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Résumé de la thèse 

 

   Au cours des 20 dernières années, d'importantes connaissances ont été acquises concernant 

les implications de la réponse aux dommages de l'ADN (DDR) dans le développement, la maturation 

et  la  fonction  du  système  immunitaire.  Le  laboratoire  DGSI  a  contribué  à  cette  aventure  en 

montrant que,  en effet,  des défauts dans  la DDR peuvent entraîner des déficits  immunitaires  et, 

dans certains cas, une prédisposition au cancer. 

La  première  partie  de  la  thèse  est  basée  sur  l'analyse  d'un  patient  présentant  un  déficit 

immunitaire et des anomalies du développement. Une mutation faux‐sens homozygote affectant le 

site catalytique de la déubiquitinase d'histone MYSM1 a pu être identifiée chez ce dernier. MYSM1 

est  une  métallo‐protéase,  ciblant  la  forme  monoubiquitinée  de  l'histone  H2A  en  position  K119 

(H2AK119ub),  un  marqueur  de  la  chromatine  associé  à  la  répression  transcriptionnelle.  Il  a  été 

décrit,  à  partir  de modèles murins,  que MYSM1 participe  à  la  dérépression  transcriptionnelle  de 

gènes  impliqués dans  l'homéostasie des  cellules  souches hématopoïétiques,  l'hématopoïèse et  la 

différenciation des  lymphocytes.  Le  patient  déficient  en MYSM1 présente une  absence  totale  de 

lymphocytes  B,  une  lymphopénie  T,  une  hématopoïèse  défectueuse  et  des  anomalies  du 

développement. Comme chez les souris KO MYSM1, la plupart de ces caractéristiques pourraient 

être  dues  à  la  dérégulation  transcriptionnelle  de  facteurs  impliqués  dans  le  développement 

immuno‐hématologique. Cependant,  les  fibroblastes du patient présentent une hypersensibilité à 

des  agents  génotoxiques.  Ces  résultats  indiquent  que  la  réponse  aux  dommages  de  l'ADN  est 

compromise dans les cellules du patient, un phénotype non décrit dans les études de souris KO, et 

suggèrent un rôle de MYSM1 dans la DDR. 

Une  deuxième  partie  de  la  thèse  porte  sur  le  facteur  ZNF699. Une  insertion  homozygote 

d'un nucléotide, conduisant à un décalage du cadre de lecture, a été identifiée dans le gène codant 

ZNF699, un facteur à doigts de zinc, chez un patient atteint d'insuffisance médullaire associée à un 

vieillissement  accéléré  et  des  télomères  courts.  Les  cellules  de  ce  patient  présentent  une 

hypersensibilité à des agents génotoxiques, suggérant une fonction de ZNF699 dans la réparation 

de l'ADN. 

L'objectif  de  cette  thèse  est  de  comprendre  l'implication  des  facteurs MYSM1  et  ZNF699 

dans  la  pathologie  respective  de  chaque  patient,  ainsi  que  l'implication  de  ces  facteurs  dans  les 

mécanismes de réponses aux dommages de l'ADN (DDR). 
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Première partie: [Introduction] 
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Chapitre 1 : [Les voies de réparation de l’ADN] 

 

 

L’ADN  est  une  molécule  réactive,  exposée  à  des  modifications  qui  peuvent  s’avérer 

délétères  pour  la  cellule.  Préserver  son  génome  est  donc  une  fonction  essentielle  pour  tout 

organisme vivant. Afin de faire face à ces menaces, les cellules ont développé des mécanismes de 

réponse  aux  dommages  de  l’ADN  (DDR)  via  la  mise  en  place  de  voies  de  réparation.  Ces  voies 

permettent une réparation adaptée en fonction de la lésion subite par le génome, et feront l’objet 

de  ce  Chapitre  1.  Une  déficience  de  ces  dernières,  entrainant  leur  implication  dans  plusieurs 

syndromes ou pathologies, sera le sujet du Chapitre 2 de cette introduction.  

 

Le  génome  de  tout  organisme  est  en  permanence  sous  l'influence  d'acteurs  endogènes, 

provenant  du  métabolisme  et  majoritairement  de  l'activité  mitochondriale ;  ou  exogènes, 

provenant d'un stress physique, chimique ou biologique incluant les ultra‐violets (UV), les radiations 

ionisantes  (RI),  les  métaux  lourds,  les  traitements médicaux  (i.e. :  chimiothérapies)  ou  encore  la 

réponse inflammatoire. En ne comptant que les effets du métabolisme, les erreurs de réplication ou 

les modifications spontanées, il est estimé à 10
5
 le nombre moyen d'atteintes du génome dans une 

cellule de mammifère chaque jour (Hoeijmakers 2009).  

Parmi  ces  modifications  du  génome,  on  retrouvera  des  changements  de  base,  sites 

abasiques,  cassure  simple  ou  double‐brin  d'ADN,  ponts  inter‐  ou  intra‐brins  ou  agrégations 

protéine(s)‐ADN. Environ 104 lésions sont des bases oxydées ou des cassures simple brins de l'ADN 

(Iyama  et Wilson  2013).  La  persistance  de  ces  lésions  est  source  de mutagénèse,  sous  la  forme 

d'une  substitution de base,  d'insertions ou de délétions,  ou de  réarrangements  chromosomiques 

plus  importants.  Cette  dynamique  du  génome  peut  alors  devenir  une  étape  essentielle  pour  le 

développement  de  cancer  et  contribue  à  l'apparition  de maladies  liées  à  l'âge  ou  vieillissement 

(Hoeijmakers 2009). La « surveillance » et la « maintenance » du génome sont donc des processus 

essentiels pour lutter contre ces dysfonctionnements, tout au long de la vie d'un individu.  
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1) Les dommages à l’ADN  

 

Les  atteintes  du  génome  peuvent  être  classées  en  deux  catégories,  suivant  si  elles  sont 

d’origine  endogènes  (c’est‐à‐dire  issues  du  métabolisme  cellulaire),  ou  exogènes  (c’est‐à‐dire 

provenant de sources extérieures à l’organisme).  

La majorité des dommages endogènes  sont  issues de  l’interaction entre  l’ADN et  l’eau ou 

des  réactifs  oxygénés  (ROS)  issus  de  la  respiration  cellulaire  (Reuter  et  al.  2010;  Perrone  et  al. 

2016).  Les  processus  comme  la  recombinaison  V(D)J,  la  recombinaison  de  classe  des 

immunoglobulines ou  la  recombinaison méiotique  sont des processus physiologiques utilisant  les 

cassures  double‐brins  (CDB)  de  l’ADN  et  peuvent  donc  être  considérés  comme  une  source  de 

dommages  endogène.  Cependant,  ces  processus  étant  particuliers,  une  partie  spécifique  de  ce 

chapitre leur sera consacrée.  Les dommages exogènes, quant à eux, peuvent être induits par des 

agents chimiques, physiques ou environnementaux et incluent les ultra‐violets (UV), les radiations 

ionisantes (RI), les agents alkylants ou pontants de l’ADN.  

 

a) Les sources de dommages endogènes 

 

i) Réplication et transcription : 

Les  polymérases  d’ADN  peuvent  être  sources  d’erreurs  au  sein  de  l’ADN  nouvellement 

répliqué  (Loeb  et Monnat  2008).  Ces  erreurs  peuvent  apparaitre  sous  forme de  substitutions  de 

base et d’insertions ou délétions. Un glissement de la fourche de réplication dans des régions riches 

en  séquences  répétées  peut  également  entrainer  une  insertion  ou  délétion  de  fragments 

nucléotidiques, menant à un décalage du cadre de lecture. Enfin, l’insertion d’uracile ou d’une base 

mésappariée peut être provoquée par un déséquilibre au niveau de  la concentration cellulaire en 

dNTPs  ou  rNTPs  (Kumar  et  al.  2011;  Buckland  et  al.  2014;  Potenski  et  Klein  2014).  Ces 

mésappariements  peuvent  devenir  une  source  de mutagénèse  pour  les  générations  suivantes  si 

elles ne sont pas détectées par les systèmes de vérification des polymérases ou la voie MMR. 

   Les topoisomérases sont des enzymes permettant de relâcher la tension de la double hélice 

d’ADN afin de faciliter la transcription ou la réplication. Ces enzymes fonctionnent en générant des 

coupures  simple  ou  double‐brin  de  l’ADN  et  peuvent  se  retrouver  sources  de  lésions.  Certains 

composés  anticancéreux  (comme  la  camptothécine)  immobilisent  les  topoisomérases, 
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transformant une simple coupure en lésion (Han et al. 2008). Le blocage des topoisomérases peut 

également  être  provoqué  par  des  liaisons  intra‐brin  (issues  d’une  irradiation  UV  ou  de  dérivés 

benzènes) ou des structures ADN aberrantes (comme un mésappariement ou des sites abasiques) 

(Pourquier et Pommier 2001). 

 

ii) Les réactifs oxygénés (ROS) : 

Les réactifs oxygénés (ROS) peuvent être une source importante d’altération du génome. Ils 

sont principalement issus de la respiration cellulaire (Henle et Linn 1997), et en condition normale, 

sont utilisés dans différents processus physiologiques allant de la signalisation cellulaire à la défense 

contre des pathogènes au sein du système immunitaire (Segal 2005). Ces produits du métabolisme 

sont  régulés  par  différentes  enzymes  telle  que  les  superoxydes  dismutases,  catalases  ou  les 

péroxirédoxines (Storr, Woolston, et Martin, s. d.; Ray, Huang, et Tsuji 2012). Cependant, lorsque ces 

derniers  sont  présents  en  excès,  ils  peuvent  être  sources  de  nombreuses modifications  de  bases 

nucléotidiques ou réagir avec les sucres de l’ADN causant des cassures simple‐brins (CSB) (Cadet et 

Wagner 2014).  Parmi  ces modifications dues aux ROS,  les 8‐oxo‐dGuanines  (8‐o‐dG)  sont  les plus 

abondantes  (Iyama et Wilson  2013).  Cette modification de base  possède une  capacité mutagène 

importante. Elle peut s’associer avec l’adénine ou la cytidine lors de la réplication et entrainer une 

substitution G:C vers T:A dans la séquence d’ADN répliqué. L’apparition de transcrits ARN muté est 

également  à  considérer.  Une  autre  modification  de  base  à  fort  potentiel  mutagène  est  la 

déamination.  Elle  permet de produire  de  l’uracile,  de  l’inosine ou de  la  xanthosine  à  partir  de  la 

cytidine,  l’adénine  ou  la  guanine  respectivement.  Cette  modification  peut  alors  entrainer  des 

substitutions C:G vers T:A et inversement. Il a été montré qu’en plus de pouvoir causer l’apparition 

de mutations  au  sein  de  la  séquence  d’ADN  d’une  cellule,  ces modifications  peuvent  ralentir  ou 

bloquer  la progression de polymérases d’ADN ou d’ARN et activer une  réponse de mort  cellulaire 

(Ohno 2006; Greenberg 2004; Gedik et Collins 2005).  

Ces bases modifiées sont prises en charge par  la voie « base excision repair »  (BER), et  les 

cassures dues à une hydrolyse des  sucres  sont  réparées via  la voie de  réparation des CSB ou des 

CDB en fonction de la nature de ces dernières (Demple et Harrison, s. d.). Enfin, la surabondance de 

ROS  est  observable  dans  différentes  pathologies  telles  que  le  cancer,  le  diabète,  la  maladie 

d’Alzheimer  ou  de  Parkinson  et  certains  cas  d’infarctus  (Giacco  et  Brownlee  2010;  Liou  et  Storz 

2010; Vera, Eunsung, et Maral 2013; Hafstad, Nabeebaccus, et Shah 2013; Hroudová, Singh, et Fišar 

2014).   
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b) Les sources de dommages exogènes 

 

i) Les radiations ionisantes : 

Les radiations ionisantes (RI) sont composées entre autres des rayons alpha, beta, gamma et 

rayons X. Une exposition à ces RI peut endommager l’ADN de manière indirecte en hydrolysant les 

molécules  d’eau  entourant  ce  dernier  (générant  des  radicaux  hydroxyles  (OH)  extrêmement 

réactifs), ou de manière directe (Morgan et Sowa 2015). Il est important de préciser que 65% des 

dommages induits par RI proviendraient de la génération de ROS (Vignard, Mirey, et Salles 2013). 

L’irradiation produit ainsi un éventail de lésions d’ADN important allant d’une oxydation de bases à 

une CDB, les 8‐oxo‐G restant la lésion prépondérante. 

 

ii) Les radiations UV :  

Une des causes majeures de cancers de la peau est  la surexposition à  la  lumière solaire et 

plus précisément aux UV (Moan et al. 2015). Les UV peuvent générer différentes lésions en fonction 

de leur longueur d’ondes. Ces derniers sont ainsi répertoriés en trois catégories : les UV‐C (allant de 

190 à 290nm), les UV‐B (allant de 290 à 320nm) et les UV‐A (allant de 320 à environ 400nm). L’ADN 

possède une capacité d’absorbance maximale aux environ de 260nm,  faisant des UV‐C  (filtrés en 

partie  par  la  couche  d’ozone)  les  UV  les  plus  toxiques  pour  l’ADN  (Davies  1995).  Une  des 

modifications causées par ces derniers est la formation de dimères de pyrimidine (CPD) (Mitchell et 

Nairn  1989;  Davies  1995).  Les  CPD  génèrent  un  stress  physique  en  déformant  la  double  hélice 

d’ADN et peuvent alors être source de mutagénèse, en bloquant la réplication ou la transcription. 

 

iii) Les agents alkylants : 

Les  sources  d’agents  alkylants  sont  diverses :  nutrition,  alcool,  tabagisme,  fumée  et 

composés industriels ou encore produits de chimiothérapie (CRUTZEN 1990; Puyo, Montaudon, et 

Pourquier 2014). Ces agents sont capables de modifier les bases de l’ADN de nombreuses manières 

et aboutissent à la formation de lésions mutagènes ou carcinogènes. Ces lésions apparaissent sous 

la  forme  de  ponts  intra‐  et  inter‐brins  d’ADN  (ICL)  ou  de  ponts  protéines‐ADN,  bloquant  le 

métabolisme nucléaire (Puyo, Montaudon, et Pourquier 2014). Parmi ces agents alkylants peuvent 

être cités la mitomycine C (MMC), le cisplatine, les cyclophosphamides ou le méthane sulfonate de 
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méthyl (MMS) utilisés en laboratoire et dans le traitement de certains cancers. Le soufre ou le gaz 

moutarde sont aussi des agents alkylants (Chatterjee et Walker 2017). 

 

iv) Autres : 

Enfin  d’autres  composés  comme  les  amines  aromatiques  (Skipper  et  al.  2010),  les 

hydrocarbures  (Hongtao Yu 2013), certaines toxines  issues de micro‐organismes  (Grasso et Frisan 

2015;  Bennett  et  Klich  2003)  et  différents  stress  environnementaux  (températures  extrêmes) 

(Neutelings  et  al.  2013;  Kantidze  et  al.,  s. d.)  peuvent  endommager  le  génome  et  déclencher 

l’activation de la DDR. 

 

 

 
 
Schéma 1 : Illustrations de différents dommages à l’ADN et des voies de réparation 
correspondantes. 
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2) Les voies de réparation des modifications du génome  

 

Après lésion de l’ADN, des senseurs protéiques, spécifiques de la lésion détectée, initie une 

réponse aux dommages. Cette réponse fait alors appel à une cascade d’effecteurs en trois étapes : 

la détection, le signalement et la réparation de la lésion (Harper et Elledge 2007). Il est important 

de préciser  que  le  recrutement  de  ces  facteurs  de  la  réparation  est  observable,  via microscopie, 

sous la forme de foyers nucléaires ou foci (S. E. Polo et Jackson 2011; Lukas et al. 2003). Egalement, 

la chorégraphie de ces facteurs est régulée par une dynamique chromatinienne dont l’importance 

sera expliquée dans le chapitre 3 (Misteli et Soutoglou 2009; Altmeyer et Lukas 2013).  

 

a) La voie BER : réparation par excision de base 

 

La  voie BER permet de  corriger  une oxydation  (ex :  8‐oxo‐dG),  déamination,  alkylation ou 

absence de base nucléotidique. Cette voie de réparation est principalement active en phase G1 du 

cycle  cellulaire  (Dianov  et  Hübscher  2013)  et  la  reconnaissance  de  la  lésion  se  fait  par  une 

glycosylase  d’ADN.  Cette  dernière  hydrolyse  (rompt)  la  liaison  entre  la  base  endommagée  et  le 

sucre ribose du squelette ADN, laissant alors un vide dans la séquence appelé site abasique. Il existe 

une dizaine de glycosylases différentes permettant de reconnaitre un éventail  important de bases 

modifiées  (Krokan  et  Bjoras  2013).  Par  exemple,  la  glycosylase  APE1  qui  est  une  endonucléase, 

rompt  le  brin  d’ADN  portant  un  site  abasique,  créant  une  cassure  simple‐brin  de  l’ADN.  Si  une 

modification de l’extrémité est requise, des enzymes telles PNKP ou APTX, peuvent modifier cette 

dernière. Une polymérase ADN (POL beta) retire alors le phosphoribose laissé par APE1 et comble 

le  vide  avec  une  nouvelle  base.  Une  ligase  d’ADN  (LIG1  par  exemple)  peut  alors  refermer 

l’ensemble (Chatterjee et Walker 2017). 

Enfin,  il  est  important  de  préciser  qu’il  existe  deux  versions  de  la  voie  BER :  la  voie  BER 

« courte » et la voie BER « longue » (Dianov et Hübscher 2013) dont les différences sont présentées 

dans le schéma ci‐dessous. 
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Schéma 2 : Illustration de la voie BER   
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b) La voie NER : réparation par excision de nucléotide 

 

La voie NER permet de réparer des lésions plus volumineuses, comme les CPD issues d’une 

irradiation  UV,  ou  des  lésions  dues  à  certains  composés  utilisés  en  chimiothérapie.  Ces 

modifications  peuvent  entrainer  un  ralentissement  des  fourches  de  réplication  ou  de  la 

transcription, ou être ignorées et mener à l’insertion d’erreurs (mutations) dans le brin néo‐transcrit 

ou l’ARNm synthétisé. La voie NER peut se résumer en 4 étapes : 1) la détection de la lésion, 2) une 

incision de part et d’autre de cette dernière et le retrait de l’oligonucléotide altéré, 3) l’intégration 

d’un oligonucléotide afin de restaurer un double brin d’ADN sans modification et 4) une ligation afin 

de refermer le brin nouvellement réparé.  

Cette voie de réparation fait appel à de nombreux acteurs, agissant de manière coordonnée. 

Si la lésion se trouve sur un double brin d’ADN génomique ou sur une partie simple brin en cours de 

transcription, il faudra discerner deux voies de NER, respectivement appelé GG‐NER pour le génome 

de  façon globale, ou TC‐NER pour une  réparation sur un brin en cours de  transcription. Ces deux 

voies ne se distinguent l’une de l’autre que par la première étape de détection de la lésion. 
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Schéma 3 : Illustration de la voie NER 
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c) La voie MMR : réparation de mésappariement 

 

Cette voie est post‐réplicative et permet d’augmenter grandement la fidélité de réplication 

de  l’ADN  (T.  A.  Kunkel  2009;  Arana  et  Kunkel  2010).  La  cible  principale  de  cette  voie  est  le 

mésappariement de base et les insertions ou délétions apparus lors de la réplication (Jiricny 2006).  

Chez  l’Homme,  l’hétérodimère  MSH2/MSH6  est  utilisé  pour  reconnaitre  les 

mésappariements  de  base  ou  les  insertions/délétions  allant  jusqu’à  deux  nucléotides. 

L’hétérodimère MSH2/MSH3 est quant à lui utilisé pour des insertions/délétions plus importantes 

(Thomas  A.  Kunkel  et  Erie  2005;  Sachadyn  2010).  L’endonucléase  EXO1  intervient  ensuite  afin 

d’inciser  le  brin  endommagé.  L’extrémité  5’  libérée  par  l’incision  est  encapsulée  par  une 

accumulation  de  facteurs  RPA  (Y.  Zhang  et  al.  2005;  S. Guo  et  al.  2006;  T.  A.  Kunkel  2009). Une 

polymérase telle la polymérase (delta), RFC, HMGB1 (High mobility group box 1) ou LIG1 réalise les 

dernières étapes de synthèse et de  ligation  (Yuan et al. 2004; S. Guo et al. 2006). A noter que  le 

facteur PCNA joue un rôle important dans cette voie de réparation, lors de l’étape d’initiation et de 

synthèse, en permettant le recrutement des hétérodimère MSH au site de lésion (Jiricny 2006). 

 

 
Schéma 4 : Illustration de la voie MMR 
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d) La voie Fanconi ou réparation des ponts inter‐brins (ICL) 

 

Les  lésions  provoquées  par  des  agents  alkylants  (Clauson,  Scharer,  et Niedernhofer  2013) 

sont reconnues et prises en charge par la voie Fanconi. Celle‐ci est associée à l’anémie de Fanconi 

(FA),  une maladie  rare  qui  sera  présentée  dans  le  chapitre  2.  Les  effecteurs  de  cette  voie  sont 

divisés en 21 sous‐groupes de complémentation en rapport avec cette pathologie, allant de FANCA 

à FANCV (Walden et Deans 2014).  

A  l’apparition d’un  ICL, FANCM est  recruté à  la  lésion avec FAAP24  (FA associated protein 

24kDa)  et  MFH  (un  complexe  d’interaction  avec  les  histones).  L’ensemble  favorise  la  formation 

d’une jonction de Holliday via la fourche de réplication et la création d’une extension 3’ simple‐brin 

(Walden  et  Deans  2014).  Cette  extension  est  liée  par  RPA  entrainant  l’activation  d’ATR  et  la 

phosphorylation  de  CHK1.  Phospho‐CHK1  phosphoryle  à  son  tour  FANCE,  FANCD2,  FANCI  et  le 

complexe MRN (Agata Smogorzewska et al. 2008; Walden et Deans 2014). Un complexe formé de 

FANCA/B/C/E/F/G/L/T,  situé  au  niveau  de  la  lésion,  active  alors  l’hétérodimère  phosphoFANCI‐

FANCD2 via une mono‐ubiquitination médiée par FANCL (Agata Smogorzewska et al. 2008). Cette 

mono‐ubiquitination  de  FANCD2  est  alors  considérée  comme  une  étape  clé  de  la  voie  Fanconi 

(Tomida et al. 2013). L’étape suivante est l’excision de la lésion par des endonucléases spécifiques 

telles que XPF‐ERCC1, SLX4/1, SNM1A/B ou FAN1 (Clauson, Scharer, et Niedernhofer 2013).  

Par  la  suite,  suivant  si  la  cellule  est  dans  un  état  réplicatif  ou  non,  deux  options  sont 

possibles pour terminer la réparation. Dans le cas d’une cellule en cours de réplication (phase S), la 

présence  d’ICL  stoppe  cette  dernière  (Knipscheer  et  al.  2009).  XPF‐ERCC1  et  SNM1A  incise  alors 

l’ADN sur un coté de la lésion, générant une interruption de la séquence (A. T. Wang et al. 2011). Le 

brin  codant  devient  alors  le  support  de  polymérases  translésionelles  (PTLS)  telles  POL  iota,  POL 

kappa,  POL  nu  ou  REV1,  qui  initient  une  néosynthèse  en  amont  de  la  lésion,  la  dépassent,  et 

poursuivent jusqu’au premier fragment d’Okazaki en aval de la lésion (Yamanaka et al. 2010; Ho et 

al. 2011; A. R. Klug et al. 2012). L’extension 3’ du brin non‐codant restée en retrait, se lie alors au 

brin  codant néosynthétisé d’une manière RAD51‐dépendante  (Long et al. 2011).  La  résolution de 

cette étape, intermédiaire de la voie de recombinaison homologue (RH) abordée plus loin, dépend 

du complexe FANCD2‐FANCI. Enfin, la voie NER permet le retrait éventuel de l’extension 5’ portant 

toujours l’ICL avant re‐ligation. 
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Dans  une  cellule  non‐réplicative,  la  réparation  d’ICL  dépendra  de  la  voie  NER  et  de  PTLS 

telles REV1 ou POL(eta)  (Clauson, Scharer, et Niedernhofer 2013).  

 

 

 
 
Schéma 5 : Fonctions des différents composants de la voie Fanconi 
Adapté à partir de (Garaycoechea et Patel 2014) 

   



 

 28 

3) Les voies de réparation des cassures de l’ADN  

 

a) Les cassures simple‐brin (CSB) 

 

  Les  cassures  simple‐brin de  l’ADN  (CSB)  sont  les  atteintes de  l’ADN  les plus  fréquentes et 

sont estimées à environ 1x104 par cellule et par  jour.  Les CSB peuvent  se  former de nombreuses 

façons :  

- par réaction entre un sucre désoxyribose et un ROS issu du métabolisme cellulaire.  

- en tant que produit intermédiaire d’une étape de réparation défectueuse. 

- ou  en  tant  qu’intermédiaire  issu  de  l’activité  catalytique  d’une  topoisomérase  telle  que 

TOP1.  Celle‐ci  forme  un  complexe  covalent  avec  l’ADN,  lors  de  la  réplication  ou  de  la 

transcription,  afin  de  résoudre  des  structures  super  enroulées  de  ce  dernier  (J.  C.  Wang 

2002).  

 

  Une CSB peut mener à l’effondrement d’une fourche de réplication, bloquer la transcription 

ou générer une CDB et déclencher des signaux de mort cellulaire (Heeres et Hergenrother 2007). La 

détection  d’une  CSB  est  réalisée  par  les  protéines  PARP1  ou  TOP1  (Eustermann  et  al.  2015).  En 

considérant  toutes  les  possibilités  de  formation  de  ces  dernières,  il  est  normal  d’envisager  la 

multitude de forme que prendront les extrémités de ces cassures : 3’‐phosphate, phosphoglycolate 

(PG), liaison ADN/protéine (ou peptide), 5’‐hydroxile (5’‐OH) ou encore adénosine monophosphate. 

Afin  de  faire  face  à  cette  diversité,  les  cellules  ont  développé  un  arsenal  d’enzymes  spécialisées 

(APE1, PNKP, tyrosyl‐DNA phosphodiestérase (TDP1), aprataxin (APTX), et autres  ligases) capables 

de  générer  les  extrémités  3’  et  5’  adaptées  à  la  bonne  ligation  et  réparation  de  la  cassure 

(McKinnon et Caldecott  2007).    Par  exemple,  la  persistance d’une  liaison ADN‐TOP1 est délétère 

pour  la  cellule,  car  elle  bloque  les  polymérases  d’ADN ou  d’ARN.  TDP1  trouve  ici  sa  fonction  en 

hydrolysant  la  liaison  ADN‐TOP1,  libérant  ainsi  une  extrémité  3’‐phosphate  qui  pourra  être 

transformée en 3’‐OH par PNKP. Un deuxième exemple est celui d’APTX, qui possède une activité 

déadénylase  d’ADN.  Elle  permet  de  transformer  une  extrémité  5’‐AMP  issu  d’une  réaction  de 

ligation  ratée  en  5’‐phosphate.  FEN1,  nécessitant  la  présence  de  PARP1  et  PCNA,  retire  alors 

l’extrémité 5’ endommagée. Le vide résultant est comblé par la polymérase POL beta.  
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  Enfin,  la  ligation, dépendante de PCNA et XRCC1, est  réalisée par  LIG1 ou LIG3  (Lan et al. 

2004; McKinnon et Caldecott 2007).  

 

b) Les cassures double‐brin (CDB) 

 

Les cassures double brin de l’ADN (CDB) sont les lésions les plus délétères pouvant affecter le 

génome (S. P. Jackson et Bartek 2009). Si elles ne sont pas prises en charge, celles‐ci peuvent mener 

à  la  mort  cellulaire  ou  à  une  instabilité  génomique  en  favorisant  par  exemple  l’apparition  de 

translocations.  Ces  cassures  peuvent  survenir  à  la  suite  de  l’action  de  ROS  endogènes  issu  du 

métabolisme cellulaire ou durant une étape défectueuse de la réplication ou réparation de l’ADN. La 

recombinaison  V(D)J,  la  recombinaison  méïotique  et  la  recombinaison  de  classe  des 

immunoglobulines font aussi intervenir des CDB. Enfin, elles peuvent également être générées par 

des  sources  exogènes  comme  l’irradiation  aux  rayons  X  ou  certains  composés  utilisés  en 

chimiothérapie (S. P. Jackson et Bartek 2009; Ciccia et Elledge 2010; Tubbs et Nussenzweig 2017).  

 

Une  CDB  peut  posséder  une  ou  deux  extrémités.  La  plupart  des  CDB  à  une  extrémité 

surviennent  lors  de  la  réplication.  Cela  peut  être  due  à  un  effondrement  de  la  fourche  de 

réplication après une CSB, ou à l’action d’une nucléase après blocage du complexe de réplication. 

Les CDB à deux extrémités se forment généralement lorsque les deux brins d’ADN cassent de façon 

simultanée ou lorsque deux CSB se retrouvent à proximité l’une de l’autre. Dans ce dernier cas, la 

CDB possèdera une extension simple‐brin de part et d’autre de la cassure (Ranjha, Howard, et Cejka 

2018). Les extrémités d’une cassure, en fonction de leur origine, peuvent porter des modifications 

chimiques ou un groupement supplémentaire comme une liaison covalente avec une protéine. Les 

cassures générées par des nucléases sont généralement « nues » (sans modification) à l’inverse des 

cassures  générées  par  RI  (Gerelchuluun  et  al.  2015;  Deshpande  et  al.  2016).  D’une  manière 

similaire,  une  CDB  induite  par  une  topoisomérase  déficiente  résultera  en  une  liaison  avec  cette 

topoisomérase  à  une  des  extrémités  (Williams  et  al.  2014;  Marechal  et  Zou  2013).  L’état  dans 

lequel se trouvent les extrémités aura alors une influence sur le mécanisme de réparation. 

 

La réparation de ces cassures est réalisée par deux voies majeures : la voie de recombinaison 

homologue  (RH) et  la  jonction des extrémités non‐homologues  (NHEJ).  La  voie de  recombinaison 
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homologue  intervient essentiellement  lors de  la phase S/G2 du cycle cellulaire car elle requiert  la 

présence  d’une  séquence  homologue  (une  chromatide  sœur  par  exemple)  pour  la  réparation.  La 

voie NHEJ, quant à elle, est active tout au long du cycle cellulaire. Celle‐ci peut être subdivisée en 

deux  voies  distinctes :  la  voie  cNHEJ  (pour  NHEJ  classique)  et  la  voie  alt‐NHEJ  (pour  NHEJ 

alternative) aussi appelée MMEJ (pour microhomology mediated end joining). Pour plus de clarté, 

les termes cNHEJ et MMEJ seront retenus pour la suite (Chang et al. 2017). 

 

Les  voies  HR  et  NHEJ  possèdent  une  étape  commune  de  reconnaissance  via  le  complexe 

MRN composé de trois protéines : MRE11, RAD50 et NBS1 (pour Nijmegen breakage syndrome 1). 

Ce complexe agit comme détecteur de la cassure et recrute une protéine kinase appelée ATM (pour 

Ataxia  Telangectasia  Mutated).  Cette  protéine  kinase  possède  un  rôle  important  dans  la 

signalisation des cassures et va transmettre le signal de dommages à de multiples cibles telles des 

protéines du checkpoint cellulaire, des remodeleurs chromatiniens ou des acteurs de la réparation. 

L’action  d’ATM  aura  également  pour  effet  de  stopper  le  cycle  cellulaire  afin  de  permettre  une 

réparation de la lésion (Williams et al. 2014; Marechal et Zou 2013).  

 

c) La voie de jonction des extrémités non‐homologues (NHEJ) 

 

  Cette voie se divise en trois parties menant à la ligation des deux extrémités de la cassure à 

proximité  l’une de  l’autre : 1)  la détection de  la cassure, 2)  la prise en charge des extrémités afin 

d’éliminer  toute modification  ou  lésion  encore  présente  au  site  de  dommages,  3)  la  ligation  des 

extrémités  résultant  de  l’étape  précédente.  Cette  voie  de  réparation  n’est  donc  pas  sans  erreur 

surtout  lorsque  les  extrémités  doivent  être  modifier  afin  de  permettre  leur  ligation  (Bétermier, 

Bertrand, et Lopez 2014).  

  Les voies cNHEJ et MMEJ diffèrent au niveau des mécanismes employés pour la jonction des 

extrémités. La voie cNHEJ ne requiert aucune homologie de séquence. La voie MMEJ, qui agit de 

manière indépendante des facteurs clés de la voie cNHEJ, nécessite la présence d’une homologie de 

séquence  (de  2  à  20  nucléotides)  sur  chacune  des  extrémités  afin  de  pouvoir  réparer  la  cassure 

(Seol, Shim, et Lee 2018). Elle peut parfois être considéré comme étant à mi‐chemin entre la voie 

cNHEJ et la voie RH. 
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i) La voie NHEJ classique : cNHEJ. 

Une des particularités principales de la voie NHEJ est qu’elle ne requiert aucune matrice de 

réparation et est active tout au long du cycle cellulaire. Elle représente donc la voie de réparation 

majoritaire des CDB. Cependant, l’absence de matrice de réparation pour cette voie est à l’origine 

de  petites  modifications  du  génome  au  niveau  du  site  de  cassure  et  rend  également  possible 

l’apparition de réarrangements chromosomaux ou de délétions  importantes si plusieurs CDB sont 

présentes au même moment (Chang et al. 2017). Il est important de préciser également que la voie 

NHEJ  ne  peut  réparer  que  des  CDB  à  deux  extrémités  et  qu’elle  se montre moins  efficace  si  les 

extrémités  ne  sont  pas  chimiquement  « propres ».  Pour  simplifier,  cette  voie  permet  une 

réparation rapide, mais soumise à de potentielles erreurs, des CDB. 

La  première  étape  de  la  voie  cNHEJ  se  fait  via  la  liaison  de  l’hétérodimère  Ku70/Ku80  au 

niveau  des  extrémités.  Cette  hétérodimère  Ku  forme  une  structure  en  forme  d’anneaux  qui 

encercle  les deux brins d’ADN de part et d’autre de  la cassure (J. R. Walker, Corpina, et Goldberg 

2001; Fell et Schild‐Poulter 2015). Cette étape empêche une dégradation des extrémités et initie le 

recrutement d’autres facteurs. Les deux extrémités ainsi protégées sont alors stabilisées par DNA‐

PKcs  (pour DNA‐dependent protein kinase catalytic subunit), avant d’être  reliées par  le complexe 

XRCC4‐Cernunnos et LIG4. Le rôle du complexe MRN, permettant l’activation d’ATM, n’est donc pas 

essentiel  pour  la  voie NHEJ  (Kakarougkas et  al.  2014; Chiruvella,  Liang,  et Wilson 2013; Aparicio, 

Baer, et Gautier 2014).  

Si  les  extrémités  ne  sont  pas  joignables  directement,  différents  acteurs  pourront  être 

recrutés  afin  de  préparer  au mieux  ces  dernières  pour  l’étape  de  ligation.  Cela  peut  être  le  cas 

lorsqu’une  extension  simple‐brin  ou  un  groupement  chimique  sont  présents  sur  l’une  des 

extrémités de la CDB. Par exemple, DNA‐PKcs peut activer la nucléase Artemis, qui va génerer une 

extension  3’  simple  brin  (Chang  et  al.  2017;  Löbrich  et  Jeggo  2017).  Une  fois  l’action  d’Artemis 

terminée,  la  kinase‐phosphatase PNKP  (déjà mentionnée dans  la  voie de  réparation des CSB) est 

recruté  via  son  interaction  avec  le  complexe  XRCC4‐LIG4  afin  de  retirer  tout  groupement  3’‐

phosphate  restant ou d’ajouter un groupement phosphate à une extrémité 5’ de  l’ADN. D’autres 

nucléases  pourront  aussi  intervenir  en  fonction  de  la  modification  à  opérer,  incluant  ainsi  de 

nouveaux effecteurs de la réparation comme APLF, WRN, le complexe MRN, FEN1 ou encore EXO1 

(Chang et al. 2017). Une étape de synthèse peut également être nécessaire afin de combler un vide 

de  séquence.  Celle‐ci  est  réalisée  par  des  polymérases  d’ADN  comme  Pol(mu)  ou  Pol(lambda) 

(Bebenek, Pedersen, et Kunkel 2014; A. F. Moon et al. 2014; Pryor et al. 2015). 
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Des facteurs comme 53BP1, RIF1 ou PTIP permettent de limiter la résection des extrémités 

et favorise la réparation par la voie NHEJ (Noordermeer et al. 2018). Lorsque les extrémités ont été 

correctement préparées, une  interaction entre  le complexe XRCC4‐LIG4, Cernunnos (aussi nommé 

XLF) et PAXX initie  la  jonction des extrémités et  leur  ligation (Williams et al. 2014; Mahaney et al. 

2013; Ochi, Wu, et Blundell 2014; Abramowski et al. 2018; J. L. Wang et al. 2018).  

 

 

 

 

 

 
 
Schéma 6 : Illustration de la voie NHEJ classique 
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ii) La voie MMEJ : 

En  l’absence  d’un  facteur  clé  de  la  voie  cNHEJ,  comme  Ku70/Ku80,  DNA‐PKcs,  XRCC4, 

Cernunnos (XLF) ou LIG4, la cellule peut réparer une CDB via la voie MMEJ (Chang et al. 2017). Des 

facteurs  empruntés  à  d’autres  voies  de  réparation,  en  particulier  la  voie  RH,  sont  alors  utilisés 

comme  PARP1,  le  complexe MRN,  CtIP,  DNA2  et  la  polymérase  Pol(theta  ou  Q),  XRRC1  et  LIG3 

(Audebert,  Salles,  et  Calsou  2004;  Decottignies  2007;  Bennardo  et  al.  2008;  Simsek  et  al.  2011; 

Howard, Yanez, et Stark 2015; Mateos‐Gomez et al. 2017; Seol, Shim, et Lee 2018). 

 

  Dans  cette  voie,  la  CDB  est  détectée  par  PARP1.  Ce  facteur  permet  le  recrutement  du 

complexe MRN et de CtIP. Ces derniers génèrent la formation d’une extension 3’ simple‐brin grâce 

à leur activité exonucléase 3’‐5’ (Truong et al. 2013; Takeda et al. 2007; Paull 2010). Une résection 

plus  importante  pourra  être  réalisée  via  l’action  de  BLM‐EXO1  (Truong  et  al.  2013;  Gravel  et  al. 

2008;  Z.  Zhu  et  al.  2008;  Mimitou  et  Symington  2008).  Cependant,  si  cette  dernière  est  trop 

importante, une réparation via la voie RH sera priorisée (Truong et al. 2013; S. K. Deng et al. 2014). 

Une fois exposée par la résection, les séquences de micro‐homologie, situées de part et d’autre de 

la cassure (allant de deux à quelques dizaines de nucléotides), peuvent se lier par complémentarité 

(Kent et al. 2015). Les extensions non‐homologues restantes sont retirées par l’action du complexe 

XPF‐ERCC1  (Ahmad et  al.  2008).  Les  vides de  séquences  résultants  sont dans  ce  cas  comblés par 

Pol(theta) (R. D. Wood et Doublié 2016) avant que LIG1 ou LIG3 ne scellent les extrémités (Huichen 

Wang et al. 2005; Liang et al. 2008). Enfin,  il est  important de préciser que PARP1 et  l’interaction 

XRCC1‐LIG3  sont  requis  pour  la  modification  des  extrémités  et  le  recrutement  de  Pol(theta) 

(Mateos‐Gomez et al. 2015).  

 

d) La voie de recombinaison homologue (RH) 

 

  La  voie  RH  nécessite  la  présence  d’une  matrice  de  réparation  sous  forme  de  séquence 

homologue. Cette dernière sert de guide pour une réparation sans erreurs (Kowalczykowski 2015). 

Cela permet également de restaurer un fragment d’information génétique qui aurait été perdu lors 

de  la  cassure. De manière générale,  la  chromatide  sœur présente en phase S est utilisée comme 

matrice de réparation. La voie RH trouve ainsi son activité restreinte aux phases S et G2 du cycle 

cellulaire  (Orthwein et al. 2015). Elle est en revanche capable de réparer des CDB à une ou deux 
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extrémités,  qu’elles  soient  chimiquement modifiées  ou  non.  La  voie  RH  est  donc  plus  complexe 

dans son mécanisme que la voie NHEJ. Elle comprend aussi plus d’effecteurs et est donc plus lente 

(Kowalczykowski 2015; Chang et al. 2017). 

Le début de la voie RH est marqué par une résection 5’‐3’ des extrémités de la cassure afin 

d’obtenir une extension simple brin en 3’ qui permettra un échange avec la chromatide sœur. Cette 

étape de résection est issue de l’interaction entre le complexe MRN et la protéine CtiP (pour CtbP‐

interacting protein). C’est le facteur MRE11, membre du complexe MRN, qui catalyse cette activité 

endo‐ et exonucléases de CtiP  (Shibata et al.  2014).  Il  est  important de préciser que cette étape, 

initiée  par  MRE11,  requiert  l’activité  ATPase  de  RAD50,  et  la  présence  de  CtiP  et  NBS1  comme 

cofacteurs (Anand et al. 2016; J. H. Kim et al. 2017). Cette étape de résection peut également faire 

appel  à  d’autres  acteurs  comme  EXO1  et  BLM  (pour  Bloom  syndrome  helicase).  Cette  résection 

« bidirectionelle » déclenche la formation d’une extension simple‐brin de plusieurs kilobases. EXO1 

et DNA2 sont deux nucléases en charge de cette extension (Gravel et al. 2008; Z. Zhu et al. 2008). 

EXO1 est une exonucléase spécifique de l’ADN double‐brin, générant une extension 3’ simple‐brin. 

DNA2,  en  revanche,  est  une  nucléase  spécifique  de  l’ADN  simple‐brin  avec  une  activité  5’‐3’  et 

nécessite la présence d’une hélicase de la famille RecQ, WRN ou BLM, comme partenaire (Pinto et 

al. 2016; Levikova, Pinto, et Cejka 2017).  

Les extensions 3’ simple‐brin sont recouvertes petit à petit par une multitude de protéines 

RPA, promouvant  l’action de DNA2 et protégeant l’extension 3’ de la dégradation (Nimonkar et al. 

2011; H. Chen, Lisby, et Symington 2013; Tammaro et al. 2015).  Une fois formée, l’extrémité simple‐

brin recouverte par RPA entraine l’activation d’ATR via ATRIP (Zou 2003).  

RPA  est  ensuite  remplacé  par  RAD51.  Cette  étape  est  une  étape  clé  de  la  voie  RH.  Elle 

permet  la  recherche  d’une  séquence  homologue  et  l’attachement  à  la  matrice  de  réparation 

portant  cette  dernière  (ex :  chromatide  sœur)  (Taylor  et  al.  2015;  Brouwer  et  al.  2018; 

Subramanyam  et  al.  2018).  Le  remplacement  de  RPA  par  RAD51  est  favorisé  par  l’activité  de 

plusieurs facteurs comme BRCA2‐PALB2, BRG1‐RAD52 (Buisson et al. 2010; Qi et al. 2015) et mène 

à la formation d’un filament nucléoprotéique appelé « filament présynaptique ».  

L’invasion  de  ce  dernier,  au  sein  du  double‐brin  d’ADN  de  la  matrice  de  réparation,  est 

orchestré par l’action directe de BRCA1‐BARD1 (W. Zhao et al. 2017). Cependant, le mécanisme de 

recherche de  la matrice est encore mal  compris.  Il  a été montré que  les extrémités de CDB sont 

physiquement relocalisées à la périphérie du noyau (Chiolo et al. 2011; Horigome et al. 2014; Ryu et 

al. 2015). Lors de cette relocalisation, le filament présynaptique « sonderait » le génome au travers 
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de  multiples  contacts  avec  différentes  séquences  d’ADN,  celles‐ci  présentant  un  certain 

pourcentage  d’homologie.  Les  contacts  avec  des  séquences  ne  correspondant  pas  seraient  alors 

instables et trop courts temporellement pour permettre une invasion du filament nucléoprotéique 

(Renkawitz, Lademann, et Jentsch 2014; Qi et al. 2015). 

