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 Résumé 
Au sein du noyau des cellules eucaryotes, l’ADN s’enroule autour de protéines histones 
pour former une structure appelée la chromatine. Cette organisation permet notamment 
la compaction d’un génome de 2 mètres dans un noyau d’une dizaine de micromètres. 
Elle permet également de réguler l’expression des gènes. En effet, la chromatine est 
porteuse d’une information appelée l’information épigénétique et la modulation de sa 
structure peut avoir des conséquences importantes sur le programme transcriptionnel 
d’une cellule. Le complexe chaperon d’histones HIRA est impliqué dans le dépôt du variant 
d’histone H3.3 dans des régions d’euchromatine ou dans des régions dépourvues de 
nucléosomes afin d’assurer l’intégrité de la chromatine et de l’information épigénétique.  
En conditions normales, le complexe HIRA localise de façon homogène dans le noyau 
cellulaire ; en revanche, dans certaines conditions de stress, comme lors de 
l’inflammation, de l’entrée des cellules en sénescence ou, comme je l’ai montré dans ma 
thèse, lors de l’induction de cassures double-brin de l’ADN, le complexe HIRA s’accumule 
avec H3.3 dans des organelles nucléaires sphériques sans membrane appelés corps 
nucléaires PML. L’impact fonctionnel d’une telle accumulation est encore mal compris. 
Lors de ma thèse, j’ai cherché à comprendre comment et pourquoi le complexe HIRA 
localisait dans ces organelles. En particulier, j’ai cherché à analyser l’impact fonctionnel 
de cette localisation sur le dépôt d’H3.3 en des régions particulières de la chromatine.  

Dans un premier temps, j’ai investigué les mécanismes et le rôle de la relocalisation de 
HIRA lors de l’inflammation induite en réponse de la signalisation interféron de type I (IFN-
I), une cytokine pro-inflammatoire. Mes travaux ont permis de montrer que le complexe 
HIRA relocalise au sein des corps nucléaires PML d’une façon dépendante des 
interactions entre la modification SUMO et un motif d’interaction avec cette modification 
(SIM). De plus, j’ai montré que le complexe HIRA et les corps nucléaires PML étaient 
importants dans la régulation de l’expression des gènes stimulés par l’IFN-I (ISGs), en 
participant à l’incorporation du variant d’histone H3.3 dans ces loci géniques. Leur action 
pourrait permettre de mieux contrôler la réponse inflammatoire afin d’assurer son 
homéostasie. Dans un second temps, je me suis intéressée à la relocalisation d’HIRA 
dans les corps nucléaires PML induite par les cassures double-brin, jamais décrite 
auparavant. J’ai montré que cette relocalisation est indépendante de la signalisation IFN-
I et dépend probablement de la signalisation en réponse aux dommages à l’ADN. Le 
recrutement d’HIRA est également dépendant d’interactions SIM-SUMO. De façon 
intéressante, le complexe HIRA dans les corps nucléaires PML juxtapose à proximité des 
sites de cassures, et cela pourrait servir à incorporer de nouvelles histones après la 
réparation et ainsi assurer le rétablissement de la structure chromatinienne.  
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 Abstract 
Within the nucleus of eucaryotic cells, DNA is wrapped around histone proteins in order to 
form a structure called chromatin. This organization allows the compaction of a genome 
of 2 meters in a nucleus of around ten micrometers. It also allows the regulation of gene 
expression. Indeed, chromatin carries a source of information called epigenetic information 
and the modulation of its structure has important consequences on the transcriptional 
program. The histone chaperone complex HIRA is involved in the deposition of the histone 
variant H3.3 in euchromatin regions and in regions devoid of nucleosomes, in order to 
ensure chromatin and epigenetic integrity. Under normal conditions, the HIRA complex 
localizes homogeneously in the cell nucleus; on the other hand, under certain stressful 
conditions, such as during inflammation, the entry of cells into senescence or, as I showed 
in my thesis, during the induction of double-strand DNA breaks, the HIRA complex 
accumulates with H3.3 in spherical nuclear membrane-less organelles called PML nuclear 
bodies. The functional impact of such accumulation is still poorly understood. During my 
thesis, I sought to understand how and why the HIRA complex localizes in these 
organelles. In particular, I sought to analyse the functional impact of this localization on 
the deposition of H3.3 in particular regions of the chromatin.  

