCTAGATATG

AAA

Homo sapiens 

chromosome 3 clone 

RP11-385A18 map 

3p, complete 

sequence +193

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGGGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGC

GCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAG

CTMTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCA

AAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATTTTATCCCTATCTAGATATGA

AA

Intrachromosomal 

substrate +194

Insertions with deletion of the 3'Pnt :       4.9%          2 clones Size of the deletion/insertion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGCTCGGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAG

GAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTCCTCGAGGAACTGAAAAACCAGA

AAGTTAATTCCCTATAGTGAGTCGTATTAAATTCGTAATCATGTCATAGCTGTTTCCTGTG

TGGAATTGTGA-TATCCCTATCTAGATATGAAA

Intrachromosomal 

substrate -1 / +164
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CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTCACAATTCCACACAGGAAACAGCTATGACAT

GATTACGAATTTAATACGACTCACTATAGGGAATTAACTTTCTGGTTTTTCAGTTCCTCGA

GGAGCTTTTTGCAAAAGCCTAGGCCTCCAAAAAAGCCTCCTCACTACTTCTGGAATAGCTC

AGAGGCCGAGGC--TCCCTATCTAGATATGAAA

Intrachromosomal 

substrate -2 / +165

Deletions > 3’-Pnt :  48.8%  (20/41)

Deletions :       41.5% 17 clones Size of the deletion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGT---------CTAGATATGAAA X2 -9

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTAT--------------GAAA X2 -14

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTG--------------ATATGAAA X2 -14

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTA--------------TCTAGATATGAAA -14

CTAGAGCAACACGGAAGGA------------------TCTAGATATGAAA -18

CTAGAGCAACACGGAAG-------------------------ATATGAAA X2 -25

CT---------------------------TATCCCTATCTAGATATGAAA X2 -27

CTAGAGCAACACG------------------------------------------CCATGTAGTG -42

CTAGAGCA------------------------------------------CACGCCATGT -42

CTAGAG-----------------------------------------------CGCCATGTAG -47

GCTGGCTAGC------------------------//------------------------CATGTAGTGT X2 -59

Deletions/Insertions :       7.3%          3 clones Size of the deletion/insertion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCT--TT--TCCCTATCTAGATATGAAA -4 / +2

CTAGAG--------------------//-------------------------GCGAATTCGAATTC -105 / +4

GCTCTCTGGCCCTGGGTTGAGAGCACAATGGGACCATCCATCCCAGGAACCAGATCTCCT

CCCTCTGGTCCCGCCAGCCCAGACCTGGCCCCGGAAATCAGGATCAGAAATGGTCACAGC

AGACAGGTGTTCCAAGGGGAATGCAAAGGCAAGCTGTTATTACTGGCCCCATGGAAATCC

CCTAAGGCAATTCGAGCGTCAAGCATCCCAGCCGAATAAAAGCTTCCACACAATGGACAG

G--------//---------ATGGGCCGAA

Homo sapiens ADAM 

metallopeptidase 

with thrombospondin 

type 1 motif 14 

(ADAMTS14), 

RefSeqGene on 

chromosome 10 -168 / +231

siPARP2 + GFP-PARP2 WT :   45 clones

Use of the 3’-Pnt :  55.5%  (25/45)

High Fidelity :      22.2% 10 clones

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATCCCTATCTAGATATGAAA X10

Deletions of the 3'Pnt :       31.1%          14 clones Size of the deletion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTG-TATCCCTATCTAGATATGAAA X3 -1

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTA-CCCTATCTAGATATGAAA -1

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTT--CCCTATCTAGATATGAAA X4 -2

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTG--ATCCCTATCTAGATATGAAA -2

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGT---CCCTATCTAGATATGAAA X5 -3

Insertions without deletion :       2.2% 1 clone Size of the insertion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATTTCACACAGGAAACAGCTATGACATGAT

TACGAATTTAATACGACTCACTATAGGGAATTAACTTTCTGGTTTTTCAGTTCCTCGAGGA

GCTTTTTGCAAAAGCCTAGGCCTCCAAAAAAGCCTCCTCACTACTTCTGGAATAGCTCAGA

GGCCGAGGTCCCTATCTAGATATGAAA

Intrachromosomal 

substrate +159

Deletions > 3’-Pnt :  44.4%  (20/45)

Deletions :       40.0% 18 clones Size of the deletion
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CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTA--CCTATCTAGATATGAAA -2