 

L’invasion  de  ce  dernier  entraine  la  séparation  du  double‐brin  d’ADN  de  la  matrice  de 

réparation.  Cette  séparation  est  marquée  par  le  déplacement  du  brin  portant  l’homologie  de 

séquence  (brin  non‐complémentaire)  et  la  formation  d’une  structure  appelée  « D‐loop »,  sous‐

forme d’une jonction de Holliday. Cette structure est stabilisée via un recouvrement par RPA de la 

D‐loop  (Eggler,  Inman,  et  Cox  2002).  L’association  par  complémentarité  entre  le  filament 

présynaptique  et  son  brin  complémentaire  est  possible  grâce  à  la  dissociation  de  RAD51.  Cette 

dissociation  est  due  à  l’activité  de  RAD54,  qui  favorise  ainsi  la  stabilité  de  la  « D‐loop »  (W.  D. 

Wright et Heyer 2014). La synthèse d’ADN, nécessaire à cette étape de  la réparation, est réalisée 

par  les  polymérases  Pol(delta)  et  Pol(eta)  (McIlwraith  et  al.  2005;  Kawamoto  et  al.  2005; M.  A. 

Wilson et al. 2013). Cette néosynthèse permet de récupérer l’information génétique qui aurait pu 

être perdue lors de la cassure. Il est important de préciser que cette étape d’invasion du filament 

nucléoprotéique  est  contrôlée  par  de  nombreux  facteurs  et  mécanismes  afin  d’éviter  une 

recombinaison de  séquences non‐homologues. Un  tel  évènement pourrait  s’avérer extrêmement 

toxique pour la cellule, en générant des translocations chromosomiques et donc une instabilité du 

génome (Heyer 2015). 

A ce niveau de la voie RH,  il est  important de préciser que celle‐ci peut être subdivisée en 

plusieurs  voies  sous‐jacentes  qui  sont  le  « synthesis‐dependent  strand  annealing »  (SDSA),  la 

réplication  induite par  cassure  (BIR : break‐induced  replication) et  la  voie de  réparation classique 

des CDB  (cRH)  (Kowalczykowski 2015).  La différence entre ces  sous voies est observable dans  les 

produits  finaux  de  la  réparation.  Certains  seront  caractérisés  par  la  présence  d’un  crossover  (ou 

croisement)  alors  que  d’autres  n’en  possèderont  pas.  Les  crossovers  sont  définis  comme  un 

échange  au  niveau  chromosomique  entre  le  brin  d’ADN  réparé  et  le  brin  d’ADN  ayant  servi  de 

matrice de  réparation. Un crossover ayant  lieu entre deux chromatides  sœurs dans des  loci non‐

homologues pourra donner  lieu à un  réarrangement  chromosomique  (Wahba, Gore,  et Koshland 

2013; West et al. 2015). 
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i) Résolution par BIR : 

La  jonction  des  brins  d’ADN  est  stabilisée  par  RAD54  et  l’étape  de  synthèse,  réalisée  par 

Pol(delta),  se  poursuit  tout  au  long  du  brin  d’ADN,  jusqu’à  l’extrémité  chromosomique,  grâce  à 

l’activité hélicase de Pif1 (M. A. Wilson et al. 2013; Sakofsky et Malkova 2017).  

 

ii) Résolution par SDSA : 

Une fois la synthèse des fragments d’ADN manquants réalisée, la D‐loop est déstabilisée. La 

matrice de réparation reprend sa structure en double‐brin d’ADN et le simple‐brin rallongé se lie à 

sa séquence complémentaire sur l’autre extrémité de la cassure (Kowalczykowski 2015). L’équilibre, 

entre  cette voie et une  résolution classique de  la  voie RH, est dépendant de  facteurs  régulant  la 

stabilité de la D‐loop (Daley et al., s. d.).  

 

iii) Résolution classique de la voie RH : 

               Dans  le  cas  d’une  résolution  classique,  la  deuxième  extrémité  de  la  cassure  se  lie  par 

complémentarité  au  simple  brin  écarté  de  la  matrice  de  réparation,  formant  ainsi  une  double 

jonction de Holliday (Matos et West 2014). La résolution de cette double  jonction de Holliday est 

réalisée par une réaction de dissolution. Cette dissolution nécessite  la migration des  jonctions de 

Holliday l’une vers l’autre. Cette étape est possible grâce à l’action de BLM (Imai et al. 2003; Catalan 

et al. 2003; Carol E. Schrader et al. 2005) et de la topoisomérase TOPOIII (S. H. Chen et al. 2014), et 

mène à  la  formation d’une  structure appelée « hémicatane ». Cette  structure est  spécifiquement 

résolue par le facteur RMI1 (Bocquet et al. 2014). La résolution de ces doubles jonctions d’Holliday 

résulte en deux double‐brins d’ADN sans crossovers.  

Les  jonctions  qui  échappent  à  une  résolution  par  dissolution,  comme  la  voie  SDSA,  font 

intervenir des nucléases spécifiques capable de résoudre une jonction de Holliday, comme MUS81‐

EME1,  SLX1‐SLX4,  GEN1  ou  encore  XPF‐ERCC1  (Wyatt  et  al.  2013,  2017).  Les  brins  résultants 

peuvent alors être porteurs de crossovers. 

 

En  conclusion,  bien  que  la  réparation  des  CDB  permette  d’éviter  une mort  cellulaire,  les 

voies  de  réparation  peuvent  être  mutagènes  et  sont  les  principales  sources  d’instabilité 

chromosomique après dommages à l’ADN. La voie cNHEJ peut entrainer l’insertion ou la délétion de 

petits  fragments  (indels)  au  niveau  de  la  cassure.  Ces  derniers  sont  dus  à  l’action  de  différentes 

nucléases et polymérases, avant la ligation des extrémités. La voie MMEJ est considérée comme la 
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voie  de  réparation  la  plus  mutagène.  Celle‐ci  se  termine  toujours  par  la  délétion  de  fragments 

d’ADN situés entre la cassure et la séquence de micro‐homologie. Enfin, la voie RH est considérée 

comme la voie de réparation  la plus fidèle.  Il  faut cependant noter que  la résolution des CDB par 

cette dernière peut mener à  la  formation de crossovers.  Si  ces  crossovers  sont  formés entre des 

chromosomes non‐homologues, ils peuvent alors devenir une source d’instabilité chromosomique. 

 

 

 
 
Schéma 7 : Illustration des premières étapes de la voie RH 
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Schéma 8 : Illustration des possibilités de résolution de la voie RH 
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4) Cas particulier : les CDB physiologiques  

 

Toutes les CDB ne sont pas aléatoires ou pathologiques. Certains processus physiologiques 

produisent  ces  dernières,  afin  de  générer  une  diversité  génétique  au  sein  de  types  cellulaires 

particuliers, et illustrent de façon intéressante la plasticité des mécanismes de réparation de l’ADN. 

 

a) Système immunitaire et voie NHEJ 

 

i) La recombinaison V(D)J : 

La  recombinaison  V(D)J  est  un  processus  se  déroulant  lors  du  développement  des 

lymphocytes T et B.  Il  implique  le  réarrangement de régions du génome contenant  les gènes des 

immunoglobulines  (Arya  et  Bassing  2017).  L’assemblage  aléatoire  de  segments  géniques  V 

(variable),  D  (diversity)  et  J  (joining)  permet  de  générer  une  grande  variété  de  récepteurs  aux 

antigènes  avec  un  nombre  limité  de  gènes.  De  façon  paradoxale,  la  « recombinaison »  V(D)J  fait 

intervenir la voie cNHEJ et n’implique pas la voie RH.  

La  recombinaison  V(D)J  est  initiée  par  les  recombinases  RAG1  et  RAG2,  deux  facteurs 

uniquement  exprimés  dans  les  lymphocytes  en  développement  (Schatz  et  Swanson  2011). 

L’hétérodimère RAG1/2 se  lie aux séquences signal de recombinaison (RSS) bordant  les segments 

géniques V, D et  J ; et génère une coupure entre ces RSS et  la  région génique bordante.  Il existe 

deux types de RSS, se distinguant par l’espacement entre deux séquences géniques adjacentes. Cet 

espacement peut être de 12 ou 23bp, donnant ainsi des séquences RSS12 et RSS23, qui sont alors 

rapprochées l’une de l’autre par les complexes RAG. La coupure effectuée par ces complexes forme 

deux  extrémités  différentes.  Les  extrémités  se  trouvant  sur  les  parties  codantes  (ou  coding  end) 

possèdent  une  forme  dite  « épingle  à  cheveux »  (ou  hairpin).  A  l’inverse,  les  extrémités  non 

codantes (ou signal‐end) se trouve sous forme d’une coupure franche. Ces dernières, situées sur le 

même  brin  d’ADN  excisé,  sont  reliées  l’une  à  l’autre  et  forment  ainsi  un  double  brin  d’ADN 

circulaire, le TREC (pour T‐cell receptor excision circle) qui sera « dilué » lors des divisions cellulaires 

successives.  En  parallèle,  une  extrémité  codante  en  «  épingle à  cheveux  »  RSS12  est  liée  à  une 

extrémité  codante  en  «  épingle  à  cheveux »  RSS23  par  la  voie  NHEJ.  De manière  plus  détaillée, 

Ku70‐80 se lie à chacune des extrémités codantes avec DNA‐PKcs. L’autophosphorylation de DNA‐

PKcs entraine  le  recrutement d’Artemis, qui ouvre  la  structure « épingle à  cheveux » de  chacune 
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des extrémités via son activité endonucléase. Enfin, le complexe XRCC4‐Cernunnos‐LIG4 procède à 

la ligation de ces dernières (Rivera‐Munoz et al. 2007; Roth 2014; Ebert, Hill, et Busslinger 2015). 

Le  produit  de  cette  recombinaison  forme  ainsi  une  séquence  d’ADN  codant,  issue  d’un 

réarrangement  aléatoire  d’un  fragment  V,  D  puis  J  (Schatz  et  Swanson  2011;  de  Villartay  et  al. 

2003).  

 

ii) La recombinaison de classe des immunoglobulines : 

La recombinaison de classe des Immunoglobulines (CSR pour class switch recombination) est 

un  phénomène  se  produisant  uniquement  dans  les  lymphocytes  B  activés.  Il  mène  à  un 

changement d’isotypes d’un anticorps. Ce processus est initié par l’action d’AID (activation‐induced 

cytidine deaminase) (Muramatsu et al. 2007, 2000; Revy et al. 2000). AID désamine spécifiquement 

les cytosines en uraciles, entrainant la formation de mésappariements U:G qui sont pris en charge 

par UNG pour  générer des  sites  abasiques qui  sont  ensuite  convertis  en CSB. Contrairement  aux 

facteurs  RAG1/2,  AID  est  actif  sur  des  zones  d’ADN  plus  larges,  pouvant  aller  de  1  à  3  kbp.  Ces 

dernières,  situées  en  amont  de  régions  codant  les  chaines  lourdes  des  immunoglobulines,  sont 

riches en séquences répétées et sont appelées « régions switch ». Ainsi au sein de ces régions, lors 

de la CSR, l’exon C(mu) est échangé pour un exon C(gamma), (epsilon) ou (alpha). Ce changement 

entraine respectivement la modification isotypique d’un IgM en IgG, IgE ou IgA (Methot et Di Noia 

2017).  

Cette modification génique est rendue possible grâce aux mésappariements U:G orchestrés 

par  AID.  Ces  derniers  sont  majoritairement  réparés  par  la  voie  BER,  générant  des  CSB  comme 

produits intermédiaires de la réparation (Imai et al. 2003; Catalan et al. 2003; Carol E. Schrader et 

al. 2005). La proximité de nombreuses CSB mène alors à la formation de CDB (C. E. Schrader et al. 

2007;  Bregenhorn  et  al.  2016),  entrainant  l’éviction  d’un  fragment  du  génome  au  niveau  des 

séquences codantes pour les chaines lourdes des immunoglobulines. Certaines CDB possèdent une 

extension simple‐brin qui devra être résolu avant  jonction des extrémités via  la voie NHEJ (cNHEJ 

ou MMEJ) (Lee‐Theilen et al. 2011; Cortizas et al. 2013). De façon intéressante,  le complexe MRN 

apparait comme important pour la CSR en promouvant la réparation des cassures via la voie NHEJ 

(Dinkelmann et al. 2009). 
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b) Méiose et voie RH 

 

La  méiose  est  une  étape  de  division  cellulaire  requise  pour  le  bon  développement  des 

gamètes,  via  une  haploïdisation  du  génome  (Loidl  2016;  Ohkura  2015).  Tout  comme  les 

mécanismes décrits précédemment,  la  recombinaison méiotique repose sur  la  formation de CDB, 

induites  ici  par  une  transestérase  conservée  de  la  levure  aux mammifères,  SPO11  (Robert  et  al. 

2016;  Scott  Keeney  2008; Mahadevaiah  et  al.  2001).  Leur  réparation  est  réalisée  par  la  voie  RH 

(Krejci et al. 2012). 

Les  CDB  sont  introduites  durant  la  première  division méiotique.  SPO11  coupe  les  double‐

brins  d’ADN  en  restant  ensuite  attachée  aux  extrémités  5’  générées.  La  première  étape  de 

réparation  fait  donc  intervenir  le  complexe MRN  et  CtiP,  afin  de  résoudre  ce  type  d’extrémité, 

bloquée par  une  extension protéique  (S.  Keeney  et  Kleckner  1995; Neale,  Pan,  et  Keeney  2006). 

L’extension 3’ simple‐brin générée par  la résection est recouverte par RPA, avant d’être remplacé 

par DMC1 (une protéine d’échange de brin ADN spécifique à  la méiose) et RAD51 (Bugreev et al. 

2011;  Cloud  et  al.  2012).  La  recombinaison  est  alors  régulée  par  un  complexe  spécifique  de  la 

recombinaison méiotique, HOP2‐MND1 (Enomoto et al. 2006; Roberto J. Pezza, Camerini‐Otero, et 

Bianco  2010).  Cet  hétérodimère  stabilise  le  filament  nucléoprotéique  ADN‐RAD51/DMC1,  et 

favorise ainsi l’invasion de ce dernier au sein du chromosome homologue (R. J. Pezza et al. 2007). 

En plus d’une différence d’effecteurs avec une réparation par voie RH classique, il faut noter 

une  différence  lors  du  choix  de  la  matrice  de  recombinaison.  En  effet,  les  cellules  en  méiose 

utilisent préférentiellement une séquence du chromosome homologue plutôt que de la chromatide 

sœur (Loidl 2016; Qiao et al. 2012).  

Enfin, une grande partie de ces recombinaisons méiotiques sont résolues avec un crossover, 

afin  d’assurer  un  brassage  d’information  génétique  pour  les  générations  futures.  Cependant,  le 

mécanisme  permettant  d’assurer  une  proportion  élevée  de  résolution  sous  forme  de  crossover 

reste encore mal compris (S. Wang et al. 2015).   



 

 42 

Chapitre 2 : [Défauts des voies de réparation] 

 

Une  mutation  (issue  de  la  lignée  germinale)  au  sein  d’un  gène  codant  un  acteur  de  la 

réparation  peut  entraîner  un  défaut  d’une ou  plusieurs  voies  de  réparation  et  le  développement 

d’une maladie génétique rare.  

Les premières pathologies associées à un défaut de réparation de l’ADN furent découvertes 

après observation de patients présentant une hypersensibilité à un stress génotoxique (McKinnon 

et Caldecott 2007). Ces travaux ont permis de relier plusieurs observations cliniques, comme une 

hypersensibilité aux UV, à un défaut enzymatique  impliquant une voie de  réparation de  l’ADN. A 

présent,  plus  d’une  centaine  d’acteurs  de  la  DDR  ont  pu  être  identifiés  et  de  nombreuses 

pathologies,  au  phénotype  clinique  complexe,  ont  pu  être  reliées  à  ces  derniers  (Shimizu  et  al. 

2014; Jeppesen, Bohr, et Stevnsner 2011).  

La majorité de ces maladies sont de transmission autosomique récessive. Une hétérozygotie 

peut donc compenser la plupart de ces défauts. Dans quelques cas, les pathologies associées à un 

défaut de réparation peuvent démontrer des phénotypes hétérogènes au sein d’un même groupe 

de complémentation. Cependant, le phénotype clinique est souvent similaire lorsqu’une même voie 

de réparation est affectée.  

 

1) Défauts de la voie BER et MMR 

 

a) Défauts de la voie BER 

 

  La  voie  BER  permet  de  corriger  des  modifications  « simples »  du  génome,  telles  des 

alkylations  ou  oxydations  d’une  base.  Il  existe  peu  de  pathologies  associées  à  la  voie  BER.  Par 

exemple,  une  perte  d’activité  de  la  glycosylase  NTHL1  mène  à  une  polypose  adénomateuse 

familiale  (Weren  et  al.  2015).  Une  perte  d’activité  de  l’ADN  glycosylase  UNG  entraine  le 

développement d’une  immunodéficience  avec un  syndrome d’hyper  IgM causé par un défaut de 

recombinaison  isotypique  des  immunoglobulines  (Imai  et  al.  2003).  La  perte  d’effecteurs  plus 

centraux de  la voie BER, tels PNKP, XRCC1 ou APTX par exemple, mène à une neurodégénération 

(Dumitrache et McKinnon 2017; B. Jiang, Glover, et Weinfeld 2017). Cependant, ce phénotype n’est 
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pas  attribuable  uniquement  à  un  défaut  de  la  voie  BER  car  une mutation  du  gène ATM,  ERCC6 

(codant la protéine CSB) ou ERCC8 (codant la protéine CSA) ainsi qu’XPA démontre également des 

symptômes de neurodégénération (Hayashi et al. 2005; Baez et al. 2013; J. Li et al. 2012; Sanchez‐

Roman et al. 2018). Ces observations démontrent néanmoins l’importance des dommages causés à 

l’ADN par les ROS et l’importance de la voie BER face à ces derniers. 

 

b) Défauts de la voie MMR 

 

  La  voie  MMR  est  principalement  impliquée  dans  la  réparation  d’erreurs  issues  de  la 

mauvaise  incorporation  d’une  base  après  réplication  générant  des mésappariements  (Thomas A. 

Kunkel  et  Erie  2005).  Ces  mésappariements  peuvent  donc  être  une  source  importante  de 

mutations.  Une  des  premières  causes  identifiées  de  cancers  colorectaux  héréditaires  a  été  une 

accumulation de mutations au sein de régions appelées « microsatellite » due à un défaut de la voie 

MMR. En effet, ces régions particulières du génome sont riches en petites séquences répétées sur 

lesquelles l’ADN polymérase peut facilement « glisser » (Leach et al. 1993). 

Il  semble donc  logique qu’un défaut de  cette  voie mène à  l’accumulation de mutations et  à une 

transformation cellulaire. 

 

2) Défauts de la voie NER 

 

  La  voie  NER  prend  en  charge  des  lésions  plus  importantes  du  génome,  pouvant  parfois 

déformer la structure en double hélice de ce dernier, telles des dimères de pyrimidine (CPD) induits 

par  irradiation UV  (Marteijn et al. 2014). Elle  fut  la première voie de  réparation à être  impliquée 

dans une pathologie, à savoir Xeroderma Pigmentosum (XP). Un autre exemple d’implication de la 

voie NER  est  la  perte  d’activité  de  la  voie  TC‐NER  via  une mutation  des  gènes  ERCC6 ou  ERCC8, 

menant à un Syndrome de Cockayne (CS) (B. T. Wilson et al. 2016). 

 

a) Xeroderma Pigmentosum (XP) 

 

La pathologie Xeroderma Pigmentosum (XP) est une maladie génétique  rare, autosomique 

récessive, avec une prévalence d’un sur un million en Europe (Kleijer et al. 2008). Elle se caractérise 
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par une sensibilité à la lumière du soleil, et est donc associée à un risque élevé de cancers des zones 

exposées aux UV, comme la peau ou certaines muqueuses (DiGiovanna et Kraemer 2012).  

Les  symptômes  caractéristiques  de  cette  maladie  sont  une  xerosis  (assèchement  et 

durcissement de  la  conjonctive de  l'œil)  et une poikilodermie  (affection  cutanée, qui  associe une 

atrophie de l'épiderme, une dyschromie et des télangiectasies). Comme mentionné plus haut, une 

sensibilité de la peau à une exposition au soleil de patients XP est également un marqueur de cette 

pathologie. En effet, plus de la moitié de ces patients montre des signes de brûlures cutanées après 

une exposition courte au soleil (Kraemer et al. 2013; Totonchy et al. 2013). Environ un quart de ces 

patients  développent  des  symptômes  neurologiques  incluant  une microcéphalie,  une  ataxie  du 

cervelet, une surdité ou une détérioration des capacités motrices ou mentales (A. R. Lehmann 2011; 

Kraemer et al. 2007). Ces patients souffrent également d’une forte prédisposition aux cancers de la 

peau  (mélanomes),  avec  une  apparition  moyenne  de  ces  derniers  avant  l’âge  de  dix  ans.  Une 

prédisposition  à  d’autres  types  de  cancers  comme  des  tumeurs  du  système  nerveux  central  est 

également à déplorer (Bradford et al. 2011). Cette prédisposition aux cancers des patients atteints 

de XP peut s’expliquer par l’accumulation de lésions, au sein du génome de cellules en division, qui 

sont alors ignorées et mènent à une instabilité génétique. 

Il  existe  8  groupes  de  complémentation  différents  chez  les  patients  atteints  de  XP  (XPA  à 

XPG), chacun représentant un effecteur central dans la voie du NER. Les défauts neurologiques cités 

précédemment se retrouvent ainsi dans 25% des patients portant une mutation dans XPA, XPB, XPD, 

XPF ou XPG qui affecte la voie TC‐NER (Cleaver 2005; Bradford et al. 2011; DiGiovanna et Kraemer 

2012). En revanche, les patients ayant une mutation au sein de XPC montrent des défauts de la voie 

GG‐NER  et  des  défauts  neurologiques  moins  sévères  (Anttinen  et  al.  2008).  Enfin,  certaines 

mutations  spécifiques  au  sein  de  XPB,  XPD  ou  XPG  ont  révélé  des  phénotypes  mêlant  XP  et 

syndrome  de  Cockayne  (CS)  avec  différents  degrés  d’atteintes  cutanées,  développementales  ou 

neurologiques (Kraemer et al. 2007; A. Lehmann 2003; Hoeijmakers 2001). 

 

b) Syndrome de Cockayne (SC) 

 

Le syndrome de Cockayne (SC) est une maladie autosomique récessive ayant une prévalence 

d’environ  un  sur  deux  cent  cinquante  milles  individus  (Kleijer  et  al.  2008).  Il  fut  décrit  pour  la 

première  fois  en  1933  par  un  médecin  londonien,  Edward  Cockayne  (Kleijer  et  al.  2008).  Ce 
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syndrome peut être séparé en deux catégories. Une première catégorie à apparition juvénile avec 

des degrés variables de sévérité, et une deuxième catégorie à apparition tardive (stade adulte) avec 

une forme moins sévère de la maladie (Natale 2011). La forme juvénile de SC peut se caractériser 

par une photosensibilité,  une microcéphalie,  un  retard développemental,  une  forme de nanisme, 

une perte  de  l’audition  et/ou  une  détérioration  de  certaines  fonctions  cérébrales  (démarche, …). 

D’autres  symptômes  pourront  être  relevés  tels  une  cataracte  et  des  cheveux  grisonnants,  des 

cavités  oculaires  profondes  ou  une  dégénérescence  neurologique  progressive  (B.  T. Wilson  et  al. 

2016; Laugel 2013). Le développement clinique de ce syndrome mime un vieillissement prématuré 

et est donc considéré comme une forme dérivée de progéria. 

Le  syndrome de Cockayne  (SC)  est  associé  à des mutations dans CSA ou CSB qui  sont des 

acteurs de la voie TC‐NER. En se servant de ces observations comme outil diagnostique, les cellules 

des patients atteints de SC, et donc d’une altération de la voie TC‐NER, sont incapables de retrouver 

une synthèse d’ARN normale après  irradiation aux UV.  Il est  intéressant de noter que  les patients 

atteints de SC ne présentent pas de prédisposition élevée au cancer comme les patients souffrant 

de XP, démontrant la différence et l’importance de chaque étape de la voie du NER.  

En allant plus loin dans l’étude de cette pathologie, il est à noter que les modèles murins de 

SC ne montrent pas une sévérité identique au phénotype humain. Un modèle CSA‐/‐ murin montre 

une sensibilité accrue aux UV et une perte liée à l’âge de cellules photoréceptrices de la rétine. En 

revanche,  aucun  défaut  développemental  ou  neurologique  n’est  observable  (van  der  Horst  et  al. 

2002). Un autre modèle que l’on nommera Csb‐K337X reproduisant une mutation trouvée chez un 

patient, a montré une sensibilité accrue aux UV et une perte de la synthèse d’ARN après irradiation 

UV. En revanche, ce modèle murin n’a montré aucun des symptômes les plus sévères retrouvés chez 

l’Homme,  comme une  réduction de  l’espérance de vie, des problèmes de  stérilité ou des défauts 

neurologiques.  A  l’heure  actuelle,  cette  différence  de  phénotype  entre  humain  et  souris  reste 

encore  difficile  à  expliquer,  et  nous  montre  qu’il  est  possible  d’observer  des  différences  entre 

l’Homme et d’autres modèles de mammifères au sein d’une même voie de réparation de l’ADN (van 

der Horst et al. 1997). 
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c) Trichothidystrophie (TTD) 

 

La  trichothiodystrophie  (TTD) est une maladie autosomique  récessive avec une prévalence 

d’environ un sur un million, décrite pour la première fois en 1971 (Kleijer et al. 2008). Elle possède 

un  tableau  clinique  proche  des  patients  atteints  de  XP  ou  SC, mais  présente  également  d’autres 

symptômes  comme  des  cheveux  cassants,  des  défauts  de  croissance,  une  ichtyose,  des  défauts 

oculaires et/ou de nombreuses infections (Morice‐Picard et al. 2009; Stefanini et al. 2010; Brooks et 

al. 2011). Environ 80% des patients atteints de TTD montrent des défauts neurologiques.  

Cette pathologie possède trois groupes de complémentation correspondant aux gènes XPD, 

XPB et TTDA (petite sous unité du complexe TFIIH qui interagit avec XPD, et maintient la stabilité du 

complexe TFIIH). Alors que les patients atteints de XP avec une mutation de XPB ou XPD montrent 

une prédisposition accrue aux cancers de  la peau, ce n’est pas  le cas chez  les patients atteints de 

TTD. Cette observation suggère qu’il existe différentes fonctions pour ces effecteurs entre GG‐NER 

et TC‐NER et met en exergue les liens phénotype/génotype que l'on peut observer pour un même 

facteur affecté (A. Lehmann 2003; Cleaver 2005; Kraemer et al. 2007; Faghri et al. 2008).  

Après observation de ces trois pathologies : XP, SC et TTD, un risque élevé de cancers sera 

préférentiellement associé à une altération de la voie GG‐NER, alors qu’un défaut de la voie TC‐NER 

sera plutôt associé à des défauts neurologiques. 

 

3) Défauts de réparation des ICL 

 

  La  réparation  de  liaisons  covalentes  entre  deux  brins  complémentaires  d’ADN  peut  être 

réalisée par différentes voies (Deans et West 2011). La toxicité de ces liaisons vient de leur capacité 

à  bloquer  la  transcription  et  la  réplication,  menant  à  des  cassures  chromosomiques,  un  arrêt 

prolongé du cycle cellulaire et éventuellement à une mort cellulaire. Les ICL peuvent être causés par 

des acétaldéhydes ou formaldéhydes issus du métabolisme cellulaire (Pontel et al. 2015). En phase 

G0/G1,  les  ICL  semblent être détectés et  réparés par  la  voie NER. En phase S/G2, où ces  liaisons 

sont  les plus dangereuses, celles‐ci sont prises en charge par  la voie Fanconi. Une anémie ou une 

insuffisance médullaire, observée dans  l’anémie de Fanconi, peut être expliquée par un défaut de 

réparation  des  ICL  qui  conduit  à  une  augmentation  des  dommages  de  l’ADN  résultant  en  une 

apoptose  dépendante  de  p53 dans  les  cellules  souches  héématopoiétiques  (cf  Cecarelli,  d’André, 
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Souiler  etc).  Les  cancers  qui  suivent  la  progression  de  cette  maladie  peuvent  également  être 

expliqués par l’instabilité génomique dû à une accumulation d’ICL. Il est important de préciser que 

certains de ces cancers peuvent être d’origine hématologique, et ne sont cependant pas observés 

dans un défaut de la voie NER. Le mécanisme exact de réparation de ces lésions reste donc encore 

mal compris. 

 

  L’anémie  de  Fanconi  (FA)  est  une  maladie  liée  à  l’X  ou  héritée  de  manière  autosomique 

récessive avec une prévalence d’environ cinq à sept cas sur un million (Malric et al. 2015; Risitano et 

al. 2016). Elle fut décrite en 1972 par le pédiatre suisse Guido Fanconi. 

  Les  premiers  signes  de  la maladie  se manifestent  durant  la  première  décennie  suivant  la 

naissance avec comme premier symptôme une anémie aplasique progressive. La maladie progresse 

ensuite vers le développement de lymphomes ou carcinomes, de tumeurs du foie ou du cerveau et 

une leucémie myéloïde aigue (Jacquemont et Taniguchi 2007). La peau révèle également une hyper‐ 

et hypopigmentation ainsi qu’une télangiectasie. L’anémie de Fanconi (FA) peut être causée par des 

mutations de différents gènes, et les patients sont donc classés en fonction de plusieurs groupes de 

complémentation.  Les  protéines  concernées  forment  une  voie  de  réparation  de  l’ADN,  la  voie 

Fanconi, via leur interaction (voir chapitre 1). Les cellules affectées par une déficience d’une de ces 

protéines montrent une hypersensibilité aux  ICL et donc aux agents pontants de  l’ADN comme  le 

cisplatine ou MMC par exemple (Grillari, Katinger, et Voglauer 2007).  

 

4) Défauts de réparation des CDB 

 

a) Défauts de la voie NHEJ 

 

  La  voie  NHEJ  peut  mener  à  l’insertion  d’erreur  au  sein  du  génome,  via  le  raboutage 

d’extrémités sans utilisation d’une matrice de réparation. Cette voie est également essentielle pour 

certains  processus  physiologiques  et  notamment  au  sein  du  système  immunitaire.  Dans  les 

lymphocytes,  la  recombinaison  V(D)J  débute  par  la  génération  de  CDB  au  sein  de  séquence 

spécifiques  du  génome  (Rivera‐Munoz  et  al.  2007).  La  recombinaison  génétique  qui  suit  ces 

cassures permet le développement de l’immunité adaptative, par diversification du répertoire TCR 

pouvant être générés.  Les patients  souffrant d’un défaut de  la  voie NHEJ dû à une mutation des 
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gènes codant Artemis (Moshous et al. 2001), LIG4 (O’Driscoll et al. 2001), DNA‐PK (Mathieu et al. 

2015)  ou Cernunnos  (Buck  et  al.  2006) montrent  une  immunodéficience  combinée  sévère  (SCID) 

provenant  d’un  défaut  de  recombinaison  V(D)J,  une  radiosensibilité  accrue  ainsi  qu’une 

microcéphalie  (à  l’exception  des  patients  Artemis).  De  façon  intéressante,  des  modèles  murins 

possédant un défaut de Ku70, Ku80, DNA‐PKcs ou Artemis montrent une radiosensibilité accrue et 

un  phénotype  SCID  comparable  aux  patients mentionnés  ci‐dessus  (Hakem  2008).  Un  défaut  au 

niveau de XRCC4 ou LIG4 dans ces modèles révèle une létalité embryonnaire (Barnes et al. 1998; Y. 

Lee  2000),  alors  qu’un  défaut  de  Cernunnos  ne  révèle  aucun  phénotype  SCID,  mais  une 

hypersensibilité aux RI (Buck et al. 2006; G. Li et al. 2008).  Il est également  important de préciser 

que les mutations affectant LIG4 sont hypomorphes chez l’Homme, suggérant une incompatibilité 

d’un défaut complet avec la vie, comme c’est le cas chez la souris (Altmann et Gennery 2016). Ces 

observations  nous  montrent  l’importance  de  ces  facteurs  dans  la  résistance  des  cellules  aux 

radiations ou le bon déroulement de processus physiologiques. Il est également important de noter 

les différences de phénotype pour certains facteurs entre un patient humain et un modèle d’étude 

animal, comme c’est le cas pour Cernunnos(XLF). 

 

b) Défauts de la voie RH 

 

  Par sa complexité,  la voie RH implique un grand nombre d’effecteurs,  laissant deviner une 

association de celle‐ci avec plusieurs pathologies.  

Par  exemple,  des mutations  affectant  la  fonction  de MRE11,  un  composant  du  complexe 

MRN mène  à  une  neurodégénération  sans  immunodéficience  associée  (Stewart  et  al.  1999).  De 

façon intéressante, une perte d’activité de NBS1, un autre membre du complexe MRN et partenaire 

de MRE11 dans les étapes précoces de la DDR, se caractérise par un syndrome de Nijmegen avec un 

phénotype  différent,  suggérant  d’autres  fonctions  au  complexe MRN  en  plus  de  sa  participation 

dans la voie RH. 

 

i) Le syndrome de Nijmegen : 

Le  syndrome  de  Nijmegen  porte  le  nom  de  la  ville  hollandaise  où  il  fut  décrit  pour  la 

première  fois  en  1981  (Weemaes  et  al,  1981).  Sa  prévalence  est  estimée  à  environ  un  sur  trois 

millions  (Carlomagno  et  al,  1999).  Dans  les  premiers  mois  de  vie,  les  patients  atteints  de  ce 
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syndrome  souffrent  d’une microcéphalie  sévère.  Les  autres  symptômes  caractéristiques  de  cette 

pathologie sont un retard de croissance et un retard mental, une affection cutanée sous formes de 

tâches « café‐au‐lait », une immunodéficience sévère et une sensibilité à la lumière solaire (Seeman 

et  al.  2004;  Digweed  et  Sperling  2004).  Ces  patients  présentent  également  une  prédisposition 

élevée  au  cancer.  Des  porteurs  hétérozygotes  de mutation  dans  le  gène NBS1  ont  également  un 

risque élevé à développer des lymphomes, des cancers du sein ou colorectaux (Steffen et al. 2004).  

Ce syndrome de Nijmegen est causé par une mutation affectant  le gène NBS1, se trouvant 

sur le chromosome 8. Des cellules de patients NBS ont une sensibilité accrue à des traitements par 

des agents clastogènes et présentent une grande instabilité génomique (Digweed et Sperling 2004; 

Kraakman‐van der Zwet et al. 1999; Taalman et al. 1983). La protéine NBS1 fait partie du complexe 

MRN,  responsable  du  recrutement  et  de  l’activation  d’ATM au  site  de  CDB  (J.‐H.  Lee  et  al.  2013; 

Paull 2015). Ces fonctions expliquent une certaine similarité de phénotypes entre les patients NBS 

et les patients atteints d’Ataxie Télangiectasie (AT) abordée plus loin. Les différences de phénotypes 

en revanche peuvent être expliquées par une activité résiduelle d’ATM, qui ne requiert pas toujours 

la  présence  du  complexe  MRN,  ou  la  compensation  de  ce  dernier  par  ATR.  Il  est  important  de 

préciser  que  le  déficit  immunitaire  des  patients  NBS  est  plus  prononcé  que  celui  de  l’Ataxie 

Télangiectasie  (AT),  d’un  défaut  de MRE11  (Ataxia  Telangiectasia  Like  Disorder  ou  ATLD)  ou  d’un 

défaut  de  RAD50  (Fernet  et  al.  2005;  Alsbeih,  Al‐Hadyan,  et  Al‐Harbi  2008; Waltes  et  al.  2009). 

Enfin, comme mentionné plus haut,  les patients NBS présentent une microcéphalie prononcée, ce 

qui  n’est  pas  le  cas  des  patients  atteints  d’AT. Un  défaut  d’ATM  est  donc  encore  une  fois moins 

sévère car celui‐ci pourra en partie être compensé par ATR. 

 

Il  est  intéressant  de  préciser  qu’une  microcéphalie  ne  peut  être  considérée  comme  un 

symptôme spécifique d’une déficience de la voie RH. Ces anomalies du développement sont plutôt 

associées à des défauts affectant la réplication (ATR, RAD50, MRE11ou NBS1 par exemple) ou des 

défauts affectant la cytokinèse (ref). En effet, une mutation d’ATR, acteur de la voie RH, mène à un 

syndrome  de  Seckel  caractérisé  par  une  petite  carrure,  une  déformation  du  squelette  avec 

dysmorphie faciale (visage en bec d’oiseau) ainsi qu’une microcéphalie (O’Driscoll et al. 2003). De 

façon similaire, une mutation du gène codant CtIP entraine un syndrome de Seckel ou un syndrome 

de  Jawad,  caractérisé par une microcéphalie  et  une déformation du  squelette  (une  forme moins 

sévère du syndrome de Seckel) (Qvist et al. 2011). 
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Toujours en progressant dans  la voie RH,  l’invasion de  l’extension simple‐brin se fait grâce 

au complexe BRCA1‐PALB2, en facilitant le recrutement de RAD51. Des mutations de RAD51 ont été 

décrites  comme  entraînant  des  retards  de  croissance,  une  microcéphalie  et  déformation  du 

squelette (Ameziane et al. 2015) mais également un désordre neurologique appelé « mouvements 

miroirs  congénitaux »  (Depienne et al. 2012). Une  forte prédisposition au cancer  (notamment du 

sein et ovarien) a été associée à des mutations hétérozygotes des gènes BRCA1 et BRCA2. Et une 

mutation homozygote de BRCA2 peut être associée à l’Anémie de Fanconi (FA) (Howlett 2002).  

 

c) Cas particuliers 

 

Cette  hétérogénéité  phénotypique,  observable  après  déficience  de  facteurs  issus  d’une 

même voie  de  réparation,  démontre  toute  la  complexité  des  voies  de  réparation de  l’ADN.  Cette 

complexité se prolonge également avec la déficience de facteurs à la croisée de plusieurs voies de 

réparation, comme c’est le cas pour le facteur ATM ou les hélicases WRN et BLM. 

 

i) Ataxie Télangiectasie (AT) : 

L’Ataxie  Télangiectasie  (AT)  se  caractérise  par  une  neurodégénération  progressive 

(principalement  du  cervelet),  une  prédisposition  aux  cancers  hématologiques  et  une 

immunodéficience  (Biton,  Barzilai,  et  Shiloh  2008).  L’ataxie  télangiectasie  (AT)  est  héritée  d’une 

manière  autosomique  récessive  et  sa  fréquence  est  estimée  à  une  naissance  sur  quarante mille 

(Stoppa‐Lyonnet & Aurias, 1992). Le premier cas d’AT a été décrit par Denis Louis‐Bar en 1941. Le 

terme « ataxie télangiectasie », en revanche, n’a été introduit qu’en 1958 par Boder & Sedgwick.  

Comme  indiqué par  son nom,  les deux  symptômes  les plus apparents de  cette pathologie 

sont  l’ataxie (un  trouble  de  la  coordination  des  mouvements  d’origine  neurologique)  et  la 

télangiectasie  (une  dilatation  anormale  des  vaisseaux  sanguins,  principalement  dans  la  région 

oculaire).  Les  autres  symptômes  accompagnant  cette  pathologie  sont  une atrophie  des  gonades, 

une  immunodéficience  et  une  hypersensibilité  aux  radiations  ionisantes  (RI).  Les  premiers 

symptômes apparaissent durant l’enfance, avec des problèmes moteurs (ataxie) affectant la marche 

ou  la  capacité  de  se  tenir  debout,  la  plupart  des  patients  AT  étant  forcés  d’utiliser  une  chaise 

roulante  avant  l’âge  de  dix  ans.  D’autres  symptômes  plus  tardifs,  comme  un  vieillissement 

prématuré, des changements cutanés et une perte de cheveux, peuvent être associés à l’AT (Chun et 
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Gatti  2004).  Cette  maladie  s’accompagnant  d’une  forte  prédisposition  aux  leucémies  ou  aux 

infections  résultant  de  l’immunodéficiences  compromet  la  durée  de  vie  moyenne  des  patients 

(Cimprich et Cortez 2008). Enfin, des patients porteurs hétérozygotes d’une mutation du gène ATM 

ont une prédisposition forte à développer un cancer du sein (Swift et Lukin 2008). 

Le  gène  responsable  de  cette  pathologie  est  le  gène ATM  (ataxia‐telangiectasia‐mutated), 

localisé  sur  le  chromosome  11.  La  protéine  ATM  est  une  sérine  thréonine  kinase  jouant  un  rôle 

important dans la signalisation de la DDR, et spécialement des CDB, ainsi que dans la régulation du 

cycle  cellulaire  (avec  les  checkpoints  des  phases G1  et  S)  (Smith  et  al.  2010; Guleria  et  Chandna 

2016). Cette dernière possède également un  rôle dans  l’apoptose ou mort cellulaire programmée 

(Tichý et al. 2010).  

ATM est activé via le complexe MRN (MRE11/RAD50/NBS1) qui est un détecteur des CDB (T. 

Uziel  2003).  Ce  complexe  déclenche  l’autophosphorylation  d’ATM  (Bakkenist  et  Kastan  2003).  Un 

modèle murin d’une déficience en ATM démontre de nombreuses similarités avec  les symptômes 

humains :  augmentation  de  l’instabilité  génomique  (apparition  de  cassures  chromosomiques), 

immunodéficience  associée  aux  lymphocytes  T  et  stérilité  due  à  une  déficience  de  la 

spermatogénèse (Elson et al. 1996).  

L’importance d’ATM pour la maintenance de la stabilité génomique et la régulation du cycle 

cellulaire explique  les  symptômes associés de dégénérescence neurologique ou de prédisposition 

au cancer. Il est intéressant d’observer que, malgré l’importance de ce facteur dans la signalisation 

des CDB, une absence de ce dernier ne mène pas à une léthalité embryonnaire. 

 

ii) Le syndrome de Werner (SW) : 

Le  syndrome  de  Werner  (SW)  est  une  maladie  autosomique  récessive  affectant  une 

personne sur un million.  Il  fut décrit pour  la première  fois par Otto Werner en 1904. Les patients 

atteints  de  ce  syndrome  montrent  des  signes  de  vieillissement  prématuré.  Ces  symptômes  de 

vieillissement  apparaissent  généralement  après  la  puberté.  Les  plus  caractéristiques  sont  une 

ulcération de  la peau, une perte de tissu adipeux sous‐cutané, une perte et un grisonnement des 

cheveux, une ostéoporose, une athérosclérose, un diabète ou une cataracte et ces derniers peuvent 

être  accompagnés  d’un  risque  élevé  de  cancer  (principalement  sarcomes,  carcinomes  et  cancers 

hématologiques) (Shibuya et al. 2005; Thweatt et Goldstein 1993).  

Le SW est causé par une mutation du gène WRN situé sur le chromosome 8, et de rares cas 

ont été liés à une protéine appelée progérine, liée à la progéria d’Hutchinson‐Guilford et issu d’un 
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splice  alternatif  du  gène  LMNA  (voir  chapitre  5)  (Eriksson  et  al.  2003).  La  protéine WRN est une 

hélicase  d’ADN.  Cette  dernière  joue  un  rôle  dans  différentes  voies  de  réparation,  en  se  liant  aux 

fourches de réplication ou jonctions de Holliday (Compton et al. 2008; Killoran et Keck 2006). Une 

implication  de  cette  dernière,  en  coopération  avec  DNA‐PKcs  a  également  été  montré  dans  la 

maintenance de la « D‐loop » télomérique (voir chapitre 5) (Kusumoto‐Matsuo et al. 2010). 

Une  déficience  de  la  protéine WRN  engendre  donc  un  défaut  de  réparation  de  l’ADN,  et 

notamment  des  CDB,  et  probablement  de  régulation  des  télomères  pouvant  expliquer 

respectivement la prédisposition au cancer ainsi que le phénotype de vieillissement accéléré. 

 

iii) Le syndrome de Bloom (SB) : 

Le syndrome de Bloom (SB) est une maladie autosomique récessive extrêmement rare avec 

environ  220  cas  décrits  dans  le  monde  depuis  1975,  (L.  Wu  et  Hickson  2003).  Ce  syndrome, 

initialement décrit par le docteur dermatologiste David Bloom, fut découvert en 1954. 

Les  symptômes  principaux  de  cette maladie  sont  une  photosensibilité  accrue,  des  tâches 

cutanées dites « café‐au‐lait », une petite taille et un visage étroit, une infertilité masculine associée 

à  un  hypogonadisme,  une  immunodéficience,  des  problèmes  pulmonaires  chroniques  et  une 

prédisposition aux cancers (leucémies, lymphomes non‐hodgkiniens et cancers de la peau) (Arora et 

al. 2014). L’âge moyen de diagnostique pour ce syndrome est de 24 ans. 