First, I investigated the mechanisms and role of HIRA relocalization during inflammation 
response to type I interferon (IFN-I) treatment, a pro-inflammatory protein. My work has 
shown that the HIRA complex relocalizes within PML nuclear bodies in a manner 
dependent on interactions between SUMO modifications and a SUMO-interacting motif 
(SIM). In addition, I have shown that the HIRA complex and PML nuclear bodies are 
important in the regulation of the expression of IFN-I-stimulated genes (ISGs), by 
participating in the incorporation of the histone variant H3 .3 in these gene loci. Their action 
could allow better control of the inflammatory response in order to ensure its homeostasis. 
Secondly, I was interested in the relocalization of HIRA within PML nuclear bodies induced 
by double-strand breaks, never described before. I have shown that this relocalization is 
independent of IFN-I signaling and probably depends on signaling in response to DNA 
damage. Recruitment of HIRA is also dependent on SIM-SUMO interactions. Interestingly, 
the HIRA complex in PML nuclear bodies juxtaposes near the sites of damage, and this 
could serve to incorporate new histones after repair and thus ensure the reestablishment 
of the chromatin structure.   
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BRD4 Bromodomain-containing 

protein 4 

C 
CABIN1 Calcineurin binding protein 1 
Càd C’est-à-dire 
CAF-1 Chromatin associated factor 1 
CBP  CREB-binding protein 
CDK  Cyclin-dependent kinase 
CENP  Centromere protein  
cGAMP Cyclic GMP-AMP 
cGAS  Cyclic GMP-AMP synthase 
CHD Chromodomain helicase DNA-

binding 
CHK  Checkpoint kinase 
CLR  C-type lectin receptor 
CRKL  CRK-like protein 
CTCF  CCCTC-binding factor 
CXCR  C-X-C chemokine receptor 

D 
DAMP Damage-associated molecular 

pattern 
DAXX Death domain-associated 

protein 6 
DDR  DNA damage response 
dHJ  Double Holliday junction 
DNA-PK DNA-dependent protein kinase 
DNMT  DNA methyltransferase 
DSB  Double srand break 

 

E 
ES cells Embryonic stem cell 

F 
FA  Fanconi anemia 
FACT Facilitated chromatin 

transcription complex 
FISH Fluorescent in situ 

hybridization 

G 
GG-NER Global genomic NER 
H2AX Phosphorylation de la sérine 

139 de H2AX 
GHRL Ghrelin 
GSK  Glycogen synthase kinase 

H 
H2BK120 Lysine 120 de l'histone H2B 
H2BK120ub Ubiquitination de H2BK120 
H3.3S31 Sérine 31 de l'histone H3.3 
H3.3S31ph Phosphorylation de H3.3S31 
H3K27  Lysine 27 de l'histone H3 
H3K27me3 Triméthylation de H3K27 
H3K36 Lysine 36 de l'histone H3 
H3K36me3 Triméthylation de H3K36 
H3K4  Lysine 4 de l'histone 3 
H3K4me1 Monométhylation de H3K4 
H3K9  Lysine 9 de l'histone H3 
H3K9me2 Diméthylation de H3K9 
H3K9me3 Triméthylation de H3K9 
HAT  Histone acetyltransferase 
HDAC  Histone deacetylase 
HEK 293 Human embryonic kidney cells 

293 
HIRA  Histone regulator A 
HR  Homologous recombination 
HSV-1  Herpes simplex virus 1 

I 
IFN  Interferon 
IFNAR  Type I IFN receptor 
IFIT2/ISG54 Interferon-induced protein with 

tetratricopeptide repeats 2 
IL-(n)  Interleukin-(n) 
IL(n)R  Interleukin-(n) receptor 
IRF  Interferon regulatory factor 
IRG  Interferon regulated gene 
ISG  Interferon stimulated gene 
ISWI  Imitation switch 