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCT---ATCCCTATCTAGATATGAAA -3

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTA--------TCCCTATCTAGATATGAAA X2 -8

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACC----------TATCTAGATATGAAA -10

CTAGAGCAACACGGAAGGAAT----------TCCCTATCTAGATATGAAA -10

CTAGAGCAACACGGAAGGAAT-------------CTATCTAGATATGAAA X2 -13

CTAGAGCAACACGGAA---------------------TCTAGATATGAAA -21

CTAGAGCAACACGGAA---------------------TCTAGATATGAAA -21

CTAGA--------------------------------------TATGAAA -38

GCTGGCTAGC------------------------------------------TAGATATGAAA -42

GACCCAAGCT------------//-------------AGATATGAAA -50

TAATACGACT------------//-------------AGATATGAAA -71

GCGTGTACGG------------//-------------ACCGATTCCT -119

TACGACTCAC------------//-------------GGGCCGAACC -120

TTACGGTTCC------------//-------------TCCCTATCTAGATATGAAA deletion > 320pb

TCCCCGCGCG------------//-------------TCCCTATCTAGATATGAAA deletion > 320pb

Deletions/Insertions :       4.4%          2 clones Size of the deletion/insertion

CCCAAGCTGGT-------------------------------------------------GATATGAAA -49 / +1

CTAGAGCAACACTATATGCGCTCTAGTATTTAAGAATGTAGCAAGAATTTACTCTCAATTA

AAGCTGGGTTCCATGATGAGAATGTAGTTAATAAATACCATAGGAAAGCTTATAAAGTAC

TTTGAAGATAGGATGCAAGAGGACATGAAGTCCTTAACTATTTTCATGGATATATTTTGCC

ATAATATTCTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCC

CGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTG

GAA------------//------------AATCAGCAGA

Intrachromosomal 

substrate -339 / +294

siPARP2 + GFP-PARP2 E545A :   36 clones

Use of the 3’-Pnt :  55.5%  (20/36)

High Fidelity :      25.0% 9 clones

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATCCCTATCTAGATATGAAA X9

Deletions of the 3'Pnt :       11.1%           4 clones Size of the deletion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTT--CCCTATCTAGATATGAAA X2 -2

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTG--ATCCCTATCTAGATATGAAA -2

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTG----CCCTATCTAGATATGAAA -4

Insertions without deletion :       16.7%           6 clones Size of the insertion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGGTTATCCCTATCTAGATATGAAA +1

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTG

ACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAA

TACGGTTATCCCTATCTAGATATGAAA

Intrachromosomal 

substrate +97

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATTAGCACTCCTTCAGTAAGCCCTGAATTT

GCGTACTTCTTGTGCCTTGGAGATGGTTATAAGGGGCTTTTTGTCCCAAAGAATAACTTTT

GGTCTCAGCATGCTTTGCCTACGGTATGCCAGAGCTAATCCAGATTTCTTTCAGGAAAAAA

ATTTAATAGATAATCAATAAAGATAAT CCCTATCTAGATATGAAA

Homo sapiens 

chromosome 5 clone 

CTC-427F23, 

complete sequence +177

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGC

TTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTCCTCGAGGAACTGAAAAACCAGAAAGTT

AATTCCCTATAGTGAGTCGTATTAAATTCGTAATCATGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAA

TTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTTTATCCCT

ATCTAGATATGAAA

Intrachromosomal 

substrate +205
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CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTAGACCCTGGTTTCAGGGACGAGAATGGGTG

AGCCCTAGACGCTCATGTAGGTGCCCTAGGAATGGTGACAAGGATGTCCATGAAGTGCTG

TTTGTAAAAAGTGGGAAACCACTCGAGTGTTCACCAAAAGGGAGTGAATTCCTAGTGGGT

GGTGGGTCCTTGCCGTGGACTCCTTTACAGCTTTAAAGGAAGGAACCCAAGCTCTATGCA

TTAGAGCTGAAGAATGCAGTGTTGAATGGAAAAGTTAGCTGCATAATGACACATAGAATA

TCCCTATCTAGATATGAAA Not found +269

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTATGACATTTCATAGAAAAATTATTCTTTCA