Le SB est causé par une mutation du gène BLM. La protéine BLM est une hélicase d’ADN de 

la même famille que WRN. Elle est impliquée dans les processus de synthèse translésionnelle et de 

correction de mutation lors de la réplication (Hanada et Hickson 2007). BLM peut interagir avec le 

complexe  MRN  et  être  phosphorylée  via  ATM  et  ATR  après  détection  de  dommages  à  l’ADN. 

Egalement,  lors  d’expériences  de microirradiation  laser, BLM est  décrit  comme étant  rapidement 

recruté au site de CDB sous la forme de foci (Samanta et Karmakar 2012). 
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Chapitre 3 : [Importance de la chromatine dans la 

stabilité du génome] 

 

Le but de  tout organisme est de protéger  l’intégrité de  son  code génétique. Pour  cela,  les 

cellules possèdent différentes voies de réparation de l’ADN (exposées dans le chapitre 1) permettant 

de faire face aux multiples modifications et lésions que le génome peut subir chaque jour. Or, il est 

important de considérer que la dynamique du génome ne se limite pas à un enchainement d’acteurs 

de  la  réparation  mais  implique  également  des  niveaux  plus  complexes  de  régulation.  Les 

modifications de la chromatine jouent ainsi un rôle important dans la régulation de la DDR.  

 

1) La chromatine : structure et implication dans la DDR 

 

  Le mot  chromatine  a  été  proposé  par Walther  Flemming  afin  de  décrire  la  structure  unique 

observable  au  sein  du  noyau  d’une  cellule  après  coloration  (van  Holde  et  Zlatanova  2007).  La 

chromatine  représente un  assemblage  complexe d’ADN, d’histones  et  d’autres  protéines permettant 

l’organisation nucléaire du génome.  

 

  Le nucléosome est l’unité fonctionnelle de base de la chromatine. Il est constitué de 147 paires 

de bases (bp) d’ADN enroulées autour d’un octamère d’histones (Campos et Reinberg 2009). Chaque 

nucléosome forme une structure d’environ 10nm. Ces derniers se succèdent  tout au  long du double 

brin d’ADN, formant une structure en collier de perle. Cet enchainement de « perles » (nucléosomes) 

peut se compacter afin de former des structures d’ordre supérieur. L’octamère d’histone qui forme le 

nucléosome est  composé  (sauf  cas particulier) de deux hétérodimères d’histones H3‐H4, et de deux 

hétérodimères d’histones H2A‐H2B. L’extrémité N‐terminale de ces histones forme une extension, telle 

une queue, à l’extérieur de ce complexe. Ces extensions accessibles contiennent des résidus lysine (K) 

qui peuvent subir des modifications post‐traductionnelles  telles que  l’acétylation (ac),  la méthylation 

(me) ou l’ubiquitination (ub)/ SUMOylation (SUMO) (Rothbart et Strahl 2014).  
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Schéma 9 : Illustration de la structure chromatinienne 
 

 

 

  Les  nucléosomes  sont  reliés  entre  eux  par  l’histone  H1,  qui  sert  d’ancrage  entre  les 

octamères, et par un filament d’ADN. Ces interactions créent des groupements plus importants en 

taille et  aboutissent à  la  formation d’une  fibre de  chromatine  (Ricci  et  al.  2015; Maeshima et  al. 

2014). Le nombre de nucléosomes dans un domaine chromatinien détermine la densité de la fibre 

de  chromatine  et  permet  la  formation  de  structures  chromatiniennes  « secondaires »  et 

« tertiaires » d’ordre supérieure. Une structure chromatinienne secondaire  se définit  comme une 

interaction entre plusieurs nucléosomes, à  la différence des structures tertiaires qui sont formées 

par  l’interaction  de  structures  chromatiniennes  secondaires  et  forment  des  domaines  beaucoup 

plus  grands.  Ces  domaines  chromatiniens  font  appel  à  différentes  protéines  comme  l’histone H1 

déjà citée, mais aussi HP1 (Heterochromatin Protein 1), LSD1 (Lysine Specific Demethylase 1), des 

protéines issues des complexes Polycomb (PRC1) et bien d’autres (Meier et Brehm 2014).  
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La  chromatine  se  présente  sous  deux  formes  principales  que  sont  l’hétérochromatine  et 

l’euchromatine. L’hétérochromatine représente un état compacté de cette dernière, et peut se diviser 

en  deux  catégories :  l’hétérochromatine  constitutive  représentant  des  domaines  de  l’ADN  riches  en 

régions répétées, pauvres en origines de réplication et en gènes qui se retrouve invariablement sous 

forme  compactée ;  et  l’hétérochromatine  facultative,  qui  peut  passer  d’un  état  compacté  à  un  état 

plus  relâché.  Ce  dernier,  plus  propice  à  la  transcription,  définit  la  chromatine  « relâchée »  ou 

euchromatine.  La  distinction  des  différents  états  de  la  chromatine  peut  se  faire  via  la  présence  ou 

absence de MPTs d’histones. Ces modifications agissent comme un balisage et permettent l’interaction 

des histones avec de multiples protéines, complexes protéiques ou d’autres histones.  Par exemple, la 

tri‐méthylation de  la  lysine 9 de  l’histone H3  (H3K9me3)  et  la  tri‐méthylation de  l’histone H4  sur  la 

lysine 20 (H4K20me3) sont des marqueurs fort de l’hétérochromatine. Ces marqueurs se retrouvent de 

façon  importante dans  les  zones péricentromériques  constituées d’hétérochromatine  constitutive. A 

l’inverse, la présence d’histone H3 acétylée sur la lysine 9 (H3K9ac) ou d’une acétylation des lysines en 

N‐terminale  de  l’histone  H4  sont  caractéristiques  d’un  état  relâché  de  la  chromatine.  Cet  état  se 

retrouve  majoritairement  au  niveau  de  régions  transcriptionnellement  actives.  L’ouverture  de  la 

chromatine, dans ce cas par exemple,  s’explique par  la perte d’interaction  (due à  l’acétylation) de  la 

queue de l’histone H4 avec le dimère H2A/H2B du nucléosome adjacent (Ruan et al. 2015).  

 

 
Schéma 10 : Illustration de la différence entre euchromatine et hétérochromatine. 
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  La  chromatine  étant  le  support  physique  de  la  machinerie  de  réparation  de  l’ADN,  son 

environnement  et  sa  structure  possède  une  influence  sur  le  maintien  de  l’intégrité  génomique 

(Luijsterburg et van Attikum 2011; Soria, Polo, et Almouzni 2012). De façon intéressante, le séquençage 

de cellules  issues de multiples cancers a permis d’observer une répartition hétérogène de mutations 

tout  au  long  du  génome,  via  une  fréquence  de  mutations  plus  importante  dans  des  zones 

d’hétérochromatine  ou  pauvres  en  origine  de  réplication.  En  effet,  un  nombre  élevé  de  mutations 

somatiques  (principalement  issues  de  substitutions  de  bases)  dans  le  génome  de  ces  cancers  se 

superposent  à  des  régions  enrichies  en  marqueurs  hétérochromatiniens  tels  que  H3K9me3/2  ou 

H4K20me3 (Schuster‐Böckler et Lehner 2012; Zheng et al. 2014; Supek et Lehner 2015).  

   Ces  observations  ouvrent  la  voie  à  plusieurs  hypothèses  sur  le  rôle  de  la  « plasticité »  de  la 

chromatine dans  la  réponse  aux  dommages  de  l’ADN  (DDR).  Cette  dynamique  de  la  structure 

chromatinienne  est  issue  de  processus  de  remodelage  faisant  appel  à  différents  complexes  ATP‐

dépendants  ou  à  l’ajout/retrait  de  variants  d’histones  et  de  MPT  sur  ces  dernières.  Ces  processus 

feront  l’objet  des  parties  suivantes  avec  une  attention  particulière  portée  sur  les  complexes  de 

remodelage ou les modifications de l’histone H2A impliqués dans la DDR. 

 

2) Remodeleurs chromatiniens et CDB 

 

  Après  apparition d’une CDB,  la  chromatine proche des  extrémités  subit  des modifications 

comme  la  phosphorylation  d’H2A.X  médiée  par  ATM  (et  ATR).  Cette  modification  permet  le 

recrutement de facteurs médiateurs de la réparation comme MDC1 ou 53BP1 par exemple (Ciccia 

et Elledge 2010; Kinner et al. 2008).  

  La structure de la chromatine, comme introduit précédemment, joue un rôle important dans 

la  réparation et signalisation des CDB. La compaction de  la chromatine  influence  l’efficacité de  la 

DDR et peut nécessiter une dégradation des histones ou une déstabilisation du nucléosome (Hauer 

et Gasser 2017). Cette déstabilisation peut s’étendre jusqu’à 3 kilobases autour de la lésion, et est 

requise pour une réparation optimale de cette dernière (J. Kim et al. 2007; Ye Xu et Price 2011; Ye 

Xu  et  al.  2010).  Il  a  été  montré  qu’une  CDB  localisée  dans  une  région  d’hétérochromatine  est 

réparée plus lentement que dans une région d’euchromatine, et nécessite plus d’étapes comme la 

phosphorylation de la protéine KAP1 par exemple (Goodarzi et al. 2008a; Goodarzi, Kurka, et Jeggo 
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2011).  Ces  étapes  sont  nécessaires  afin  de  permettre  une  expansion  ATP‐dépendante  de  la 

chromatine (Kruhlak et al. 2006) et sa relaxation au niveau de la cassure (Goodarzi et al. 2008a). 

  En  phase  G1  du  cycle  cellulaire,  la  Nucleolin,  une  chaperonne  d’histones,  est  recrutée 

directement aux sites de cassures via son interaction avec RAD50 (du complexe MRN) afin de retirer un 

dimère H2A/H2B et  entraîner  la  déstabilisation du nucléosome.  En parallèle de  cette déstabilisation 

partielle,  une  déstabilisation  complète  peut  être  observée  durant  la  phase  S/G2  lors  de  l’étape  de 

résection  réalisée  par  l’endonucléase  CtiP  associée  à  la  voie  RH  (Goldstein  et  al.  2013).  Ces 

observations  démontrent  l’importance  du  remodelage  chromatinien  nécessaire  pour  une  réparation 

efficace des CDB.  

 

a) Généralités 

 

  Il existe un grand nombre de complexes ATP‐dépendants remodeleurs de la chromatine. Ces 

derniers  jouent un rôle  important dans  la  régulation de  la  transcription et plus précisément dans 

l’accessibilité  des  facteurs  de  transcription  à  l’ADN  (Bell  et  al.  2011).  Leur  implication  dans  les 

mécanismes de réparation de l’ADN apparait de plus en plus importante. Plusieurs travaux ont mis 

en  avant  l’importance  des  remodeleurs  chromatiniens  dans  la  DDR,  en  montrant  une 

hypersensibilité cellulaire à des évènements clastogènes après déplétion de certaines sous‐unités 

de ces complexes (Chambers et Downs 2012; Jeggo et Downs 2014). Ce phénotype hypersensible 

aux CDB peut provenir d’une dérégulation transcriptionnelle, d’un défaut de réplication ou d’une 

atteinte directe des  voies de  réparation. Afin de  comprendre  si  différents  complexes agissent de 

manière  directe  ou  indirecte  sur  les  voies  de  réparation  des  CDB,  il  est  important  d’étudier  leur 

impact sur  le  recrutement de  facteurs de  la  réparation ainsi que  leur propre diffusion au sein du 

noyau via des techniques de microscopie à fluorescence. L’étude de leur impact sur la composition 

et  l’état  de  la  chromatine  au  site  de  cassure  est  également  à  considérer  via  des  techniques 

d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) par exemple (Seeber, Hauer, et Gasser 2013). 

  Ces  complexes  sont  capables  via  une  hydrolyse  de  l’ATP  de  modifier  les  contacts  entre 

histones  et  peuvent  déplacer  par  glissement,  altérer  sa  composition  ou  retirer  un  nucléosome 

(Hargreaves et Crabtree 2011; Clapier et Cairns 2009; Flaus et Owen‐Hughes 2004). Ces complexes 

peuvent  être  regroupés  en quatre  familles  distinctes :  SWI/SNF  (Switch/sucrose non‐fermenting), 

INO80  (Inositol  requiring  80),  CHD  (Chromodomain‐helicase‐DNA  binding)  et  ISWI  (Imitiation 
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Switch). Chaque famille est caractérisée par la nature des domaines SWI2/SNF2 portés par les sous‐

unités  ATPases  de  ces  complexes.  Ces  différents  complexes  ATP‐dépendants  possèdent  de 

nombreuses  fonctions  liées  au  métabolisme  cellulaire.  Parfois  redondantes,  ces  fonctions  se 

retrouvent dans la régulation de la croissance, du développement ou de la différentiation cellulaire. 

Ces complexes peuvent donc être impliqués dans des étapes du développement embryonnaire ou 

de la tumorigénèse (Hargreaves et Crabtree 2011; Clapier et Cairns 2009).  

 

b) Complexe SWI/SNF et DDR 

 

  Chez  les  mammifères,  le  complexe  SWI/SNF  permet  de  réguler  l’efficacité  de  la  DDR  et  est 

recruté au niveau des CDB (Chai 2005). Chez l’Homme, celui‐ci contient une sous‐unité catalytique BRG 

ou BRM et se présente sous forme BAF ou pBAF (pour BRG1/BRM associated factors) suivant la sous‐

unité  impliquée  (Clapier  et  Cairns  2009).  En  effet,  une  déstabilisation  des  sous‐unités  catalytiques 

BRG1  ou  BRM  (portant  l’activité  ATPase  du  complexe) mène  à  une  hypersensibilité  cellulaire  à  des 

agents  clastogènes,  inhibe  la  phosphorylation  de  H2A.X  à  la  suite  d’une  lésion  et  diminue  ainsi 

l’efficacité  de  réparation  (Park  et  al.  2009;  Smith‐Roe  et  al.  2015).  Chacune  de  ces  sous‐unités  est 

recrutée au niveau de la chromatine endommagée et interagit avec l’histone H3 et H4 du nucléosome 

à proximité de  la  lésion. GCN5, une histone acétyltransférase  (HAT),  se  lie à pH2A.X après  formation 

d’une  CDB,  entraînant  l’acétylation  des  histones H3 à  proximité.  Cette  acétylation  est  reconnue  par 

BRG1 et permet le recrutement du domaine SWI/SNF (Qi et al. 2015, 1). D’autres HAT telles que TIP60, 

p300  ou  CBP  permettent  également  un  recrutement  du  complexe  SWI/SNF  au  niveau  des  CDB 

(Ogiwara et al. 2011).  

Le recrutement au site de cassure du complexe SWI/SNF dépend de son interaction avec un 

effecteur précoce de la DDR nommé BRIT1. Cette interaction est dépendante de la phosphorylation 

par ATM de la sous‐unité BAF170 du complexe SWI/SNF. De façon intéressante, une déplétion de 

BRIT1 a révélé un défaut de relaxation de  la chromatine coïncidant avec une déficience des voies 

NHEJ et RH (Peng et al. 2009).  

  Enfin, des travaux, utilisant le système I‐Sce pour générer des cassures de l’ADN, ont démontré 

l’importance  des  sous‐unité  PBAF  pour  la  réparation  de  cassures  proches  de  régions 

transcriptionnellement actives (Kakarougkas et al. 2014). A l’inverse, les sous‐unité BAF (comme BRM), 

nécessaires au recrutement de Ku70/80 (Ogiwara et al. 2011; Watanabe et al. 2017) ne semblent pas 
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impliquées. Ces deux  formes du  complexe SWI/SNF pourraient donc  coexister et posséder des  rôles 

non‐redondants au niveau des CDB.  

 

c) Complexe CHD et DDR 

 

  Les complexes CHD ou NuRD possèdent des sous‐unités catalytiques leur permettant de se lier 

aux  histones  méthylées  et  sont  décrits  dans  différents  mécanismes  comme  la  régulation  de  la 

transcription ou l’échange dynamique d’histones au sein du nucléosomes (Clapier et Cairns 2009). De 

façon intéressante, une déplétion des sous‐unité CHD4 ou MTA2 de ces complexes par shARN a révélé 

une activation de la voie p53 et une augmentation de dommages spontanés à l’ADN. Ces sous‐unités 

sont  recrutées  de  façon  PARP‐dépendante  au  niveau  de  CDB  après  RI,  et  CHD4  a  démontré  une 

capacité  à  promouvoir  l’ubiquitination  d’histones  favorisant  le  recrutement  de  RNF168  ou  d’autres 

facteurs tel que BRCA1 (Chou et al. 2010; Sophie E Polo et al. 2010).  

  En  comparaison,  le  complexe  CHD3  est  exclu  des  sites  de  cassures  dans  les  zones 

d’hétérochromatine  riches  en  KAP1.  Ce  retrait  est  dépendant  de  l’activité  d’ATM.  En  effet,  la 

phosphorylation  via  ATM  de  KAP1  en  pKAP1  déstabilise  son  interaction  avec  CHD3,  entrainant  le 

décrochage de cette dernière. L’apparition de pKAP1 est alors suivie d’une relaxation de la chromatine 

afin de faciliter l’accès des protéines de la réparation (Goodarzi et al. 2008b; Goodarzi, Kurka, et Jeggo 

2011). Ainsi de manière paradoxale, CHD3 est retiré de zones transcriptionnellement éteintes afin de 

relâcher la chromatine et favoriser la réparation ; à l’inverse de NuRD, qui est recruté dans des zones 

transcriptionnellement actives et semble éteindre cette transcription durant la phase de réparation.  

 

d) Autres exemples de complexes remodeleurs impliqués dans la DDR 

 

  L’activité  du  complexe  TRRAP/TIP60  via  sa  sous‐unité  ATPase  p400  permet  une  intégration 

d’H2A.Z au sein du nucléosome de manière dépendante du signal pH2A.X (Ye Xu et al. 2010, 60). Cet 

échange d’H2A en H2A.Z est requis pour  l’acétylation de l’histone H4 par TIP60 et  l’activité de RNF8. 

L’incorporation  d’H2A.Z  favorise  aussi  le  recrutement  de  l’hétérodimère  Ku70/80.  En  effet,  le 

recrutement  de  ce  dernier  est  diminué  au  profit  de  RPA,  au  sein  de  cellules  H2A.Z  déficientes.  Ce 

défaut peut être corrigé par déplétion de CtiP.  L’incorporation d’H2A.Z au sein du génome via TIP60 

génère donc une barrière contre la résection et favorise ainsi une réparation via la voie NHEJ (Ye Xu et 

al. 2012).  
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  Un  rôle  intéressant,  et  paradoxal,  de  TIP60  nouvellement  décrit  est  sa  capacité  de  lier 

H4K20me2.  Cette  interaction,  avec  l’acétylation  de  l’histone H4,  semble  déstabiliser  l’association  de 

53BP1 au nucléosome et donc promouvoir une réparation par la voie RH (Tang et al. 2013). En effet, 

TIP60  semble  entrer  en  compétition  au  niveau  d’H4K20me2  et  est  capable  d’acétyler  H2AK15, 

bloquant sa mono‐ubiquitination et empêchant le recrutement de 53BP1 (Jacquet et al. 2016). 

 

3) Histone H2A/H2A.X, ubiquitination et DDR 

 

  Les modifications d’histones jouent un rôle important dans la réparation des CDB. En réponse 

aux  dommages  de  l’ADN,  différentes  MPT  (méthylation,  acétylation,  ubiquitination)  permettent  la 

signalisation de cascades enzymatiques et le recrutement de facteurs de la réparation (Dantuma et van 

Attikum 2016). Cet enchainement complexe de signalisation via les MPT d’histones est organisé autour 

de modules fonctionnels permettant de « rédiger », « lire » et « effacer » ce marquage chromatinien. 

La  dynamique  de  ces marquages  est  telle  qu’un  effecteur  pourra  se  fixer  via  à  une méthylation  et 

déubiquitiner l’histone d’ancrage et ou les histones adjacentes. La multiplicité d’action de ces enzymes 

définit ainsi un système de signalisation extrêmement complexe et nuancé. 

 

  L’ubiquitination  consiste  en  un  attachement  covalent  d’un  résidu  ubiquitine  de  76  acides 

aminés à sa cible. Cette modification peut prendre la forme d’un résidu unique (mono‐ubiquitination) 

ou se présenter sous la forme d’une chaîne (poly‐ubiquitination). La fixation de l’ubiquitine est réalisée 

par différentes enzymes appelées ubiquitine ligases. Ces enzymes sont classées en trois catégories : E1, 

E2  et  E3  (…).  A  l’inverse,  l’action  de  déubiquitination  est  catalysée  par  des  enzymes  appelées 

déubiquitinases ou DUB.  

  L’ubiquitination de l’histone H2A est une MPT importante de la DDR (S. P. Jackson et Durocher 

2013). Trois enzymes (RNF168, le complexe PRC1 et BRCA1) modifient l’histone H2A en trois endroits 

distincts  (respectivement  K13/K15,  K119  et  K127/129).  Chacune  de  ces  enzymes,  à  l’exception  de 

RNF168,  agit  sous  forme  de  complexe  multiprotéique  pouvant  s’intégrer  dans  cette  complexité 

d’effecteurs mentionnés plus tôt. Par exemple,  le complexe PRC1 peut prendre différentes formes en 

fonction de ses sous‐unités ; et ces différentes formes ont démontré différentes fonctions au sein de la 

DDR (Z. Gao et al. 2012). 
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a) H2A et RNF8/RNF168 

 

La  ligase  E3  RNF168  catalyse  deux  réactions  d’ubiquitination  différentes.  La  première  est  la 

mono‐ubiquitination de l’histone H2A sur K15, et l’autre est la poly‐ubiquitination de cette dernière sur 

K63.  Ces  deux  réactions  sont  dépendantes  de  RNF8,  qui  est  recruté  au  site  de  dommages  avant 

RNF168 via l’action d’ATM. Le recrutement de RNF8 au site de cassure se fait via son domaine FHA qui 

reconnait  le  site  catalytique  de MDC1  (Kolas  et  al.  2007).  RNF8  ne  permet  pas  une  ubiquitination 

directe  d’H2A mais  peut  former  une  extension  polyubiquitine  sur  K63  après monoubiquitination  de 

celle‐ci  par  RNF168  (Mattiroli  et  al.  2012).  Le  recrutement  de  RNF168  se  fait  via  l’ubiquitination 

d’H1K63  par  RNF8  (Fradet‐Turcotte  et  al.  2013).  RNF168  peut  ensuite  se  lier  à  son  propre  produit 

d’ubiquitination,  augmentant  ainsi  sa  concentration  au  site  de  cassure  et  l’amplification  du  signal 

d’H2A monoubiquitinée  (Doil et al. 2009). Afin d’éviter un emballement du signal et  recrutement de 

RNF168,  sa  concentration  est  maintenue  à  un  niveau  physiologique  grâce  à  une  dégradation 

protéosomale médiée par les E3 ligases TRIP12 et UBR5 (Gudjonsson et al. 2012).  

Comme mentionné précédemment, RNF8 peut poly‐ubiquitiner H2AK63mono‐ub, permettant, 

par  exemple,  le  recrutement  du  complexe  BRCA1‐A  (Sobhian  et  al.  2007).  Ce  complexe,  formé  par 

RAP80,  comprend  plusieurs  sous‐unités  comme  Abraxas,  MERIT40,  BRCC36,  BRCC45  et  bien  sûr 

BRCA1. RAP80 est responsable du recrutement de ce complexe via une interaction entre son domaine 

UIM  (ubiquitin  interacting motif)  et  la  chaine poly‐ubiquitine de K63. Ce  complexe  semble  limiter  la 

résection  des  extrémités  de  la  cassure,  favorisant  ainsi  la  voie NHEJ  (Hu  et  al.  2011;  K.  I.  Savage  et 

Harkin 2015).  

La monoubiquitination d’H2A K13/15 par RNF168 permettrait un choix au niveau des voies de 

réparation des CDB, via le recrutement de 53BP1 au site de dommages. En effet, 53BP1 se lie de façon 

spécifique à H2AK15mono‐ub et non à H2AK13mono‐ub  (Fradet‐Turcotte et al. 2013).  En effet, bien 

que présente in vivo, H2AK13 exerce une fonction encore mal comprise (M. D. Wilson et al. 2016). Plus 

spécifiquement,  la fixation de 53BP1 se fait via  l’interaction de son domaine TUDOR avec H4K20me2 

(Botuyan  et  al.  2006)  et  son  domaine  UDR  (ubiquitin  dependent  recruitment)  en  C‐terminal  avec 

H2AK15mono‐ub  (Fradet‐Turcotte et  al.  2013).  La présence de  ces deux domaines est nécessaire au 

recrutement de 53BP1 sous forme d’IRIF (foyer de réparation après radiations ionisantes).  

  Enfin,  l’activité de RNF168 étant spécifique d’H2A, elle peut être opposée de façon tout aussi 

spécifique via l’action de déubiquitinases d’histones (DUB) telles qu’USP3, USP11, USP44 ou USP51.  
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Schéma 11 : Illustration du rôle de RNF8/RNF168  au niveau de l’histone H2A au cours de la DDR. 
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b) H2A et BRCA1 

 

BRCA1  forme  un  hétérodimère  avec  BARD1  via  son  domaine  RING  (Wu  et  al,  1996).  Cet 

hétérodimère possède alors une activité ligase E3 ayant comme cible H2AK127/129 (Kalb et al. 2014). 

L’ubiquitination  d’H2AK127/129  est  BARD1  dépendante  (Densham  et  al.  2016).  L’hétérodimère 

BRCA1/BARD1  semble  alors  promouvoir  la  réparation  des  cassures  via  RH,  en  facilitant  l’étape  de 

résection et le recrutement de RAD51 (Huen, Sy, et Chen 2010).  

De  manière  plus  détaillée,  BRCA1  peut  être  retrouvé  sur  une  distance  allant  jusqu’à  10 

kilobases  autour  de  la  cassure.  Cette  spécificité  s’explique  par  la  présence  du  complexe  BRCA1‐A 

(mentionné précédemment)  autour du  site de cassure.  La  formation de  ce  complexe est dirigée par 

RAP80 et  sa  fixation à  la  chromatine  se  fait  via  les  chaines poly‐ubiquitinées d’H2AK63  (Coleman et 

Greenberg 2011; Goldstein et Kastan 2015). La séquestration de BRCA1 au sein du complexe BRCA1‐A 

semble antagoniser la phase de résection (Coleman et Greenberg 2011), alors que son recrutement au 

site de cassure via BARD1 favorise la voie RH grâce à son interaction (dépendante du complexe MRN) 

avec CtIP (K. I. Savage et Harkin 2015; W. Wu et al. 2015). Ce nouveau complexe BRCA1/CtIP/MRN est 

aussi nommé BRCA1‐C. Il est important de considérer que la formation de ce nouveau complexe n’est 

pas dépendante de RNF8/RNF168 mais de  l’activité d’ATM  (W. Wu et al. 2015), et que  l’histone H2A 

devient donc une plateforme essentielle dans la régulation de l’activité BRCA1.  
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Schéma 12 : Illustration du rôle de BRCA1 au niveau de l’histone H2A au cours de la DDR. 
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c) H2A K119mono‐ub et PRC1 

 

  La monoubiquitination de l’histone H2A sur la lysine119 (H2AK119ub) est une MPT abondante, 

comptant pour environ 10% du total d’histone H2A chromatinienne. Cette MPT est le premier exemple 

d’ubiquitination d’une protéine à avoir été décrit (Ericsson, Goldknopf, et Daneholt 1986). H2AK119ub 

est  impliqué  dans  la  régulation  de  nombreux  processus  touchant  au  génome  dont  la  réparation  de 

l’ADN (Kakarougkas, Downs, et Jeggo 2015a; Lin et al. 2015).  

  PRC1 (Polycomb Repressive Complex 1) est responsable de la monoubiquitination d’H2AK119, 

via  ses  sous‐unités  catalytiques  RING1B  accompagnée  de  BMI1  ou  MEL18,  formant  le  cœur  du 

complexe (Hengbin Wang et al. 2004; Z. Li et al. 2006). PRC1 et PRC2 sont des régulateurs bien connus 

de  la  transcription. Ce  sont deux  complexes multiprotéiques  composés de différentes  sous‐unités et 

possédant donc une activité distincte.  PRC2  catalyse  la  triméthylation d’H3K27  (Schwartz  et  Pirrotta 

2014).  

  De façon intéressante, l’inhibition de l’ARN polymérase I et II au niveau des CDB est dépendante 

à la fois de l’activation d’ATM et de la monoubiquitination d’H2AK119 (Shanbhag et al. 2010; Harding, 

Boiarsky,  et  Greenberg  2015),  suggérant  un  rôle  important  d’H2AK119ub  dans  la  répression  de  la 

transcription  (Shanbhag  et  al.  2010).  BMI1/RNF2  étant  recrutées  au  niveau  des  CDB,  H2AK119ub 

permettrait d’inhiber la transcription au niveau des CDB afin de faciliter leur réparation (Ginjala et al. 

2011).  
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Schéma 13 : Illustration u rôle de PRC1 au niveau de l’histone H2A au cours de la DDR. 
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4) Implication des déubiquitinases (DUB) d’histone H2A/H2A.X 

 

  Étant donné  l’importance de  la mono‐ ou poly‐ ubiquitination d’H2A/H2A.X,  la  régulation de 

cette MPT par des déubiquitinases est un aspect important à considérer. Près d’une décennie plus tôt, 

l’étude  de  DUB  telle  que  BRCC36,  USP3  ou  USP16  a montré  l’importance  de  ces  dernières  dans  la 

réparation de  l’ADN  (Nicassio et al. 2007a; Doil et al. 2009; Shanbhag et al. 2010). Depuis, plusieurs 

travaux, dont des screening réalisés par siARN, ont montré une connexion entre de multiples DUB et la 

DDR (Panier et Durocher 2009; S. P. Jackson et Durocher 2013; Nishi et al. 2014). 

  Le  génome  humain  code  approximativement  90  DUB  divisées  en  cinq  familles  suivant  leur 

domaine catalytique, leur structure ou leur fonction (Clague et al. 2013). Ces cinq familles sont :  

- les protéases ubiquitine‐spécifiques ou USP. 

- les hydrolases d’ubiquitine en C‐terminal ou UCH. 

- les protéases à domaine OTUB ou OTU 

- les protéases de la maladie Machado‐Joseph ou MJD 

- et les métalloprotéases à domaine JAMM. 

 

Parmi  ces  DUBS,  six  USP  (USP3,  USP11,  USP16,  USP21,  USP22  et  USP44),  une  protéine UCH 

(BAP1)  et  deux métalloprotéases  (MYSM1 et  BRCC36)  ont montré  une  activité  envers  l’histone H2A 

ubiquitinée (Belle et al. 2015), et certaines, comme introduit précédemment, possèdent un rôle dans 

la DDR.  

 
a) USP3 

 

USP3 déubiquitine H2AK13/15mono‐ub en réponse à un événement clastogène et affecte donc 

le recrutement de 53BP1 (Doil et al. 2009; Sharma et al. 2014). Un modèle murin USP3 KO montre des 

niveaux  élevés  d’H2A  et  H2B  monoubiquitinées,  une  diminution  progressive  du  pool  de  cellules 

souches  hématopoïétiques,  un  défaut  de  réparation  des  CDB  ainsi  qu’une  prédisposition  tumorale 

(Lancini et al. 2014a).  

De manière générale, USP3 semble  impliqué dans différents processus cellulaires allant d’une 

régulation  de  la  phase  S  (Nicassio  et  al.  2007b),  à  la  maintenance  des  cellules  souches 

hématopoïétiques  (CSH)  (Lancini et al. 2014b). Concernant  la DDR, USP3 apparait essentielle pour  la 

réparation de lésions clastogènes mis en évidence par l’observation d’une hypersensibilité aux RI chez 
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la  souris  USP3  KO  (Lancini  et  al.  2014b).  Cependant,  le mode  d’action  d’USP3  est  encore  incertain. 

USP3‐GFP  ne  montre  aucun  recrutement  au  niveau  de  CDB.  Son  action  pourrait  donc  se  révéler 

indirecte, via la déubiquitination de substrats encore inconnus (Gudjonsson et al. 2012; S. P. Jackson et 

Durocher 2013). Enfin, une surexpression d’USP3 catalytiquement active a démontré une inhibition du 

recrutement de RNF8 et 53BP1 au niveau de foyers de réparation (IRIF) sans affecter le signal pH2A.X 

(Mosbech  et  al.  2013). USP3  pourrait  donc  limiter  la  signalisation  de  RNF168  en  antagonisant  son 

activité d’ubiquitination. 

 

b) USP16 

 

USP16 est responsable de  la régulation de  la voie RNF8/RNF168 (Joo et al. 2007) et serait  impliquée 

dans la répression transcriptionnelle au niveau des CDB (Shanbhag et al. 2010).  

 

c) USP44 

 

Après screening de multiples DUBs, USP44 a montré une  implication dans  la DDR ainsi qu’un 

recrutement,  via USP44‐GFP au  site de CDB  (Nishi  et  al,  2014). De plus,  une  surexpression de  cette 

dernière a démontré une importante réduction d’ubH2A au sein du génome (USP44 posséderait ainsi 

une  activité  envers  H2AK119ub  qui  est  la  forme  la  plus  abondante  d’ubH2A),  une  réduction  d’H2A 

mono‐,  di‐  et  tri‐  ubiquitinée  et  également  une  diminution  du  recrutement  de  RNF168  au  site  de 

cassures (Mosbech et al. 2013). USP44 affecte également de façon négative le recrutement de 53BP1 

(Nicassio  et  al.  2007a),  suggérant une activité directe  en H2A antagonisant  l’action de RNF1/RNF68. 

Paradoxalement, son recrutement an niveau des CDB semble dépendant de l’activité de RNF8/RNF168 

(Mosbech et al. 2013).  

USP44  semble  ainsi  partager  certaines  fonctions  avec  USP3.  Une  régulation  de  leur  activité 

respective en fonction du cycle cellulaire ou de l’état de la chromatine serait alors envisageable. 

 

d) USP51 

 

USP51  déubiquitine  spécifiquement  H2AK13/15  in  vitro.  Au  niveau  cellulaire,  une  déplétion 

d’USP51 entraine une hypersensibilité aux RI, une augmentation des foyers 53BP1 et une disparition 

plus lente de ces derniers au cours du temps (Z. Wang et al. 2016). 
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e) BAP1 
 

BAP1 pour  BRCA1‐associated  protein1  (également  nommé UCHL2)  possède  une  activité DUB 

envers H2AK119ub (Scheuermann et al. 2010). Un défaut de la DDR a pu être observé après déplétion 

de BAP1 via siARN (Ismail et al. 2014; H. Yu et al. 2014, 1), ainsi qu’une hypersensibilité au RI dans des 

cellules  cancéreuses BAP1‐déficientes  (Nishikawa et al.  2009; H.  Yu et al.  2014).  Parallèlement à  ces 

résultats, une augmentation d’ubH2A/H2A.X est observable après RI et déplétion de BAP1 (Ismail et al. 

2014; H. Yu et al. 2014), laissant donc supposer un rôle de BAP1 dans la régulation de la transcription 

au site de CDB. En effet, BAP1‐GFP est recruté au niveau de CDB générées par microirradiation  laser 

(Ismail et al. 2014; Nishi et al. 2014).  

Enfin,  de  manière  similaire  à  BRCA1,  une  déficience  cellulaire  en  BAP1  entraîne  une 

hypersensibilité aux inhibiteurs de PARP, suggérant l’implication de BAP1 dans la voie RH (Ismail et al. 

2014; H. Yu et al. 2014). 

 

f) BRCC36 

 

BRCC36 appartient à  la  famille MPN+/JAMM. Tout comme BAP1, BRCC36 est nécessaire pour 

une résistance normale des cellules aux RI (Dong et al. 2003). BRCC36 fait partie du complexe BRCA1 et 

possède  une  activité  catalytique  dirigée  contre  les  chaines  poly‐ubiquitine  d’H2AK63.  L’activité  de 

BRCC36 antagonise celle de RNF168 paradoxalement responsable du recrutement du complexe BRCA1 

(Shu  et  al,  2009).  BRCC36  est  fortement  surexprimé  dans  un  grand  nombre  de  cancer  du  sein  et 

posséderait donc un rôle dans la cancérogénèse (Dong et al. 2003).  

 

g) Autres exemples de DUBs 

 

Les  exemples  de  DUBs  détaillés  ci‐dessus  ne  peuvent  suffire  à  expliquer  la  complexité  des 

processus régulant la DDR. Un grand nombre de DUBs possèdent une implication directe ou indirecte 

dans  la DDR et  peuvent  agir  sur  des  cibles  bien plus  diverses que  les  histones.  Par  exemple, USP47 

permet de réguler la voie BER en ciblant la polymérase POL(beta) (Parsons et al. 2011). USP28 interagit 

avec 53BP1 et possède donc un rôle dans  la voie NHEJ. De plus, une délétion d’USP28 entraine une 

hypersensibilité aux RI (D. Zhang et al. 2006, 28). OTUB1 inhibe l’activité de RNF168 en bloquant son 

interaction  avec  l’enzyme  E2  UBC13  (Nakada  2016).  Ou  à  l’inverse,  USP34  qui  permet  de  stabiliser 

RNF168 en empêchant sa dégradation via le protéasome (Sy et al. 2013).  
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Chapitre 4 : [MYSM1, une histone déubiquitinase] 

 

La  première  et  majeure  partie  du  travail  présenté  dans  cette  thèse  porte  sur  l’étude  du 

facteur MYSM1, et de sa possible implication dans la réponse aux dommages de l’ADN (DDR).  

  MYSM1 est étudié depuis plus d’une quinzaine d’années maintenant (Aravind et Iyer, s. d.) 

grâce  à  différents modèles murins  et  cellulaires  humains.  Ce  chapitre  sera  donc  consacré  à  une 

revue  de  la  littérature  afin  de  mettre  en  lumière  les  fonctions  et  interactions  de  MYSM1  déjà 

connues, ainsi que les défauts associés à une déficience de ce dernier.  

 

1) MYSM1 : Généralités et structure 

 

  Chez  l’Homme,  le gène MYSM1 ou KIAA1915 est  localisé sur  le chromosome 1 en position 

p32.1.  La  taille  totale  de  ce  gène  est  de  16  560  paires  de  bases  permettant  la  répartition  de  20 

exons pour un brin d’ADN codant de 2487 bases. Ce gène code une protéine de 828 acides aminés 

appelée Myb‐like SWIRM MPN domain 1 (MYSM1) ou 2A‐DUB.  

MYSM1  (Myb‐like  SWIRM and MPN domain 1)  est une métalloprotéase nucléaire possédant une 

séquence bien conservée chez  les mammifères. Comme son nom  l’indique, celle‐ci est composée 

de trois domaines distincts : un domaine SANT (ou Myb‐like), un domaine SWIRM et un domaine 

MPN+/JAMM. 

 

Les domaines SANT ont été identifiés grâce à leur homologie avec le domaine C‐Myb et sont 

donc parfois nommés domaines Myb‐like (Boyer et al. 2002). Un domaine SANT est généralement 

constitué  de  trois  hélices  alpha  liées  entre  elles  par  des  groupements  conservés  de  résidus 

aromatiques. C’est un domaine caractéristique de facteurs remodeleurs de la chromatine. Il est en 

effet retrouvé dans de nombreuses sous unités de complexe remodeleurs ATP‐dépendants et dans 

des  histones  acétyltransférases  ou  déacétylases  (Humphrey  et  al.  2001).  Il  est  intéressant  de 

préciser qu’un domaine SANT est nécessaire à  l’activité de  sous unités du  complexe SWI/SNF, et 

qu’un  tel  domaine  se  retrouve  souvent  à  proximité  d’un  domaine  SWIRM  (Aravind  et  Iyer,  s. d.; 

Boyer et al. 2002; Yoneyama et al. 2007).  Le domaine SANT de MYSM1 se  trouve proche de  son 

extrémité N‐terminale.  Il  s’étend de  l’acide aminé 116 à 167 chez  l’Homme et 113 à 164 chez  la 
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souris.  Enfin,  il  est  composé  de  trois  hélices  alpha  et  possède  une  forte  affinité  pour  l’ADN 

(Yoneyama et al. 2007). 

 

Le  domaine  SWIRM  (pour  SWI3p,  Rsc8p  and  Moira)  est  présent  dans  de  nombreuses 

protéines  interagissant  avec  les  histones,  et  notamment  au  sein  de  nombreuses  sous‐unités  de 

complexes remodeleurs ATP‐dépendants, tel le domaine SWI/SNF (Aravind et Iyer, s. d.; Qian et al. 

2005; Da et al., s. d.). La fonction de ce domaine se retrouve principalement dans la modification de 

structures  chromosomiques  permettant  le  recrutement  de  facteurs  de  transcription  ou  de 

complexe  remodeleurs  de  la  chromatine  (Qian  et  al.  2005;  Sohn  et  al.  2007).  Suivant  sa 

conformation, un domaine SWIRM peut permettre différents types d’interactions. Par exemple, le 

domaine  SWIRM  de  l’histone  déméthylase  LSD1,  lui  permet  de  se  lier  à  l’ADN  (Yoneyama  et  al. 

2007). Le domaine SWIRM de MYSM1 se situe entre le domaine SANT et le domaine MPN+/JAMM. 

Il s’étend de l’acide aminé 372 à 470 chez l’Homme et 363 à 461 chez la souris. Celui‐ci est composé 

de cinq hélices alpha et sa structure est stabilisée autour d’un cœur hydrophobe comme observé 

dans  d’autres  domaines  SWIRM  (Tochio  et  al.  2006;  Qian  et  al.  2005;  Da  et  al.,  s. d.).  Des 

expériences  d’immunoprécipitation  ont  démontré  que  le  domaine  SWIRM  de MYSM1  est  requis 

pour  une  interaction  avec  TRAF3  et  TRAF6  (TNF  receptor  associated  factor),  deux  facteurs  de  la 

famille  TRAF,  permettant  la  transduction  du  signal  d’activation  de  la  réponse  immunitaire.  Les 

domaines SANT et MPN+/JAMM n’étant pas nécessaires pour cette interaction (Panda, Nilsson, et 

Gekara 2015). Egalement, et de manière intéressante, le domaine SWIRM de MYSM1 ne démontre 

aucune interaction avec l’ADN, à l’inverse de son domaine SANT (Yoneyama et al. 2007).  

 

Les  domaines  MPN+  (Mpr1,  Pad1  N‐terminal)  sont  également  appelés  JAMM 

(JAB1/MPN/Mov34 métalloenzyme) et sont un type de domaines retrouvés des archébactéries aux 

eucaryotes (Patterson‐Fortin et al. 2010; Hepowit et al. 2012). Parmi la famille des domaines MPN, 

il existe deux sous classes : les domaines MPN+ et les domaines MPN‐. La différence entre ces deux 

sous classes s’explique par le repliement des domaines MPN+ nécessitant la présence d’un ion zinc 

(Zn2+), ce qui n’est pas le cas pour les domaines MPN‐. Les domaines MPN+, comme celui présent 

dans MYSM1,  contiennent  ainsi  un motif  JAMM,  consistant  en  une  séquence  conservée  de  type 

HXHX permettant de lier l’ion zinc (Zn2+). Cette interaction est à l’origine de l’activité catalytique du 

domaine  qui  permet  d’hydrolyser  la  liaison  covalente  existant  entre  deux  ubiquitines  ou  un 

groupement  ubiquitine  avec  la  lysine  d’une  chaine  peptidique  (Birol  &  Echalier,  2014).  Les 
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domaines  MPN+  sont  ainsi  capables  d’hydrolyser  des  chaines  polyubiquitines  ou  des  liaisons 

ubiquitine/protéine.  A  l’instar  de  MYSM1,  BRCC36  est  un  autre  exemple  de  déubiquitinase  à 

domaine MPN+  et  des  travaux menés  sur  ce  facteur  ont  démontré  une  affinité  des  DUBs  de  la 

famille MPN+ pour les chaines polyubiquitines situées sur les lysines 63 (K63) de différentes cibles 

(Cooper, Boeke, et Cohen 2010). Le domaine MPN/JAMM+ de MYSM1 se situe entre son domaine 

SWIRM et son extrémité C‐terminale et peut être ubiquitiné (P. Zhu et al. 2007). Il s’étend de l’acide 

aminé 577 à 709 chez l’Homme et 568 à 700 chez la souris. Il est important de préciser pour la suite 

que le motif HXHX de la forme humaine de MYSM1 se situe au niveau des acides aminés 656 à 660. 