J 
JAK  Janus kinase 

L 
LAD  Lamina associated domain 
LAMP Lifestyle-associated molecular 

pattern 
LLPS Liquid-liquid phase separation 
lncRNA Long non-coding RNA 
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M 
MAPK Mitogen-activated protein 

kinase 
MBD Methyl-CpG-binding domain 

protein 
MEF Murine embryonnic fibroblast 
MGMT Methylguanine 

methyltransferase 
MHC Major histocompatibility 

complex 
MRE11 Meiotic recombination 11 
MRN  Complexe MRE11, RAD50 et 

NSB1 
mTOR Mammalian target of 

rapamycin 
MX1 Myxoma resistance protein 1 
MyD88 Myeloid differentiation primary 

response protein 8 
MyoD Myoblast determination protein 

N 
NAD Nucleolus associated domain 
NASP Nuclear autoantigenic sperm 

protein 
NBS1 Nijmegen breakage syndrome 

protein 1 
NER  Nucleotide excision repair 
NF-B  Nuclear factor kappa B 
NHEJ Non-homologous end-joining 
NLR  NOD-like receptor 

O 
OAS1  2’-5’-oligoadenylate synthase 1 

P 
PAD  PML associated domain 
PAMP Pathogen-associated 

molecular pattern 
PARP Poly(ADP) ribose polymerase 
PI3K  Phosphoinositide 3-kinase 
PML  Promyelocytic leukemia 
PML NB PML nuclear body 
pRB Retinoblastoma-associated 

protein 
PRR  Pattern recognition receptor 
PTM Post-translational modification 

R 
RAR  Retinoic acid receptor alpha 
RLR  RIG-I-like receptor 
RNF  RING finger protein 
RNS  Reactive nitrogen species 
ROS  Reactive oxygen species 
RPA  Replication protein A 

S 
SAE  SUMO-activating enzyme 
SAHF Senescence-associated 

heterochromatin foci 

SASP Senescence-associated 
secretory phenotype 

SDSA Synthesis-dependent strand 
annealing 

SENP  Sentrin-specific protease 
SETD  SET domain protein 
SETDB SET domain bifurcated protein 
SSA  Single-strand annealing 
STAT Signal transducer and activator 

of transcription 
STING Stimulator of interferon genes 

protein 
SUMO  Small ubiquitin-like modifier 
SWI/SNF Switch/sucrose non-

fermentable 

T 
TAD Topologically associated 

domain 
TC-NER Transcription-coupled NER 
TLR  Tolll-like receptor 
TLS  Translesion synthesis 
TNF  Tumor necrosis factor alpha 
TNFR Tumor necrosis factor receptor 
TOP  DNA topoisomerase 
TOPBP Topoisomerase binding protein 
TRIF/TICAM1 TIR domain-containing 

adaptator molecule 1 
TYK  Tyrosine-protein kinase 

U 
UBC9  Ubiquitin carrier protein 9 
UBN1  Ubinuclein 1 
UHRF Ubiquitin-like with PHD and 

RING finger domain-containing 
protein 

USP Ubl carboxyl-terminal 
hydrolase 

V 
vDCP NB Viral DNA-containing PML NB 

Z 
ZMYND11 Zinc-finger MYND domain-

containing protein 11 
ZNF  Zinc-finger protein 
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I. La chromatine, source d’information épigénétique 
Au sein du noyau des cellules eucaryotes, l’ADN constitue le support de l’information 

génétique. Il est associé avec des protéines appelées histones pour former une structure 

nucléoprotéique, la chromatine (Kornberg, 1977). Cette organisation permet notamment 

la compaction d'un génome d’environ 2 mètres de long au sein du noyau cellulaire d’une 

dizaine de micromètres de diamètre. L’organisation de la chromatine est aussi porteuse 

d’une information supplémentaire à l’information génétique : l’information épigénétique. 

Après un bref historique sur la définition de l’épigénétique, je décrirai dans ce chapitre la 

structure de la chromatine et comment certaines modifications peuvent influer sur son 

organisation et être source d’information épigénétique. Je terminerai cette partie sur le 

variant d’histone H3.3 et le complexe chaperon d’histone HIRA, au cœur de mes travaux 

de thèse.  

I.1. La définition de l’épigénétique 
La définition de l’épigénétique est complexe et largement débattue au sein de la 

communauté scientifique (pour revue, voir Nicoglou and Merlin, 2017). La notion 

d’épigénétique fut tout d’abord utilisée dans le domaine de la biologie développementale. 