GGTTTTCAGGAACTGATGATTAAATGGTGCCAATGCCTAGCTTTTCTGAAGTTATCATCAA

GTGAAAATTCTCTGAACTCCACAGGAGAAAGCTGAAGTCAAGTCACAATAACCATTCCTT

TCTCCTACAAAAATGGGAATTTGCTGTTTGATTTTGTATGTGATTTAGAAATTTAAATCAG

GTTTTCTGTAGTAGAACAGGGTTGGGATTAAAATTATATACCCAATTTTTAAGAAGTATGT

AAAAACATATTCCTTGCAGCATCATTTGCAGTAGGGAAGAATGAAAGTAATCTAAATATC

CATCAGTAGGGGACAGGCTAAATAATTCTGGTATATCCAGATGATGGAATGCTATGCAGT

CACTGTCCCTATCTAGATATGAAA

Homo sapiens 

transient receptor 

potential cation 

channel subfamily C 

member 3 (TRPC3), 

RefSeqGene on 

chromosome 4 +397

Insertions with deletion of the 3'Pnt :       2.8%          1 clone Size of the deletion/insertion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTCACATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTA

TGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACA

GCTATGACATGATTACGAATTTAATACGACTCACTATAGGGAATTAACTTTCTGGTTTTTC

AGTTCCTCGAGGAGCTTTTTGCAAAAGCCTAGGCCTCCAAAAAAGCCTCCTCACTACTTCT

GGAATAGCTCAGAGGCCGAG--CCCTATCTAGATATGAAA

Intrachromosomal 

substrate -2 / +232

Deletions > 3’-Pnt :        44.4%          (16/36)

Deletions :       36.1% 13 clones Size of the deletion

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGT----CCTATCTAGATATGAAA -4

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGTTAT----ATCTAGATATGAAA -4

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCTGT-------ATCTAGATATGAAA -7

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCC--------CTATCTAGATATGAAA X2 -8

CTAGAGCAACACGGAAGGAATTACCCT---------ATCTAGATATGAAA -9

GGCTAGCGCT------------------------------------ATCTAGATATGAAA -36

GGCTAGCGCT--------------------------------------ATCTAGATATGAAA -38

CTAGAGCAACACG------------------------------------------CCATGTAGTG -42

ATTAATACG------------//-------------CGCCATGTAG -87

CGAAATTAAT------------//-------------GTATTGACCG -101

CGTGACTGGG------------//-------------TCCCTATCTAGATATGAAA deletion > 320pb

CGGTTTGACT------------//-------------GGCCAGAGGC -438

Deletions/Insertions :       8.3%          3 clones Size of the deletion/insertion

CTAGAGCT------------//-------------CGATTCCTTG -65 / +1

GACCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCGTCGGAACTCAGAAGTCGCTAATCGCCGACC

AGTGCGATGGCACCCTGCACGCTGCTCCTGCTGTTGGCGGCCGCCCTGGCCCCCACTCAG

ACCCGCGCGGGCCCACATTCGCTGAGGTATTTCGTCACCGCCG------------//------------

-TGTAGTGTAT

Intrachromosomal 

substrate -68 / +232

CTAGT------------//-------------GCTGGTGCTG -324 / +1

294

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_353523791
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_353523791
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Fonctions et régulations de PARP2 et de XRCC1 dans la réparation des dommages à l’ADN 
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Les modifications post-traductionnelles des protéines par 

des polymères d’ADP-ribose (PAR) ou par phosphorylation 

permet l’assemblage des complexes de la réparation de 

l’ADN à la chromatine endommagée dont les fonctions sont 

essentielles pour assurer le maintien de la stabilité du 

génome. En réponse aux lésions de l’ADN, l’activité de 

synthèse de PAR des protéines PARP1 et PARP2 est 

fortement stimulée. Les PAR servent de signalisation pour le 

recrutement de multiples protéines, dont la protéine 

plateforme XRCC1. 

Les études menées au cours de cette thèse ont porté sur 

l’étude de la régulation des fonctions des protéines PARP1, 

PARP2 dans la réparation des cassures double brins (CDB) 

et l’étude des modifications de XRCC1 par phosphorylation 

en réponse à des dommages de l’ADN. En utilisant des 

substrats permettant de mesurer l’efficacité des différentes 

voies de réparation des CDB, nous avons démontré que 

PARP2, et non PARP1, est impliqué dans la régulation du 

choix des voies de la réparation des CDB. Plus 

spécifiquement, nous avons montré que PARP2 stimule 

l’initiation de la résection des extrémités des CDB 

dépendante de CtIP, indépendamment de son activité 

catalytique. Par des approches de vidéo-microscopie, nous 

avons pu déterminer que PARP2 limite l’accumulation de 

53BP1 aux sites de dommages induits par micro-irradiation 

laser. Nous proposons que la protéine PARP2, en limitant le 

recrutement de la protéine 53BP1 aux sites de dommages, 

favorise la réparation des CDB dépendante de la résection 

des extrémités d’ADN, au détriment de la voie canonique de 

jonction des extrémités. Ces résultats sont les premiers 

démontrant un rôle de PARP2 dans le choix des voies de 

réparation des CDB. 