 

Enfin, MYSM1 possède proche de son extrémité C‐terminale un motif LXXLL, au niveau des 

acides aminés 774 à 778 chez l’Homme et 765 à 769 chez la souris. Cette séquence d’acides aminés 

est  un motif  de  reconnaissance  protéique  localisé majoritairement  au  sein  de  régulateurs  de  la 

transcription.  Ce motif  étant  court,  sa  capacité  d’interaction  avec  des  partenaires  protéiques  est 

alors modulée par plusieurs facteurs comme la capacité de la séquence environnante à former une 

structure en hélice alpha, l’encombrement stérique de la zone concernée ou encore la nature des 

résidus  entourant  le motif.  Egalement,  une  interaction  via  un motif  LXXLL  nécessite,  de manière 

générale, un changement de conformation (Savkur et Burris 2004; Plevin, Mills, et Ikura 2005).  

 

Ainsi, d’après  les données structurales recueillies sur MYSM1,  il apparait que son domaine 

SANT permet une  interaction  avec  l’ADN.  Son domaine  SWIRM, ensuite,  est  nécessaire pour des 

interactions  avec  d’autres  protéines,  tout  comme  son  motif  LXXLL.  Et  enfin,  le  domaine 

MPN+/JAMM est responsable de l’activité déubiquitinase de MYSM1. 
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Schéma 14 : Illustration de la structure de la protéine MYSM1. 

L’alignement des différentes séquences protéiques démontre la conservation et importance du 

domaine MPN/JAMM+ au cours de l’évolution. Les structures tridimensionelles des domaines SANT 

et SWIRM ont été obtenues à partir du site web Uniprot (https://www.uniprot.org/uniprot/Q5VVJ2 

; dernière accesion: 11 Sept, 2018). La structure tridimensionelle du domaine JAMM+ a été obtenue 

en collaboration avec le Dr. Isabelle Callebaut (ENS, Paris). 
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2) Fonctions et interactions de MYSM1 

   

a) MYSM1, chromatine et expression génique 

 

MYSM1  est  une  protéine  nucléaire  ayant  la  capacité  d’interagir  avec  la  chromatine,  et 

possédant  une  activité  de  déubiquitination  spécifique  envers  la  lysine  119 mono  ubiquitinée  de 

l’histone H2A (H2AK119ub) (P. Zhu et al. 2007). Cette marque hétérochromatinienne est associée à 

une répression de la transcription (Hengbin Wang et al. 2004; Benitz et al. 2016) et MYSM1, via son 

activité de déubiquitination, est donc un acteur important de la dérépression transcriptionnelle. 

Cette  activité  de MYSM1  ciblant  H2AK119ub  passe  par  la  formation  d’un  complexe  avec 

l’histone acétyltransférase pCAF. Ce complexe  régule  l’initiation de  la  transcription par  relaxation 

de  la  chromatine,  en  coordonnant  la  déubiquitination  d’H2A  avec  l’acétylation  d’histones 

avoisinantes. Des expériences de co‐immunoprécipitations ont révélé une interaction directe entre 

pCAF  et  MYSM1,  et  ces  résultats  corrèlent  avec  le  fait  qu’acétylation  et  ubiquitination  sont 

généralement opposé en termes d’expression génique (P. Zhu et al. 2007). Concernant son activité, 

MYSM1 déubiquitine préférentiellement H2AK119ub  au niveau de nucléosomes hyperacétylés  et 

donc ciblés par pCAF. Egalement, des travaux menés dans des cellules HEK293T ont révélé qu’une 

suppression de pCAF entraine une augmentation du niveau global d’H2Aub au sein du noyau, ainsi 

qu’une abolition de l’activité transcriptionnelle liée à MYSM1 (P. Zhu et al. 2007). Enfin, un défaut 

en MYSM1 entraîne une augmentation en H3K27me3 au niveau du promoteur de gènes cibles (T. 

Wang et al. 2013). Ces observations démontrent toute l’importance de l’interaction pCAF‐MYSM1, 

ainsi que des MPT d’histones orchestrées par ces deux facteurs. Ces dernières permettent alors la 

relaxation  de  la  chromatine  via  une  dissociation  de  l’histone  H1  servant  de  lien  entre  les 

nucléosomes (P. Zhu et al. 2007; J.‐M. Kim et al. 2015). 

 

b) MYSM1, facteurs de transcription et gènes cibles 

 

Un niveau élevé de prolifération/différenciation, comme dans le système hématopoïétique, 

la  peau  ou  les  intestins,  nécessite  une  étroite  collaboration  entre  remodelages  chromatiniens, 

modifications  d’histones  et  facteurs  de  transcription.  Cette  régulation  complexe  permet 
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d’orchestrer  la  différentiation  et  la  maintenance  des  cellules  souches,  et  d’assurer  un  stock 

fonctionnel de ces dernières, tout au long de la vie d’un individu (Levine et Berger 2017).  

MYSM1  a  été  identifié  lors  d’un  screening  de  régulateurs  de  la  transcription,  comme 

régulateur positif de  l’activité du  récepteur aux androgènes  (RA). USP22 est  requis pour  l’activité 

transcriptionnelle  du  récepteur  aux  androgènes  (RA)  tout  comme MYSM1  (P.  Zhu  et  al.  2007;  Y. 

Zhao et al. 2008).  

Grâce  à  des  expériences  d’immunoprécipitation  de  la  chromatine  (ChIP‐seq),  MYSM1  a 

révélé  une  interaction  avec  près  de  1000  loci  de  gènes  (X.‐X.  Jiang  et  al.  2011).  Au  cours  des 

dernières années, MYSM1 a démontré une implication dans la transcription de nombreux gènes liés 

au  développement  des  cellules  souches  et  progéniteurs  hématopoïétiques  (CSH)  ou 

mésenchymateux (CSM) (Nijnik et al. 2012; P. Li et al. 2016, 1; Haffner‐Luntzer et al. 2018). 

En se liant avec des facteurs de transcription (FT), MYSM1 permet d’activer la transcription 

de gènes cibles. Différents FT comme E2A (X.‐X. Jiang et al. 2011), PU.1 (Won et al. 2014) ou NFIL3 

(V. Nandakumar et al. 2013) sont décrits comme interagissant avec MYSM1. Ces derniers donnent à 

MYSM1  une  grande  importance  dans  la  différenciation,  le  développement  et  le  maintien  de 

nombreuses lignées hématopoïétiques. En effet, ces interactions permettent l’expression de gènes 

tels Ebf1, Pax5, Gfi1, Id2 ou Flt3 (X.‐X. Jiang et al. 2011; V. Nandakumar et al. 2013; T. Wang et al. 

2013; Won et al. 2014; Gatzka et al. 2015). Ebf1, Pax5 ou Gfi1 sont essentiels au développement et 

à la maturation des lymphocytes B, par exemple (X.‐X. Jiang et al. 2011; Vilagos et al. 2012; Åhsberg 

et  al.  2013).  En  ce  qui  concerne  le  gène  Flt3,  important  pour  le  développement  de  cellules 

dendritiques, une augmentation d’H2AK119ub, corrélée avec une augmentation d’H3K27me3, a été 

observée au niveau de son promoteur dans des cellules CSH de souris déficientes en MYSM1 (Won 

et al. 2014).  

Il est  intéressant d’ajouter  ici qu’une  interaction directe a été décrite entre MYSM1 et  les 

facteurs  BRM  (ou  SMARCA2)  et  BRG1  (ou  SMARCA4),  qui  sont  des  sous‐unités  importantes  du 

complexe  SWI/SNF  (Reisman,  Glaros,  et  Thompson  2009;  X.‐X.  Jiang  et  al.  2011).  De  plus  une 

réduction  du  niveau  de  BRM  (par  siARN)  entraine  un  défaut  de  transcription  d’Ebf1  avec  une 

présence réduite de MYSM1 sur son promoteur (X.‐X. Jiang et al. 2011). Ainsi, l’activité de MYSM1 

envers H2AK119ub, permettant l’initiation de la transcription, semble nécessiter en plus de pCAF, la 

présence de complexes remodeleurs de la chromatine ou de certains de leurs sous‐unités. 

Concernant les CSM, un défaut de MYSM1 affecte la transcription de gènes responsables de 

leur différentiation en adipocytes ou ostéoblastes, menant vers une adipogénèse plus  importante 
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et une diminution de l’ostéogénèse (P. Li et al. 2016). Par exemple, un défaut en MYSM1 mène à 

une dérégulation de  l’expression du  gène Runx2,  nécessaire  à  la  différenciation des ostéoblastes 

(Haffner‐Luntzer et al. 2018). 

Enfin, aucune modification significative au niveau de l’expression génique n’a été observée 

entre des MEFs WT et MYSM1 KO (MyKO), ni au niveau d’HAK119ub. MYSM1 ne semble pas avoir 

un  rôle  de  gène de ménage  concernant  la  régulation  de  la  transcription  et  cette  activité  semble 

donc  être  tissu  spécifique  (Nijnik  et  al.  2012).  Egalement,  une  différence  faible  au  niveau  de 

l’expression génique a été observée au sein de cellules souches embryonnaires (CSE), entre WT et 

MyKO. En revanche, aucune différence dans les niveaux d’H2AK119 n’a été relevée. 

 

 
 
Schéma 15 : Illustration du mode d’action de MYSM1 dans la régulation de la transcription. 
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c) MYSM1 et p53 

 

Le  facteur p53 est un  régulateur central de  la  réponse cellulaire au stress  (Levine et Oren 

2009).  Il  est  exprimé de manière  constante par  les  cellules mais  est dégradé  rapidement  via  son 

interaction avec MDM2 (« The MDM2‐P53 Pathway Revisited » 2013, 2). Lors d’un stress cellulaire, 

comme  une  CDB  de  l’ADN,  son  interaction  avec MDM2  est  déstabilisée.  Cette  étape  permet  sa 

stabilisation et l’augmentation de sa concentration au sein de la cellule (« The MDM2‐P53 Pathway 

Revisited »  2013,  2).  p53  agit  alors  comme  régulateur  de  la  transcription  de  voies  spécifiques.  Il 

permet  d’initier  l’arrêt  du  cycle  cellulaire,  l’entrée  des  cellules  en  sénescence  et  en  dernière 

mesure, la mort cellulaire programmée ou apoptose (T. Li et al. 2012; Wawryk‐Gawda et al. 2014). 

C’est  donc  un  facteur  majeur  considéré  comme  protecteur  contre  la  tumorigénèse.  En  effet,  il 

empêche l’accumulation d’une instabilité génomique en induisant la mort cellulaire, ce qui explique 

que  sa  fonction  se  retrouve  altérée  dans  de  nombreuses  lignées  cancéreuses  (« The MDM2‐P53 

Pathway Revisited » 2013, 2; Tokino et Nakamura 2000). Concernant les CSH, p53 possède d’autres 

fonctions  (Pant,  Quintas‐Cardama,  et  Lozano  2012;  Asai  et  al.  2011).  Il  peut  intervenir  dans  la 

quiescence de ces cellules (Y. Liu et al. 2009; Dumble et al. 2007), dans la régulation d’antioxydants 

ou dans la réparation de l’ADN (Abbas et al. 2010; Blanpain et al. 2011). Enfin, il est aussi impliqué 

dans différents checkpoints de différenciation des CSH  (J. Wang et al. 2012).  Il peut par exemple 

affecter la transcription du gène Gfi1 (T. Wang et al. 2013; Y. Liu et al. 2009). 

Une  interaction  directe  entre  MYSM1  et  p53  a  été  observée  lors  d’expériences  de  co 

immunoprécipitations.  Leur  colocalisation,  au  niveau  de  promoteurs  de  gènes  cibles  de  p53,  a 

également été rapportée (Belle et al. 2016). En effet, MYSM1 est recruté au niveau des promoteurs 

de gènes cibles de p53, comme Bbc3 (codant le facteur PUMA) ou Cdkn1 (codant le facteur p21) et 

ce recrutement apparait augmenté après irradiation (Belle et al. 2016). 

De plus, au niveau des promoteurs de ces gènes, une déplétion de MYSM1 s’accompagne 

d’un  recrutement  accru  de  p53  et  d’une  forte  augmentation  d’H3K27ac  et  H3K4me3.  Ces 

modifications,  correspondant  à  l’activation  du  promoteur,  marquent  une  augmentation  de  la 

transcription des gènes cibles de p53 (Belle et al. 2016). MYSM1 apparait donc comme régulateur 

négatif  de  l’expression  des  gènes  cibles  de  p53,  que  ce  soit  en  conditions  physiologiques  ou  en 

réponse  à  un  stress. De plus,  cette  inhibition de  la  transcription  est  réalisée par  recrutement de 

MYSM1  au  niveau  des  promoteurs  de  ces  gènes.  Sa  présence  semble  alors  antagoniser  le 
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recrutement de p53 et inhiber certaines MPT d’histones comme H3K27ac et H3K4me3 (Belle et al. 

2016).  Ces  observations  décrivent  donc  une  fonction  de  MYSM1  à  l’opposé  de  la  dérépression 

transcriptionnelle qui lui était initialement attribuée, rendant ses rôles multiples plus complexes. 

 

d) Autres interactions et fonctions de MYSM1 

 

i) TRAF3 et TRAF6 : 

Au sein de macrophages et après  leur activation par  les  récepteurs aux pathogènes  (PRR : 

pattern‐recognition  receptors),  MYSM1  est  délocalisé  du  noyau  vers  le  cytoplasme  avant  d’être 

rapidement  dégradé  via  le  protéasome.  Après  stimulation  du macrophage  par  infection, MYSM1 

s’accumule dans le cytoplasme des cellules en 30 à 60 minutes, et disparaît autour de 180 minutes 

post‐stimulation (Panda, Nilsson, et Gekara 2015). Une inhibition de la synthèse protéique a permis 

d’abolir  cette  accumulation  cytoplasmique  sans  perturber  le  niveau  de MYSM1  nucléaire,  ce  qui 

signifie que la stimulation de ces cellules entraine une augmentation rapide et brève de l’expression 

de MYSM1.  

MYSM1  cytoplasmique  interagit  alors  avec  les  facteurs  TRAF3  et  TRAF6.  Il  permet  leur 

stabilisation  en  retirant  les  chaînes  polyubiquitines  situées  sur  la  lysine  63  (K63)  de  ces  derniers 

(Panda, Nilsson,  et Gekara  2015).  TRAF3  et  TRAF6  (Tumor  necrosis  factor  Receptor  –  Associated 

Factors) sont des molécules de signalisations cellulaires impliués dans la réponse immunitaire aux 

pathogènes,  et  plus  particulièrementdans  la  régulation  de  la  réponse  inflammatoire.  En  retirant 

leur chaîne de polyubiquitine, MYSM1 évite leur dégradation via le protéasome, pour un court laps 

de  temps,  favorisant  la  réponse  inflammatoire.  Il  est  intéressant  de  préciser  ici  que  MYSM1 

cytoplasmique  se  lie  aux  K63polyub  de  TRAF3  et  TRAF6  mais  ne  se  lie  pas  à  pCAF.  Egalement, 

comme  mentionné  précédemment,  cette  interaction  entre  TRAF3/TRAF6  et  MYSM1  dépend 

uniquement du domaine SWIRM de ce dernier (Panda, Nilsson, et Gekara 2015). 

Ces  observations  font  de  MYSM1  un  modulateur  important  de  l’immunité  innée  en 

contenant  l’activation  macrophagique.  En  effet,  son  absence  s’accompagne  d’une  réponse 

inflammatoire exagérée permettant une clairance virale plus rapide mais rendant l’organisme plus 

permissif aux maladies  inflammatoires, chez  la souris et chez  l’Homme (Panda, Nilsson, et Gekara 

2015). 
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Schéma 16 : Illustration d’une fonction de MYSM1 dans la déubiquitination de facteurs non‐
chromatiniens. 
 

ii) MYSM1 et cancers : 

Lors de la transformation de cellules en cellules cancéreuses, une surexpression de MYSM1 

permettrait  une  augmentation  de  l’expression  de  gènes  impliqués  dans  la  croissance  et  la 

prolifération  cellulaire.    En  effet, MYSM1  est  surexprimé  dans  certains  cancers  de  la  prostate  et 

cette observation corrèle avec un niveau réduit d’H2AK119ub dans les cellules de ces derniers (P. 

Zhu et al. 2007; Wilms et al. 2017). Egalement, MYSM1 est surexprimé dans un grand nombre de 

mélanomes  humains.  Ces  cancers  de  la  peau  démontrent,  dans  de  nombreux  cas,  une 

surexpression du gène cMET impliqué dans la survie des mélanosomes. De façon intéressante, il a 

été montré que MYSM1 pouvait se  lier au promoteur de ce gène (Kubic et al. 2015; Scholl et al., 

s. d.; Puri et al. 2007; Wilms et al. 2017).  

Une surexpression de MYSM1 a aussi été observée dans des cas de cancers colorectaux (Y. Li 

et al. 2017). Le traitement de cellules SW40, issues de métastases d’un ganglion lymphatique, par 

des  siARN afin de diminuer  l’expression de MYSM1, a démontré une  réduction de  la  capacité de 
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migration  et  d’invasion  de  ces  cellules  (Y.  Li  et  al.  2017).  Ces  résultats  font  donc  de MYSM1  un 

facteur  potentiellement  oncogène.  Cependant,  ce  dernier  a  également  démontré  des  fonctions 

inverses en ralentissant  la migration et  l’invasion de carcinomes rénaux via une  inhibition de  leur 

transition épithélio‐mésenchymateuse (Zhou et al. 2016). 

 

3) Conséquences d’un défaut de MYSM1 

 

a) Etude de modèles murins 

 

MYSM1  est  exprimé  de  façon  quasi  ubiquitaire  durant  les  premières  étapes  de 

développement embryonnaire et devient plus spécifique en avançant vers le stade adulte (Nijnik et 

al. 2012). 

Les  souris déficientes en MYSM1  (Mysm1‐/‐ ou MyKO), à  l’instar des  souris déficientes en 

USP3  (Usp3‐/‐),  sont  viables  mais  démontrent  des  anomalies  morphologiques  et  fonctionnelles 

(Nijnik  et  al.  2012;  X.‐X.  Jiang  et  al.  2011;  Lancini  et  al.  2014a).  De  plus,  les  souris  MyKO  sont 

caractérisées  par  un  niveau  significatif  de  mortalité  embryonnaire  en  ne  représentant  que  10% 

d’une portée dans un  croisement de parents hétérozygotes  (Nijnik  et  al.  2012).  Les  souris MyKO 

présentent  un  retard  de  croissance  intra  utérin,  avec  une  taille  et  un  poids  plus  faible  que  la 

moyenne,  et  des  défauts  développementaux  comme  une  queue  tronquée  ou  une  paralysie  des 

pattes  arrières  (X.‐X.  Jiang  et  al.  2011;  Nijnik  et  al.  2012).  Il  est  intéressant  de  préciser  que  la 

paralysie  des  membres  inferieurs  et  le  défaut  de  préhension  observée  chez  les  souris  MyKO, 

ressemblent  à  un  défaut  causé  par  une  délétion  du  facteur  de  transcription  Pax3  (Epstein  et  al. 

1996; Nijnik et al. 2012; Belle et al. 2016). Les souris portant une mutation hétérozygote du gène 

MYSM1  (MyHET)  ne  montrent  aucune  différence  avec  des  souris  possédant  un  gène  MYSM1 

normal (WT) (X.‐X. Jiang et al. 2011).  

 

i) Défauts immuno hématologiques : 

Une absence de MYSM1 dans un modèle murin révèle une létalité embryonnaire partielle, 

un  retard  de  croissance  et  également  une  déficience  hématopoïétique  sévère  incluant  une 

lymphopénie et une anémie (X.‐X. Jiang et al. 2011; Nijnik et al. 2012; V. Nandakumar et al. 2013).  
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MYSM1 est particulièrement actif (au niveau régulation transcriptionnelle) dans le système 

hématopoïétique  (Nijnik  et  al.  2012).  Comme  expliqué  précédemment,  celui‐ci  agit  contre  la 

répression  transcriptionnelle  de  nombreux  gènes  essentiels  pour  le  développement  et  la 

différenciation  de  plusieurs  lignées.  La  fréquence  de  pré  et  pro  lymphocytes  B  est  grandement 

réduite  chez  les  souris  MyKO  au  sein  de  la  moelle  osseuse,  révélant  un  blocage  dans  le 

développement des lymphocytes B précoces (X.‐X. Jiang et al. 2011). Les souris MyKO démontrent 

aussi  une  réduction  de  la  fréquence  et  du  nombre  de  lymphocytes  NK.  En  revanche,  les 

lymphocytes  T  (CD4+  et  CD8+)  sont  moins  affectés  par  une  déficience  en  MYSM1,  avec  une 

réduction moins  importante de  leurs populations (V. Nandakumar et al. 2013). Enfin, une anémie 

avec  réduction  du  nombre  d’érythrocytes  et  une  thrombocytose  (augmentation  du  taux  de 

plaquettes) sont caractéristiques d’un modèle MyKO (Nijnik et al. 2012). 

Cette altération des lignées hématopoïétiques s’explique par un défaut de l’homéostasie et 

de la quiescence des CSH (Huo et al. 2018) ainsi qu’un blocage de la différenciation au niveau des 

lignées lymphoïdes et érythroïdes. Les composants du complexe PRC1 (Bmi1, Mel18, Ring1a/b), qui 

reconnaissent  H3K27me3  et  inhibent  de  façon  compétitive  le  complexe  remodeleur  de  la 

chromatine  SWI/SNF,  sont  des  régulateurs  reconnus  de  la  maintenance  des  CSH  et  du 

développement  des  lymphocytes  T  (Majewski  et  al.  2010;  Naito  et  Taniuchi  2013).  De  façon 

comparable à  la pathophysiologie de souris déplétées en Bmi1 (membre du complexe PRC1), une 

lymphopénie  post‐natale  des  souris  MyKO  corrèle  avec  une  déplétion  progressive  des  CSH 

probablement  causée  par  une  activation  de  la  DDR,  due  à  une  surproduction  de  ROS  dans  ces 

lignées hématopoïétiques (Nijnik et al. 2012).  

 

    ii) Défauts de l’ostéogénèse et cutanés : 

Un modèle murin MyKO se caractérise également par un défaut de l’ostéogénèse avec une 

réduction en taille et densité des os longs, et une augmentation de l’adipogénèse (P. Li et al. 2016). 

Ce défaut d’ostéogénèse, s’aggravant avec l’âge (P. Li et al. 2016), peut s’expliquer par l’importance 

de MYSM1  pour  la  différenciation  et  la  survie  des  ostéoclastes  et  des  ostéoblastes.  En  effet,  un 

défaut  de  différenciation  de  ces  cellules  corrèle  avec  un  défaut  d’expression  du  gène  Runx2 

(Vimalraj et al. 2015; Haffner‐Luntzer et al. 2018), dont l’absence de MYSM1 pourrait être la cause.  

Un  modèle  murin  MyKO  démontre  également  un  phénotype  anormal  au  niveau  des 

follicules  de  la  peau  et  de  la migration  des mélanoblastes  (Liakath‐Ali  et  al.  2014).  En  effet,  les 

souris MyKO affichent une décoloration sous forme de taches blanches au niveau du ventre. Cette 
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décoloration caractéristique apparait autour du 14ème jour de vie et correspond à un phénotype 

« Bst »  (Belly‐spot and  tail)  (Wilms et al. 2017). Ces  tâches  sont communes dans des modèles de 

souris caractérisés par une délétion de gènes  impliqués dans  la  régulation de  la  fonction et de  la 

différentiation des mélanocytes, et dans l’apparition de mélanomes (G. J. Walker et Hayward 2002; 

I. J. Jackson, s. d.).  

Il  faut  ici  ajouter qu’aucun défaut au niveau du collagène n’a été  relevé dans  la peau des 

souris MyKO. Cette  fonction des  fibroblastes ne  semble donc pas être affectée par une perte de 

MYSM1 (Wilms et al. 2018). 

 

    iii) MYSM1 et p53 chez la souris : 

Les modèles de souris MyKO démontrent une augmentation des niveaux de p53 et de ROS 

au sein des CSH (Nijnik et al. 2012). Cette augmentation du stress oxydatif pourrait expliquer, au 

moins partiellement,  l’activation et  les niveaux élevés de p53 dans ces cellules. Or, un traitement 

par  antioxydants de  ces  souris n’a  révélé  aucune amélioration du phénotype.  L’augmentation de 

ROS dans ces cellules ne semble donc pas être à l’origine de l’activation de p53 (Belle et al. 2015). 

Cette augmentation semble en fait provenir d’une augmentation de l’expression du facteur p19ARF, 

due à une absence de MYSM1. En effet, p19ARF permet la stabilisation de p53 en bloquant l’action 

de  MDM2  (Gatzka  et  al.  2015;  Bieging‐Rolett  et  al.  2016).  MYSM1,  qui  est  impliqué  dans  la 

répression transcriptionnelle des voies sous‐jacentes de p53, inhibe l’activation de p53 en bloquant 

la transcription du facteur p19ARF. 

De  façon  surprenante  et  en  contraste  avec  des  souris MyKO qui  démontrent  des  défauts 

développementaux et un retard de croissance, les souris doublement déficientes en MYSM1 et p53 

(DKO) ne démontrent aucun de ces défauts et affichent une taille et une apparence normales (Belle 

et  al.  2015).  Ceci  est  particulièrement  remarquable  pour  le  développement  de  la  queue  qui  est 

totalement  corrigé  dans  la  DKO  p53/mysm1.  Ces  souris  DKO  possèdent  également  une 

lymphopoïèse normale (Belle et al. 2015).  Il apparait alors que la suppression de p53 restaure  les 

mécanismes d’auto régénération et différenciation des CSH. De façon intéressante, un modèle de 

souris  MyKO  p53+/‐  dévoile  un  phénotype  hématopoïétique  intermédiaire,  suggérant  un  effet 

dose‐dépendant pour l’activité de p53 (Belle et al. 2015).  

Les souris DKO meurent après 6 à 9 mois, majoritairement à cause de lymphomes thymiques 

(Belle et al. 2015). Et, ces de tumeurs ressemblent à celles développées par les souris déficientes en 

p53  (Donehower  2014).  Par  ailleurs,  une  augmentation  significative  de  l’espérance  de  vie  a  été 
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observée chez les souris MyKO p53+/‐ en comparaison aux souris MyKO ou DKO (Belle et al. 2015). 

Cette amélioration pourrait s’expliquer par une amélioration de l’homéostasie des CSH, repoussant 

une létalité liée au cancer.  

 

En allant plus loin dans la voie p53, la génération de modèles murins déficients en MYSM1 et 

PUMA (DKOpuma) a démontré une restauration du phénotype concernant les défauts cutanés, les 

malformations  des  pattes  arrière  et  de  la  queue,  ainsi  qu’une  réduction  du  retard  de  croissance 

intra utérin. Ce modèle de souris DKOpuma a également révélé une restauration de la cellularité au 

niveau de la moelle osseuse, suggérant une récupération de l’hématopoïèse bien que la cellularité 

au  niveau du  thymus  et  de  la  rate  soit  restée  basse.  En  parallèle,  un modèle murin  déficient  en 

MYSM1 et p21  (DKOp21)  a  révélé un  taux élevé de mortalité  embryonnaire ou néonatale,  et  les 

animaux survivants n’ont démontré aucune amélioration du phénotype (Belle et al. 2016).  

Cette  amélioration du phénotype  via un double KO MYSM1 et  PUMA pourrait  s’expliquer 

par une viabilité synthétique résultant d’une diminution de signaux pro apoptotiques (Jeffers et al. 

2003). L’augmentation des ROS observés dans les CSH de souris MyKO pourrait également être le 

fait d’une surexpression de PUMA dans ces cellules (Z. Liu et al. 2005). Il est cependant important 

de préciser que  la  lymphopoïèse n’est pas  restaurée dans un modèle murin DKOpuma,  signifiant 

que  le défaut de  lymphopoïèse observé dans  les souris MyKO est dû à un autre aspect de  la voie 

p53. En effet,  ce défaut est  restauré dans  la  souris DKO  (Belle et al. 2016). Enfin,  l’expression de 

MYSM1 dans les tissus cutanés diminue avec l’âge chez la souris, et cette perte de MYSM1 entraine 

une atrophie cutanée due à une cellularité réduite. Ce phénomène peut alors s’expliquer par une 

augmentation  de  l’apoptose  de  manière  p53  dépendante.  En  effet,  ces  défauts  cutanés  sont 

corrigés dans la souris DKO (Wilms et al. 2018). 

 

    iv)  MYSM1 et DDR : 

Une  instabilité  génomique  a  été  observée  dans  des  modèles  de  souris  MyKO.  Cette 

instabilité  se  traduit  par  une  augmentation  des  niveaux  de  pH2A.X  dans  certains  types 

cellulaires comme  les  CSH  (Nijnik  et  al.  2012),  les  kératinocytes ou  les mélanocytes  (Wilms et  al. 

2017,  2018).  L’origine  de  cette  instabilité  est  incertaine.  Elle  pourrait  s’expliquer  par  l’état  pro 

apoptotique de ces cellules (activation de p53) en l’absence de MYSM1 (Fumagalli et al. 2014), ou 

par  une  fonction  encore  inconnue  de  MYSM1  au  sein  de  la  DDR,  expliquant  une  instabilité 

génomique si celle‐ci venait à être déstabilisée.  
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Dans  le  prolongement  de  cette  hypothèse,  une  mortalité  élevée  des  souris  MyKO  a  été 

observée à la suite d’une irradiation (RI) ou d’un traitement au 5‐fluoro‐uracile (5FU) qui entraine 

un stress réplicatif (T. Wang et al. 2013; J. J. Lee, Beumer, et Chu 2016). Egalement, une absence de 

MYSM1  augmente  la  sensibilité  aux  RI  des  lymphocytes  T  CD8+,  via  une  augmentation  de 

l’apoptose  p53‐dépendante,  mais  ne  change  pas  la  sensibilité  des  lymphocytes  T  CD4+.  Cette 

augmentation de  l’apoptose des  lymphocytes T CD8+  se  retrouve aussi  après  stimulation du TCR 

(Förster et al. 2017). 

Enfin, MYSM1 a été décrit comme étant surexprimé après exposition aux UV de cellules du 

derme (kératinocyte et mélanocytes) (Wilms et al. 2017).  

 

b) Déficience de MYSM1 chez des patients humains 

 

Il  existe  seulement  trois  publications  rapportant  un défaut  de MYSM1  chez  l’Homme.  Les 

résultats  obtenus  après  étude de  ces  patients  seront  présentés  ci‐dessous,  en  respectant  l’ordre 

chronologique des publications. 

 
i) (Alsultan et al. 2013): 

Une mutation homozygote c.1168 G>T, située sur le gène MYSM1, a été identifiée dans une 

fratrie de deux enfants présentant une anémie, une  thrombocytopénie et des niveaux  faibles de 

lymphocytes  NK  et  B.  De  façon  intéressante,  ces  deux  enfants  partagent  un  phénotype 

immunologique proche de celui des modèles murins MyKO.  

Le premier patient est une jeune fille de 4 ans (au moment du diagnostic) ayant montré des 

signes  d’anémie  à  l’âge  de  4  mois,  nécessitant  des  transfusions  sanguines  régulières.  Celle‐ci, 

hormis  une  dysmorphie  faciale,  ne  présentait  aucun  défaut  développemental.  A  6  mois,  une 

analyse de la moelle osseuse a révélé une hypocellularité légère qui s’est corrigée avec le temps. La 

patiente est devenue transfusion  indépendante à  l’âge de 9 mois avec un retour à  la normale du 

niveau d’hémoglobine.  

Le deuxième patient est le frère cadet de la première patiente. A l’âge de 15 mois, celui‐ci a 

présenté  des  signes  identiques  d’anémie  avec  une  chute  de  l’hémoglobine.  L’évolution  de  la 

pathologie  a  suivi  le  même  chemin  que  celle  de  sa  sœur,  bien  que  sa  dépendance  envers  les 

transfusions sanguines se soit prolongée jusqu’à l’âge de 33 mois. Une étude de sa moelle osseuse 

a  révélé  une  érythropoïèse  avec  granulopoïèse  et  mégacaryopoïèse  réduites  ainsi  que  des 
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aberrations nucléaires au niveau des précurseurs érythroidiens (présence de noyaux binucléés et de 

ponts chromatiniens internucléaires).  

Une cartographie d’homozygotie du génome a été réalisée sur cette famille. Une mutation 

homozygote  faux‐sens  du  gène  codant  la  protéine MYSM1 et  portée par  les  deux patients  a  été 

identifiée (c.1168G>T)  menant  au  remplacement  de  l’acide  aminé  E390  par  un  codon  stop 

(p.E390*) (Alsultan et al. 2013).  

 

  Malgré  la  description  de  ces  deux  phénotypes  cliniques  très  similaires  et  l’identification 

d’une mutation sur le gène MYSM1, les auteurs n’ont pu démontrer de façon formelle un lien entre 

la pathologie observée et un défaut de MYSM1. 

 

ii) (Le Guen et al. 2015): 

Les résultats publiés par Le Guen et al, en 2015 ont été obtenus au sein du laboratoire DGSI 

et ont permis d’initier les travaux présentés dans cette thèse.  

 

Le patient, décrit par Le Guen et al., est un garçon, premier né d’une  famille consanguine 

d’origine  Turque.  Celui‐ci  est  né  à  terme.  A  la  naissance,  son  poids  et  sa  taille  étaient  dans  la 

moyenne basse (25eme percentile) et celui‐ci présentait une microcéphalie. Il souffrait également 

de  détresse  respiratoire  due  à  une  atrésie  des  choanes,  et  d’une  surdité  bilatérale  due  à  une 

absence de nerfs cochléovestibulaires. Ce patient présentait également une anémie arégénérative 

sévère accompagnée d’une leucopénie. Des prélèvements de la moelle osseuse et un test CFA pour 

« colony‐forming  assay »  ont  révélé  une  forte  réduction  des  progéniteurs  érythroides  et 

granulomonocytaires  en  comparaison  d’un  contrôle  sain.  Egalement  un  blocage  au  niveau  de  la 

différenciation des  lymphocytes B a pu être  relevé. Au niveau périphérique,  le patient présentait 

une  absence  complète  de  lymphocytes  B  (alymphocytose  B),  une  réduction  importante  des 

lymphocytes T (lymphopénie T) et particulièrement des lymphocytes T CD4+, et une réduction plus 

modérée  des  lymphocytes  NK.  Il  est  important  d’ajouter  qu’une  réduction  importante  des 

lymphocytes T CD4+ naïfs, dans les échantillons de sang du patient, s’accompagnait d’un répertoire 

du TCR normalement diversifié.  

La  recherche  d’un  facteur  génétique  impliqué  dans  cette  pathologie  par  cartographie 

d’exome  complet  (Whole  Exome  Sequencing)  couplée  à  une  recherche  d’homozygotie  (Whole 

Genome Homozygosity Mapping) a permis d’identifier une mutation homozygote affectant le gène 
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MYSM1.  Cette mutation  se  trouve  en  position  1967  (c.1967A>G)  et mène  à  la  substitution  d’un 

acide aminé (p.H656R). Cette substitution se situe dans le domaine MPN+/JAMM, au niveau de la 

séquence  HXXHXX  responsable  de  l’interaction  avec  l’ion  zinc  (Zn2+).  Des  expériences 

d’immunofluorescence  ont montré  que  la mutation menait  à  une  réduction  de  la  stabilité  de  la 

protéine. En effet,  la protéine MYSM1 mutée, ou H656R, est  localisé au niveau du noyau mais de 

manière moins abondante. Ce niveau plus faible d’H656R a été confirmé via Western blots, à partir 

de lysats protéiques issus de fibroblastes primaires du patient. 

Au cours de cette étude, une amélioration importante du bilan immuno hématologique du 

patient a pu être observée après quelque mois. De façon étonnante, malgré une absence totale de 

lymphocytes B depuis la naissance, un niveau normal de ces derniers a pu être relevé à l’âge de 33 

et  39  mois.  Ces  lymphocytes  B  présentaient  un  répertoire  du  BCR  polyclonal  diversifié  et  leur 

apparition  a  été  accompagnée  d’une  correction  des  niveaux  de  lymphocytes  T  et  NK,  des 

réticulocytes  et  des  neutrophiles  circulants.  Afin  de  comprendre  l’origine  de  cette  amélioration 

spontanée  du  phénotype  immuno  hématologique  du  patient,  de  l’ADN  génomique  issu  des 

lymphocytes B nouvellement apparus a été soumis à une analyse d’haplotype par microsatellites. 

Ce test a permis de vérifier que ces nouvelles cellules ne provenaient pas de cellules maternelles, 

comme cela peut être le cas dans certaines situations (Touzot et al. 2012). Un séquençage du gène 

MYSM1 dans ces cellules a été réalisé par la suite, révélant une réversion génétique sur un allèle. 

Les  fibroblastes du patient présentaient donc une mutation homozygote c.1967A>G alors que  les 

lymphocytes B présentaient une mutation hétérozygote c.1967A>G. Cet évènement somatique rare 

est  appelé  « back mutation »  ou  réversion  génétique  « vraie »  (Gregory  et  al.  2001;  Gross  et  al. 

2002).  Afin  de  préciser  l’origine  de  cette  réversion,  un  séquençage  de  plusieurs  types  cellulaires 

triés, provenant d’un prélèvement de moelle osseuse ou sanguin, a été réalisé. Celui‐ci a permis de 

quantifier la présence de séquence WT ou mutée au sein des différentes lignées. Cette technique a 

alors mis en évidence une hétérozygotie pour la réversion du gène MYSM1 dans les CSH du patient. 

La  réversion  génétique  spontanée  semble  ainsi  avoir  eu  lieu  au  sein  d’une  cellule  souche 

hématopoïétique, menant  à  la  restauration  d’un  phénotype  immuno  hématologique  normal  par 

avantage sélectif, confirmée par une hétérozygotie dans toutes les lignées immuno hématologiques 

du patient (Le Guen et al. 2015). 

 

Ces travaux ont permis d’associer une mutation affectant la stabilité de la protéine MYSM1 

à  une  défaillance  du  système  hématopoïétique,  menant  à  une  immunodéficience  sévère.  En 
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revanche,  bien  que  le  phénotype  clinique  du  patient  ressemble  fortement  au  phénotype  d’un 

modèle  murin  MyKO,  aucune  donnée  ne  permet  d’expliquer  les  défauts  développementaux 

accompagnant cette immunodéficience. 

 

iii) (Bahrami et al. 2017): 

Les  résultats  obtenus  par  Bahrami  et  al.  ont  été  publié  trois  ans  après  le  début  de  cette 

thèse.  Ceux‐ci  ont  donc  permis  d’obtenir  plus  d’informations  quant  aux  possibles  conséquences 

d’un défaut de MYSM1. 

En effet, Bahrami et al. rapportent ici une étude menée sur deux patients issus d’une même 

fratrie  (frère et sœur) et souffrant d’une aplasie médullaire avec un syndrome myélodysplasique, 

une immunodéficience sévère et des problèmes développementaux (déformations du squelette et 

cataracte)  ainsi  qu’un  retard  mental  dû  à  un  volume  réduit  de  la  boite  crânienne.  Une  analyse 

génétique  de  cette  famille  a  permis  d’identifier  la  présence  d’une  mutation  du  gène MYSM1 

(c.1168G>T), menant à l’apparition d’un codon stop p.E390* identique à celle décrite par Asultan et 

al. De manière intéressante, les cellules de ces patients ont révélé une sensibilité accrue au stress 

génotoxique avec une augmentation de phospho‐p38, de ROS et une diminution de la survie après 

irradiation aux UV. 

Le  premier  patient  est  né  prématurément,  et  souffrait  dès  la  naissance  d’une  anémie 

sévère.  Durant  les  deux  premières  années  de  vie,  ce  dernier  a  également  développé  plusieurs 

épisodes d’infections pulmonaires.  Le phénotype  clinique de  ce patient  regroupe une défaillance 

médullaire,  un  retard  de  croissance  et  des  défauts  développementaux  incluant  une  asymétrie 

thoracique  et  fémorale,  une  taille  réduite  des  os  métacarpiens,  une  peau  sèche,  une 

trigonocéphalie (fusion précoce de la suture métopique qui donne au front une forme triangulaire), 

une  déformation  du  faciès,  une  hyperplasie  des  gencives,  une  cataracte  bilatérale  et  un  retard 

mental associé à une microcéphalie. 

Le  second  patient  est  également  né  prématuré,  et  souffrait  d’une  anémie  et  d’une 

insuffisance cardiaque. Durant les deux premières années de vie, celui‐ci a déclenché deux épisodes 

infectieux  des  voies  respiratoires  supérieures.  Son  phénotype  clinique  regroupe  une  défaillance 

médullaire, un retard de croissance et des problèmes développementaux incluant des bras et doigts 

courts,  une  protrusion  bilatérale  des  clavicules,  une  peau  sèche  accompagnée  d’eczéma,  une 

cardiomyopathie,  une  déformation  du  faciès,  une  hyperplasie  des  gencives  avec  un  retard  de  la 

dentition et un retard mental associé à une microcéphalie. 
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Une analyse des biopsies de moelle osseuse de ces patients a révélé, dans les deux cas, une 

hypocellularité  ainsi  qu’un  niveau  augmenté  d’adipocytes.  Une  analyse  cytogénétique  de 

précurseurs  myéloïdes  ou  de  cellules  lymphoïdes  traités  à  la  mitomycine  C  a  révélé  un 

caryogramme normal. 

Les  cellules  sanguines  (PBMC)  des  patients  ont  présenté  un  niveau  augmenté  de  pH2A.X 

basal  comparé  à  un  contrôle  sain  ou  aux  cellules  des  parents.  Après  irradiation  UV,  une 

augmentation du niveau de pH2A.X a été observée  indépendamment de  la présence de MYSM1. 

Cependant,  les cellules des patients ont démontré une  réduction du nombre de  foci pH2A.X plus 

lente avec des niveaux élevés de pH2A.X toujours présents 72 heures après irradiation UV.  

Concernant  la réponse au stress, une augmentation de l’activation de p53 et du niveau de 

ROS après stress génotoxique a été observée dans les fibroblastes de ces patients. Une restitution 

partielle de la résistance aux UV a été observée après transfection et reconstitution de l’expression 

de MYSM1. De plus,  les  cellules des patients ont démontré une  récupération plus  lente du  cycle 

cellulaire  après  irradiation  UV  ainsi  qu’une  augmentation  du  taux  de  cellules  apoptotiques.  Les 

cellules  B‐EBV  des  patients  ont  également  révélé  une  sensibilité  accrue  à  l’étoposide,  composé 

génotoxique bloquant l’activité de l’ADN polymérase et induisant un stress réplicatif (Bahrami et al. 

2017).  
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Tableau 01 : Phénotype clinique des patients MYSM1 décrits dans la littérature. 

   



 

 92 

Chapitre 5 : [Régulation des télomères et défauts 

associés] 

 

La stabilité du génome est cruciale pour la survie et la santé d’un organisme. Les télomères, 

situés  aux  extrémités  des  chromosomes  linéaires,  servent  à  assurer  une  réplication  correcte  du 

génome après chaque division cellulaire et protègent ces extrémités des voies de réparation (Palm 

et de Lange 2008). Ce sont des structures nucléoprotéiques essentielles pour la survie cellulaire et 

impliquées dans de nombreux processus physiologiques.  

  Le  laboratoire  DGSI,  où  ce  travail  de  thèse  a  été  réalisé,  s’intéresse  également  à  la 

caractérisation et la compréhension de pathologies associées à une dérégulation des télomères. Ce 

chapitre 5 sera donc centré sur une description du rôle des télomères et des pathologies associées 

à leur dysfonctionnement.   

 

1) Les  télomères :  complexes  nucléoprotéiques  à  l’extrémité  des 

chromosomes linéaires 

 

a) Généralités 

 

  Les  télomères  sont  des  structures  nucléoprotéiques  complexes  situées  à  l’extrémité  des 

chromosomes  eucaryotes.  Ces  structures  sont  définies  par  une  répétition de  séquences  TTAGGG 

chez les mammifères, liées par différents complexes protéiques (MEYNE, RATLIFF, et MoYzIs 1989; 

de Lange et al. 1990; W. E. Wright et al. 1997; Agnel Sfeir et al. 2009). Une des principales fonctions 

des  télomères est de permettre à  la cellule de distinguer une  terminaison chromosomique d’une 

CDB  de  l’ADN.  Ils  évitent  ainsi  l’activation  inappropriée  de  la  DDR  et  des  voies  NHEJ  ou  RH  qui 

peuvent  conduire  à  l’activation  continue  des  checkpoints  cellulaires  ainsi  qu’à  la  fusion  ou  la 

recombinaison  de  ces  extrémités.  La  réplication  unidirectionnelle  des  télomères  et  leur 

composition  riche  en  bases  G  et  en  séquences  répétées  en  font  aussi  des  structures 

particulièrement instables pouvant se comporter comme des sites fragiles (Agnel Sfeir et al. 2009). 
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  Enfin,  les  tailles des  télomères  chez  l’homme et  la  souris  sont différentes.  La biologie des 

télomères  est  par  conséquent  parfois  différente  entre  un modèle murin  et  l’Homme.  La  (ou  les) 

fonction(s) de facteurs télomériques peuvent alors s’avérer mieux connue(s) chez la souris que chez 

l’homme  dans  certains  cas,  et  les  généralisations  entre modèles murins  et  humains  demandent 

parfois de la prudence. 

 
i. Structure de l’ADN télomérique : 

La  terminaison des  télomères est  caractérisée par une extension d’ADN simple‐brin  sur  le 

brin portant la séquence TTAGGG, et donc riche en bases G. Chez l’Homme, les télomères peuvent 

s’étendre de 2 à 14 kbp, l’extension 3’ simple‐brin représentant environ 200bp (Hockemeyer et al. 