Elle est pour la première fois introduite par Conrad Waddington dans les années 1940 

(Waddington, 1940). Il définit alors l’épigénétique comme « l’étude des mécanismes par 

lesquels le génotype mène au phénotype » dans le contexte du développement. Il choisit 

le terme ‘épigénétique’ en référence à la théorie de l’épigénèse (càd. développement 

progressif des tissus de l’embryon), qui s’oppose à la théorie de la préformation (càd. 

organes déjà présents chez l’embryon qui est considéré comme un être vivant miniature). 

Dix-huit ans plus tard, le biologiste David Nanney donne une nouvelle définition du terme 

‘épigénétique’ (Nanney, 1958) . Dans ses écrits, il associe le génome à « une librairie de 

spécificités » et définit comme « systèmes de contrôle épigénétique » les mécanismes 

employés pour l’expression spatiale et temporelle de ces spécificités. Il introduit pour la 

première fois la condition d’héritabilité des marques épigénétiques ; en effet, selon lui, ces 

« systèmes de contrôle épigénétique » sont stables mitotiquement grâce à une « mémoire 

cellulaire » qui permet aux cellules de maintenir leurs différences concernant leur profil 

d’expression génétique afin de participer à la construction de différents tissus et organes 

au cours du développement embryonnaire. Dans la lignée des travaux de Nanney, dans 

les années 90, Robin Holliday et Arthur Riggs proposent une nouvelle définition de 

l’épigénétique, définition actuellement la plus populaire au sein de la communauté 

scientifique (Holliday, 1994; Riggs et al., 1996). En se basant sur leurs travaux sur la 

méthylation de l’ADN (Holliday and Pugh, 1975; Riggs, 1975), ils définissent l’épigénétique 

comme « l’étude des changements dans la fonction des gènes, mitotiquement et/ou 
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méiotiquement héritables, qui ne peuvent pas être expliqués par des changements de la 

séquence ADN » (définition issue de Riggs et al., 1996). 

Cependant, les recherches sur les modifications d’histones et sur les ARN non codants 

tendent à assouplir la définition d’épigénétique. En effet, beaucoup d’études utilisent 

désormais le terme ’épigénétique’ pour définir « l’étude des mécanismes moléculaires qui 

modifient l’activité des gènes indépendamment de changements dans la séquence ADN 

sans condition d’héritabilité des marques » (Nicoglou and Merlin, 2017). Cette définition 

considère ainsi comme processus épigénétiques les modifications transitoires de 

l’organisation de la chromatine participant à la signalisation cellulaire. Dans une revue 

récente, Giacomo Cavalli et Edith Heard argumentent en faveur de cette définition moins 

stricte de l’épigénétique, considérant qu’elle permet également d’englober les 

changements chromatiniens observés dans les cellules post-mitotiques et ne se focalise 

pas uniquement sur l’expression des gènes de l’ADN génomique mais sur l’entièreté de 

l’ADN de l’organisme, y compris l’ADN du microbiote (Cavalli and Heard, 2019). Dans le 

cadre de ma thèse, j’emploierai donc le terme ‘épigénétique’ en me référant à cette 

dernière définition, et en écartant la condition d’héritabilité des marques épigénétiques 

que j’étudierai.  

L’information épigénétique est portée par des modifications de la chromatine. Dans la 

prochaine partie, je détaillerai les différents niveaux d’organisation de cette structure 

nucléoprotéique, de l’unité de base que constitue le nucléosome au niveau le plus 

compacté au moment de la mitose cellulaire, le chromosome. 