En parallèle, nous avons analysé comment la 

phosphorylation régule les fonctions de la protéine XRCC1. 

Par des approches in vitro et in vivo, nous avons pu 

déterminer que l’interdomaine 1 de XRCC1 est phosphorylé 

par la kinase CDK5. En réponse aux dommages induits par 

un agent alkylant, XRCC1 est activement déphosphorylé in 

vivo. De plus, nous avons observé que lorsque l’interdomaine 

1 ne peut pas être phosphorylé in vitro, l’interaction de 

XRCC1 avec les PAR synthétisés par PARP1 et PARP2 

augmente, et le recrutement de XRCC1 aux sites de 

dommages de l’ADN est accru. Ces résultats indiquent pour 

la première fois que la déphosphorylation de XRCC1 en 

réponse à un stress génotoxique participe activement à son 

recrutement aux sites de dommages. 

Dans leur ensemble, ces travaux ont contribué à 

améliorer nos connaissances fondamentales des réseaux de 

protéines impliquées dans la prise en charge des dommages 

de l’ADN. La compréhension de ces mécanismes est 

essentielle non seulement car ils participent au maintien de 

la stabilité du génome mais aussi du fait du développement 

exponentiel de nouvelles stratégies anti-tumorales qui visent 

à inhiber les voies de la réparation dans la but de cibler 

spécifiquement les cellules cancéreuses. 
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Post-translational modifications of proteins by polymers 

of ADP-ribose (PAR) or by phosphorylation allow the 

assembly of DNA repair protein complexes at damaged 

chromatin and are crucial to ensure genome stability. In 

response to DNA insults, the synthesis of PAR by the PARP1 

and PARP2 proteins is strongly induced. PAR act as a 

signaling platform for the recruitment of multiples proteins 

at the sites of DNA damages, including the scaffold protein 

XRCC1. Research conducted during this PhD have been 

focused on studying the regulation of PARP1 and PARP2 

functions in double-strands break repair (DSBR), and in 

investigating the role of XRCC1 modifications by 

phosphorylation in response to DNA damage. 

Using DNA repair assay allowing us to assess the 

accuracy of the different DSBR pathways, we demonstrated 

that PARP2, and not PARP1, is involved in the regulation of 

DNA double-strands break repair pathway choice. More 

precisely, we showed that PARP2 stimulates CtIP dependent 

initiation of end-resection at DSB, independently of its 

catalytic activity. By live cell imaging, we were able to 

determine that PARP2 limit 53BP1 accumulation at DNA 

damage sites induced by laser-microirradiation. We propose 

that by limiting 53BP1 accumulation at DNA damage sites, 

PARP2 stimulate DSB repair pathway that depend on DNA 

end-resection, thus counteracting the canonical end-joining 

pathway. These results are the first demonstrating a role for 

PARP2 in DNA DBSR pathway choice. 

In addition, we analyzed how the functions of XRCC1 

are regulated by phosphorylation. Using in vitro and in vivo 

approaches, we were able to demonstrate that the linker 1 

region of XRCC1 is phosphorylated by the CDK5 kinase. 

XRCC1 is actively dephosphorylated in response to DNA 

damage induced by an alkylating agent in vivo. We also 

observed that when the linker 1 cannot be phosphorylated, 

the XRCC1 interaction between the PAR synthetized by 

PARP1 and PARP2 is stimulated, and XRCC1 recruitement 

at the sites of DNA damage is far more efficient. These 

evidences indicate for the first time that the 

dephosphorylation of XRCC1 actively participate in its 

recruitment at the site of DNA damage. Put together, this 

work contributed to strengthen our fundamental knowledge 

of the protein network involved in the DNA damage 

response. Knowledge of those mechanisms is crucial since 

they participate in maintaining genome stability, and because 

new antitumoral drugs targeting DNA repair pathways in the 

attempt to specifically killed tumor cells are exponentially 

released.
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