2005). 

Cette extension 3’ simple‐brin permet la formation d’une structure d’ordre supérieur via son 

repliement et son insertion au sein de l’ADN télomérique double‐brin. Cette structure ainsi formée 

est  appelée  T‐loop  pour  boucle  télomérique.  Celle‐ci  peut  se  révéler  imposante  et  mesurer 

plusieurs  centaines  de  kilobases  chez  la  souris  (Griffith  et  al.  1999;  Doksani  et  al.  2013;  J. 

Nandakumar et Cech 2013). Son existence a été démontrée par microscopie électronique (Griffith 

et al. 1999) et microscopie à super résolution (Doksani et al. 2013; Van Ly et al. 2018). 

La T‐loop permet de protéger  l’extension 3’ simple brin en  la dissimulant au sein de  l’ADN 

télomérique  double‐brin,  empêchant  sa  détection  par  les  voies  de  réparation  de  l’ADN.  Ce 

processus  est  essentiel  afin  d’éviter  une  activation  des  kinases  ATM  et  ATR  par  une  extrémité 

chromosomique que  la cellule considérerait à tort comme une CDB (Zglinicki et al. 2005). La DDR 

peut  être  détectée  aux  télomères  par  la  présence  de  TIF  (telomere  induced  foci)  (H.  Takai, 

Smogorzewska,  et  de  Lange  2003),  c’est  à  dire  un  recrutement  sous  forme  de  foci  (foyers)  de 

facteurs  tels  53BP1  ou  MDC1  et  la  phosphorylation  de  H2AX    aux  télomères  (H.  Takai, 

Smogorzewska, et de Lange 2003). 

Les  quadruplex‐G  sont  un  autre  type  de  structure  pouvant  être  retrouvés  au  niveau  des 

télomères. Cette structure est définie par  l’alignement sur un même plan de quatre bases G. Ces 

quatre guanines interagissent via une liaison hydrogène et se stabilisent dans cette conformation. 

La formation de ces liaisons nécessite des conditions thermodynamiques particulières, et certaines 

protéines  télomériques permettent de catalyser  la  formation ou désagrégation des quadruplex‐G 

(Pedroso,  Hayward,  et  Fletcher  2009;  Q.  Wang  et  al.  2011).  Ces  structures  perturbent  les 
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interactions protéiques avec l’ADN télomérique (J. Nandakumar et Cech 2013; Yanez et al. 2005), et 

peuvent être source de stress réplicatif (Rizzo et al. 2009).  

 

 

 

 

 
 
Schéma 17 : Structure de l’ADN télomérique et d’un quadruplexe G. 
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ii. Fonctions des télomères : 

La  fonction  des  télomères  est  finement  régulée  et  dépend  de  leur  taille  ainsi  que  des 

facteurs qui leur sont associés. Leur conformation tridimensionnelle, comme la structure en T‐loop 

ou  une  conformation  G‐quadruplex,  participe  à  la  protection  des  extrémités  chromosomiques, 

assurant la stabilité du génome (Doksani et al. 2013; Bryan et al., s. d.). La structure chromatinienne 

des télomères joue également un rôle important dans leur maintenance et leur régulation (Galati, 

Micheli,  et  Cacchione  2013).  Cette  dernière  contient  des  fragments  d’ARN,  contenant  des 

répétitions  de  l’ADN  télomériques.  Ces  fragments  ARN  sont  appelés  TERRA,  et  jouent  un  rôle 

important  dans  le  maintien  des  télomères,  l’organisation  chromatinienne  de  ces  derniers  et  la 

régulation de l’expression génique (Porro et al. 2014). Leur fonction sera abordée plus loin dans ce 

chapitre. 

  Des  marques  d’hétérochromatine  situées  sur  H3K9  et  H4K20  peuvent  être  observées  au 

niveau  des  nucléosomes  télomériques.  Ces  dernières  sont  très  similaires  aux marques  présentes 

dans  l’hétérochromatine  constitutive  (Blasco  2007).  De  ce  fait,  les  télomères  possèdent  une 

conformation plus compacte, pouvant parfois  influencer  l’expression de gènes situés à proximité. 

En  effet,  grâce  à  un  phénomène  appelé  TPE  (Telomere  Position  Effect),  les  télomères  peuvent 

éteindre  l’expression  de  certains  gènes  (Blasco  2007;  Baur  2001).  L’effet  de  répression 

transcriptionnelle  imputée  aux  télomères  apparait  comme  décroissant  avec  l’éloignement  de  la 

région génique concernée (Baur 2001; Stadler et al. 2013; Lou et al. 2009). Il faut noter que le locus 

du  gène TERT est  très proche d’une  région  télomérique,  et  que  sa  transcription est  réprimée en 

présence de télomères longs (W. Kim et al. 2016). Ainsi, alors que l’activité télomérase est présente 

lors des premières étapes du développement, celle‐ci est supprimée dans la plupart des tissus après 

la naissance, probablement pour éviter l’apparition de cancers précoces au sein de l’organisme. Le 

phénomène  de  TPE  permettrait  ainsi  une  auto‐régulation  de  l’expression  du  gène  hTERT  et  de 

l’activité télomérase. 
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b) Elongation des télomères 

 

i. Télomères et division cellulaire : 

La  taille  des  télomères  est  un  facteur  permettant  de mesurer  le  vieillissement  cellulaire, 

ainsi qu’un mécanisme de répression tumorale essentiel (Jerry W Shay et Wright 2002). Puisque les 

télomères représentent  les extrémités chromosomiques,  la machinerie de réplication de l’ADN ne 

peut copier et dupliquer cette séquence dans sa totalité. Ce phénomène est appelé « problème de 

réplication  des  extrémités ».  Les  polymérases  d’ADN  nécessitant  un  fragment  d’Okazaki  pour  la 

réplication du brin  issu du  système  indirect  (lagging),  le brin néosynthétisé  se  retrouve  réduit en 

taille après retrait du fragment d’Okazaki (Wellinger 2014). Ainsi, au cours des divisions cellulaires 

successives,  les  télomères  se  raccourcissent.  En  lien  avec  le  vieillissement,  un  raccourcissement 

excessif des télomères peut être associé à un risque élevé de maladies cardiovasculaires, déficience 

hépatique, hypertension et/ou athérosclérose (Haycock et al. 2014; Willeit et al. 2010; Cawthon et 

al. 2003; Aubert et Lansdorp 2008). 

Chez  les  eucaryotes,  l’attrition  des  télomères  peut  être  compensée  par  l’activité  d’un 

complexe enzymatique spécifique, la télomérase. Cette dernière permet de rajouter des fragments 

répétés de  séquence  télomérique  aux extrémités  chromosomiques,  s’opposant  ainsi  à  l’effet  des 

divisions cellulaires (Blackburn, Greider, et Szostak 2006). Si les télomères deviennent trop courts, 

ces  derniers  perdent  leur  protection  et  sont  alors  exposés  à  une  activation  de  la  DDR.  Celle‐ci 

s’accompagne  alors  de  l’activation  des  checkpoints  cellulaires  et  de  l’augmentation  des  niveaux 

intracellulaires en p53. Les cellules entrent alors en sénescence puis en apoptose (Roake et Artandi 

2017).  Cependant,  si  cette  barrière  à  la  prolifération  est  outrepassée  par  un  changement 

d’expression  au  niveau  de  facteurs  antitumoraux  ou  oncogéniques,  entrainant  une  perte 

d’activation  des  checkpoints  cellulaires,  les  télomères  continuent  de  se  réduire  menant  vers  un 

cycle  de  fusions/cassures  chromosomiques  augmentant  l’instabilité  génomique  et  le  risque 

d’apparition  d’un  cancer  (Jerry  W.  Shay,  Wright,  et  Werbin  1991).  Paradoxalement,  et  afin  de 

restaurer  une  réplication  soutenue,  une  réactivation  du  complexe  télomérase  est  fréquemment 

observée au sein de cellules cancéreuses (J.W. Shay et Bacchetti 1997).  

Enfin, la longueur des télomères est en partie héritée génétiquement (Noguera, Metcalfe, et 

Monaghan 2018), mais leur raccourcissement peut être accéléré par un grand nombre de facteurs 

génotoxiques endogènes et exogènes (X. Zhang et al. 2013; Grahame et Schlesinger 2012; Theall et 
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al.  2013;  Hoxha  et  al.  2009;  Pavanello  et  al.  2010).  Certains  facteurs  environnementaux  sont 

d’ailleurs considérés comme des sources potentielles de pathologies liées au vieillissement comme 

le diabète ou  les maladies neurodégénératives  (O. Uziel  et  al.  2007; Movérare‐Skrtic  et  al.  2012; 

Hochstrasser, Marksteiner, et Humpel 2012). 

 

 

ii. Le complexe télomérase 

Le raccourcissement télomérique associé à la division cellulaire peut être contrebalancé par 

l’activité  d’un  complexe  ribonucléoprotéique,  le  complexe  télomérase.  Celui‐ci  permet  d’étendre 

de manière spécifique la répétition de séquences TTAGGG à l’extrémité des télomères (Greider et 

Blackburn  1985).  Ce  complexe  est  composé  de  deux  sous‐unités :  TERT  possédant  une  activité 

rétrotranscriptase  et  TERC  représentant  la  matrice  ARN  servant  de  modèle  pour  l’activité  de  la 

sous‐unité TERT  (Blackburn 2005). Bien que  l’activité  télomérase  soit  suffisante  in vitro pour une 

élongation des  télomères,  celle‐ci nécessite  in vivo  la présence de nombreux autres  facteurs. Par 

exemple,  les  cofacteurs  DKC1  (ou  Dyskerin),  NHP2,  NOP10,  NAF1  et  GAR1  sont  des  facteurs 

s’associant et stabilisant TERC, requis  in vivo pour une activité du complexe télomérase (Cohen et 

al. 2007).  

Cette  activité  est  étroitement  contrôlée  au  sein de  tous  les  tissus de  l’organisme.  Elle  est 

particulièrement présente lors de l’embryogénèse (Ozturk, Sozen, et Demir 2014). Elle est ensuite 

largement  restreinte  par  extinction  transcripionnelle  à  partir  de  la  naissance,  à  l’exception  de 

certains types cellulaires hautement prolifératifs tels les cellules souches au niveau de la peau, des 

intestins, de la moelle osseuse et des gonades (Batista 2014; W. Kim et al. 2016). Il est important de 

préciser  que  la  télomérase  est  activée  dans  de  nombreux  cancers,  mais  celle‐ci  n’est  pas 

indispensable pour tous les types de cancers (Mocellin, Pooley, et Nitti 2013; Buseman, Wright, et 

Shay 2012; Heidenreich et al. 2014; Viceconte et al. 2017). 

Comme mentionné,  de  nombreux  types  cellulaires  chez  l’adulte  possèdent  des  taux  très 

faibles  voire  inexistants  de  télomérase.  In  vitro,  ces  cellules  subissent  un  raccourcissement 

télomérique progressif au fil de leur division. Lorsque les télomères atteignent une taille critique, ils 

activent  un  signal  de  dommages  à  l’ADN.  Ce  mécanisme  entraine  une  altération  des  fonctions 

cellulaires en  impactant par exemple  la  transcription. Un autre effet de ce signal est  l’entrée des 

cellules  en  phase  de  sénescence  (Simm  et  Campisi  2014).  Il  est  important  de  préciser  que 

l’inactivation du complexe télomérase dans ces tissus sert de protection contre une accumulation 
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de  dommages  à  l’ADN  dans  ces  derniers.  En  effet,  la  réduction  en  taille  des  télomères  peut 

découler  de  dommages  à  l’ADN  localisés  au  niveau  des  séquences  télomériques.  Par  exemple, 

l’ADN télomérique est plus sensible à l’effet des ROS que le reste du génome (Petersen, Saretzki, et 

Zglinicki 1998) et les complexes protéiques protégeant ces structures perturbent le fonctionnement 

des voies de réparation (Palm et de Lange 2008). Des cellules accumulant des dommages à  l’ADN 

verront  donc  leur  intégrité  télomérique  affectée,  et  seront  dirigées  vers  une  mort  cellulaire 

programmée.  

 

 

 
 
Schéma 18 : Illustration du mécanisme d’élongation des télomères via l’activité du complexe 
télomérase. 
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i. Mécanisme alternatif d’élongation : 

Afin  d’atteindre  une  immortalité  réplicative,  les  cellules  cancéreuses  ont  développé  deux 

mécanismes  de  maintenance  des  télomères :  une  réactivation  du  complexe  télomérase  (qui 

concerne près de 90% des cancers) par  la  réexpression du gène codant    la  sous‐unité TERT ou  la 

mise  en  place  du  système ALT  pour  Alternative‐Lenghtening  of  Telomeres  (représentant  environ 

10%  des  cancers),  basé  sur  la  recombinaison  entre  séquences  télomériques  (N.  Kim  et  al.  1994; 

Bryan et al.,  s. d.).  Le  fonctionnement et  la  régulation du complexe  télomérase est étudié depuis 

trois  décennies  et  ce  dernier  est  devenu  une  cible  thérapeutique  pour  le  développement  de 

traitements anti‐cancéreux (Ruden et Puri 2013). A  l’inverse,  les mécanismes d’action du système 

ALT sont encore mal compris. Ce dernier fait appel à différentes voies de réparation couplées à un 

processus  de  recombinaison  homologue  (Draskovic  et  al.  2009).  Cependant,  il  est  important  de 

préciser que le système ALT est un système complexe et qu’il ne se limite pas à une élongation des 

télomères  par  simple  recombinaison.  En  effet,  l’utilisation  d’inhibiteurs  d’ATR  (et  donc  de  la 

recombinaison  homologue),  en  plus  d’une  chimiothérapie  classique  face  à  des  tumeurs  ALT 

positives, a démontré une grande hétérogénéité dans la réponse au traitement (Flynn et al. 2015; 

Deeg et al. 2016). Cette observation démontre la présence de voies de recombinaisons alternatives 

dans ce système. 

  Une accumulation de dommages et d’un stress réplicatif semble être une voie d’entrée vers 

le  système  ALT.  En  effet,  les  télomères  sont  des  structures  peu  favorables  à  la  réplication.  La 

présence de séquences répétées rend l’apparition d’erreurs de réplication plus fréquentes (Berti et 

Vindigni 2016). Ces erreurs peuvent alors entrainer une perte d’affinité de protéines protectrices 

des  télomères.  Egalement,  leur  nature  hétérochromatinienne  et  leur  propension  à  former  des 

structures  secondaires  sont  des  obstacles  à  la  réplication  (Agnel  Sfeir  et  al.  2009).  Parmi  ces 

structures secondaires se trouve la T‐loop mais aussi des structures hybrides ADN‐ARN appelées R‐

loop  (voir  paragraphe  sur  les  TERRA)  ou  les  structures  G‐quadruplex  (Tarsounas  et  Tijsterman 

2013).  Ces  différentes  conformations  peuvent  donc  affecter  la  réplication.  Un  ralentissement  ou 

blocage de ce processus peut entrainer un effondrement des fourches de réplication et l’activation 

de  la  DDR.  Les  télomères  atteints  trouvent  alors  une  échappatoire  à  la  sénescence  via  une 

élongation par recombinaison intra ou inter télomérique (Rezazadeh 2013; Saint‐Léger et al. 2014; 

Clynes et al. 2015), grâce au système ALT. 

  Pour résumer, ce système permet un allongement des télomères via un enchevêtrement de 

voies de réparation. Et celui‐ci ne fait pas partie des processus physiologiques normaux servant au 
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maintien des télomères, mais apparait dans certains types de cancers lors d’un stress réplicatif ou 

d’un raccourcissement de ces derniers (Sobinoff et Pickett 2017). 

 
c) Le complexe shelterin 

 

  Les télomères sont recouverts par de nombreux exemplaires du complexe shelterin (Palm et 

de  Lange  2008).  Ce  complexe  permet  aux  cellules  de  faire  la  distinction  entre  une  CDB  et  les 

extrémités de  leurs  chromosomes. Alors que  la  télomérase permet de maintenir  la  longueur des 

télomères  en  rallongeant  ces  derniers  par  réplication  de  la  séquence  télomérique,  le  complexe 

shelterin  évite  leur  dégradation  en  offrant  une  protection  contre  les  voies  de  réparation  et  les 

nucléases.  Il  est  en  effet  responsable  de  la  formation  et  du maintien  de  la  structure  T‐loop.  Par 

ailleurs le complexe Shelterin régule le recrutement et l’activité de la télomérase aux télomères. 

  Les composants du complexe shelterin sont au nombre de six : TRF1, TRF2, TIN2, RAP1, TPP1 

et  POT1.  Chacune  de  ces  protéines  possède  une  ou  des  fonctions  distinctes  afin  d’assurer  la 

stabilité des télomères.  

 

i. TRF1 : 

Telomeric repeat binding factor 1 (TRF1) est impliqué dans la liaison du complexe shelterin 

avec la séquence d’ADN télomérique TTAGGG (Wieczór et Czub 2017). TRF1 possède des domaines 

spécifiques  TRFH,  qui  lui  permettent  de  former  une  structure  homodimérique  TRF1‐TRF1,  ainsi 

qu’un domaine SANT permettant la liaison à la séquence télomérique (Choi et al. 2011). TRF1 joue 

un  rôle  important  dans  l’assemblage  du  complexe  shelterin  en  s’associant  à  TRF2  via  TIN2 

(Kalathiya,  Padariya,  et  Baginski  2017)  et  régule  de  façon  négative  la  taille  des  télomères  en 

empêchant l’activité de la télomérase (A. Smogorzewska et al. 2000). Il possède aussi un rôle face 

aux voies de  réparation de  l’ADN. En effet, une activation d’ATM au niveau des  télomères  induit 

une  phosphorylation  de  TRF1  et  son  détachement  de  l’ADN  télomérique  (McKerlie,  Lin,  et  Zhu 

2012; Y. Wu, Xiao, et Zhu 2007). Ce détachement entraine alors une activation de Ku70/80 et donc 

de la voie NHEJ, au niveau des télomères (A. Sfeir et de Lange 2012). 

 

ii. TRF2 : 

TRF2,  à  l’image de TRF1, permet de  se  lier  à  la  séquence d’ADN  télomérique. Cependant, 

alors que TRF1 ne peut se lier qu’à l’ADN télomérique double‐brin, TRF2 peut aussi se lier à l’ADN 
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télomérique simple‐brin (Arat et Griffith 2012; Janoušková et al. 2015). Ce facteur est impliqué dans 

la  protection  des  télomères  et  leur  maintenance,  en  empêchant  une  fusion  des  extrémités 

chromosomiques.  En  effet,  une  expression  d’une  forme  altérée  de  TRF2  a  été  associée  avec  un 

arrêt  de  la  prolifération  cellulaire,  une  réduction  de  la  taille  des  télomères  et  une  entrée  des 

cellules en sénescence (Luo et al. 2015).  

TRF2 joue un rôle important dans la formation de la T‐loop, protégeant ainsi les télomères 

d’une  dégradation  et  d’une  reconnaissance  par  les  voies  de  réparation.  Il  permet  de  recruter 

Apollo,  une  exonucléase  à  activité  5’‐3’,  qui  génère  par  résection  l’extension  3’  simple‐brin 

nécessaire  à  la  formation  de  la  T‐loop  (de  Lange  2005;  Lu  et  al.  2013).  Il  permet  aussi  le 

recrutement  de  RAP1,  un  autre membre  du  complexe  shelterin  qui  protège  les  télomères  d’une 

réparation par la voie RH ou NHEJ (Sarthy et al. 2009; Rai et al. 2016). TRF2 est capable d’interagir 

avec  de  nombreux  facteurs  principalement  impliqués  dans  la  réparation  de  l’ADN.  Un  grand 

nombre  d’entre  eux  ont  été  trouvés  mutés  dans  des  syndromes  impliquant  une  instabilité 

chromosomique associés à un vieillissement prématuré et des télomères courts. Parmi ces facteurs 

se trouvent WRN, BLM, ERCC1/XPF, le complexe MRN, PARP1 & 2, et enfin ATM. Par exemple, une 

capture d’ATM par TRF2 empêche  l’action d’ATM au niveau des  télomères,  inhibant ainsi  la DDR 

(Karlseder et al. 2004).  

TRF2 est donc un facteur majeur dans l’homéostasie des télomères et se retrouve impliqué 

dans plusieurs pathologies. Un niveau élevé de TRF2 a été observé dans de nombreux cancers chez 

l’Homme (Ozden et al, 2014 ; Dong et al, 2010 ; Diehl et al, 2011). Et dans des modèles murins, une 

surexpression  de  TRF2  a  entrainé  une  réduction  rapide  de  la  taille  des  télomères  malgré  une 

activité normale de la télomérase (Jill et al, 2007). 

 

iii. TIN2 et RAP1 : 

TIN2 joue un rôle central dans le complexe shelterin en liant l’hétérodimère TPP1‐POT1 aux 

autres composants du complexe. Il stabilise également TRF1 et TRF2 (Lei, Podell, et Cech 2004; Ye 

et al. 2004; S. Kim et al. 2004). Une délétion de TIN2 mène à un phénotype similaire à une perte de 

POT1 (Liuh‐Yow Chen et al. 2012) avec une perte de protection des télomères chez la souris. 

RAP1 protège également les télomères d’une activation de la DDR (Dewar et Lydall 2012). Il 

forme un complexe avec TRF2 nécessaire à l’attachement de celui‐ci aux télomères. RAP1 n’est pas 

essentiel  pour  le  recouvrement  des  télomères  par  le  complexe  shelterin  mais  protègent  ces 

derniers des voies de réparation par recombinaison (de Lange 2005). 
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iv. POT1 et TPP1 : 

POT1 se lie à l’extension 3’simple‐brin de l’extrémité télomérique (Lei, Podell, et Cech 2004) 

et stabilise la T‐loop. Il permet également d’inhiber l’ activation d’ATR aux télomères (Denchi et de 

Lange 2007; Zimmermann et al. 2014). Dans un modèle murin, possédant deux versions de POT1, 

une délétion de POT1a mène à une létalité embryonnaire. Une délétion de POT1b en revanche est 

viable mais démontre un phénotype pouvant être associé à  la dyskératose congénitale  (He et al. 

2009), une pathologie qui sera abordée dans la partie 2 de ce chapitre. 

TPP1 sert d’intermédiaire entre TIN2 et POT1  (K. K. Takai et al. 2011; Frescas et de Lange 

2014).  Il  est  responsable  de  la  stabilité  du  complexe  shelterin  et  une  altération  de  sa  fonction 

s’accompagne d’une activation de la DDR aux télomères et d’une sénescence cellulaire (L.‐Y. Chen, 

Liu, et Songyang 2007; Rai et al. 2010). En effet, une déplétion de TPP1 entraine une diminution du 

niveau  de  POT1  nucléaire  (L.‐Y.  Chen,  Liu,  et  Songyang  2007)  et  un  défaut  de  TPP1  a  été  décrit 

comme menant  à  une  déprotection  des  télomères  ainsi  que  leur  réduction  en  taille,  consistante 

avec une perte de POT1 (Hockemeyer et al. 2007; Xin et al. 2007; Bisht et al. 2016).  

 

 

 
 
Schéma 19 : Représentation schématique du complexe Shelterin au niveau d’une extrémité 
télomérique 
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d) ARN télomériques ou TERRAs 

 

  Les  télomères  peuvent  aussi  être  régulés  par  des  fragments  d’ARN  télomériques  appelés 

TERRA (Azzalin et al. 2007; Diman et Decottignies 2018).  

  Les ARN télomériques ou TERRA  (telomeric  repeat‐containing RNA) sont  transcrits à partir 

de  multiples  loci  subtélomériques,  proches  des  extrémités  chromosomiques.  Ils  se  composent 

d’une répétition de séquences UUAGGG, et leur taille peut varier de 100 bases à 9 kilobases chez 

les mammifères (Azzalin et al. 2007). Les TERRAs forment des structures G‐quadruplex in vitro et in 

vivo (Martadinata et al. 2011; Y. Xu et al. 2010; Yan Xu et Komiyama 2012). Ils sont principalement 

transcrits par l’ARN polymerase II (RNApol II) et cette transcription, favorisée par TRF1, est régulée 

par l’hétérochromatine télomérique (Schoeftner et Blasco 2008).  

  Les TERRA participent à la régulation de nombreux processus comme l’activité du complexe 

télomérase  (Ng  et  al.  2009;  Redon,  Reichenbach,  et  Lingner  2010),  la  formation  de 

l’hétérochromatine  télomérique  (Z.  Deng  et  al.  2009)  ou  le  développement  et  la  différenciation 

cellulaire (Schoeftner et Blasco 2008; Marion et al. 2009; Sagie et al. 2014).  

  Un dysfonctionnement de  l’expression des TERRAs a été relevé dans certaines pathologies 

démontrant  une  immunodéficience,  une  instabilité  chromosomique  et/ou  des  anomalies  faciales 

(Z. Deng, Campbell, et Lieberman 2010). En effet, une corrélation a été observée pour la première 

fois en 2008, entre la longueur des télomères et celle des TERRA, après étude d’un patient souffrant 

d’un  syndrome  ICF  (Immunodeficiency,  Centromeric  instability,  Facial  anomalies).  Une 

surexpression  ectopique  de  la  télomérase  dans  les  fibroblastes  de  ce  patient  a  démontré  un 

allongement des  télomères accompagné d’une augmentation de  taille des TERRA  (Yehezkel et al. 

2008). Cette observation a ensuite été confirmée dans d’autres lignées cellulaires humaines, après 

surexpression  de  la  télomérase  dans  ces  dernières  (Arnoult,  Van Beneden,  et Decottignies  2012; 

Van Beneden, Arnoult, et Decottignies 2013).  

  Les  TERRA  sont  aussi  surexprimés  dans  certains  cas  de  tumeurs  (Deng  et  al,  2012)  où  ils 

peuvent  agir  comme  régulateurs  de  la  télomérase  (Cusanelli,  Romero,  et  Chartrand  2013).  Ils 

peuvent également s’associer par complémentarité de séquence à l’ADN télomérique, formant des 

structures ADN‐ARN hybrides appelées R‐loops (Arora et al. 2014; T.‐Y. Yu, Kao, et Lin 2014). Ces R‐

loops favorisent la formation de foyer de recombinaison et pourraient jouer un rôle important dans 

le développement de cancers par la voie ALT (Arora et al. 2014).  
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  Il est important de préciser que les TERRAs participent à la régulation des télomères via des 

mécanismes qui semblent parfois s’opposer. Ils peuvent inhiber l’activité du complexe télomérase 

ou promouvoir une résection de l’ADN télomérique via EXO1 et ainsi favoriser le raccourcissement 

des  télomères  (Balk  et  al.  2014).  Cependant,  ils  peuvent  également  favoriser 

l’hétérochromatinisation de l’ADN télomérique et donc la stabilisation des télomères (Arnoult, Van 

Beneden,  et  Decottignies  2012).  En  effet,  un  défaut  de  marqueurs  hétérochromatiniens  aux 

télomères s’associent avec une réduction en taille des TERRA (Benetti, García‐Cao, et Blasco 2007). 

Enfin, les TERRAs protègent aussi les télomères contre une activation de la DDR et pourraient être 

impliqués dans  la  régulation de  l’expression  génique  via  le  phénomène TDE  (Chu,  Froberg,  et  al. 

2017; Chu, Cifuentes‐Rojas, et al. 2017).  

 

2) Pathologies  associées  aux dysfonctionnements  télomériques ou 

téloméropathies 

 

  Les  pathologies  génétiquement  héritées  (à  l’exception  des  mutations  de  TIN2  qui  sont 

majoritairement  des  mutations  de  novo),  affectant  les  télomères  ou  étant  associées  à  des 

télomères  courts  et  un  vieillissement  précoce,  sont  regroupées  sous  le  terme  de 

« téloméropathies » ou TBD (Telomere Biology Disorders). Ces désordres génétiques partagent des 

similarités  au  niveau  des  mécanismes  moléculaires  impliqués  mais  démontrent  une  grande 

variabilité de phénotypes. Cette hétérogénéité phénotypique s’explique alors par un recouvrement 

ou une pénétrance incomplète des voies génétiques impliquées (M. Armanios et Blackburn 2012). 

Les TBD sont caractérisées par une déficience de la machinerie de maintenance et/ou de protection 

des  télomères.  Il  est  important  de  préciser  que  certaines  pathologies  peuvent  partager  des 

symptômes  avec  un  TBD  sans  impliquer  de  facteurs  génétiques  associés  de manière  directe  à  la 

maintenance des télomères (défauts d’hélicase RECQ, progeria, ribosomopathies (SBDS), ou Ataxia 

Telangiectasie) (Holohan, Wright, et Shay 2014).  

 

a) Phénotypes cliniques des TBD primaires 

 

Les TBD sont un ensemble complexe de pathologies associée à une atteinte des télomères. 

Le  tableau  clinique  de  ces  désordres  est  étendu,  allant  de  pathologies  multi  systémiques 
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extrêmement  sévères  comme  le  syndrome  de  Høyeraal‐Hreidarsson  (HH)  à  des  pathologies 

impliquant un  seul organe comme  la  fibrose pulmonaire ou  l’anémie aplasique.  Les TBD peuvent 

donc être considérés comme un éventail de désordres reliés par un aspect biologique commun : la 

dérégulation des télomères (S. A. Savage 2012).  

 

i. Dyskératose congénitale (DC) : 

Les premiers symptômes décrits de la DC, dans les années 1900, ont été une dystrophie des 

ongles,  une  hyperpigmentation  réticulée  de  la  peau  au  niveau  du  cou  et  de  la  poitrine,  et  une 

leucoplasie  des  muqueuses.  Cette  triade,  permettant  souvent  d’établir  un  diagnostic,  n’est  pas 

complète chez tous les patients, et cela à cause d’une variation d’expression ou d’une pénétrance 

incomplète du gène muté. Le désordre le plus courant causé par cette pathologie et responsable de 

la  plupart  des  décès  de  patients  est  une  insuffisance  médullaire  progressive  causant  un  déficit 

immunitaire (Townsley, Dumitriu, et Young 2014; Alter et al. 2015; Kirwan et Dokal 2007). 

Les autres désordres causés par cette pathologie peuvent être une sténose de l’œsophage 

ou de l’urètre chez les hommes, nécessitant parfois une dilatation par voie chirurgicale ; une fibrose 

pulmonaire ; ou des désordres hépatiques non infectieux. Des problèmes osseux ont également été 

reportés dans certains cas, comme une nécrose avasculaire de  la hanche ou des épaules ; ou une 

ostéopénie, augmentant les risques de fracture. Des malformations dentaires font également partie 

de  la  liste  des  symptômes  pouvant  être  ajoutés  à  la  DC  (Atkinson  et  al.  2008),  ainsi  que  des 

problèmes oculaires  comme une  absence de  canal  lacrymal  dans une  faible  portion des patients 

(Tsilou et al. 2010).  

Un autre aspect de cette pathologie est  la présence de troubles neuropsychiatriques dans 

certains  cas,  avec  une  prévalence  supérieure  à  celle  retrouvée  dans  une  population  « normale » 

(Rackley et al. 2012). Ces désordres peuvent être d’ordre psychiatrique comme des psychoses ou de 

l’anxiété,  ou  d’ordre  cognitif  comme  un  déficit  de  l’attention,  un  retard  mental,  des  difficultés 

d’apprentissage ou des troubles de la personnalité.  

Enfin,  il  est  important  de  noter  que  les  patients  souffrant  de  DC  possèdent  une 

prédisposition  élevée  aux  cancers  (Alter  et  al.  2009).  En  effet,  le  risque d’apparition d’un  cancer 

chez ces patients est de 40% avant l’âge de 50 ans.  
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ii. Syndrome de Høyeraal‐Hreidarsson (SHH) : 

Ce syndrome est une forme sévère de DC, présentant un retard de croissance intra‐utérin, 

une microcéphalie, une atrophie du cervelet, une insuffisance médullaire sévère et précoce et des 

défauts  immunitaires  (HøYeraal,  Lamvik,  et  Moe  1970;  Hreidarsson  et  al.  1988).  DC  et  SHH 

partagent  de  nombreux  symptômes  et  le  lien  entre  les  deux  pathologies  a  été  fait  lorsque  des 

mutations  du  gène DKC1  ont  été  observées  dans  les  deux  groupes  de  patients  (Lim  et  al.  2014; 

Olivieri et al. 2017; Ratnasamy et al. 2018). A présent, des mutations portées sur les gènes TINF2, 

TERT, TERC, TPP1, PARN ou RTEL1 sont également associées au SHH (Amanda J. Walne et al. 2007; 

A. J. Walne et al. 2008; S. A. Savage et al. 2008; Vulliamy et al. 2008; Le Guen et al. 2013; Glousker 

et al. 2015). 

 

iii. Syndrome de Revesz (SR) : 

Les  patients  souffrant  du  SR  ont  une  anémie  aplasique  associée  à  une  rétinopathie.  Ils 

peuvent aussi présenter un retard de croissance  intra‐utérin et un retard de développement, des 

calcifications intra craniennes, des cheveux fins et rares ainsi qu’une dystrophie des ongles (Gupta 

et  al.  2017).  Encore  une  fois,  certains  de  ces  symptômes  sont  communs  à  la  DC.  Ces  deux 

pathologies possèdent en effet une étiologie commune. Les patients SR sont caractérisés par des 

télomères courts et une  forte proportion d’entre eux portent une mutation du gène TINF2  (S. A. 

Savage et al. 2008; Gupta et al. 2017). Le diagnostic de ce syndrome nécessite l’identification d’une 

rétinopathie  exsudative  bilatérale,  qui  devra  être  différenciée  d’une  rétinopathie  proliférative 

observée chez certains patients souffrant de DC (Tsilou et al. 2010). 

 

iv. Syndrome Coats plus (SC+) : 

Le  SC+  se  caractérise  par  une  rétinopathie  exsudative  bilatérale,  une  télangiectasie  de  la 

rétine,  un  retard  de  croissance  intra‐utérin,  des  calcifications  intra  craniennes  et  des  anomalies 

osseuses avec difficultés de réparation des fractures, ainsi que des problèmes de vascularisation du 

système gastro‐intestinal. Certains patients ont également démontré d’autres symptômes comme 

une dystrophie des ongles, des cheveux épars et grisonnants et une anémie. Ce syndrome est plus 

sévère  qu’un  SR  et  est  caractérisé  par    une  morbidité  précoce  causée  par  des  hémorragies 

digestives sévères (S. A. Savage 2012; Anderson et al. 2012; Troumani et al. 2016). Des mutations 

du gène CTC1 ont été  identifiées chez  la quasi‐totalité des patients  souffrant du SC  (S. A. Savage 

2014; Anderson et al. 2012). Récemment une mutation du gène POT1 a aussi été associée au SC+ 
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sans anomalies de taille des télomères (H. Takai et al. 2016). Et aussi STN1 (Jexpmed ; Simon AJ et 

al. 2016) 

 

v. Fibrose pulmonaire (FP) : 

La  fibrose  pulmonaire  est  caractérisée  par  une  insuffisance  respiratoire  progressive  très 

sévère.  Le décès  intervient 2  à 3  ans  après  le diagnostic.  Environ 5  à 10% des patients  souffrant 

d’une fibrose pulmonaire démontrent une haploinsuffisance des gènes TERC ou TERT, créant ainsi 

un  lien  avec  les  TBD  (M.  Y.  Armanios  et  al.  2007;  Tsakiri  et  al.  2007;  Borie  et  al.  2016).  Les 

téloméropathies, comme la DC et la fibrose pulmonaire idiopathique familiale, sont des désordres 

génétiquement  hérités,  se  révélant majoritairement  à  un  âge  précoce  (Holohan, Wright,  et  Shay 

2014).    Les patients ayant une FP associé à des mutations de gènes  télomériques présentent des 

télomères anormalement courts. Récemment, des mutations hétérozygotes dans  les gènes PARN, 

NAF1 et RTEL1 ont été associées à des fibroses pulmonaires (Stuart et al. 2015; Stanley et al. 2016). 

 

b) Causes génétiques des Téloméropathies (TBD) 

 

Il existe plus d’une dizaine de gènes associés aux TBD. La majorité des mutations affectant 

ces  gènes  se  traduisent  par  un  raccourcissement  prématuré  des  télomères,  sauf  quelques  cas 

présentant un dysfonctionnement télomérique sans modifications de leur taille. Des mutations de 

gènes  associés  à  la  maintenance  des  télomères  ou  à  l’activité  télomérase  comme  TERT,  TERC, 

PARN,  RTEL1,  TIN2,  DKC1,  NHP2,  NAF1,  NOP10,  GAR1 ou  CTC1,  démontrent  la  complexité  de  la 

biologie des  télomères et  leur  implication dans de nombreux processus physiologiques  (Holohan, 

Wright, et Shay 2014).  

 

i. TERT, TERC et DKC1, NHP2, NOP10, NAF1 : 

Les  mutations  affectant  les  gènes  TERT,  TERC  ou DKC1  sont  les  causes  principales  d’une 

modification d’activité du complexe télomérase (Podlevsky et al. 2007). Les mutations situées sur 

les  gènes TERT  et TERC  déstabilisent de manière directe  l’activité enzymatique du  complexe.  Les 

facteurs DKC1, NHP2, NAF1 et NOP10  sont  requis  pour  la  stabilité  du  complexe  télomérase. Des 

mutations situées sur les gènes DKC1, NOP10, NAF1 ou NHP2 affectent l’assemblage du complexe 
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télomérase  (Egan et Collins 2010) et par extension,  son activité  (Trahan et Dragon 2009; Trahan, 

Martel, et Dragon 2010).  

 

ii. WRAP53 et TPP1 : 

TCAB1,  codé  par  le  gène  WRAP53,  est  important  pour  la  localisation  du  complexe 

télomérase aux télomères et  l’activité de la télomérase (L. Chen et al. 2018). Une déplétion de ce 

dernier  s’accompagne  d’une  relocalisation  du  complexe  télomérase  vers  les  nucléoles  et  d’un 

raccourcissement  des  télomères  (Venteicher  et  Artandi  2009;  Zhong  et  al.  2011).  Des mutations 

hétérozygotes du gène WRAP53, ont été identifiées chez des patients souffrant d’un TBD majeure, 

la  dyskératose  congénitale  (DC).  Les  cellules  de  ces  patients  démontrent  alors  une  réduction  en 

taille des télomères malgré une activité télomérase normale (Zhong et al. 2011). 

En  plus  de  TCAB1,  TPP1  est  un  autre  facteur  nécessaire  à  la  localisation  du  complexe 

télomérase aux télomères (Y. Guo et al. 2014). Des mutations de TPP1 se retrouvent donc associées 

à la DC ou au syndrome Høyeraal‐Hreidarsson (Y. Guo et al. 2014; Kocak et al. 2014; Glousker et al. 

2015). 

 

La  maintenance  des  télomères  nécessite  un  maintien  du  double‐brin  d’ADN  télomérique 

ainsi  qu’un  maintien  de  sa  réplication.  Des  mutations  de  gènes  assurant  ces  fonctions  ont  été 

identifiés chez des patients souffrant de TBD (Anderson et al. 2012; Polvi et al. 2012).  

 

iii. CTC1 et RTEL1 : 

Le  premier  gène  de  cette  catégorie  est  CTC1,  codant  pour  le  facteur  CTC1  membre  du 

complexe CST. Le complexe CST permet un redémarrage de la fourche de réplication après blocage, 

et favorise donc la synthèse correcte du brin riche en C (Gu et al. 2012; F. Wang et al. 2012). Des 

mutations  de  CTC1  ont  été  identifiées  chez  des  patients  souffrant  de  TBD  comme  le  syndrome 

Coats plus (C+)  (Anderson et al. 2012; Polvi et al. 2012) ou  la DC (Keller et al. 2012).  Il  faut noter 

qu’une mutation en CTC1 ne corrèle pas obligatoirement avec un raccourcissement des télomères 

(Anderson et al. 2012; Polvi et al. 2012). Des mutations de POT1 ont également été associées à un 

Coats plus sans raccourcissement des télomères (H. Takai et al. 2016). 

Un autre gène impliqué dans la réplication de l’ADN télomérique est RTEL1. Il code le facteur 

RTEL1,  une  hélicase  d’ADN  agissant  de  manière  non‐exclusive  aux  télomères.  RTEL1  permet  de 

défaire la D‐loop (Barber et al. 2008), et permet une résolution de la T‐loop (Vannier et al. 2012; Le 
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Guen et al. 2013). RTEL1 est recruté en phase S par TRF2 et permet d’éviter une excision du double 

brin  d’ADN  télomérique  (Sarek  et  al.  2015).  Il  intervient  aussi  de manière  dépendante  de  PCNA, 

dans la résolution des structures G‐quadruplex, favorisant ainsi la réplication de l’ADN télomérique 

(Vannier et al. 2012; Le Guen et al. 2013; Sarek et al. 2015). Des mutations du gène RTEL1 ont été 

trouvées chez des patients souffrant du SHH ou de fibrose pulmonaire familiale (FPF) (Le Guen et al. 

2013;  Kannengiesser  et  al.  2015).  Les mutations  de  RTEL1,  transmises  de manière  autosomique 

récessive et menant à un SHH, sont associées à des télomères très courts (Le Guen et al. 2013).  

 

iv. TINF2 : 

Le gène TINF2, codant le facteur télomérique TIN2, est un autre exemple de gènes dont les 

mutations sont associées à un raccourcissement important des télomères. Les mutations observées 

sur  ce  gène  sont  hétérozygotes  et  rarement  héritées.  Les  patients  souffrant  de  ces  mutations 

développent très tôt un SHH ou un SR (A. J. Walne et al. 2008; Sasa et al. 2012; Kocak et al. 2014).  

 

v. PARN : 

Un gène récemment identifié comme étant impliqué avec des cas de TBD est PARN. Celui‐ci 

code la protéine PARN, une exoribonucléase avec une activité spécifique envers les chaines poly(A) 

(Virtanen et al. 2013). Cette activité serait alors nécessaire pour la maturation de l’ARN TERC utilisé 

par  le complexe télomérase (D. H. Moon et al. 2015). Mais  la sévérité du phénotype des patients 

déficients en PARN semble révéler des défauts plus étendus qu’une unique anomalie de  l’activité 

de  la  télomérase.    Des mutations  hétérozygotes  de  PARN  ont  été  décrites  dans  des  cas  de  FPF 

(Stuart  et  al.  2015)  et  des  variants  bialléliques  ont  été  associés  au  développement  de  SHH 

(Tummala et al. 2015).  

 

c) Laminopathies : un exemple de TBD secondaire 

 

La lamina, charpente de l’enveloppe nucléaire, possèdent de nombreuses interactions avec 

les télomères (A. M. Wood et al. 2014; Burla, La Torre, et Saggio 2016; Das et al. 2013; Cao et al. 

2011). Les lamines interagissent directement avec l’ADN et les histones et contribuent ainsi à une 

organisation de la structure chromatinienne au sein du noyau (Robin et Magdinier 2016). En effet, 

une  altération  des  lamines  affectent  l’architecture  nucléaire,  l’organisation  du  génome  et  donc 
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l’expression  de  différents  gènes.  Ces  dernières  sont  donc  associées  à  plusieurs  pathologies  chez 

l’Homme  (Dorado  et  Andrés  2017).  Les  lamines  nucléaires  comprennent  les  lamines  A,  B  et  C 

(Gruenbaum et Medalia 2015).  La progeria d’Hutchinson‐Gilford  (HGPS),  qui  est un  syndrome de 

vieillissement prématuré, est causé par une mutation du gène LMNA menant à un splicing alternatif 

de ce dernier et  l’expression d’une protéine tronquée et toxique appelée progérine (Finley 2014). 