I.2. La structure de la chromatine 

I.2.i. Le nucléosome, unité de base de la chromatine 

Le nucléosome est constitué d’une particule cœur, le noyau nucléosomique et, de chaque 

côté, de l’ADN internucléosomal, dit ADN de liaison dont la longueur varie en fonction de 

espèces et des types cellulaires (Figure 1) (Kornberg, 1977). Le noyau nucléosomique 

est formé d’un octamère d’histones autour duquel s’enroule 147 paires de bases de la 

double hélice d’ADN, effectuant 1,65 tours. L’axe de symétrie du nucléosome est appelé 

la dyade. L’octamère d’histones consiste en l’assemblage de deux dimères d'histones 

H2A-H2B avec un tétramère d'histones (H3-H4)2. Le noyau nucléosomique est 

fréquemment lié par une cinquième histone, l’histone de liaison H1, qui lie 20 paires de 

bases d’ADN au site d’entrée et de sortie à la surface du noyau nucléosomique au niveau 

de la dyade du nucléosome (Simpson, 1978). Le noyau nucléosomique associé à l’histone 

de liaison forme une structure appelée chromatosome (Figure 1) (Simpson, 1978).  
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Les histones sont de petites protéines d’environ 15kDa dont la charge positive permet leur 

interaction avec l’ADN. Il en existe 5 classes : les histones H2A, H2B, H3 et H4 (histones 

cœur) et l’histone de liaison H1. Les quatre protéines d’histones cœur (H2A, H2B, H3 et 

H4) sont très conservées au sein des eucaryotes. Elles possèdent un motif globulaire 

central appelé le domaine « histone-fold », composé de trois hélices alpha permettant la 

formation des dimères. Les régions intermédiaires entre les hélices alpha forment des 

ponts bêta présentant des résidus d’acides aminés chargés positivement servant de point 

d’ancrage à la double hélice d’ADN chargée négativement (Luger et al., 1997). Les 

histones cœur possèdent également une queue désorganisée riche en arginines et lysines

en position N-terminale pour les histones H2B, H3 et H4 et en positions N- et C-terminales

pour l’histone H2A. Ces queues d’histones sont à l’extérieur du noyau nucléosomique et 

sont donc accessibles et modifiables post-traductionnellement par des enzymes (Figure 
2) (Luger and Richmond, 1998) (cf. partie I.3.ii). 

Figure 2. L’organisation du noyau nucléosomique. (Koyama and Kurumizaka, 2018) A.
Structure globale du noyau nucléosomique. La double hélice d’ADN nucléosomique est 
représentée en gris, l’octamère d’histones est représenté en couleur (H2A=jaune ; H2B=rose 
; H3=bleu ; H4=vert). La dyade est représentée par l’axe en pointillé noir. B. Visualisation des 
domaines des 4 histones cœur. Les boîtes correspondent à des hélices alpha, les lignes 
représentent les ponts bêta, les pointillés correspondent aux queues désorganisées.

Figure 1. Le nucléosome, unité de base de la chromatine. Le nucléosome est constitué d’un 
noyau nucléosomique et d’ADN de liaison. Le noyau nucléosomique comprend un octamère 
d’histone autour duquel s’enroule l’ADN nucléosomale. Lorsqu’une histone de liaison se lie au 
noyau nucléosomique, on parle alors de chromatosome
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L’histone de liaison H1 permet de stabiliser le nucléosome et de faciliter l’organisation de 

la chromatine en structures d’ordre supérieur. Elle influe également sur l’espacement des 

nucléosomes le long de la chromatine. La séquence protéique de l’histone H1 est plus 

variable au sein des eucaryotes ; cependant, on observe une structure redondante en trois 

domaines : un court domaine N-terminal, un domaine central globulaire et un domaine C-

terminal (Cutter and Hayes, 2017). Le domaine central globulaire est le plus conservé. Il 

contient un motif « winged-helix fold » qui permet la liaison à l’ADN et est nécessaire pour 

la reconnaissance du noyau nucléosomique. Le domaine C-terminal est important pour la 

stabilisation du chromatosome et de la chromatine en structures d’ordre supérieur. Enfin, 

la queue N-terminale n’est pas essentielle pour la formation du chromatosome mais ses 

modifications post-traductionnelles influent sur l’affinité de l’histone de liaison avec le 

noyau nucléosomique (Roque et al., 2016).  