Une  accumulation  de  cette  protéine  perturbe  l’enveloppe  nucléaire  et  l’organisation 

chromatinienne  du  génome.  Il  est  intéressant  de  noter  que  l’HGPS  est  caractérisé  par  un 

raccourcissement prématuré des télomères (Musich et Zou 2011; Ullrich et Gordon 2015) menant à 

l’activation  de  la  DDR  au  niveau  de  ces  derniers.  De  façon  paradoxale,  un  raccourcissement 

télomérique  sans  présence  d’HGPS  mène  aussi  à  l’apparition  de  progérine  (Cao  et  al.  2011), 

établissant alors un lien entre lamines et télomères que le vieillissement soit pathologique ou non.  

Il a été démontré que les télomères pouvaient former des structures tridimensionnelles en 

forme de boucle ou « loop » et  interagir avec des sites génomiques portant  la séquence TTAGGG 

(Bolzán  2017).  Ces  sites  sont  appelés  « sites  télomériques  interstitiels »  (STI)  et  forment  des 

« boucles  télomériques  interstitielles »  avec  les  télomères  grâce  à  l’interaction  entre  TRF2  et  la 

lamine  A/C  (A.  M.  Wood  et  al.  2014).  De  façon  intéressante,  la  progérine  qui  est  une  forme 

tronquée  de  la  lamine  A/C  ne  possède  aucune  affinité  pour  TRF2.  Cette  perte  d’interaction 

entrainerait donc une modification des  interactions entre  les  télomères et  le génome et pourrait 

expliquer  la perte d’homéostasie des télomères observée dans  le HGPS (A. M. Wood et al. 2014). 

Egalement une accumulation de stress cellulaire dû à une déstabilisation de la charpente nucléaire 

pourrait perturber la stabilité des télomères (Makhija, Jokhun, et Shivashankar 2016). 
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Deuxième partie: [Résultats] 
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Axes de recherche 

 

Le  laboratoire Dynamique du Génome et Système Immunitaire (DGSI) s’intéresse à  l’étude 

de  pathologies  caractérisées  par  une  déficience  immunitaire  associée  à  des  défauts 

développementaux (retard de croissance, microcéphalie, …) et à l’apparition, dans certains cas, de 

lymphomes  ou  leucémies.  Ces  phénotypes  peuvent  être  caractéristiques  de maladies  liées  à  un 

défaut des voies de réparation de l’ADN (Anémie de Fanconi ou défauts en LIG4, Cernunnos, ATM, 

…) ou de régulation des télomères (Dyskératose Congénitale, …).  

Le  laboratoire  a  pour  ambition  de  mieux  caractériser  les  phénotypes  cliniques  de  ces 

patients  et  d’identifier  des  facteurs  génétiques  impliqués.  Une  partie  importante  du  travail  est 

ensuite définie par  l’étude des mécanismes moléculaires  impactés dans ces pathologies, et par  le 

développement de modèles d’études (modèles cellulaires ou animaux, essentiellement murins) de 

ces dernières.  

L’étude  de  pathologies  au  sens  large  est  une  étape  extrêmement  importante  vers  la 

compréhension des mécanismes cellulaires et moléculaires physiologiques chez l’Homme (et dans 

d’autres  espèces  animales).  C’est  une  étape  nécessaire  afin  de  pouvoir  développer  des  outils 

diagnostiques plus performants, de pouvoir proposer un protocole de soin mieux adapté et dans 

l’idéal, de pouvoir développer des solutions de traitements plus efficaces.  

 

Durant mon travail de thèse, je me suis ainsi concentré sur deux projets distincts : 

‐ La poursuite des travaux  initiés par Le Guen et al, publiés en 2015 et l’étude d’une implication 

potentielle de la déubiquitinase d’histone MYSM1 dans la réponse aux dommages de l’ADN. 

‐ L’étude  phénotypique  d’un  patient  souffrant  d’une  immunodéficience  associée  à  des 

symptômes de vieillissement accéléré et de  la potentielle  implication du  facteur ZNF699 dans 

cette pathologie. 
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PARTIE II.1 : [Implication de MYSM1 dans la DDR] 

 

La  première  partie  du  travail  présentée  dans  cette  thèse  s’inscrit  dans  la  continuité  des 

travaux  réalisés  au  laboratoire  sur  l’étude  d’un  patient  souffrant  à  la  naissance  d’un  retard  de 

croissance  avec  microcéphalie,  d’une  anémie  arégénérative  et  d’une  alymphocytose  B  (absence 

complète  de  lymphocytes  B).  Ces  travaux,  publiés  en  2015  par  Le  Guen  et  al,  ont  permis  de 

démontrer un lien entre le phénotype clinique du patient M et la protéine MYSM1. 

 

Ces travaux ont permis d’identifier, chez le patient M, une mutation faux‐sens homozygote 

située  sur  le  gène MYSM1  (ou  KIAA1915/  2A‐DUB)  au  niveau  de  l’exon  16  (c.1967A>G).  Cette 

mutation mène à  la substitution d’un acide aminé (p.H656R) au niveau du domaine MPN+/JAMM 

portant  l’activité  déubiquitinase de MYSM1. Une  réversion  génétique  spontanée  au niveau de  la 

mutation c.1967A>G dans  les cellules souches hématopoïétiques du patient M, a permis d’établir 

un lien entre les symptômes immunohématologiques de ce dernier et le défaut en MYSM1. 

Cependant,  les  défauts  développementaux, microcéphalie  et  déficit  immunitaire  observés 

chez le patient évoquaient un potentiel défaut de la réparation de l’ADN (Introduction ‐ Chapitre 2).  

Ainsi, l’objectif de cette première partie de thèse, basée sur les travaux publiés par Le Guen 

et al (2015), a été d’étudier une possible implication de MYSM1 au sein des voies de réparation de 

l’ADN.  
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MYSM1, H656R et activité du domaine déubiquitinase de MYSM1 

 

Le  patient  M  est  issu  d’une  famille  consanguine  (Figure  1A)  et  porte  une  mutation 

homozygote  p.H656R  affectant  la  protéine  MYSM1.  Cette  mutation  est  portée  de  manière 

homozygote dans les fibroblastes du patient M et de manière hétérozygote par ses parents (Figure 

1B).    Les  travaux  réalisés  précédemment  au  laboratoire  ont  démontré  que  la  forme  mutée  de 

MYSM1  ou  H656R,  exprimée  chez  le  patient M, menait  à  une  déstabilisation  de  la  protéine  (Le 

Guen et al.  2015).  La mutation p.H656R du patient M se  situe dans  le domaine MPN+/JAMM de 

MYSM1. Ce domaine porte l’activité déubiquitinase de la protéine et est structuré autour de trois 

acides  aminés  possédant  une  interaction  avec  un  ion  zinc  (Zn2+).  Dans  le  cas  du  patient  M,  la 

mutation p.H656R affecte un de ces acides aminés (Figure1 C & D). Le niveau d’H2AK119ub a été 

observé comme étant plus élevé dans  les fibroblastes primaires du patient M comparativement à 

un  contrôle  (Le Guen et  al.,  2015). Afin de déterminer quel pouvait  être  l’impact de  la mutation 

p.H656R sur  l’activité déubiquitinase de MYSM1 et de comprendre si  l’augmentation des niveaux 

d’H2AK119ub  dans  ces  cellules  était  due  à  une  perte  d’activité  en  plus  de  la  déstabilisation  de 

MYSM1, des tests d’activité enzymatique in vitro ont été réalisés en collaboration avec le Dr Aude 

Echalier (University of Gleicester, UK). 

Différentes formes du domaine MPN+/JAMM de MYSM1 (WT ou mutée), associées à un tag 

GST,  ont  été  produites.  L’activité  déubiquitinase  de  ces  domaines  a  été  testée  sur  des  substrats 

monoubiquitinés.  Les  résultats  de  ces  expériences  ont  démontré  la  capacité  du  domaine 

MPN+/JAMM de MYSM1 à déubiquitiner des substrats à  l’image du contrôle positif UCHL2/BAP1, 

une  autre  histone  H2A  déubiquitinase.  Ces  tests  ont  également  montré  une  perte  totale  de 

l’activité  déubiquitinase  du  domaine  MPN+/JAMM  de  MYSM1  portant  la  mutation  p.H656R.  La 

mutation p.H656R semble ainsi supprimer l’activité déubiquitinase de MYSM1 (Figure 1E). 

Par  soucis  de  clarté,  le  terme  « H656R »  sera  utilisé  par  la  suite  et  fera  référence  à  la 

protéine MYSM1, portant la mutation p.H656R.  
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Figure 1 : Effet de la mutation H656R portée par le patient M sur l’activité déubiquitinase de 

MYSM1 

(A.) Arbre phylogénétique du patient démontrant le lien de consanguinité présent dans la 

famille de ce dernier (B.) Séquençage direct réalisé à partir d’ADNg issu de prélèvements 

sanguins du patient M et de ses parents ainsi que des fibroblastes du patient M. (C.) 

Représentation schématique de la protéine MYSM1 et du domaine JAMM structuré autour 

d’un ion zinc. (D.) Représentation tridimensionnelle du domaine MPN+/JAMM de MYSM1 

(collaboration avec Isabelle Callebaut - ENS). (E.) Test de déubiquitination in vitro. Résultats 

obtenus après un test d’activité in vitro du domaine déubiquitinase MPN+/JAMM de MYSM1 

(WT ou muté) sur des substrats monoubiquitinés qui après déubiquitination émettent un signal 

fluorescent.  
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Défauts de réparation de l’ADN observés au sein des cellules du patient M 

 

Les symptômes observés chez le patient M (Introduction – Chapitre 4 ; (Le Guen et al. 2015)) 

peuvent être le signe d’une pathologie associée à un défaut des voies de réparation de l’ADN. Avant 

le début de cette thèse, la sensibilité des fibroblastes primaires de ce dernier avait été testée face à 

divers agents génotoxiques.  

Un test réalisé sur les fibroblastes primaires du patient et révélant la capacité à former des 

colonies  cellulaires  (clonogénie),  a  démontré  une  hypersensibilité  des  cellules  du  patient M  à  la 

phléomycine  (induction  de  CDB)  et  à  la  mitomycine  C  (MMC :  induction  d’ICL)  (Figure  2A). 

Egalement,  après  traitement  à  la  mitomycine  C,  les  fibroblastes  primaires  du  patient  M  ont 

démontré une accumulation en phase G2/M du cycle cellulaire, signe d’une incapacité à réparer les 

ponts inter brins (Figure 2C). Ces premières observations suggéraient donc un défaut de réparation 

de l’ADN des cellules du patient. 

Afin  de  réaliser  des  tests  plus  poussés  de  survie  des  cellules  du  patient  en  conditions 

génotoxiques, ces dernières ont été transformées et  immortalisées. L’immortalisation est réalisée 

par  intégration  d’un  vecteur  d’expression  de  la  sous‐unité  TERT  humaine  (hTERT)  au  sein  des 

fibroblastes  primaires  du  patient.  Elle  est  accompagnée  d’une  transformation  par  un  plasmide 

permettant  l’expression  de  l’antigène  grand  T  chélateur  de  p53  du  virus  simien  SV40  (LTSV40). 

L’effet de LTSV40 est d’inhiber  les voies pro‐apoptotiques. Les cellules  immortalisées ont ainsi un 

caractère oncogénique et démontrent une prolifération plus importante sans sénescence, grâce à la 

restauration de l’activité télomérase par hTERT.  

Des tests de survie, réalisés sur  les fibroblastes « transformés et  immortalisés » du patient 

M  ont  confirmé  une  sensibilité  accrue  à  la  MMC  et  à  la  phléomycine  et  ont  révélé  une 

hypersensibilité  aux  inhibiteurs  de  PARP.  L’hypersensibilité  à  la MMC  n’est  cependant  pas  aussi 

importante qu’un patient souffrant de l’anémie de Fanconi, et la sensibilité à la phléomycine n’est 

pas aussi forte que celle d’un défaut en Cernunnos (XLF). Aussi, aucune hypersensibilité aux UV, RI 

ou hydroxyurée n’a été observée pour  les fibroblastes  immortalisés du patient M (Figure 2B). Par 

soucis de  clarté,  les  cellules  immortalisées,  par  expression de  LTSV40 et hTERT,  seront  à présent 

décrites sous le terme fibroSVtel+.  

 

En  corrélation  avec  l’hypersensibilité  observée  à  la  MMC,  l’analyse  des  chromosomes 

bloqués en métaphase a révélé un niveau augmenté de chromosomes radiaux dans les fibroblastes 
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transformés  du  patient  M  après  traitement  à  la  MMC  en  comparaison  à  des  contrôles.  Les 

chromosomes radiaux sont des structures chromosomiques aberrantes révélant une incapacité des 

cellules à résoudre, dans ce cas précis, des  ICL  induits par  la MMC (Figure 3). Bien que le taux de 

chromosomes  radiaux  observé  dans  les  cellules  du  patient  M,  après  traitement  à  la  MMC,  soit 

inférieur au taux observé dans les cellules d’un patient atteint de l’anémie de Fanconi, ces résultats 

renforcent l’idée que les cellules déficientes en MYSM1 présentent un défaut de réparation des ICL.  
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Figure 2 : Recherche de défauts de la DDR au sein des cellules du patient M 

(A.) Tests de clonogénie réalisée sur fibroblastes primaires après traitement à la phléomycine ou 

MMC. (B.) Test de sensibilité à différents agents génotoxiques réalisés sur des fibroblastes 

transformés. Des fibroblastes transformés d’un patient Cernunnos sont utilisés comme contrôle 

sensible après traitement à la phléomycine et IR. Des fibroblastes transformés d’un patient 

atteint de l’Anémie de Fanconi sont utilisés comme contrôle sensible après traitement à la 
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MMC et aux inhibiteurs de PARP (iPARP). Des fibroblastes d’un contrôle sain, traités avec un 

inhibiteur d’ATR, sont utilisés comme contrôle sensibles après traitement à l’hydroxyurée et 

une irradiation aux UV. (C.) Test d’accumulation en phase G2/M du cycle cellulaire réalisé sur 

des fibroblastes primaires après traitement à la MMC. Des fibroblastes primaires d’un patient 

atteint de l’Anémie de Fanconi sont utilisés comme contrôle sensibles. 

 

 

 

 

 
 
Figure 3 : Observation de défauts de prise en charge des ICL au sein des cellules du patient 

M 

Une augmentation du pourcentage de chromosomes radiaux a été observée dans les fibroblastes 

transformés du patient M, après traitement à la MMC. Cette augmentation n’est pas aussi 

importante que celle observée chez un patient Fanconi, mais révèle un défaut de la prise en 

charge des ICL chez le patient M.  
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Analyse des  checkpoints  cellulaires  et  de  l’ubiquitination de  FANCD2 après dommages  à  l’ADN 

dans les fibroSV40/tel+ du patient M  

 

Un défaut d’activation des  checkpoints  cellulaires peut entrainer une déstabilisation de  la 

DDR et une hypersensibilité à certains agents génotoxiques. Cette sensibilité accrue peut alors se 

traduire  par  une  instabilité  chromosomique  ou  un  blocage  en  phase G2/M.  L’intégrité  des  voies 

d’activation des checkpoints cellulaires peut être vérifiée via la phosphorylation des facteurs Chk1 

et Chk2. Ces deux facteurs sont des cibles des kinases ATR (Chk1) et ATM (Chk2) et sont des acteurs 

majeurs dans l’activation des checkpoints cellulaires après détection de dommages à l’ADN (Bartek 

et  Lukas 2003; Q.  Liu et al.,  s. d.). Afin d’évaluer  si  la  sensibilité observée au  sein des  cellules du 

patient M à  la phléomycine ou à  la MMC est due à une altération des voies de  signalisation des 

checkpoints cellulaires, la phosphorylation des facteurs Chk1 et Chk2 a été testée via Western Blot, 

en  utilisant  des  lysats  protéiques  issus  de  fibroSVtel+  (Figure  4A).  Les  résultats  obtenus  ont 

démontré une phosphorylation de Chk1 et Chk2, au sein des cellules du patient M, comparable à 

celle d’un contrôle sain en présence ou non de dommages à l’ADN. L’activation de Chk2 conduit à 

un blocage du cycle en phase G2/M qui peut être vérifié par l’évaluation des niveaux d’histones H3 

phosphorylée (marqueur associé à la condensation des chromosomes au cours de la phase G2/M), 

témoignant  du  pourcentage  de  cellules  bloquées  en  phase  G2/M  (déterminée  par  marquage  à 

l’iodure de propidium)  (Figure 4B). Ce  test a  révélé une activation normale du checkpoint G2/M, 

comparable à un contôle sain. En revanche, des cellules provenant d’un patient déficient en ATM, 

utilisées comme contrôle négatif, ont révélé une absence totale de checkpoint G2/M.  

Après induction de CDB par irradiation, les cellules activent via ATM un checkpoint cellulaire 

permettant  l’arrêt  du  cycle  cellulaire  en  phase  G1,  favorisant  ainsi  la  réparation  des  cassures  et 

évitant la présence d’un stress réplicatif. Chez le patient M, l’arrêt en phase G1 après irradiation est 

comparable  à  celui  d’un  contrôle  sain  (Figur4D).  Ces  observations  signifient  que  les  checkpoints 

cellulaires après induction de dommages à l’ADN chez le patient M ne sont pas compromis et que 

l’hypersensibilité des cellules de ce dernier à la MMC ou phléomycine n’est pas dû à un défaut de la 

DDR dépendant d’ATM.  

La voie Fanconi permet la prise en charge des ICL, pouvant être générés par exemple par la 

MMC (Introduction – Chapitre 1). Bien que l’hypersensibilité à la MMC observée chez le patient M 

ne soit pas équivalente à celle d’un patient Fanconi, un défaut de cette voie ne peut être écarté. La 

monoubiquitination de FANCD2 est nécessaire à la prise en charge des ICL et peut être considérée 
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comme marqueur de l’intégrité de la voie Fanconi (Grompe 2001; H. Kim et D’Andrea 2012). Cette 

monoubiquitination  de  FANCD2,  après  induction  d’ICL,  a  été  testée  via Western  Blot  à  partir  de 

lysats protéiques issus de fibroSVtel+. Contrairement aux fibroSV d’un patient Fanconi, les cellules 

du patient M présentent, après induction d’ICL, une ubiquitination de FANCD2 comparable à celle 

d’un contrôle sain (Figure 4C). 

Ces observations démontrent que les cellules du patient M ne possèdent aucune anomalie 

d’activation  des  checkpoints  cellulaires  ou  de  la  voie  Fanconi  conduisant  à  l’ubiquitination  de 

FANCD2, après dommages à l’ADN. 
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Figure 4 : Evaluation de l’intégrité des checkpoints cellulaires et de la voie Fanconi chez le 

patient M 

(A.) Western Blot réalisés à partir d’extrait protéiques issus de fibroSVtel+. Les facteurs Chk1 et 

Chk2 révèlent une phosphorylation après induction de dommages à l’ADN, comme c’est le cas 

chez un contrôle sain. (B.) Evaluation des niveaux d’histone H3 phosphorylée avant et après 

induction de dommages à l’ADN. Ici la phosphorylation de H3 en G2 est juste un marqueur de 

G2/M pour analyser le checkpoint (C.) Western Blot effectué sur des lysats protéiques issus de 

fibroSVtel+, révélant une ubiquitination normale de FANCD2 dans les cellules du patient M, 

après induction d’ICL. (D.) Analyse du cycle cellulaire démontrant l’intégrité des checkpoints 

cellulaires et de l’activité d’ATM au sein des cellules du patient M. Les résultats démontrent 

chez le patient M un arrêt en phase G1 du cycle cellulaire comparable à un contrôle sain, après 

induction de dommages à l’ADN.  
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Profil transcriptionnel des fibroblastes primaires du patient M en présence ou non de MMC 

 

La  monoubiquitination  d‘H2AK119  est  associée  à  une  dérépression  transcriptionnelle. 

L’activité de MYSM1 s’avère ainsi essentielle pour l’expression de gènes, notamment au niveau du 

système  hématopoïétique.  L’activité  déubiquitinase  de  MYSM1  étant  impactée  par  la  mutation 

p.H656R, celle‐ci pourrait entrainer une dérégulation transcriptionnelle de certains gènes cibles, et 

notamment de gènes codant des facteurs impliqués dans la DDR qui pourrait conduire à un défaut 

de réparation de l’ADN. Afin d’évaluer si une dérégulation transcriptionnelle pouvait être à l’origine 

de  l’hypersensibilité  du  patient  M  face  à  certains  agents  génotoxiques  comme  la  MMC  ou  la 

phléomycine, une analyse du transcriptome des fibroblastes primaires du patient M a été réalisé en 

présence ou non d’agents génotoxiques (MMC) et comparée à des cellules d’individu sain (Figure 

5).  

Une  analyse  du  profil  d’expression  transcriptionnel  en  présence  ou  non de MMC,  obtenu 

pour  le  patient  M,  a  été  comparé  à  celui  d’un  contrôle  sain  en  utilisant  un  système  appelé 

Expression BeadChip.   Les résultats obtenus grâce à cette technique ont démontré une altération 

de  l’expression  d’un  petit  nombre  de  gènes  non  impliqués  dans  la  DDR.  Cette  observation  est 

conforme  aux  résultats  publiés  par  Nijnik  et  al,  en  2012  après  analyse  comparative  du 

transcriptome  dans  des  fibroblastes  de  souris  (MEF)  MyKO  et  WT.  En  effet,  dans  cette  étude, 

aucune  différence  transcripionelle  n’avait  été  observée  dans  ces  cellules.  Parmi  les  gènes 

différemment exprimés dans les fibroblastes primaires du patient M comparativement au contrôle, 

une  exception  peut  être  relevée  pour  le  gène  RPA3,  affecté  par  une  réduction  de  transcription 

d’environ 56% (Annexe 02). Ce dernier code une sous‐unité de l’hétérotrimère RPA impliqué dans la 

protection des extensions simple‐brin d’ADN lors de la réparation (S. K. Deng et al. 2014; Qi et al. 

2015; Maréchal et Zou 2015).  Il  est  important de préciser qu’une déficience en RPA générée par 

ARN interférence a été décrite comme entrainant un arrêt des cellules en phase G2/M ainsi qu’une 

hypersensibilité  aux  UV  (Dodson,  Shi,  et  Tibbetts  2004),  deux  caractéristiques  absentes  dans  les 

cellules  du  patient M.  Aussi,  une  comparaison  des  profils  d’expression  entre  le  patient M  et  un 

contrôle sain n’a révélé aucune dérégulation spécifique, après induction de dommages par la MMC 

pouvant expliquer la sensibilité de ces cellules aux agent génotoxiques. Cette dérégulation de RPA3 

a donc été considérée comme insuffisante pour expliquer les défauts observés chez le patient M.  

Le  fait  qu’aucune  dérégulation  transcriptionnelle  de  gènes  liés  à  la  DDR  n’ait  pu  être 

identifiée renforçait l’hypothèse d’une implication directe de MYSM1 dans la DDR. Afin de vérifier 
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cette hypothèse nous avons tout d’abord voulu déterminer si MYSM1 pouvait physiquement être 

recruté aux sites de dommages de l’ADN. 

 

  

 
 
 

Figure 5 : Analyse du transcriptome au sein des fibroblastes du patient M. 

Analyse du transcriptome réalisée à partir des fibroblastes primaires du patient M ou d’un 

contrôle sain, en présence ou non de dommages à l’ADN (traitement à la MMC). Expériences 

réalisées en triplicat. 
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Analyse du recrutement de MYSM1 aux dommages de l’ADN générés par microirradiation laser 

 

La  microirradiation  laser  ou  « laser  foci »  est  une  technique  de  microscopie  confocale 

associée à une  irradiation  localisée de  l’ADN au sein de cellules vivantes. Cette technique permet 

d’observer  le  comportement  de  protéines  couplées  à  un  fluorophore  après  dommages  à  l’ADN 

(Bekker‐Jensen  et  al.  2006),  et  permet  donc  d’analyser  le  comportement  spatio‐temporel  de  ces 

dernières  au  cours  de  la  DDR. MYSM1  est  partenaire  de  pCAF  dans  des  étapes  de  dérépression 

transcriptionnelle  et  de  décondensation  de  la  chromatine.  MYSM1  interagit  également  avec  les 

facteurs BRG1 et BRM du complexe SWI/SNF (P. Zhu et al. 2007). Le recrutement de pCAF, BRG1 ou 

BRM au site de CDB a déjà été décrit grâce à cette technique de microirradiation laser (Gong et al. 

2015).  Ainsi,  une des  réalisations  de  cette  thèse  a  été  le  développmeent  et  l’implémentation  de 

cette technique de microirradiation laser au sein du laboratoire, afin d’étudier le comportement de 

MYSM1  et  d’autres  facteurs  (S.  Zhang  et  al.  2016)  en  présence  de  CDB.  Des  constructions 

plasmidiques  permettant  l’expression  de  MYSM1  couplé  à  la  GFP  et  de  NBS1  (utilisé  comme 

contrôle positif de recrutement) couplé au fluorophore Ds‐RED ont été produits. 

La  génération  de  CDB  par  irradiation  laser,  au  sein  de  cellules  HEK293T  traitées  au  BrdU 

(agent  photosensibilisant)  et  exprimant  de  manière  transitoire  MYSM1‐GFP,  NBS1‐DsRED  ou 

mCherry‐NLS (contrôle négatif) a permis d’observer un recrutement de MYSM1‐GFP et NBS1‐DsRED 

(contrôle  positif)  au  site  de  dommages  de  l’ADN,  à  l’inverse  du  contrôle  négatif  NLS‐mCherry 

(Figure  6A).  NBS1‐DsRED  forme  des  foyers  au  site  d’irradiation,  témoignant  du  recrutement  de 

facteurs  de  la  réparation  tels  que  le  complexe  MRN  dont  il  fait  partie.  De  façon  intéressante, 

MYSM1‐GFP  a  également  démontré  un  recrutement  à  la  suite  de  la  génération  de  CDB  par 

irradiation  laser, bien que moins  intense que celui observé pour NBS1. Etonnamment MYSM1 est 

dans un premier temps rapidement recruté au site d’irradiation, avant de s’étendre pour former un 

anneau  autour  du  foyer  de  réparation matérialisé  par  l’enrichissement  en  NBS1‐DsRED  dans  les 

cellules HEK293T (Figure 6A &B). Des expériences similalires réalisées avec un vecteur permettant 

l’expression  de  la  forme mutée  H656R  de MYSM1  couplée  à  la  GFP  a  permis  de  révéler  que  la 

mutation ne modifiait pas ce comportement, bien que la structure en anneau soit plus difficilement 

détectable (Figure 6C).  

Ces résultats  indiquaient donc que MYSM1 et H656R sont recrutés aux sites de cassure de 

l’ADN  générés  par  microirradiation  laser  en  se  focalisant  initalement  au  site  irradié  puis  en  se 

relocalisant  à  la  périphérie  des  dommages  générés  par  la  microirradiation.  Ces  observations 
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représentaient  donc  un  argument  supplémentaire  pour  impliquer  MYSM1  dans  une  fonction 

directe de réparation de l’ADN.  

 

 

 
 

Figure 6 : Expériences de microirradiation laser réalisées au sein de cellules HEK293T 

(A.) Des cellules HEK293T ont été transfectées afin de coexprimer MYSM1-GFP et NBS1-

DsRED. Le recrutement de ces deux facteurs après irradiation ponctuelle via un laser UV 

(405nm) est observable sur ces images (B.) Représentation, à différents temps, du niveau 

d’intensité de MYSM1-GFP et NBS1-DsRED au niveau de la ligne présentée sur l’image de 

superposition de la figure précédente (C.) Observation du comportement de H656R-GFP au 

sein de cellules HEK293T après irradiation ponctuelle via un laser UV (405nm).  
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Défauts de la DDR au sein des fibroblastes du patient M  

 

Les  résultats  décrits  précédemment  (à  l’exception  de  la  microirradiation  laser),  ont  été 

obtenus au laboratoire dans le prolongement des travaux de Le Guen et al., avant le début de cette 

thèse.  Ils ont permis d’orienter  la réflexion sur  l’impact d’une déficience en MYSM1 dans  la DDR, 

ainsi que la direction des travaux présentés ci‐après. 

 

Afin d’obtenir plus d’informations sur la relation entre défaillance de MYSM1 et mécanismes 

de réparation de l’ADN, un marquage du facteur 53BP1 (médiateur de la réparation des CDB) a été 

réalisé  avec  ou  sans  traitement  génotoxique  sur  les  fibroblastes  primaires  du  patient M  et  d’un 

contrôle sain. Les résultats obtenus, après comptage des foyers 53BP1 par noyaux, ne démontrent 

aucune présence de foyers spontanés au sein de ces cellules (Figure 7A). En revanche, les résultats 

obtenus après  induction de CDB par  traitement à  la phléomycine ont  révélé une proportion plus 

élevée de noyaux sans foyers 53BP1 chez le patient M (Figure 7B) et une induction de foyers 53BP1 

(nombre de foyers par noyau) plus faible dans les fibroblastes primaires du patient M, que chez un 

contrôle sain,  suggérant une activation réduite de  la DDR (Figure 7C). Ces  résultats  issus de deux 

expériences indépendantes, démontrent un défaut d’activation de la DDR au sein des fibroblastes 

primaires du patient M. 

 

L’expression de MYSM1 au sein des fibroSVtel+ du patient M a été de nouveau évaluée par 

Western Blot. Le résultat obtenu correspond aux observations faites par Le Guen et al., avec une 

déstabilisation de la protéine MYSM1 portant la mutation p.H656R (Figure 8C). 

Egalement, des tests de sensibilité aux agents génotoxiques ont de nouveau été réalisés sur 

les fibroSVtel+ du patient M afin de vérifier  les résultats obtenus précédemment. Les résultats de 

ces  tests  démontrent  toujours  une  sensibilité  accrue  à  la  MMC  (Figure  8A).  De  plus,  un  test 

d’accumulation en phase G2/M après traitement à la mitomycine C a été réalisé sur les fibroSVtel+ 

du  patient M  et  d’un  contrôle  sain  (Figure  8D).  Les  résultats  de  cette  expérience  confirment  un 

blocage en phase G2/M des cellules du patient M après traitement à la MMC.  

En revanche, aucune augmentation de  la sensibilité après traitement à  la phléomycine n’a 

été retrouvée dans les fibroSVtel+ du patient M, en comparaison avec un contrôle sain (Figure 8B). 

Ces  résultats montrent  une  différence  significative  avec  les  résultats  obtenus  précédemment,  et 

restent, de manière problématique, difficilement explicables pour le moment.  
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Figure 7 : Evaluation de la DDR par marquage de 53BP1 au sein de fibroblastes primaires 

(A.) Aucun foyer 53BP1 observé au sein des fibroblastes primaires du patient M et d’un contrôle 

sain sans traitement génotoxique. (B.) Observation d’un nombre plus important de noyaux sans 

foyers 53BP1 chez le patient M après induction de CDB par traitement à la phléomycine. (C.) 

Le comptage du nombre de foyers 53BP1 après traitement à la phléomycine révèle une 

diminution du nombre de foyers par noyaux dans les fibroblastes primaires du patient M. 
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Figure 8 : Evaluation de la stabilité d’H656R et de la sensibilité à la phléomycine et MMC 

au sein des fibroSVtel+ du patient M. 

(A.) Test de sensibilité après traitement à la MMC des fibroSV du patient M (B.) Test de 

sensibilité après traitement à la phléomycine des fibroSV du patient M. Chaque test de 

sensibilité a été réalisé un minimum de 3 fois et chaque point d’un graphique représente la 

moyenne d’un triplicat (C.) Western Blot réalisé sur des extraits protéiques issus de fibroSVtel+ 

montrant une déstabilisation de H656R. (D.) Accumulation des fibroSVtel+ du patient M en 

phase G2/M après traitement à la MMC. 
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Développement  d’un  système  CRISPR/Cas9  permettant  la  génération  de  modèles  cellulaires 

humains MyKO 

 

A l’exception des expériences de microirradiation laser, l’étude du rôle potentiel de MYSM1 

au sein de la DDR s’est rapidement retrouvée limitée. En effet, l’obtention de résultats était jusqu’à 

présent restreinte à l’analyse des cellules d’un patient unique portant une mutation particulière de 

MYSM1. Afin d’étendre l’acquisition de résultats à des systèmes plus généraux, le développement 

de  modèles  cellulaires  MyKO  a  été  priviliégié.  Ces  nouveaux  modèles  cellulaires,  déficients  en 

MYSM1, permettraient d’obtenir plus d’informations quant au rôle potentiel de ce dernier dans la 

DDR  et  de  vérifier  ceux  obtenus  dans  les  cellules  du  patient M.  Afin  de  développer  ce  type  de 

modèle, un système d’expression utilisant  la  technique de mutagénèse dirigée CRISPR/Cas9 a été 

développé  (Mali,  Esvelt,  et  Church  2013;  F.  Zhang, Wen,  et  Guo  2014).  Un  plasmide,  portant  la 

séquence  ADN  codant  la  protéine  Cas9  ainsi  qu’un  guide  ARN,  a  été  utilisé  afin  de  générer  des 

mutations  sur  le  gène  codant  MYSM1.  La  séquence  ciblée  génique  de  MYSM1,  ciblée  par  ce 

système, se trouve à l’intérieur de l’exon16, proche de la mutation c.1967A>G portée par le patient 

M.  Ce  système  CRISPR/Cas9  a  été  employé  sur  différents  modèles  cellulaires  :  cellules  U2OS, 

fibroSVtel+ et cellules RPE1. 

 

L’utilisation de ce système CRISPR/Cas9 a permis de sélectionner plusieurs lignées clonales 

MyKO  au  sein  des  différents  types  cellulaires  utilisés.  Alors  qu’une  expression  de  MYSM1  est 

détectable via Western Blot dans une  lignée WT, aucune expression n’est détectable au sein des 

lignées MyKO sélectionnées (Figure 8B, 9B & 10B). Pour les cellules U2OS, un séquençage de l’ADNg 

de lignées clonales démontrant une absence de MYSM1 par Western Blot (Figure 9A & B) a révélé, 

pour la lignée U2OS MYSM1 205, une délétion de 12 paires de bases sur un allèle et une insertion 

d’une paire de base sur  le  second allèle. Pour  la  lignée sélectionnée U2OS MYSM1 219, celle‐ci a 

révélé une  insertion d’une paire de base sur un allèle et une délétion de 54 paires de base sur  le 

deuxième allèle. Ces deux lignées ont été confirmées comme MyKO par Western Blot (Figure 9B).  

Pour  les  fibroSVtel+,  deux  lignées  ont  été  sélectionnées  démontrant  chacune  une  perte 

d’expression de MYSM1 en Western Blot (Figure 10B) ainsi qu’une délétion de deux paires de bases 

homozygote  sur  le  gène MYSM1  causant  un décalage du  cadre de  lecture  et  générant  un  codon 

stop  prématuré  (Figure  10A).  Ces  deux  lignées  partagent  un  même  génotype  mais  ont  été 

sélectionnées à partir de deux expériences de mutagénèse indépendantes.  
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Analyse de la sensibilité aux agents génotoxiques des lignées U2OS et fibroSVtel+ MyKO 

 

Les cellules MyKO obtenues après utilisation du système CRISPR/Cas9, au sein des  lignées 

U2OS et fibroSVtel+, ont été soumises à des tests de sensibilité aux agents génotoxiques (MMC ou 

phléomycine)  afin  de  déterminer  quel  pouvait  être  la  conséquence  d’une  absence  complète  de 

MYSM1 sur la réparation de l’ADN dans ces cellules.  

De  façon  inattendues  les  cellules  U2OS  MyKO,  n’ont  révélé  aucune  augmentation  de  la 

sensibilité après traitement à la MMC et à la phléomycine (Figure 9C). Par ailleurs, les deux clones 

fibroSVtel+ MyKO  ont  présenté,  de  façon  répétée  (n=4),  une  hypersensibilité  accrue  à  la MMC. 

Cependant, nous avons observé une différence d’intensité de sensibilité à la MMC de ces 2 clones 

bien qu’ils présentent tous deux une absence complète de MYSM1. En effet,  la  lignée fibroSVtel+ 

MYSM1 214 apparait plus sensible à un traitement par la MMC que la lignée 216. De plus, à l’instar 

des  fibroSVtel+  du  patient  M,  aucune  augmentation  de  la  sensibilité  à  la  phléomycine  n’a  été 

observée  dans  les  fibroSVtel+ MyKO  (Figure  10C).  Cette  hétérogénéité  des  résultats  a  amené  à 

reconsidérer la validité de ces types cellulaires comme modèles d’études d’un défaut de MYSM1. 

En effet, les cellules U2OS sont caractérisées par une surexpression de MDM2 menant à une 

altération de la voie p53 (Landers, Cassel, et George, s. d.). Or, il a été démontré que MYSM1 et p53 

possédaient un lien particulier, et qu’une altération de la voie p53 pouvait masquer les effets d’une 

délétion  de  MYSM1  (Introduction  –  Chapitre  4).  Egalement,  une  transformation  de  cellules 

(fibroblastes)  par  l’antigène  grand  T  du  virus  simien  SV40  peut  affecter  la  DDR  au  sein  de  ces 

cellules  (Kohli  et  Jorgensen  1999)  ainsi  que  l’activation  de  la  voie  p53  (Technau  et  al.  2001). 

L’altération de  la voie p53 au sein de ces  lignées pourrait ainsi être à  l’origine de  l’hétérogénéité 

des  résultats  obtenus  lors  des  tests  de  sensibilité  à  la  MMC  et  phléomycine.  Enfin,  des  effets 

inhérents à l’aspect clonal de ces cellules sur la DDR ne peuvent être écartés. 

  

Afin d’évaluer l’état d’activation de p53 dans ces différents types cellulaires, la présence de 

p53  phosphorylé  en  sérine15  (Loughery  et  al.  2014),  et  en  présence  d’un  stress  génotoxique 

(MMC),  a  été  analysée  par  Western  blot  (Figure  9D).  Ces  résultats  démontrent  une  absence 

d’activation  de  la  voie  p53  après  dommages  à  l’ADN  dans  plusieurs  types  cellulaires  comme  les 

HEK293T ou U2OS. Les  fibroSVtel+ du patient M et d’un contrôle sain, en revanche, révèlent une 

phosphorylation  de  p53  (S15)  induite  par  la  MMC.  Les  cellules  U2OS  n’apparaissent  donc  pas 

comme  un modèle  cellulaire  fiable  afin  d’étudier  un  défaut  de MYSM1.  En  ce  qui  concerne  les 
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fibroSVtel+,  ces  derniers  montrent  une  voie  p53  potentiellement  fonctionnelle.  Cependant, 

l’absence  d’hypersensibilité  de  ces  cellules  à  la  phléomycine  comme  observée  dans  les  derniers 

tests  réalisés  sur  les  FibroSVtel+  du  patient  M  reste  difficilement  explicable.  Ainsi,  les  modèles 

cellulaires MyKO  obtenus  au  sein  de  ces  différentes  lignées  n’apparaissent  pas  comme  les  plus 

appropriés pour étudier l’effet d’une absence de MYSM1 dans la DDR.  

 

La poursuite du projet a donc été axée sur l’étude de l’effet d’une absence de MYSM1 dans 

un modèle cellulaire considéré comme plus physiologique. Les cellules RPE1 sont des fibroblastes 

issus  de  la  rétine  immortalisés  par  réexpression de hTERT.  Ces  cellules,  n’exprimant  pas  SV40  et 

possédant  une  voie  p53  fonctionnelle  (Lambrus  et  al.  2015),  ont  donc  été  choisies  pour  étudier 

l’impact d’une absence en MYSM1 sur la DDR. 
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Figure 9 : Lignées U2OS MyKO 

(A.) Représentation des séquences obtenues pour les lignées U2OS MYSM1 205 et U2OS 

MYSM1 219 au niveau de l’exon 16 du gène MYSM1. La lignée 215 présente une insertion 

d’une paire de base sur un allèle, et une délétion de 12 paires de bases avec un décalage du cadre 

de lecture sur l’autre allèle. La lignée 219 présente également une insertion d’une paire de base 

sur un allèle ainsi qu’une délétion de 54 paires de base sur le second allèle, menant à un 

décalage du cadre de lecture.  (B). Western Blot représentant l’expression de MYSM1 dans les 

différentes lignées obtenues après utilisation du système CRISPR/Cas9 sur les cellules U2OS. 

(C.) Test de sensibilité à la MMC et phléomycine des cellules U2OS MyKO. Chaque point d’un 

graphique représente la moyenne d’un triplicat. (D.) Western Blot réalisé à partir d’extraits 

protéiques issus de différentes lignées cellulaires utilisées au laboratoire. Cette figure illustre les 

niveaux d’expression de MYSM11 et phospho p53(ser15) avec ou sans traitement à la MMC. 
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Figure 10 : Lignée de fibroSVtel+ MyKO 

(A.) Représentation des séquences obtenues pour les lignées fibroSVtel+ MYSM1 214 et 

fibroSVtel+ MYSM1 216 au niveau de l’exon 16 du gène MYSM1. Ces deux lignées isolées de 

manière indépendante présentent une même mutation homozygote sur l’exon 16 du gène 

MYSM1, sous la forme d’une délétion de deux paires de bases (B). Western Blot représentant 

l’expression de MYSM1 dans les différentes lignées obtenues après utilisation du système 

CRISPR/Cas9 sur les cellules fibroSvtel+. (C.) Tests de sensibilité après traitement à la MMC 

et phléomycine des fibroSVtel+ MyKO. Chaque test de sensibilité a été réalisé un minimum de 

3 fois et chaque point d’un graphique représente la moyenne d’un triplicat. 
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Analyse de la réparation de l’ADN au sein de lignées RPE1 MyKO 

 

L’utilisation du système CRISPR/cas9 dans des cellules RPE1 a permis de sélectionner deux 

clones MyKO.  Après  séquençage  de  l’ADN  génomique  de  ces  cellules,  les  RPE1 MYSM1  206  ont 

révélé une mutation homozygote du gène MYSM1 sous forme d’une délétion de 14 paires de base 

accompagnée d’une insertion de cinq paires de base, menant à un décalage du cadre de lecture et à 

l’apparition  d’un  codon  stop  prématuré.  La  lignée  RPE1  MYSM1 208  a  révélé  une  insertion 

homozygote d’une paire de base menant également à un décalage du cadre de lecture (Figure 11A) 

et à  l’apparition d’un codon stop prématuré. L’absence d’expression de MYSM1 a été vérifiée par 

Western Blot dans ces cellules (Figure 11B). Ces deux lignées MyKO issues des cellules RPE1 (RPE1 

MYSM1 206  et  208)  ont  révélé  une  hypersensibilité  après  traitement  à  la  MMC  ainsi  qu’à  la 

phléomycine  (Figure  11C),  en  comparaison  avec  une  lignée  RPE1 WT.  Cette  hypersensibilité  est 

semblable aux  résultats obtenus dans  les  fibroblastes primaires et  fibroSV du patient M avant  le 

début de cette thèse. Ces observations suggèrent alors qu’une absence de MYSM1 provoque une 

hypersensibilité face à ces agents génotoxiques et permet de valider l’utilisation des cellules RPE1 

comme modèle d’étude MyKO. 

 

Afin d’évaluer  si  une absence de MYSM1 pouvait  perturber  la DDR et  le  recrutement  aux 

dommages de l’ADN de facteur de la réparation tel que NBS1, les lignées RPE1 WT et MyKO ont été 

soumises à des expériences de microirradiation laser.  

Celles‐ci  ont  été  transfectées  afin  d’exprimer de  façon  transitoire NBS1‐GFP.  Les  résultats 

obtenus ont permis d’observer  le  recrutement de NBS1 au sein de chacune de ces  lignées, après 

irradiation  laser  (Figure 12A). Cependant, une modélisation de  la cinétique de recrutement de ce 

facteur  révèle  une  réduction  de  l’intensité  du  recrutement  dans  les  cellules MyKO.  Ces  résultats 

suggèrent que MYSM1 n’apparait  pas essentiel  au  recrutement de NBS1 au  site de  lésion d’ADN 

mais pourrait participer à son accumulation ou sa stabilité au niveau des CDB (Figure 12B).  
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Figure 11 : Lignées RPE1 MyKO 

(A.) Représentation des séquences obtenues pour les lignées RPE1 MYSM1 206 et RPE1 

MYSM1 208 au niveau de l’exon 16 du gène MYSM1. La lignée 206 présente une mutation 

homozygote sous la forme d’une délétion de 14 paires de base associée à une insertion de cinq 

paires de bases « TTAGC » menant à un décalage du cadre de lecture. La lignée 208 présente 

une insertion homozygote d’une paire de base menant également à un décalage du cadre de 

lecture. (B). Western Blot représentant l’expression de MYSM1 dans les différentes lignées 

obtenues après utilisation du système CRISPR/Cas9 sur les cellules RPE1 (C.) Tests de 

sensibilité après traitement à la MMC et phléomycine des RPE1 MyKO. Chaque test de 

sensibilité a été réalisé un minimum de trois fois et chaque point d’un graphique représente la 

moyenne d’un triplicat. 
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Figure 12 : Expérience de microirradiation laser réalisées au sein de lignées RPE1 WT et 

MyKO 

(A.) Observation du recrutement de NBS1-GFP au sein de lignées RPE1 WT et MyKO après 

irradiation ponctuelle via un laser UV (405nm) (B.) Représentation de la cinétique de 

recrutement de NBS1-GFP au site d’irradiation par laser au sein de lignées RPE1 WT et 

MyKO. La modélisation de cette cinétique utilise des données obtenues à partir de l’irradiation 

de quatre noyaux pour chaque lignée, présentant des niveaux de fluorescence équivalents. 

Toutes les données ont été obtenues dans des conditions identiques de culture des cellules, 

d’irradiation et d’acquisition des images.    
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Les  résultats  obtenus  précédemment  dans  les  lignées  RPE1 MyKO  suggèrent  une  implication  de 

MYSM1  dans  la  DDR.  La  complémentation  de  ces  défauts  de  la  DDR  via  une  restauration  de 

l’expression  de MYSM1  est  cependant  nécessaire  afin  de  valider  définitivement  l’implication  de 

MYSM1 dans ce phénotype (hypersensibilité à la MMC et phléomycine ; défaut de signalisation des 

CDB). Ceci permet en particulier de s’assurer que  les phénotypes observés dans  les cellules RPE1 

MyKO ne sont pas dus à un effet « off target » des guides ARN utilisés lors de leur génération via le 

système CRISPR/Cas9. 

Dans ce but, un vecteur lentiviral a été développé afin d’induire une expression de MYSM1 

ou H656R au sein de cellules cibles. Le vecteur de base employé est un vecteur lentiviral pCW57. Ce 

vecteur possède un promoteur TRP (Tetracycline Responsive Promoter) permettant une expression 

inductible  par  ajout  de  doxycycline  et  un  gène  de  sélection  à  la  puromycine.  Le  vecteur  pCW57 

permet une expression multigénique grâce à  la présence d’une séquence codant un peptide P2A 

autoclivable.  Cette  séquence  se  trouve  entre  une  cassette  codant  la  GFP  et  un  site  de  clonage 

permettant  l’insertion d’un gène d’intérêt. Ce système permet ainsi d’exprimer de manière dose‐

dépendante,  après  induction par  la doxycycline,  la partie  codante  (ADNc) d’un gène d’intérêt  (ici 

MYSM1) couplée avec celle de  la GFP. Le peptide P2A, situé entre  la GFP et  la protéine d’intérêt, 

permet  la  séparation  par  clivage  de  cette  dernière  et  de  la  GFP  de  manière  indépendante.  La 

protéine d’intérêt  se  retrouve nue  (sans TAG) et  le niveau de GFP, observable par  cytométrie en 

flux,  permet  d’apprécier  le  niveau  d’induction  transcriptionnelle  et  indirectement  le  niveau 

d’expression de la protéine d’intérêt.  

Chaque  lignée  RPE1 MyKO  et WT  a  été  transduite  soit  avec  le  vecteur  pCW57  dépourvu 

d’insert  (vecteur  vide)  ou  bien  avec  un  insert  permettant  l’expression  inductible  de MYSM1  ou 

H656R.  Les  cellules  RPE1  WT  et  MyKO  (206  et  208)  ont  été  transduites  en  parallèle  avec  ces 

différents  vecteurs.  Ce  système  d’expression,  appliqué  aux  cellules  RPE1 MyKO,  a  été  validé  par 

Western Blot et analysé en cytométrie en flux (Figure 13A & B). 
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Figure 13 : Validation du système d’expression inductible via le vecteur lentiviral pCW57 

(A.) Analyse de cytométrie en flux montrant une induction de l’expression de la GFP après 

ajout de la doxycycline (500ng.ml-1) pendant 24 heures, après quatre jours de sélection des 

cellules transduites via 12 ug.ml-1 de puromycine (B.) Western Blot réalisé à partir d’extraits 

protéiques issus des lignées RPE1 MyKO et démontrant les niveaux d’expression de MYSM1 

ou H656R en fonction de doses croissantes de doxycycline. 
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Tests de complémentation RPE1 MyKO après réexpression de la forme WT ou H656R de MYSM1 

 

Les différentes  lignées RPE1  transduites par pCW57 ont été  soumises  à plusieurs  tests de 

sensibilité aux agents génotoxiques en présence ou en absence de DOX. Ce système d’expression 

inductible,  demandant  une  optimisation  préalable  de  la  durée  du  traitement  et  de  la  dose  de 

doxycycline employée, a été testé plusieurs fois après induction de dommages par traitement à la 

phléomycine. En effet, les cellules RPE1 étant sensibles à des doses très faibles et donc très précises 

de MMC (Figure 11C), la phléomycine a été sélectionné pour les étapes d’optimisation.  

En absence de doxycycline, aucun effet des vecteurs pCW57 vide ou pCW57 MYSM1 n’est 

observable sur la sensibilité des RPE1 à un traitement par phléomycine. Le vecteur pCW57 H656R 

ne  démontre  aucun  changement  de  sensibilité  à  l’exception  de  la  lignée  RPE1  WT.  Cette 

augmentation  de  sensibilité  n’étant  pas  retrouvée  par  la  suite  pour  cette  lignée,  celle‐ci  est 

difficilement explicable et peut être considérée comme une variation expérimentale, indépendante 

du type cellulaire étudié (Figure 14). 

Les  expériences  menées  après  induction  des  vecteurs  pCW57  vides  par  la  doxycycline 

(250ng.ml‐1),  n’ont  démontré  aucun  changement  de  la  sensibilité  des  cellules WT  ou MyKO  à  la 

phléomycine.  Cependant,  l’induction de  l’expression des  vecteurs pCW57 MYSM1 après  ajout de 

doxycycline (250ng.ml‐1), dans les lignées RPE1 MYSM1 206 et 208 révèle une complémentation de 

leur sensibilité à la phléomycine (Figure 14). Ces résultats démontrent formellement un lien entre 

absence  de  MYSM1  et  hypersensibilité  à  la  phléomycine.  Des  tests  similaires  devront  être  à 

présents réalisés en utilisant la MMC.  

De façon très intéressante, l’induction de l’expression d’H656R, contrairement à l’induction 

de MYSM1, ne permet pas de complémenter la sensibilité accrue à la phléomycine, observée dans 

ces cellules RPE1 MyKO (Figure 14). Au contraire, il semble que l’expression d’H656R augmente la 

sensibilité  de  ces  dernières  à  la  phléomycine.  Cette  observation  suggère  que  la  forme  H656R 

pourrait être toxique et plus délétère pour la cellule qu’une absence de MYSM1.  
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Figure 14 : Tests de complémentation de l’hypersensibilité à la phléomycine des lignées 

RPE1 MyKO 

Représentation de quatre tests indépendants réalisés après traitement à la phléomycine sur les 

différentes lignées RPE1 transduites avec pCW57 vide, MYSM1 ou H656R. Le premier test a 

été réalisé sans ajout de doxycycline. Les trois suivants ont été réalisés avec ajout de 250ng.ml-1 

de doxycycline 24heures avant ajout de la phléomycine. Chaque point représente la moyenne 

d’un triplicat. 
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Génération de souris MyKO et tests de sensibilité aux agents génotoxiques 

 

La génération de souris MyKO avait été initiée avant le début de cette thèse et entre temps, 

plusieurs  articles  décrivant  le  phénotype  de  ce modèle  animal  ont  été  publiés  par  d’autres  (Ref, 

Nijnik  etc..).  Nos  souris  présentaient  l’ensemble  des  défauts  développementaux  décrits  dans  la 

littérature comme une atrophie de la queue, des problèmes au niveau des membres inférieures et 

une  absence  de  pigmentation  au  niveau  de  l’abdomen  (Figure  15A).  Le  développement  de  ce 

modèle murin a permis l’obtention de MEF‐SV40 (Mouse Embryonic Fibroblasts) MyKO et l’absence 

d’expression de MYSM1 au sein de ces cellules a été vérifiée par Western Blot (Figure 15B).   

Aucune  évaluation  de  la  DDR  n’ayant  été  présentée  dans  la  littérature  sur  des  modèles 

murins,  l’obtention de MEF‐SV40 a permis d’effectuer plusieurs  tests de  sensibilité  à  la MMC ou 

phléomycine  sur  un  modèle  différent  du  modèle  humain.  De  façon  intéressante,  les  MEF‐SV40 

MyKO  ont  révélé  une  hypersensibilité  à  la  phléomycine,  quasiment  comparable  à  celle  de MEF‐

SV40 déficients en LIGIV,  renforçant  l’hypothèse d’une  implication de MYSM1 dans cette voie de 

réparation.  En  revanche,  et  de  façon  inattendue,  ces  cellules  murines  MyKO  ont  révélé  une 

sensibilité  à  la  MMC  similaire  à  celle  de  cellules  WT  (Figure  15C).  Ces  observations,  difficiles  à 

concilier  avec  les  résultats  obtenus  dans  nos modèles  cellulaires  humains,  posent  de  nouveau  la 

question  d’un  impact  de  SV40  sur  la  DDR mais  également  la  question  d’une  différence  pouvant 

exister inter‐espèces. Dans tous les cas, le modèle murin MyKO semble lui aussi souffrir, au moins 

en partie, de défauts de réparation des CDB. 

 

 

 

   



 

 148 

 
 

Figure 15 : Analyse de la DDR au sein de MEF-SV40 MyKO. 

(A.) Photographie prise au laboratoire présentant des souris WT ou MyKO (B.) Western Blot 

réalisé à partir d’extraits protéiques issus de MEF-SV40, montrant le niveau d’expression de 

MYSM1 dans ces différentes lignées (C.) Tests de sensibilité réalisés sur des MEF-SV40 MyKO 

après traitement à la phléomycine ou MMC. Chaque test de sensibilité a été réalisé un 

minimum de 3 fois et chaque point du graphique représente la moyenne d’un triplicat. 
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PARTIE II.2 : [Caractérisation phénotypique d’un 

patient présentant des signes de vieillissement 

accéléré associés à une immunodéficience et une 

hypoplasie du cervelet : Implication du facteur 

ZNF699] 

 

Au cours de la première partie de cette thèse, consacrée à l’étude de MYSM1, de nombreux 

écueils expérimentaux ont été rencontrés. Ces derniers ont, un temps, significativement ralenti  la 

progression de ce projet. C’est pourquoi, en parallèle, une  toute autre étude a été  intiée et  sera 

présentée ci‐dessous. 

 

Cette seconde partie du  travail de  thèse porte sur  l’étude d’un patient, nommé patient Z, 

caractérisé par un tableau clinique atypique et dont les échantillons biologiques (prises de sang et 

fibroblastes primaires) ont été adressés au laboratoire. L’objectif de cette deuxième partie de thèse 

a été, dans un premier temps, d’approfondir la caractérisation phénotypique de ce patient et de sa 

pathologie, et dans un second temps, d’identifier le facteur génétique pouvant être à l’origine de ce 

phénotype. 
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Phénotype clinique du patient Z 

 

Le patient est issu d’une famille consanguine (Figure 16A). Celui‐ci présentait à la naissance 

une insuffisance médullaire avec une lymphopénie modérée, un retard de croissance intra utérin, 

une dysplasie ectodermique, une hypotonie globale avec ptose palpébrale, une microcéphalie avec 

atrophie du cervelet et un retard mental. Ces symptômes s’accompagnaient également de signes 

de vieillissement accéléré comme la présence de cils et cheveux gris et cassants. 

Puisque le patient Z présentait des caractéristiques cliniques compatibles avec le syndrome 

Høyeraal‐Hreidarsson associé à des télomères anormalement courts, la taille de ses télomères a été 

évaluée par analyse de « telomere restriction fragment » suivie d’un Southern Blot. La mesure des 

télomères a été réalisée à partir d’ADN extrait des cellules sanguines dans tous les membres de la 

famille.  La  technique de Southern Blot utilisée a  révélé une  longueur moyenne des  télomères du 

patient Z anormalement réduite (moyenne de 8,1kb) compte tenu de son âge, et en comparaison, 

avec  son  frère  sain,  son père et  sa mère  (longueur moyenne des  télomères de 12,7kb 10,8kb et 

13,9kb  respectivement)  (Figure 16B). Cette première observation suggère donc que  la pathologie 

du patient est associée à un défaut de maintenance télomérique compatible avec le syndrome HH. 

Afin de poursuivre l’étude phénotypique, des fibroblastes primaires du patient Z ont pu être 

obtenus. Ces cellules se sont avérées extrêmement difficiles à maintenir en culture, avec un arrêt 

de  la prolifération après seulement 4 à 5 passages probablement causé par une taille réduite des 

télomères  qui  peut  affecter  la  capacité  de  prolifération  des  cellules  (sénescence).  De  plus,  les 

télomères étant facilement altérés par un stress oxydatif (Boesten et al. 2013; Prasad, Wu, et Bondy 

2017), et les télomères du patient présentant déjà une taille anormale, les fibroblastes primaires du 

patient Z ont été placés dans un incubateur hypoxique (3% d’oxygène). Malgré ces précautions, la 

prolifération de ces cellules n’a montré aucune amélioration. Ce phénotype pouvant être causé par 

une  sénescence  prématurée  des  cellules  (Bernadotte,  Mikhelson,  et  Spivak  2016;  Victorelli  et 

Passos  2017),  un  test  d’activité  de  la  (beta)galactosidase  à  pH  acide  (B.  Y.  Lee  et  al.  2006), 

permettant d’évaluer  le  taux de cellules sénescentes dans une population cellulaire, a été  réalisé 

sur  les fibroblastes primaires du patient Z et d’un contrôle sain avec un nombre de passages plus 

avancé.  Les  résultats  ont  révélé  un  niveau  extrêmement  élevé  de  sénescence  dans  les  cellules 

primaires du patient Z, en corrélation avec leur difficulté de prolifération (Figure 16C).  
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Une activation persistante de la DDR est souvent observable au sein de cellules sénescentes 

associées  à  un  raccourcissement  des  télomères  (Hewitt  et  al.  2012).  Des  marquages 

d’immunofluorescence ciblant le facteur 53BP1, couplés à un marquage FISH via l’utilisation d’une 

sonde télomérique, ont été réalisés sur les fibroblastes primaires du patient Z et d’un contrôle sain. 

Ces marquages  ont  pour  but  d’évaluer  la  présence ou  l’absence  de  TIF  (Telomere  Induced  Foci), 

témoins d’une activation de la DDR au niveau des télomères (H. Takai, Smogorzewska, et de Lange 

2003).  Il  faudra  ici  prendre  en  compte  que  la  prolifération  limitée  des  fibroblastes  primaires  du 

patient  Z  n’a  permis  de  réaliser  cette  expérience  qu’une  seule  fois.  Le  résultat  de  ce 

double marquage a  tout d’abord mis en évidence une augmentation du nombre de  foyers 53BP1 

spontanés dans les fibroblastes primaires du patient Z en comparaison de ceux d’un contrôle sain à 

un passage plus avancé (P7 pour le patient Z contre P17 pour le contrôle sain) (Figure 17A).  

De plus,  la  grande majorité  des  foyers  53BP1 détectés,  dans  les  fibroblastes  primaires  du 

patient Z, sont localisés aux télomères marqués par la sonde télomérique. Ceux‐ci démontrent donc 

une  augmentation  importante  du  nombre  de  TIF  dans  les  fibroblastes  primaires  du  patient  Z, 

témoignant d’une dysfonction télomérique (Figure 17B).  

 

Afin  d’augmenter  les  capacités  prolifératives  de  ces  cellules,  ces  dernières  ont  été 

transformées par expression de l’antigène grand T du virus SV40 (OZER et al., s. d.).  
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Figure 16 : Début de l’étude phénotypique du patient Z 

(A.) Arbre généalogique du patient Z (représenté en noir) (B.) Mesure des télomères du patient 

Z et de sa famille par Western Blot à partir de prélèvements sanguins (C.) Mesure du niveau de 

sénescence par un test d’activité de la (beta) galactosidase au sein des fibroblastes primaires du 

patient Z et d’un contrôle sain. 
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Figure 17 : Marquage TIF (telomere induced foci) dans les fibroblastes primaires du patient 

Z et d’un contrôle sain. 

(A.) Représentation sous forme de graphiques du nombre de noyaux démontrant une absence 

ou présence (de 1 à 5 et plus) de foyers 53BP1 (point vert) au sein des fibroblastes primaires du 

patient Z et d’un contrôle sain (B.) Représentation sous forme de graphique du nombre de 

foyers 53BP1 (point vert), dénombrés dans le graphique précédent, colocalisant avec un 

marquage télomérique (point rouge). Cette expérience n’a pu être réalisée qu’une seule fois à 

cause de la difficulté de maintien en culture des cellules primaires du patient Z. (minimum de 

120 noyaux comptés par condition).  
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Afin d’évaluer si  la dysfonction télomérique révélée par  la présence de TIFs s’accompagne 

d’aberrations télomériques, chez le patient Z, les fibroSV de ce dernier et d’un contrôle sain ont été 

soumis à un marquage FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) à l’aide d’une sonde télomérique, 

sur des étalements de chromosomes bloqués en métaphase. Les résultats de ces expériences ont 

démontré  une  augmentation  faible  mais  statistiquement  significative  du  nombre  d’aberrations 

télomériques  (Multi‐telomeric  signal,  Sister  telomere  loss,  …)  dans  les  fibroSV  du  patient  Z, 

comparés à un contrôle sain (Figure 18).  

Le  raccourcissement  des  télomères  observé  chez  ce  patient  semble  donc  s’accompagner 

d’une instabilité ou déprotection des télomères avec une activation de la DDR. 
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Figure 18 : Recherche d’aberrations télomériques sur un étalement de chromosomes en 

métaphases. Représentation graphique de la fréquence de chromosomes normaux et 

d’aberrations télomériques détectés sur un étalement de fibroSV bloqués en métaphases.  
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Anomalies nucléaires et lamina 

 

Les expériences d’immunofluorescence, menées sur les cellules primaires du patient Z, ont 

permis  d’observer  des  anomalies  au  niveau  de  leur  structure  nucléaire.  En  effet,  les  noyaux  des 

fibroblastes primaires du patient Z, comparativement à des cellules d’individus sains, apparaissaient 

de taille augmentée et présentaient une circularité réduite avec la présence de bourgeonnements 

ou de structures binucléées (Figure 19A & B). Des anomalies de la structure nucléaire sont souvent 

associées à un phénotype de vieillissement accéléré comme observé dans le syndrome Hutchinson‐

Gilford (ou progeria). Une analyse en immunofluorescence avec marquage de la laminA/C a permis 

également  de  mettre  en  évidence  que  les  noyaux  des  fibroblastes  du  patient  Z  étaient  plus 

volumineux que ceux des cellules d’individus sains. Cette observation pouvant être causée par un 

changement du niveau de la compaction de l’ADN, une évaluation du niveau d’H3K9me3, marqueur 

de  l’hétérochromatine, a été  réalisée par Western Blot. L’extraction de  lysats protéiques  issus de 

fibroSV a permis de révéler une augmentation importante du niveau d’H3K9me3 chez le patient Z 

(Figure 19C). Une augmentation de cette marque hétérochromatinienne ne permet pas d’expliquer 

une augmentation de  la surface nucléaire mais peut être associé à un état sénescent des cellules 

par  la  formation  de  SAHF  (Senescence  Associated  Heterochromatin  Foci)  (Aird  et  Zhang  2013). 

Cependant,  ces  structures  particulières  de  l’ADN  sont  généralement  observables  par  marquage 

nucléaire au DAPI. Or aucune observation de ces structures n’a pu être faite après marquage des 

noyaux  de  fibroblastes  du  patient  Z  (Figures  17,  19  &  20).  Ces  données  concernant  l’état  de  la 

chromatine dans ces cellules sont encore difficilement interprétables. 
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Figure 19 : Aberrations nucléaires et niveau d’hétérochromatine dans les cellules du patient 

Z 

(A.) Images obtenues à partir d’un microscope confocal de noyaux de fibroblastes primaires du 

patient Z et d’un contrôle sain. Les noyaux sont marqués par le DAPI en bleu. Le marquage 

vert correspond à un marquage de la lamine A/C (B.) Représentation graphique de la circularité 

et surface nucléaire des noyaux de fibroblastes primaires du patient Z ou d’un contrôle sain. Les 

données représentées sont issues de plus de trois expériences indépendantes (C.) Western Blot 

réalisé à partir d’extraits protéiques provenant de fibroSV du patient Z et d’un contrôle sain 

démontrant le niveau d’H3K9me3 de ces cellules. 
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Tétraploïdie et problèmes de division cellulaire des fibroSV du patient Z 

 

La surface des noyaux des fibroblastes du patient Z est plus importante que chez un contrôle 

sain. Afin de savoir si la taille particulière des noyaux des cellules du patient Z pouvait être associée 

à  une  phase  pariculière  du  cycle  cellulaire,  un marquage  à  l’iodure  de  propidium,  suivi  par  une 

analyse  de  cytométrie  en  flux  (FACS),  a  été  réalisée.  Etonamment,  celle‐ce  a  révélé  un  profil  au 

FACS suggérant une quantité d’ADN dans les fibroblastes primaires et fibroSV du patient Z deux fois 

supérieure à ce qui est observé dans les cellules d’individus sains (Figure 20A). Il est important de 

noter  que  cette  observation  a  été  réalisée  sur  deux  lignées  fibroblastiques  primaires  issus  de  2 

biopsies  cutanées  indépendantes  du  patient,  excluant  une  dérive  d’une  lignée  cellulaire 

particulière.  Afin de déterminer si cette augmentation de la quantité d’ADN nucléaire pouvait être 

due  à  une  potentielle  duplication  du  génome  au  sein  de  ces  cellules  (comme  observé  lors 

d’endoréplication  ou  de  défaut  de  cytokinèse),  un  marquage  par  FISH  en  utilisant  des  sondes 

centromériques  ciblant  les  centromères  des  chromosomes  7  et  8,  a  été  réalisé.  Le  but  de  ce 

marquage est de vérifier si les cellules testées présentent deux (phase G1) ou quatre (phase S/G2) 

signaux  pour  chaque  chromosome. Un  nombre  impair  de  signaux  signifierait  une  aneuploïdie  au 

sein de ces cellules. De façon surprenante cette analyse, réalisée dans les fibroblastes primaires et 

fibroSV du patient Z et d’un contrôle sain, a révélé une tétraploïdie dans  les cellules du patient Z 

(Figure 20B & C).  

 

Afin  de  savoir  si  cette  tétraploïdie  anormale  pourrait  être  causée  par  des  anomalies 

mitotiques,  les  fibroSV  du  patient  et  d’un  contrôle  sain  ont  été  transduits  par  un  lentivirus 

permettant  l’expression  de  l’histone  H2B  couplée  à  un  fluorophore  (mCherry).  Des  acquisitions 

d’images  à  intervalles  réguliers  sur  une  période  de  42  heures  ont  ensuite  été  réalisées  sur  ces 

cellules grâce à un système de microscopie à fluorescence couplé à une chambre thermostatée et 

régulée en CO2 (5%) (Figure 21). Le résultat de cette expérience a permis d’observer des phases de 

condensation de  l’ADN sous  forme de chromosomes métaphasiques dans  les noyaux du contrôle 

sain. Cette condensation est alors suivie de la séparation des chromosomes condensés menant à la 

formation  des  deux  noyaux  de  taille  équivalente  révélant  une  cytokinèse  efficace.  Ces  résultats 

obtenus chez le contrôle sain correspondent au déroulement normal de la mitose (Mackay, Ullman, 

et Rodesch 2010). En revanche, dans les cellules du patient Z, aucune condensation de l’ADN sous 

forme  de  chromosomes métaphasiques  n’a  pu  être  observée.  L’ADN  semble  se  scinder  en  deux 
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sans condensation, avant de se regrouper et donner naissance à un noyau unique plus volumineux 

(Figure 21). En raison des difficultés inhérentes à la mise en place d’une expérience d’imagerie de 

cellules vivantes sur un temps aussi long (perte de focus, mouvement des cellules, …), des résultats 

exploitables n’ont pu être obtenus que lors du troisième et dernier essai mené sur ces échantillons. 

Il faudra donc prendre en compte que cette expérience n’a pu être réalisée, de manière analysable, 

qu’une seule fois. Aussi, une optimisation plus poussée des paramètres d’imagerie, permettant un 

comptage et une calibration des noyaux, n’a pu être réalisée.  

 

L’ensemble de ces observations  semble décrire un phénomène d’endoréduplication ou de 

problème de cytokinèse, observé dans certains cas d’effondrement télomérique (Davoli, Denchi, et 

de Lange 2010a).  
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Figure 20 : Evaluation de la ploïdie au sein des fibroblastes du patient Z 

(A.) Analyse par cytométrie en flux d’un marquage à l’iodure de propidium (quantité d’ADN 

par noyau) des fibroblastes primaires du patient Z et d’un contrôle sain (B.) Représentation 

graphique du nombre de centromères du chromosomes 7 et 8 détectés par un marquage FISH 

(sonde centromérique) au sein des fibroblastes primaires du patient Z et d’un contrôle sain. 

Images prises via un microscope confocale illustrant le marquage obtenu dans ces cellules. Les 
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points rouges et verts correspondent respectivement au centromère des chromosomes 7 et 8. 

L’ADN est marqué en bleu (DAPI) (C.) Même marquage FISH des centromères des 

chromosomes 7 et 8 réalisé dans les fibroSV du patient z et d’un contrôle sain. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Vidéo microscopie appliquée à la caractérisation de la division cellulaire des 

fibroSV du patient Z et d’un contrôle sain. 

Observation, sur une période de 42heures, des noyaux de fibroSV du patient Z et d’un contrôle 

sain marqué par expression stable de l’histone H2B couplée à un fluorophore (mCherry). Les 

images ont été acquises à intervalle régulier via un vidéo microscope Zeiss. L’expérience a été 

réalisée une seule fois.  
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Sensibilité aux agents génotoxiques des fibroblastes transformés du patient Z 

 

Certains  facteurs de  la DDR sont  impliqués dans  la biologie des  télomères et certains TBD 

peuvent alors s’accompagner de défauts des voies de réparation de l’ADN (D. K. Singh et al. 2012; 

Fontana et al.  2018).  Les  fibroSV du patient Z ont donc été  soumis à des  tests de  sensibilité à  la 

MMC  et  à  la  phléomycine,  afin  d’observer  si  la  dysfonction  télomérique  était  accompagnée  de 

défauts de réparation de l’ADN. Aucune augmentation de la sensibilité, dans les fibroSV du patient 

Z,  n’a  été observée après  traitement  à  la  phléomycine.  Cependant,  les  résultats  de  ces  tests  ont 

révélé  une  hypersensibilité  des  fibroSV  du  patient  Z  au  traitement  à  la MMC.  Le  phénotype  du 

patient semble donc associer un défaut de régulation des  télomères, une anomalie de  la division 

cellulaire et un défaut de réparation des ICL (Figure 22).  

 

 
 

Figure 22 : Tests de sensibilité des fibroSV du patient Z à la MMC et phléomycine 

(A.) Test de sensibilité après traitement à la MMC des fibroSV du patient Z (B.) Test de 

sensibilité après traitement à la phléomycine des fibroSV du patient Z. Chaque expérience a été 

réalisée un minimum de 3 fois et chaque point d’un graphique représente la moyenne d’un 

triplicat.  
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Obtention d’une lignée B‐EBV à partir de lymphocytes B du patient Z 

 

Après plusieurs  tentatives  infructueuses sur près de deux ans,  le  laboratoire a pu recevoir 

une  lignée B‐EBV  issue du patient  Z.  La  transformation de  lymphocytes B par  l’EBV  (Epstein Barr 

Virus) permet une prolifération plus  importante de ces cellules et équivaut à une  transformation 

des  fibroblastes  par  LTSV40.  Les  lymphocytes  B  conservent  une  activité  télomérase  (Weng, 

Granger,  et Hodes  1997)  et  sont  donc  considérés  comme  immortalisés  après  transformation  par 

l’EBV (Frappier 2012; Price et Luftig 2014). 

La ploïdie de ces cellules a été testée par marquage à l’iodure de propidium et analysée par 

cytométrie en flux. Le résultat de ces analyses a démontré un degré de ploïdie normal des B‐EBV du 

patient Z (Figure 23A). Cependant une analyse du cycle cellulaire de ces cellules via  incorporation 

de  BrDU  a  révélé  une  diminution  de moitié  du  nombre  de  cellules  en  phase  S,  comparée  à  un 

contrôle sain (Figure 23B). La polyploïdie observée dans les fibroblastes de ce patient semble donc 

être spécifique à ce  type cellulaire. Enfin, bien que présentant une ploïdie normale,  les B‐EBV du 

patient Z démontrent une altération de leur cycle cellulaire avec une phase S moins importante que 

chez un contrôle sain. 
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Figure 23 : Caractérisation de la ploïdie et du cycle cellulaire dans les B-EBV du patient Z 

(A.) Analyse par cytométrie en flux d’un marquage à l’iodure de propidium (quantité d’ADN 

par noyau) des B-EBV du patient Z et d’un contrôle sain (B.) Analyse par cytométrie en flux du 

cycle cellulaire (incorporation de BrDU) des B-EBV du patient Z et d’un contrôle sain. 
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Recherche d’un facteur génétique impliqué dans la pathologie du patient Z 

 

La recherche d’un facteur génétique impliqué dans la pathologie du patient Z a été réalisée 

au cours de cette thèse par cartographie d’exome complet  (Whole Exome Sequencing) couplée à 

une recherche d’homozygotie  (Whole Genome Homozygosity Mapping).  La  recherche de variants 

génétiques rares, homozygotes (car le patient est issu d’une famille consanguine) et prédits comme 

délétères  a  permis  d’identifier  deux  gènes  candidats :  ZNF699  et  TRIM46.  Le  variant  affectant 

TRIM46  est  une  mutation  faux  sens  c.del302G.  La  mutation  affectant  le  gène  ZNF699  est  une 

délétion  d’une  paire  de  base  en  position  1421  (del.1421A)  provoquant  un  décalage  du  cadre  de 

lecture  et  un  codon  stop  prématuré  (Figure  24A  &  B).  Cette  dernière  mutation  semblant  plus 

drastique  a  été  privilégiée  pour  la  poursuite  de  ce  projet.  L’analyse  par  séquençage  Sanger  a 

confirmé  la présence de cette mutation et  révélé que  les parents et  le  frère sain du patient sont 

porteurs  hétérozygotes  de  cette  mutation  et  celle‐ci  est  donc  héritée  de  manière  autosomique 

récessive  (Figure 24A). Le gène ZNF699  se  trouve sur  le chromosome 19 et code une protéine de 

642 acides aminés appelée ZNF699 (Figure 24B).  

 

La  protéine  ZNF699  est  composée  d’un  domaine  KRAB  (Kruppel  associated  box  domain), 

proche de son extrémité N‐terminale, suivi d’un enchainement de « doigts de zinc » ou zinc fingers. 

Les « zinc fingers » sont des domaines particuliers. Chaque doigt de zinc possède une affinité pour 

une suite déterminée de trois nucléotides. Un enchainement de doigts de zinc possède donc une 

affinité  pour  une  séquence  ADN  plus  longue  et  plus  spécifique  (A.  Klug  2010).  Les  protéines 

constituées  d’un  domaine  KRAB  et  d’un  enchainement  de  doigts  de  zinc  forment  la  plus  grande 

famille de régulateurs de la transcription chez les vertébrés (Ecco, Imbeault, et Trono 2017). En ce 

qui concerne ZNF699, aucune information concernant sa fonction ou ses interactions n’est décrite 

dans la littérature. En revanche, certaines protéines à « doigts de zinc » comme ZSCAN4 (K. Lee et 

Gollahon 2014), ZNF637 (B. Gao et al. 2014) ou ZBTB48 (Jahn et al. 2017) possèdent une interaction 

avec  les  télomères.  Il  faut  également  ajouter  TZAP  qui  a  récemment  été  décrit  comme  un 

régulateur de longueur des télomères (J. S. Z. Li et al. 2017). C’est pourquoi ZNF699, possédant une 

capacité d’interaction avec l’ADN via ses « doigts de zinc », a été sélectionné comme candidat fort 

pour la suite de ce projet. 
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Le  niveau  d’expression  de  ZNF699  a  été  évalue  par  qRT‐PCR,  au  sein  de  différents  tissus 

humains,  afin  de  savoir  si  le  patron  d’expression  de  ce  gène  était  compatible  avec  les  anomlies 

observée  chez  le patient  Z  (Figure 24C). Les  résultats ont démontré une présence  importante de 

transcrits  ZNF699  au  sein  du  cervelet  et  du  cerveau  fœtal.  Une  expression  de  ZNF699  est  aussi 

retrouvée dans des tissus hématopoiétiques comme la rate et le thymus ainsi que d’autres organes 

comme  les  gonades  (testicules  et  ovaires)  ou  les  poumons.  Ce  schéma  d’expression  semble 

compatible avec  les  tissus affectés chez  le patient Z  (ataxie du cervelet,  immunodéficience, …) et 

permettait de conserver ZNF699 comme étant un gène candidat fort, pouvant être à l’origine de la 

pathologie du patient Z. 
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Figure 24 : Recherche d’un facteur génétique et sélection de ZNF699 

(A.) Recherche d’un gène candidat fort par cartographie du génome complet et recherche 

d’homozygotie. Vérification de la présence de la mutation chez le patient Z et sa famille (père, 

mère et frère) par séquençage direct de l’ADNg issu de prélèvements sanguins (B.) 

Représentation de la délétion homozygote identifiée chez le patient Z en comparaison d’une 

séquence WT du gène ZNF699. Représentation schématique de la protéine ZNF699 et de la 

position de la mutation sur celle-ci (C.) Niveau d’expression du gène ZNF699, évalué par 

qPCR, dans différents tissus humains. Le niveau d’expression du gène ZNF699 a été normalisé 

par rapport à celui du gène de la GAPDH. 
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Impact de la mutation del.1421A sur ZNF699 

 

La mutation homozygote del.1421A portée par le patient Z, mène à l’apparition d’un codon 

stop  prématuré.  Afin  d’évaluer  l’effet  de  cette  mutation  sur  la  protéine  ZNF699,  le  niveau 

d’expression du gène ZNF699 a été étudier  tout d’abord par PCR  semi quantitative  (Figure 25A), 

puis  par  qPCR  (Figure  25B).  Ces  deux  techniques  ont  ainsi  révélé  un  niveau  de  transcrits  plus 

important pour le gène ZNF699 portant la mutation del.1421A. Celui‐ci ne semble donc pas subir de 

dégradation de l’ARNm par effet NMD (nonsense mediated decay).  

 

Ensuite, une évaluation de l’expression protéique, au sein des fibroSV du patient Z et d’un 

contrôle  sain,  a  été  réalisée  par  Western  Blot.  La  mutation  del.1421A  se  trouvant  entre  les 

domaines  à  doigts  de  zinc  10  et  11,  une  forme  tronquée  de  la  protéine  pourrait  être  exprimée. 

Celle‐ci  se retrouverait alors amputée de ses six derniers domaines à doigts de zinc. Les résultats 

obtenus par Western Blot  (Figure 25C)  avec un anticorps dirigé  contra  la prtie N‐terminale de  la 

protéine  semble  confirmer  cette  hypothèse.  En  effet,  dans  le  cas  du  patient  Z,  une  bande 

supplémentaire  est  observable  au  niveau  de  55kDa,  correspondant  ainsi  à  la  protéine  tronquée 

ZNF699  manquant  ses  six  derniers  domaines  à  doigts  de  zinc  ou  ∆699.  Malheureusement,  des 

bandes  aspécifiques  sont  détectées  par  l’anticorps  anti‐ZNF699  employé  au  niveau  de  la  forme 

sauvage  de  ZNF699.  En  effet,  une  bande  au  niveau  de  70kDa,  correspondant  normalement  à  la 

taille de ZNF699 WT, est détectable à la fois chez le patient Z et chez le contrôle sain. La bande chez 

le contrôle sain est plus intense que celle observée chez le patient Z laissant supposer que celle‐ci 

contient à  la  fois un  signal de bruit de  fond et  le  signal  spécifique de  la protéine ZNF699 WT.  La 

bande  obtenue  pour  le  patient  Z  correspondrait  ainsi  uniquement  à  du  bruit  de  fond.  Il  est 

intéressant de noter que la bande de taille inferieure observé chez le patient Z est plus intense que 

la bande correspondant à du bruit de fond et à ZNF699 WT chez le contrôle sain. Cette différence 

d’intensité d’expression semble ainsi corrélée avec une augmentation du nombre de transcrit pour 

∆699, détectée dans les expériences précédentes.  

 

Afin de s’assurer de l’efficacité de l’anticorps anti‐ZNF699, des vecteurs d’expression ont été 

développés,  permettant  d’exprimer  de  façon  transitoire  une  forme  WT  ou  mutée  de  ZNF699 

couplée avec un tag Flag. Ces différents vecteurs ont été transfectés au sein de cellules U2OS et des 

lysats protéiques et ont ensuite été récupérés pour analyse par Western Blot. Les résultats de ce 
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Western Blot démontrent que l’anticorps anti‐ZNF699 détecte bien  la forme WT de ZNF699, mais 

également la forme tronquée ∆699. En effet, les bandes observées corrèlent parfaitement avec les 

bandes obtenues en utilisant un anticorps anti‐Flag sur les mêmes extraits protéiques (Figure 25D). 

 

En  parallèle  du  développement  des  vecteurs  d’expression  ZNF699‐Flag  et  ∆699‐Flag,  un 

vecteur permettant l’expression de ZNF699‐GFP a été développé. Ces différents vecteurs ont alors 

été utilisés afin d’étudier  la  localisation cellulaire de ZNF699 et ∆699. Des expériences d’imagerie 

sur  cellules  non‐fixées,  exprimant  de manière  transitoire  ZNF699‐GFP,  ont  permis  d’observer  sa 

localisation nucléaire (Figure 26A). Des expériences d’immunofluorescence avec un marquage anti‐

Flag,  sur  des  cellules  exprimant  de  manière  transitoire  ZNF699‐Flag  ont  également  révélé  une 

localisation nucléaire de la protéine.  

Enfin,  et  de  manière  intéressante,  des  expériences  d’immunofluorescence  similaires, 

réalisées avec ∆699‐Flag, ont démontré que la mutation du patient Z n’affecte pas la localisation de 

la protéine au niveau du noyau. 

   

La poursuite de cette étude devrait permettre de valider  (ou non)  l’implication de ZNF699 

dans le phénotype du patient (voir discussion ci dessous).  
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Figure 25 : Effet de la mutation del.1421A sur la protéine ZNF699 

(A.) Semi Q RT-PCR réalisée sur de l’ADNc issu de fibroSV du patient Z et d’un contrôle sain. 

L’amplification de transcrits du gène codant pour la GAPDH permet de normaliser de manière 

qualitative la présence de transcrits pour le gène ZNF699 chez le patient et le contrôle sain (B.) 

Niveau d’expression du gène ZNF699 dans des fibroSV du patient Z et de contrôle sains, par 

rapport au niveau d’expression du gène codant la GAPDH. Les résultats présentés ici sont une 

moyenne de trois expériences réalisées de manière indépendantes (extractions d’ADNc) (C.) 

Western Blot réalisé à partir d’extraits protéiques issus de fibroSV du patient Z et d’un contrôle 

sain, démontrant le niveau d’expression de ZNF699 ou ∆699 (D.) Western Blot réalisé à partir 

d’extraits protéiques issus de cellules U2OS exprimant de manière transitoire ZNF699-Flag ou 

∆699-Flag. 
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Figure 26 : Observation de ZNF699 et ∆699 par microscopie confocale  

(A.) Observation de la localisation cellulaire de ZNF699-GFP dans des cellules non fixées 

(U2OS et HeLa) via microscopie confocale. Les cellules ont été transfectées afin d’exprimer 

transitoirement ZNF669-GFP (B.) Observation de la localisation de ZNF699-Flag et ∆699-Flag 

au sein de cellules HeLa, par marquage d’immunofluorescence anti-Flag. Les cellules HeLa ont 

été transfectées pour exprimer aléatoirement ZNF699-Flag et ∆699-Flag. 
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Troisième partie: [Discussion] 
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PARTIE III.1 : [Etude du rôle de MYSM1 dans la 

réparation de l’ADN] 

 

 

MYSM1 et régulation transcriptionnelle 

Comme présenté dans le chapitre 4 de l’Introduction, MYSM1 possède un rôle de régulateur 

de  la  transcription  important  qui  a  été  largement  décrit  dans  de  nombreuses  publications  ces 

dernières années. Ce facteur est essentiel pour l’expression de gènes requis dans le développement 

et maintien du système hématopoïétique, mais également dans le développement du tissu osseux 

ou  le maintien des  cellules  souches de  la peau. Cette activation de  la  transcription  s’effectue via 

l’activité déubiquitinase de MYSM1, en ciblant H2AK119ub. Durant ce processus, MYSM1 interagit 

avec différents partenaires comme des facteurs de transcription ou d’autres facteurs comme pCAF 

ciblant  les  histones,  et  entraine  une  relaxation  de  la  chromatine  par  un  changement  des  MPT 

d’histones  (déubiquitination  et  acétylation)  et  un  changement  de  conformation  du  nucléosome 

(détachement de l’histone liante H1).  

MYSM1 possède aussi une seconde fonction dans la régulation de la transcription. Alors que 

celui‐ci  est  nécessaire  pour  activer  la  transcription  de  certaines  gènes  spécifiques,  il  est 

paradoxalement  responsable  d’une  inhibition  de  la  transcription  des  gènes  cibles  de  p53  (p21, 

Cdkn1,  …).  En  se  liant  avec  p53  au  niveau  des  promoteurs  de  ces  gènes,  MYSM1  bloque  leur 

transcription  et  donc  l’activation de  la  voie  p53.  Cette  action  antagoniste  visant  p53  se  retrouve 

également dans l’inhibition de l’expression du facteur p19ARF, antagoniste de MDM2 et permettant 

la stabilisation de p53 au sein du noyau.  

MYSM1  possède  ainsi  deux  rôles  opposés  dans  la  régulation  de  la  transcription.  Cette 

dualité  de  fonction  vis‐à‐vis  de  la  régulation  transcriptionelle  a  déjà  été  observé  pour  des 

complexes remodeleurs de la chromatine, comme le complexe SWI/SNF (Kaeser et al. 2008). Il est 

intéressant  de  souligner  que  les  interactions  et  actions,  permettant  à  MYSM1  de  favoriser  la 

transcription d’un gène, sont en partie déjà décrites (relaxation de  la chromatine par dissociation 

de  l’histone  H1),  mais  que  les  mécanismes  menant  à  une  répression  transcriptionnelle  sont 

toujours inconnus. 
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Interaction entre MYSM1 et p53 

Il  est  important  de  souligner  la  similarité  des  phénotypes murins  et  humains  issus  d’une 

déficience  en  MYSM1.  Les  phénotypes  immunologiques  entre  autres  sont  particulièrement 

proches.  L’immunodéficience  observée  chez  l’Homme  ou  la  souris  peut  s’expliquer  en  premier 

temps par un état pro  apoptotique des  cellules déficientes  en MYSM1, dû à une  stabilisation de 

p53 ;  et dans un  second  temps, par une perte d’homéostasie ou un défaut de différenciation de 

certaines lignées hématopoïétiques, due à une dérégulation transcriptionnelle ne permettant plus 

l’expression de  facteurs de transcriptions essentiels à  la différenciation cellulaire.  Il est  important 

de  préciser  ici  que  l’instabilité  génétique  relevée  dans  les  CSH  des  souris MyKO  ou  des  patients 

déficients en MYSM1, sous  la forme d’une augmentation spontanée des niveaux de pH2A.X, peut 

s’expliquer par une perte de quiescence de ces cellules (X. F. Huang et al. 2016), et une activation 

anormale  de  la  voie  p53  (Rodier  et  al.  2011).  Bien  sûr,  cette  instabilité  génétique  pourrait 

également  être  expliquée  par  l’accumulation  de  dommages  spontanés  à  l’ADN,  causée  par  un 

défaut de la DDR. Or aucune augmentation des niveaux de pH2A.X n’a été observée dans les MEFs 

de souris MyKO (Nijnik et al. 2012), et aucune activation spontanée de la DDR sous forme de foci 

53BP1 n’a été relevée dans les fibroblastes primaires du patient M. Cette hypothèse semble donc 

moins probable.  