I.2.ii. Les structures d’ordre supérieur de la chromatine 

La répétition de nucléosomes forme une structure en « collier de perle » appelée fibre 

nucléosomale ou fibre de 11nm, en référence à son diamètre. Cette fibre constitue le 

premier niveau de compaction de la chromatine (Kornberg, 1974, 1977). L’espacement 

régulier des nucléosomes est assuré par des ATPases de remodelage de la chromatine 

de la famille des ISWI (Imitation SWItch) et CHD (Chromodomain Helicase DNA-binding) 

(Clapier et al., 2017). Les ATPases de remodelage de la famille des SWI/SNF 

(SWItch/Sucrose Non-Fermentable) peuvent quant à elles faire glisser ou éjecter des 

nucléosome, favorisant la liaison de certains facteurs à l’ADN (par ex. facteurs de 

transcription, machinerie de réparation de l’ADN…) (Clapier et al., 2017). 

Par la suite, la chromatine subit des niveaux de compaction supérieurs, jusqu’à atteindre 

sa forme la plus compactée au moment de la mitose, le chromosome (Figure 3). Jusqu’à 

récemment, le modèle de repliement hiérarchique de la chromatine était le plus répandu et 

le plus accepté pour expliquer l’architecture des chromosomes: la liaison de l’histone H1 

aux fibres de 11nm favoriserait une interaction entre les nucléosomes voisins et mènerait 

à la formation de fibres organisées de 30nm ; un enroulement supplémentaire mènerait à 

la formation de fibres de 100-130nm appelées fibres de chromonema ; enfin, lors de 

l’entrée en mitose, avec l’aide d’autres protéines structurales (càd. condensines et 

topoisomérase II), les fibres de chromonema se compacteraient d’avantage pour former 

les chromatides du chromosome (Kireeva et al., 2004). Cependant, des études récentes 

de microscopie électronique et à super-résolution semblent démontrer que la fibre de 

30nm et le modèle d’organisation de repliement hiérarchique observés in vitro n’existent 

pas in vivo (Ou et al., 2017; Ricci et al., 2015) (pour revue, voir Maeshima et al., 2019).  
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Un nouveau modèle a donc été récemment proposé dans lequel les nucléosomes 

s’associent de manière désordonnée et forment des grappes de nucléosomes, ou des 

nano-domaines, variables en taille (diamètre entre 5 et 24nm) (Ou et al., 2017). Ces nano-

domaines sont ensuite associés entre eux grâce à un anneau de cohésine pour former 

des boucles de chromatine afin de favoriser, entre autres, la communication entre des 

éléments régulateurs. Le mécanisme de formation de ces boucles est encore incertain. Le 

modèle le plus populaire est l’extrusion de boucle de chromatine dans lequel l’anneau de 

cohésine avance progressivement autour de la boucle de chromatine qui s’élargit peu à 

peu (Banigan and Mirny, 2020). Ce modèle est néanmoins remis en question par 

l’encombrement stérique résultant de l’organisation de la chromatine en nano-domaines 

(Banigan and Mirny, 2020; Maeshima et al., 2019) et nécessite actuellement une validation 

in vivo.   

Le génome est ensuite organisé en domaines topologiquement associés (TADs ou 

‘Topologically Associated Domains’) délimités par la protéine isolatrice CTCF (CCCTC-

binding Factor), au sein desquels la fréquence de contact est plus élevée que la fréquence 

de contact inter-TADs (Dixon et al., 2012; Nora et al., 2012). Les TADs peuvent être 

considérés comme des domaines fonctionnels dans lesquels on observe une dynamique 

et un état chromatinien similaires. De plus, les TADs pourraient constituer des unités 

régulatrices de réplication (Pope et al., 2014). Ces domaines ont tendance à s’associer 

Figure 3. L’organisation du génome eucaryote. (Misteli, 2020) Le génome s’organise en plusieurs 
niveau dans le noyau des cellules eucaryotes. L’ADN s’enroule autour d’octamères d’histones pour former 
des nucléosomes. La répétition de nucléosome forme la fibre de 11 nm. Les nucléosomes s’associent en 
grappes pour former une fibre de chromatine de 5 à 24 nm. Par la suite, la chromatine s’organise en 
boucles et en domaines topologiquement associés, les TADs. Les TADs, en fonction de leur activité, se 
regroupe en compartiments A d’euchromatine et B d’hétérochromatine. Chaque chromosome occupe son 
territoire propre dans le noyau, un territoire chromosomique.   
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entre eux en fonction de la compaction de la chromatine les constituant et de son activité 

transcriptionnelle, formant 2 types de compartiments distincts : les compartiments A et B  

(Lieberman-Aiden et al., 2009) (subdivisés plus récemment en 6 sous-compartiments A1, 

A2, B1, B2, B3 et B4 en fonction de la signature moléculaire et de la vitesse de réplication 

des domaines associés (Rao et al., 2014)). Les compartiments A correspondent au 

rassemblement de domaines lâches et actifs dits d’euchromatine, tandis que les 

compartiments B correspondent au regroupement de domaines compactés et silencieux 

dits d’hétérochromatine (Lieberman-Aiden et al., 2009).  