Il est  intéressant de noter que certains défauts développementaux chez  l’Homme, comme 

des  déformations  crâniofaciales,  des  malformations  cardiaques  ou  une  atrésie  des  choanes,  se 

rapprochent de défauts observés dans  le syndrome de CHARGE, caractérisé par une suractivation 

de  p53  (Van  Nostrand  et  al.  2014).  Il  faut  cependant  noter  que  l’augmentation  des  niveaux 

cellulaires de p53 a été décrite au sein de cellules démontrant une activité importante de MYSM1 

sur  le  plan  transcriptionnel.  En  revanche,  les  analyses  transcriptomiques  réalisées  dans  les 

fibroblastes  primaires  du  patient M  ou  réalisées  dans  des MEFs MyKO  (Nijnik  et  al.  2012)  n’ont 

démontré  aucune  dérégulation  importante  de  gènes  au  sein  de  ces  cellules.  De  plus,  aucune 

suractivation de la voie p53 n’a été démontrée à l’heure actuelle dans ces cellules.   

Enfin, la complémentation phénotypique retrouvée dans la souris doublement déficiente en 

MYSM1 et p53, ne signifie pas que les défauts observés chez la souris MyKO sont uniquement dus à 

la  suractivation  de  la  voie  p53.  Il  est  important,  dans  ce  cas  précis,  de  ne  pas  confondre  une 

restauration  des  fonctions  cellulaires  normales  avec  une  viabilité  synthétique  causée  par  une 

extinction des voies apoptotiques. 
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Défaut de MYSM1 et défaut de la DDR 

La  possibilité  d’une  instabilité  génétique  au  sein  des  cellules  MYSM1  déficientes  a  été 

évoquée précédemment avec une augmentation des niveaux de pH2A.X dans  les CSH de patients 

(Bahrami et al. 2017) ou de modèles murins MyKO (Nijnik et al. 2012; Belle et al. 2015). Cependant, 

cette  instabilité ne se retrouve pas dans tous  les types cellulaires étudiés, comme les fibroblastes 

par exemple. En effet, les expériences d’immunomarquage menées dans les fibroblastes primaires 

du patient M n’ont démontré aucune activation spontanée de la DDR. 

Les caractéristiques phénotypiques d’un défaut de MYSM1 chez l’homme ou chez la souris, 

sous  la forme d’une  immunodéficience sévère combinée à des défauts développementaux et une 

microcéphalie, se rapprochent fortement de phénotypes cliniques associés à un défaut de  la DDR 

(Ligase4, Cernunnos, NBS, Hebo). Les travaux présentés ici démontrent clairement un défaut de la 

DDR au sein des cellules du patient M avec une hypersensibilité face aux inhibiteurs de PARP, à la 

MMC et à la phléomycine. Une hypersensibilité aux UV a également été observée par Bahrami et al. 

en 2017,  dans des  fibroblastes de patients MYSM1. De  façon  intéressante,  les  travaux présentés 

dans cette  thèse ont permis de mettre en évidence un défaut de réparation des CDB, au sein de 

cellules murines déficientes en MYSM1, avec une hypersensibilité de MEFs MyKO à la phléomycine. 

Ces  observations  suggèrent  alors  un  lien  entre  défaut  de  MYSM1  et  défaut  de  réparation  de 

dommages à l’ADN. Celles‐ci sont renforcées par l’observation d’une sensibilité accrue à la MMC et 

phléomycine  au  sein  de  modèles  cellulaires  humains  (RPE1)  déficients  en  MYSM1,  générés  par 

CRISPR/Cas9 qui sont par ailleurs complémentés par l’expression ectopiques de wtMYSM1. 

En  2014,  les  résultats  d’un  screen  fonctionnel,  mené  sur  approximativement  80 

déubiquitinases (dont MYSM1) ont été publié (Nishi et al. 2014). Ce screening a été réalisé dans le 

but  d’identifier  de  nouvelles  DUBs  potentiellement  impliquées  dans  la  réparation  de  l’ADN.  De 

façon troublante, ces travaux, réalisés au sein de cellules U2OS, ont décrit MYSM1 comme un des 

facteurs  recrutés  aux  sites  de  dommages  à  l’ADN  après  microirradiation  laser.  Par  ailleurs  les 

auteurs  ont  observé  dans  un  premier  temps  une  sensibilité  accrue  à  un  traitement  par  la 

phléomycine,  de  cellules  déplétées  en MYSM1  via  siARN.  Cependant,  dans  ce même  article,  des 

tests plus fins n’ont pas permis de confirmer l’hypersensibilité des cellules déplétées en MYSM1 et 

observée dans les premiers résultats. Cet article n’a donc pas permis d’établir un lien formel entre 

un  défaut  en MYSM1 et  un  défaut  de  réparation  de  l’ADN.  Cette  variabilité  de  la  sensibilité  aux 

agents génotoxiques des cellules déficientes en MYSM1 ressemble fortement aux résultats obtenus 

durant cette thèse sur des cellules U2OS ou fibroSVtel+ MyKO. La variabilité des résultats obtenus 
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dans ces modèles, après traitement à  la MMC ou phléomycine, pose une fois de plus  la question 

d’une  viabilité  synthétique  due  à  l’absence  d’une  voie  p53  fonctionnelle  dans  ces  cellules.  Une 

autre  hypothèse  à  envisager  est  une  fonction  de  MYSM1  dans  la  DDR  dépendante  du  cycle 

cellulaire, ou de la présence (ou absence) de certains facteurs encore inconnus.  

 

Implication directe de MYSM1 dans la DDR 

Le  recrutement  de MYSM1  aux  sites  de  dommages  à  l’ADN,  décrit  par Nishi  et  al,  est  en 

corrélation avec les résultats obtenus au cours des expériences de microirradiation laser réalisées 

au cours de ce travail de thèse. Ces résultats ont ainsi encouragé la poursuite de ce projet.  

Comme  expliqué,  les  résultats  obtenus  lors  des  expériences  de microirradiation  laser  ont 

permis de démontrer le recrutement de MYSM1 aux sites de dommage puis à la périphérie d’une 

CDB.  De  plus,  la  cinétique  de  recrutement  de  MYSM1  affiche  une  vitesse  de  recrutement 

équivalente à celle de NBS1, acteur précoce de la réparation des CDB. Ces observations suggèrent, 

de  manière  forte,  un  rôle  direct  pour  MYSM1  dans  la  DDR.  Cette  hypothèse  est  également 

renforcée par les analyses transcriptomiques menées au sein des fibroblastes primaires du patient 

M. En effet, aucune dérégulation transcriptionnelle n’a été observée après traitement à la MMC de 

ces cellules, renforçant ainsi l’hypothèse d’une implication directe de MYSM1. 

 

Rôle possible de MYSM1 dans la DDR 

Concernant  les  possibles  voies  d’action  de  MYSM1  dans  la  DDR,  les  marquages 

d’immunofluorescence  réalisés  durant  cette  thèse  ont  démontré  une  diminution  du  nombre  de 

foyers 53BP1 après induction de dommages dans les fibroblastes primaires du patient M. Aussi, le 

recrutement de MYSM1 au niveau de CDB générées par irradiation laser, survient dans les secondes 

suivant l’induction de dommages. MYSM1 étant principalement décrit comme agissant sur l’état de 

la chromatine, celui‐ci pourrait alors permettre une relaxation de cette dernière afin de faciliter la 

signalisation des cassures et  l’accès des protéines de la réparation (Kakarougkas, Downs, et Jeggo 

2015b;  Altmeyer  et  al.  2013).  Par  ailleur,  la  réduction  d’accumulation  de  NBS1  dans  les  cellules 

dépourvues  de  MYSM1  suggère  que  MYSM1  pourrait  permettre  de  stabiliser  ou  amplifier  les 

signaux précoces de la DDR. Cette observation d’une réduction du recrutement de NBS1, dans les 

cellules RPE1 MyKO, devra être validée en complémentant ce phénotype par l’expression ectopique 

de MYSM1 WT.  
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MYSM1 a été décrit comme interagissant directement avec les facteurs BRM et BRG1 (Zhu, 

2007). De  façon  intéressante,  ces derniers  sont  recrutés aux  sites de  lésions d’ADN générées par 

microirradiation laser tout comme pCAF (Gong et al. 2015) (Figure 27A), et semblent être localisés 

plus précisément à la périphérie de ces lésions, de façon similaire à ce que nous avons observé pour 

MYSM1 (Figure 27B).  

 

 
 

Figure 27 : Recrutement des facteurs pCAF, BRG1 (SMARCA4) et BRM (SMARCA2) au 

niveau de CDB générées par microirradiation laser 

(A.) Résultats publiés par (Gong et al. 2015), présentant un recrutement des facteurs pCAF, 

BRG1 (SMARCA4) et BRM (SMARCA2) après microirradiation laser. (B.) Résultats publiés 

par (Kakarougkas et al. 2014), présentant un recrutement en bordure des CDB générées par 

microirradiation laser des facteurs BRG1 et BAF180 (une sous-unité du comple SWI/SNF 

pBAF).  



 

 182 

BRM et BRG1 font partie du complexe remodeleur de la chromatine SWI/SNF (Kakarougkas 

et al. 2014; Kakarougkas, Downs, et Jeggo 2015b; Qi et al. 2015; Raab et al. 2017). L’implication de 

ce complexe dans les mécanismes de réparation de l’ADN a déjà été étudiée et celle‐ci est décrite 

comme nécessaire à une répression de la transcription au niveau des CDB. Or, MYSM1 possède une 

fonction  de  répression  de  la  transcription,  démontré  avec  p19ARF  et  les  gènes  cibles  de  p53,  et 

pourrait donc participer à l’activité de ce complexe.  

En continuant sur l’hypothèse d’une possible interaction entre MYSM1 et BRG1, il faut noter 

qu’une déficience en BRG1 est à l’origine du syndrome de Nicolaides‐Baraitser, caractérisé par un 

retard mental et des défauts développementaux comme un retard de croissance, une dysmorphie 

faciale  et  une  brachydactylie  (réduction  en  taille  des  doigts  et  des  orteils)  (Sousa  et  al,  2014) 

comme observé chez les patients décrits par Bahrami et al. De façon intéressante, une déplétion en 

BRG1 entraine une hypersensibilité aux  inhibiteurs de PARP et aux agents génotoxiques  induisant 

un stress réplicatif, comme c’est le cas pour la MMC. De plus, aucune sensibilité aux UV ou aux RI 

n’est  observable  dans  un  modèle  cellulaire  déficient  en  BRG1  (Smith‐Roe  et  al,  2015).  Ces 

observations  révèlent  de  nombreuses  similarités  avec  les  résultats  obtenus  chez  le  patient  M, 

concernant la sensibilité aux agents génotoxiques. MYSM1 pourrait donc être impliqué au côté de 

BRG1 dans la DDR.  

 

Enfin,  il  est  important  de  préciser  que  MYSM1  ne  possède  pas  uniquement  H2AK119ub 

comme cible de  son activité déubiquitinase. En effet,  ce dernier est  capable de déubiquitiner  les 

facteurs TRAF3 et TRAF6 sur leur lysine 63. Ces observations impliquent que MYSM1 pourrait avoir 

d’autres  cibles,  comme des  facteurs de  la  réparation par exemple, et ne pas exercer  son activité 

uniquement  sur  l’histone H2AK119ub.  Afin  d’identifier  de  possibles  interactants  de MYSM1,  à  la 

suite  d’une  activation  de  la  DDR,  des  expériences  de  co‐immunoprécipitation  en  conditions 

génotoxiques, suivies d’une analyse par spectrométrie de masse, ont été initiées durant cette thèse 

(en  partenariat  avec  la  plateforme  de  protéomique  de  l’Institut  Curie). Malheureusement  aucun 

candidat fort, interagissant avec MYSM1, n’a pu être identifié jusqu’à présent. Des approches plus 

sensibles, comme le bioID basé sur le transfert d’ubiquitine sur des protéines localisées à proximité 

d’un  facteur  d’intérêt  (ici  MYSM1‐APEX),  pourraient  être  mises  en  place  afin  d’identifier  des 

partenaires de MYSM1 au cours de la réparation de l’ADN (Roux, Kim, et Burke 2013). 
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Schéma 20 : Illustration des fonctions potentielles de MYSM1 au cours de la DDR. 

(A.) MYSM1 pourrait être impliqué dans le remodelage de la chromatine nécessaire à la bonne 

signalisation des CDB  (B.) MYSM1 pourrait être nécessaire, via déubiquitination, au 

recrutement, à l’activation ou à la stabilisation d’un facteur impliqué directement dans la DDR. 

Ces deux fonctions proposées pour MYSM1 au cours de la DDR ne s’excluent pas 

mutuellement. 
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PARTIE III.2 : [Caractérisation phénotypique d’un 

syndrome de vieillissement accéléré et implication 

du facteur ZNF699] 

 

Etude phénotypique du patient Z 

L’étude  phénotypique  du  patient  Z  a  permis  de mettre  en  évidence  un  raccourcissement 

prématuré des  télomères, accompagné d’un niveau de  sénescence élevé au  sein des  fibroblastes 

primaires de ce dernier. Ces observations,  associées au phénotype clinique du patient Z,  sont en 

corrélation  avec  une  téloméropathie  proche  d’un  SHH.  Ce  raccourcissement  télomérique  semble 

également s’accompagner d’une perte de protection des télomères, avec une présence augmentée 

des  TIFs.  Ces  résultats  sont  cependant  à  considérer  avec  prudence  car  l’état  sénescent  des 

fibroblastes primaires du patient Z n’a permis de réaliser cette expérience qu’une seule fois. Ainsi, 

le  fait  que  cette  instabilité  génomique  soit  due  au  raccourcissement des  télomères ou en  soit  la 

cause n’a pu être déterminé pour le moment, et la difficulté de maintien en culture des cellules non 

transformées du patient Z, rend la poursuite de ces travaux extrêmement difficile.   

La  tétraploïdie,  observée  dans  les  fibroblastes  primaires  et  transformés  du  patient  Z,  est 

extrêmement intrigante. Ce changement de ploïdie permet en effet d’expliquer l’augmentation de 

la surface nucléaire de ces cellules ainsi que la présence d’aberrations nucléaires (noyaux binucléés 

et bourgeonnements). Une augmentation similaire de la ploïdie a déjà été décrite et associée à un 

effondrement  de  la  taille  des  télomères  (Davoli,  Denchi,  et  de  Lange  2010b;  Davoli  et  de Lange 

2012; Panopoulos et al. 2014). Le raccourcissement télomérique observé chez le patient Z pourrait 

donc être à l’origine de cet état tétraploïde. En effet, une taille réduite des télomères peut être une 

source  d’instabilité  génomique,  et  donner  lieu  à  des  fusions  inter‐télomériques.  Ces  fusions 

empêchent  alors  une  ségrégation  normale  des  chromosomes  et  mènent  à  une  cytokinèse 

imparfaite,  voire  dans  certains  cas,  à  une  endoréduplication  (Davoli,  Denchi,  et  de  Lange  2010b; 

Davoli et de Lange 2012; Panopoulos et al. 2014).  En conséquence de cet état tétraploïde anormal, 

l’observation  d’aberrations  télomériques  dans  les  fibroSV  du  patient  Z  est  à  considérer  avec 

prudence.  En  effet,  comme  démontré  lors  de  l’expérience  de  vidéomicroscopie,  les  fibroSV  du 

patient  Z  n’ont  démontré  aucune  condensation  de  leurs  chromosomes  en  métaphase.  Les 

observations d’aberrations télomériques étant réalisées à partir d’un étalement de chromosomes 
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bloqués en métaphase,  les  résultats obtenus pourraient donc ne pas être  représentatifs de  l’état 

réel des télomères au sein des fibroblastes du patient Z. De plus, il est impossible pour le moment 

de déterminer si cette absence de division cellulaire est une cause ou une conséquence de  l’état 

tétraploïde de ces cellules.  

Enfin, l’observation d’une hypersensibilité des fibroSV du patient Z à la MMC, et donc à un 

stress  réplicatif,  est  également  à  considérer  avec  prudence.  Ces  tests  de  sensibilité  ayant  été 

réalisés dans des fibroSV, il est impossible pour le moment de déterminer si cette hypersensibilité 

est  le  fait  d’un  défaut  de  réparation  porté  par  le  patient  Z  ou  une  conséquence  de  la  nature 

tétraploïde de ces cellules. 

De manière extrêmement  intéressante,  l’obtention d’une  lignée B‐EBV pour  le patient Z a 

permis  d’observer  une  ploïdie  normale  de  ces  cellules.  En  revanche,  celles‐ci  démontrent  une 

réduction  de moitié  du  pourcentage  de  cellules  en  phase  S,  en  comparaison  d’un  contrôle  sain. 

Cette  différence  de  ploïdie  entre  ces  deux  types  cellulaires,  issu  du  même  patient,  pourrait 

s’expliquer par la persistance d’une activité télomérase au sein des cellules B‐EBV (Weng, Granger, 

et  Hodes  1997).  Les  télomères  des  fibroblastes  du  patient  Z,  ne  possédant  aucune  activité 

télomérase, pourraient ainsi se trouver plus durement affectés par le défaut du patient, menant à 

une endoréduplication spécifique de ce type cellulaire. 

 

Enfin, une laminopathie ou dérégulation des lamines nucléaires pourrait être à l’origine du 

phénotype  observé  chez  le  patient  Z.  En  effet,  les  laminopathies  peuvent  être  associées  à  un 

raccourcissement  des  télomères  (S.  Huang  et  al.  2008),  à  un  état  de  sénescence  prématuré 

(Dreesen  et  al.  2013)et  à  une  altération  de  l’architecture  nucléaire  (Camps,  Erdos,  et  Ried  2015; 

Barascu et al. 2012; Goldman et al. 2004). Les laminopathies peuvent être définies par une étiologie 

et  des  phénotypes  variés  (Bertrand  et  al.  2011).  Dans  certains  cas,  les  laminopathies  peuvent 

affecter la structure de la chromatine (Mattioli et al. 2008), être source d’instabilité génomique (B. 

Liu et al. 2005), et être caractérisé par une hypersensibilité à certains agents génotoxiques comme 

la  MMC  (M.  Singh  et  al.  2013).  Toutes  ces  caractéristiques  correspondent  également  aux 

observations  faites  dans  les  cellules  du  patient  Z,  et  la  possibilité  qu’une  laminopathie  soit  à 

l’origine du phénotype du patient Z ne peut donc être écartée pour le moment. 
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Le facteur ZNF699 

Le  schéma  d’expression  du  gène  ZNF699  obtenu  par  qPCR  au  sein  de  différents  tissus 

humain apparait comme cohérent avec les symptômes relevés chez le patient Z. Cependant aucune 

fonction de la protéine ZNF669 n’est décrite à ce jour, et les résultats obtenus jusqu’à présent ne 

permettent pas d’établir un lien formel entre ZNF699 et la pathologie du patient Z. 

Les  différentes  expériences  menées  durant  cette  thèse  auront  cependant  permis  de 

montrer  une  présence  plus  abondante  de  transcrits  ZNF699  dans  les  fibroSV  du  patient  Z  en 

comparaison d’un contrôle sain. De plus, la mutation homozygote del.1421A portée par le patient 

permet l’expression d’une protéine tronquée ∆699, sans affecter la  localisation nucléaire de cette 

dernière. 
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Quatrième partie: [Conclusion & 

Perspectives] 

 

PARTIE IV.1 – Etude du rôle de MYSM1 dans la réparation de l’ADN 

 

Les  observations  réalisées  lors  des  expériences  de  microirradiation  laser,  démontrent 

formellement  un  recrutement  direct  de MYSM1  durant  la  DDR.    Ces  résultats  sont  corrélés  par 

l’absence  de  dérégulation  transcriptionnelle  en  conditions  génotoxiques  au  sein  des  cellules  du 

patient M ou de fibroblastes de souris MyKO.  

La génération de lignées cellulaires MyKO a permis de mettre en évidence un lien entre les défauts 

de réparation observés chez le patient M et un défaut de MYSM1. Cependant, des expériences de 

sensibilité après traitement à la MMC sur les lignées RPE1 MyKO transduites avec le vecteur pCW57 

seront  nécessaires  afin  de  pouvoir  conclure  de manière  formelle  sur  le  rôle  de MYSM1 dans  les 

défauts de réparation de l’ADN observés chez le patient M. 

 

Ce  travail  de  thèse  a  donc  permis  d’apporter  les  premièrs  éléments  démontrant  une 

implication  de  MYSM1  dans  la  DDR.  Différentes  voies  d’action  de  MYSM1  après  génération  de 

dommages à l’ADN ont été mentionnées précédemment et devront être explorées par la suite.  

Des  résultats  préliminaires  obtenus  par  immunomarquage  de  foyers  pH2A.X  après 

irradiation  (0,5Gy)  des  lignées  RPE1  MyKO  (Annexe  01)  semblent  révéler  une  diminution  de 

l’intensité  des  foyers  pH2A.X  en  l’absence de MYSM1.  Ces  observations  pourraient  corréler  avec 

une réduction de l’intensité du recrutement de NBS1 (Figure 12) observé dans ces mêmes cellules 

et une baisse des foyers 53BP1 observé dans les fibroblastes primaires du patient M, encourageant 

l’hypothèse d’une implication de MYSM1 dans la signalisation des CDB. Il est également intéressant 

de  préciser  ici  qu’un défaut  en BRG1 entraine  une diminution d’intensité  des  foci  pH2A.X,  après 

induction de dommages à l’ADN (Smith‐Roe et al, 2015).   

Les  mêmes  expériences  devront  ainsi  être  répétées  afin  d’obtenir  des  données  plus 

significatives.  Et  celles‐ci  devront  également  être  réalisées  au  sein  des  cellules  RPE1  MyKO 

exprimant les différents vecteurs pCW57, afin de déterminer de manière formelle si un défaut de 

MYSM1 est responsable de ces observations. 
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Enfin, il sera également intéressant d’étudier plus en détail l’effet de la forme H656R après 

induction de dommages à l’ADN. Celle‐ci semble en effet démontrer un effet plus délétère qu’une 

absence de MYSM1. En effet, une absence de MYSM1 pourrait être compensée (dans une certaine 

mesure) par d’autres facteurs possédant une activité équivalente. En revanche,  la présence d’une 

protéine MYSM1  non‐fonctionelle mais  possédant  toujours  ces  domaines  d’interactions  SANT  et 

SWIRM (comme H656R), pourrait agir comme inhibiteur compétitif et s’avérer plus délétère qu’une 

absence  de  protéine.  De  manière  intéressante,  un  effet  similaire  a  déjà  été  décrit  pour  ATM, 

facteur précoce de la DDR (Daniel et al. 2012). 

Le  développement  de  peptides  à  l’image  d’H656R  pourrait  alors  s’avérer  extrêmement 

intéressant,  afin  de  potentialiser  la  réponse  de  certains  types  cellulaires  cancéreux  à  des  agents 

alkylants (comme la MMC) utilisés en chimiothérapie. 

 

PARTIE  IV.2  ‐  Caractérisation phénotypique d’un  syndrome de  vieillissement  accéléré  associé  à 

une immunodéficience et implication du facteur ZNF699 

 

L’étude des cellules du patient Z a permis de mettre en évidence un défaut de régulation des 

télomères,  expliquant  ainsi  le  phénotypique  clinique  de  vieillissement  accéléré  chez  ce  patient. 

Cependant, l’origine de cette pathologie reste encore indéterminée.  

L’obtention  de  deux  types  cellulaires  différents  pour  ce  patient  (fibroblastes  et  lignée  B‐

EBV), devrait permettre, par la suite, de mieux comprendre l’origine des anomalies observées dans 

les  fibroblastes  du  patient.  Ainsi,  les  différentes  expériences  réalisées  sur  ce  type  cellulaire 

(sensibilité  aux  agents  génotoxiques,  recherche  d’aberrations  télomériques,  etc…)  devront  être 

réalisées à nouveau sur  la  lignée B‐EBV du patient Z, portant également  la mutation homozygote 

del1421Asur le gène ZNF699.  

Enfin, l’identification d’un gène candidat fort codant la protéine ZNF699 devra être vérifiée 

par  des  expériences  de  complémentation  du  phénotype  (sensibilité  à  la  MMC,  défaut  de 

prolifération, sénescence, etc…), via une réintroduction de la forme WT de la protéine au sein des 

cellules  du  patient  ou  via  le  développement  de  modèles  cellulaires  déficients  en  ZNF699.  Il  est 

important  de  préciser  qu’au  cours  de  cette  thèse,  le  système  CRISPR/Cas9  a  été  utilisé  sur  des 

lignées U2OS, HEK293T ou fibroSVtel+ afin de générer des lignées KO ZNF699. Cette approche n’a 
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pas  permis  de  générer  des  lignées  modèles  ZNF699  KO.  En  revanche,  de  nombreux  clones 

hétérozygotes ont pu être séquencés, ce qui valide l’efficacité des guides ARN utilisés. 

 

Ces  expériences,  réalisées  à  plusieurs  reprises  sans  succès  dans  chaque  type  cellulaire, 

amènent  alors  à  se  demander  si  le  facteur  ZNF699  ne  posséderait  pas  un  rôle  essentiel  dans  la 

prolifération ou survie cellulaire, les clones ZNF699 KO étant alors contre‐sélectionnés. En effet, ce 

problème  de  viabilité  dans  le  développement  de  modèles  cellulaires  est  récurrent  vis‐à‐vis  des 

facteurs  étudiés  au  laboratoire,  ces  derniers  étant  souvent  impliqués  dans  des  fonctions 

essentielles comme la réparation de l’ADN ou la stabilité des télomères. 
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Annexe 01 

 

Un marquage anti‐pH2A.X a été réalisé au sein de cellules RPE1 WT, MYSM1 206 et MYSM1 

208,  avant  ou  après  génération  de  CDB  par  RI.  La  phosphorylation  de  l’histone  H2A.X  est  une 

marque  épigénétique  importante  de  la  signalisation  des  CDB.  Le  résultat  de  cette  expérience 

préliminaire a permis d’observer une hétérogénéité dans l’induction des foyers pH2A.X au sein des 

différentes  lignées  RPE1  (Figure  28A).  En  comparaison  des  cellules  RPE1  WT,  les  cellules  RPE1 

MYSM1 208 ont révélé une induction importante de foyers pH2A.X après irradiation. A l’inverse, la 

lignée RPE1 MYSM1 206 a révélé une fréquence faible de foyers pH2A.X avant ou après irradiation.  

De plus, une réduction significative de l’intensité des foyers pH2A.X a pu être relevée au sein 

des cellules RPE1 MyKO (Figure 28B), en comparaison d’une lignée WT. Le peu de foyers observés 

dans  la  lignée  RPE1  MYSM1 206  pourrait  ainsi  s’expliquer  par  une  intensité  trop  faible  de  ces 

foyers, ne permettant pas leur détection. Cette expérience n’a pu être réalisé qu’une seule fois et 

ne permet donc pas de conclure sur une possible  implication de MYSM1 dans  la signalisation des 

CDB. 
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Figure 28 : Marquage de foyers pH2A.X dans les lignées RPE1 MyKO 

(A.) Représentation du nombre moyen de foyers pH2A.X par noyau observé pour chaque lignée 

RPE1, sans dommages à l’ADN (t0) ou 6 heures et 24 heures après irradiation à 0,5 Gray. (B.) 

Représentation de l’intensité des foyers pH2A.X comptés pour chaque point de temps de la 

figure précédente.  

Cette expérience est un résultat préliminaire. Celle-ci n’a été réalisée qu’une seule fois, avec un 

comptage de 200 noyaux minimum pour chaque condition. Le nombre et l’intensité des foyers 

ont été analysés via le logiciel Icy, permettant une analyse qualitative des images de 

microscopie. 
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Annexe 02 

 

 

Figure 29 : Résultats obtenus après analyse transcriptomique des fibroblastes primaires du 

patient M en comparaison d’un contrôle sain, en l’absence ou présence de MMC. 
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Matériel & Méthodes 

 

Cellules : 

Les lignées cellulaires utilisées pour ce travail de thèse ont été obtenues à partir de 

biopsies de peau (fibroblastes) ou de prélèvements sanguins (lymphocytes B). Le 

consentement informé des familles a été obtenu en accord avec la déclaration d’Helsinki. 

Ces recherches ont également été approuvées par le comité d’éthique de l’INSERM. La 

transformation de ces cellules via expression de l’antigène grand T du virus simien SV40 a 

été réalisée selon la procédure décrite par (Buck et al. 2006). 

Les cellules U2OS, HEK293T sont issues de lignées cultivées au laboratoire. 

 

Culture cellulaire : 

Toutes les cellules utilisées pour ce travail ont été cultivées dans un laboratoire de 

classe L2. Les cellules ont été maintenues en culture dans des flasques de 50 cm2, 75 cm2, 

100 cm2 ou dans des plaques de 6 à 96 puits (BD Falcon), au sein d’un incubateur à 37°C 

et 5% de CO2. Le milieu de culture utilisé est un milieu DMEM de Gibco (Life Technologies) 

supplémenté avec 10% de SVF (Gibco, Life technologies) et 1% Pénicilline/Streptomycine. 

Le milieu de lavage utilisé est préparé à partir d’une dilution au 1/10e de DPBS 10X sans 

calcium et sans magnésium (ref :14200, Gibco, Life Technologies) stérile filtré à 0,2 µm 

(Filtre Whatman, GE Healthcare). 

  

 Extraction d’ADN génomique : 

 L’extraction d’ADN génomique de cellules en culture a été réalisée en suivant les 

instructions du kit ROCHE (High Pure PCR Template Preparation Kit ; ref : 11 796 828 001). 

 

Extraction d’ARN et RT-PCR : 

L’extraction d’ARN et synthèse d’ADNc a été réalisée en suivant les instructions du kit 

Life Technologies (PureLink RNA Mini Kit ; ref : 12183018A). 
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Analyse génétique 

Le système de numérotation utilisé pour les séquences ADN est basé sur les 

séquences d’ADN codant. Le nucléotide 01 correspond au A de l’ATG de la séquence 

codante. Le codon ATG est considéré comme codon 01. 

 

 Constructions vectorielles : 

Les constructions vectorielles ont été réalisées en suivant les instructions du 

protocole « Plasmid cloning by enzymatic restriction » : 

https://www.addgene.org/protocols/subcloning/). 

Pour la construction pCW57 : 

primer AvrII‐MYSM1‐F (en phase avec P2A) : cctaggATGGCGGCTGAAGAGGCGG 

primer MluI‐MYSM1‐R : acgcgtTCACATTAACAATTCCTTTG 
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Carte et séquence utilisée pour le développement des vecteurs pCW57 MYSM1 et H656R 

 

Transfection(s) : 

Les transfections sont réalisées avec des cellules à 60% de confluence, environ 24 

heures après ensemencement. Un ratio de 50µL de Buffer (DNA transfection reagent kit, 

Polyplus Transfection) pour 1µg d’ADN est utilisé. Le tout est vortexé puis centrifugé 

rapidement. 2 µL de JetPrime (DNA transfection reagent kit, Polyplus Transfection) est 

ajouté au mélange pour chaque µg d’ADN. Le tout est vortexé puis centrifugé rapidement. 

La préparation est laissée environ 10 minutes à température ambiante avant d’être 

déposée goutte-à-goutte sur les cellules. 

Le milieu de culture des cellules est changé 4 heures après transfection. 
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Transduction(s) : 

Les manipulations sont réalisées dans un laboratoire de classe L3 pour toute production 

de virus considéré à risque par les normes de sécurité de l’Institut. 

Les cellules HEK293T sont ensemencées la veille de leur transfection à environ 50% de 

confluence. Celles-ci sont transfectées via lipofectamine (Invitrogen, ref 11668-019) 

24heures plus tard dans un milieu sans antibiotiques de la manière suivante :  

- mélange 1 : Optimem 1,5 ml (Gibco ref 31985-047 pour 500 ml) + 24 mg d’ADN  

- mélange 2 : Otpimem 1,5 ml + Lipofectamine 60 ml (déposer la lipofectamine au 

goutte à goutte dans l’Optimem sans toucher le plastique) 

Déposer le mélange 2 dans le mélange 1 aux gouttes à gouttes. Retourner le tube 2 

à 3 fois. Laisser en contact pendant 20 min à RT au repos. 

Sortir la boite de culture de cellules : enlever 3 ml de milieu et rajouter 3 ml du 

mélange lipofectamine + ADN. Incuber à 37°C. Les quantités proposées sont adaptées à 

une plaque de culture ronde 10cm. 

Les ratios de vecteurs transfectés sont calculés afin d’obtenir une concentration 

équivalente de vecteurs contenant les séquences VSVG, Gag/pol et lentivirale d’intérêt, 

pour un total de 24µg d’ADN. 

Le milieu de culture est changé 6heures après transfection, avec seulement 6,5mL 

de milieu frais. Le milieu de culture considéré comme surnageant n°1 est récupéré 

48heures après transfection. Le milieu de culture considéré comme surnageant n°2 est 

récupéré 72heures après transfection. Les surnageants viraux sont prélevés avec soin, 

filtrés et complémentés avec 5mg.ml-1 de polybrène, avant ajout sur les cellules à 

transduire. Le surnageant est retiré et remplacé par du milieu de culture frais au bout de 6 

à 8 heures d’incubation.  

 

Micro-irradiation laser : 

Des cellules HEK293T ou RPE1 transfectées (avec un ou deux vecteurs exprimant les 

facteurs NBS1-DsRED, MYSM1-GFP ou mCherry-NLS) sont ensemencées entre 24 et 48 

heures après transfection sur des plaques 8 puits (300µl par puits) adaptées pour la 

microscopie confocale (Ibidi, BioValley). Pour l’ensemencement, le milieu de culture est 

enrichi avec 10 µM de BrdU (BD Pharmingen) en tant qu’agent photosensibilisant. 48 
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heures après ajout de BrdU, les cellules peuvent être imagées à l’aide d’un vidéomicroscope 

confocale Leica TCS SP8. 

Les plasmides permettant l’expression des vecteurs NBS1-DsRed ont été fournis par C. 

Lukas (University of Copenhagen, Copenhagen, Denmark). Les plasmides permettant 

d’exprimant MYSM1-GFP ou H656R-GFP, ont été designés à partir d’un vecteur eGFP-N2 de 

chez Addgene. Les plasmides permettant d’exprimer mCherry-NLS ont été obtenu chez 

Addgene.  

Pour l’irradiation laser, la puissance des sources lumineuses (laser Argon et diode 

405nm) est réglée à 80%. 

Le chemin optique est réglé en fonction des constructions vectorielles employées : le PMT2 

est activé pour la détection des longueurs d’ondes de 488 à 530 nm (correspondant au 

spectre d’émission de la GFP) ; le PMT3 est activé pour la détection des longueurs d’ondes 

de 580 à 640 nm (correspondant au spectre d’émission du Ds-Red). Le PMTtrans est activé 

à chaque expérimentation. Les lasers à 488 nm (excitation de la GFP) et 530 nm (excitation 

du Ds-Red) sont réglés entre 1,5 et 2,5% suivant l’intensité du signal fluorescent. 

Les paramètres d’irradiation et d’acquisition des images sont présentés dans le 

tableau ci-dessous. 

      Paramètres de micro-irradiation 

Taille de la ROI 

(région irradiée) Taille de la PSF (app. 200 nm) 

Temps 

d'irradiation/bleach 1 passage de 500 ms 

laser UV 

(405nm) à 

100% 

 

 

Traitement des images sous ImageJ / Icy: 

Les vidéos (acquisitions d’images en direct) obtenues via le vidéomicroscope Leica 

TCS SP8 sont enregistrées à l’aide du logiciel LASAF au format « .lif ». 

En utilisant le logiciel ImageJ et le plug-in FIJI fourni par la plateforme d’imagerie, 

les données sont analysées et enregistrées au format « .tif ». 
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Pour la mesure des cinétiques de recrutement, l’outil ROI Intensity Evolution est 

utilisé afin de sélectionner précisément les zones nucléaires irradiées. Les données 

obtenues sont enregistrées dans un tableur (Excel) au format « .csv » afin d’établir les 

courbes de cinétique.  

 

Tests de sensibilité aux agents génotoxique :  

La sensibilité des cellules a été évalué comme précédemment décrits dans (Buck et al. 

2006). 

 

Test de blocage en phase G2/M 

Les analyses de blocage en phase G2/M ont été réalisées par traitement des cellules 

durant 48heures avec des doses croissantes de MMC. Les cellules sont ensuite fixées en 

éthanol 70% froid et conserver O/N à -20°C. Celles-ci sont ensuite lavées au PBS 1X, 

resuspenues dans une solution de PBS 1X + Triton X-100 (0,5%) + 25 µg.ml-1 d’iodure de 

propidium. Les cellules marquées sont analysées par cytométrie en flux.  

 

Immunofluorescence : 

Les cellules sont fixées avec PFA (4%) pendant 15min à température ambiante, suivi 

de trois lavages au PBS1X. Celles-ci sont ensuite incubées 20min à température ambiante 

avec du PBS 1X + 0,1M de glycine 20min RT, avant d’être lavées trois fois au PBS 1X. Les 

cellules sont ensuite perméabilisées avec une solution de PBS 1X + Triton X100 (0,5%) + 

BSA (1%) pendant 15min à température ambiante, suivi de trois lavages au PBS 1X. Les 

cellules sont ensuite incubées pendant 30min avec une solution de PBS 1X + BSA (1%). 

Celle-ci est retirée, puis les cellules sont incubées avec une solution de PBS1 X + BSA (1%) 

contenant une dilution testée au préalable de l’anticorps primaire choisi, pendant 30min à 

température ambiante. Les cellules sont lavées trois fois avec une solution de PBS1X + BSA 

(1%), puis incubées pendant 30min à température ambiante dans le noir avec une solution 

de PBS 1X + BSA (1%) contenant une dilution au 1/1000e de l’anticorps secondaire 

approprié couplé à un fluorophore. Les cellules sont ensuite lavées trois fois avec une 

solution de PBS 1X, puis incubé pendant 5min à température ambiante avec une dilution au 

1/3000e de DAPI (Invitrogen) dans du PBS 1X. Celles-ci sont de nouveau lavées trois fois 
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au PBS 1X avant d’être montées sur lame avec une goutte de Fluorsave (EMD Millipore). 

Les lames sont ensuite conservées à 4°C à l’abri de la lumière. 

 

Etalement de chromosomes bloqués en métaphase :  

Les cellules sont incubées entre 1 et 2heures avec 0.1 µg.ml-1 de colchicine (Sigma-

Aldrich). Les cellules sont ensuite récupérées, centrifugées à 1500rpm pendant 5min puis 

lavées deux fois au PBS 1X. Le culot cellulaire est alors incubé pendant 20min à 37°C dans 

une solution hypotonique de PBS 1X + 0.75 µM KCl. Les cellules sont ensuite fixées par une 

solution d’éthanol/acide acétique (3:1) et étalées sur lame de verre. Après séchage à l’air, 

les cellules lames sont préparées pour un marquage FISH. 

 

Marquage FISH : 

 Les lames portant les cellules à marquer ont été préalablement fixées par une 

solution de PBS 1X + PFA (4%) et laver trois fois par du PBS 1X.  

Celles-ci sont ensuite déshydratées par un enchainement de solution d’éthanol 70%, 90% 

puis 100%. Les lames sont laissées à sécher à l’air. 

La sonde télomérique C-Cy3 PNA utilisée pour marquer les télomères est préchauffée à 

70°C pendant 3min, puis centrifuger à 4°C pendant 1min à 5000rpm. La sonde est diluée 

au 1/100e dans un tampon d’hybridation (formamide 70%). Quelques gouttes sont 

déposées sur chaque lame, avant de les recouvrir d’une lamelle. Les lames sont ensuite 

chauffées pendant 5min à 80°C, puis incuber pendant 1h30min à température ambiante à 

l’abri de la lumière. 

Les lamelles sont ensuite délicatement retirées, et les lames sont lavées deux fois 15min 

avec une solution de formamide 70%. Trois lavages de 5min à température ambiante sont 

ensuite réalisés avec une solution de Tris/NaCl/Tween. Les lamelles sont ensuite séchées 

avec une incubation dans des solutions d’éthanol 70%, 90% puis 100%. Après séchage à 

l’air, les lames sont montées en utilisant du Vectashield (avec DAPI) et conservées à 4°C à 

l’abri de la lumière. 

Pour l’utilisation de la sonde de marquage des centromères des chromosomes 7 et 8, le 

protocole fourni avec les sondes est utilisé (Metasystems Probes : XCE 7/8). 
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Mesure de la taille des télomères :  

La longueur des télomères a été déterminé en utilisant une analyse TRF (Telomere 

Restriction Fragment) par Southern Blot à partir d’ADN issu de prélèvements sanguins 

comme décrits par (Touzot et al. 2010).  

 

Test d’activité de la β-galactosidase :  

Les cellules positives au marquage de la β-galactosidase ont été détectées comme décrits 

par (Dimri et al. 1995). Pour résumer, une monocouche de cellules est déposée sur lamelle 

de verre. 24heures plus tard, celles-ci sont fixées par une solution de PBS 1X + 4% PFA, 

lavées au PBS 1X puis incubées O/N avec une solution de marquage de l’activité β-

galactosidase provenant d’un kit de détection de l’activité β-galactosidase (Invitrogen).  

 

Acquisition d’images : 

Toutes les images présentées (hors vidéomicroscopie et microirradiation laser) ont 

été acquises selon les mêmes conditions (puissance laser, temps d’exposition) avec un 

microscope à épifluorescence Axioplan Zeiss. 

 

Analyses statistiques : 

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le software Prism (GraphPad 

Software) en utilisant un t-test de Student ou un tableau de contingence.  

 

Western blotting  

Les cellules ont été lysées (après récupération et lavage au PBS 1X) pendant 30min 

sur glace avec un tampon de lyse contenant : 50 mmol/L Tris (pH 8.0), 2 mmol/L EDTA, 

0.5% NP40, 1% cocktails inhibiteurs de phosphatases (Sigma) et inhibiteurs de protéases 

(Roche Applied Science). La lyse cellulaire est ensuite centrifugée à 4°C pendant 10moin à 

10.000rpm afin d’éliminer les débris membranaires. Le surnageant collecté (contenant 

l’extraction de protéines) est dosé par un test de Bradford. L’immunomarquage après 

migration des échantillons déposés sur gel de polyacrylamide et transfert sur membrane de 

nitrocellulose ont été réalisé avec les anticorps primaires appropriés à une dilution allant de 

1/250e à 1/1000e en fonction de l’anticorps utilisé.  
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Anticorps primaires :  

Les anticorps primaires utilisés en immunomarquage proviennent de chez : 

- Anti-53BP1 (Novus Biologicals). 

- Anti-MYSM1 (Abcam) 

- Anti-H3K9me3 (Active Motif) 

- Anti-actine (Santa Cruz) 

- Anti-Ku70 (Neomarkers) 

- Anti-pH2A.X (Abcam) 

- Anti-p53 (Santa Cruz) 

- Anti-lamin A/C (Santa Cruz) 

- Anti-ZNF699 (Abcam) 

- Anti-Flag M2 (Sigma Aldrich) 

 

Mutagénèse par utilisation du système CRISPR/Cas9 : 

La séquence 5’- CCTTACGAGATATTGACACACAA -3’ localisée dans l’exon 16 de MYSM1 

a été utilisée comme ARN guide et insérer dans un plasmide pX330-U6-Chimeric_BB-

CBhhSpCas9 (offert au laboratoire par F. Zhang, Broad Institute of Massachusets Institute 

of Technology and Harvard University, Cambridge, plasmide n° 42230 ; Addgene ; (Ran et 

al. 2013). Ce nouveau plasmide a été transfecté dans cellules U2OS, fibroblastes et RPE1. 

L’efficacité de mutagénèse de cette construction a été testé sur des cellules HeLa lors d’un 

stage de Master 2 au laboratoire DGSI avant le début de cette thèse, par séquençage Ion 

Torrent, en collaboration avec la plateforme de génomique de l’Institut IMAGINE. 

Les lignées clonales obtenues pour les cellules U2OS, fibroblastes et RPE1, ont été 

sélectionnées par dilution limite des cellules 48heures après transfection, à une densité de 

1,5 cellules par puits dans des plaques 96 puits. Après 1,5 semaine d’incubation à 37°C/5% 

CO2, les cellules ont été screenées par extraction d’ADN génomique et séquençage direct. 

Les lignées clonales sélectionnées comme mutante homozygote ont été mises en culture 

dans un volume plus important afin d’effectuer des backups (congélation d’ampoules à -

80°C ou azote liquide) et poursuivre les différents tests présentés en partie résultats.  
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