Le dernier niveau d’organisation de la chromatine est le chromosome, visible seulement 

en mitose. Lors de l’entrée en prophase, les compartiments et les TADs sont perdus et la 

chromatine s’organise en boucles autours d’un axe de condensine/topoisomérase II, 

permettant la très grande compaction de la chromatine (environ 10 000 fois) et la formation 

des chromatides sœurs pour assurer la division équitable du matériel génétiques dans les 

2 cellules filles (Gibcus et al., 2018). 

I.3. Les différentes sources d’information épigénétique 
La compaction de la chromatine influe sur l’accessibilité de l’ADN et a donc un impact sur 

divers processus tels que la transcription, la réparation de l’ADN ou encore la réplication ; 

sa régulation apporte de ce fait une information épigénétique et diffère entre les individus, 

les types cellulaires et dans le temps. Les différentes sources d’information épigénétique 

sont les suivantes (Figure 4) : (i) la méthylation de l’ADN, (ii) les modifications post-

traductionnelles des histones, (iii) la composition des nucléosomes en variants d’histones, 

(iv) l’interaction de la chromatine avec des longs ARN non-codants, et enfin (v) le 

positionnement nucléaire des régions chromatiniennes (Allis and Jenuwein, 2016; Probst 

et al., 2009). Les différentes sources d’informations épigénétiques sont étroitement liées 

entre elles et la mise en place d’une marque peut favoriser la mise en place d’une autre 

afin de renforcer l’état chromatinien. Cette partie détaillera ces différents niveaux de 

régulation de la compaction de la chromatine et de l’information épigénétique.  
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I.3.i. La méthylation de l’ADN

La méthylation de l’ADN constitue historiquement la première source d’information 

épigénétique décrite (Hotchkiss, 1948). Chez les mammifères, elle est principalement 

observée sur les bases cytosines des dinucléotides CpG (Lister et al., 2009) ; ainsi dans 

cette partie, je décrirai particulièrement l’établissement et la fonction de la méthylation 

CpG. Cependant, la méthylation de l’ADN est également observée dans d’autres 

contextes, comme sur les cytosines de régions riches en motifs CHG ou CHH (où H = C, 

A ou T) (Lister et al., 2009) ou encore sur des bases adénines (pour revue, voir Iyer et al., 

2016). 

La méthylation des dinucléotides CpG consiste au transfert de manière covalente d’un 

groupement méthyle provenant de la S-adénosylméthionine (SAM) sur le cinquième 

carbone de l’anneau pyrimidine de la cytosine pour former une base 5mC (5-

méthylcytosine) (Figure 5). Ce transfert est catalysé par une ADN-méthyltransférase 

(DNMT pour ‘DNA Methyltransferase’) (pour revue, voir Kumar et al., 1994). Chez les 

mammifères, DNMT3a et DNMT3b permettent une méthylation de l’ADN de novo (Okano 

et al., 1999), tandis que DNMT1 est impliquée dans la maintenance du paysage de 

méthylation après le processus de réplication (Hermann et al., 2004). La méthylation des 

CpG peut par la suite être reconnue par trois familles de protéines : les familles de 

Figure 4. Les différentes sources d’information 
épigénétique. (adaptée de Probst et al., 2009) La 
chromatine subit des modifications impactant sa 
compaction et apportant une source d’information 
épigénétique. L’ADN peut être méthylé et reconnu 
par la suite par des protéines spécifiques. Les 
queues des histones peuvent subir différentes 
modifications influant sur la stabilité du 
nucléosome ou pouvant être reconnues par des 
protéines spécifiques, appelées ‘readers’. La 
composition du nucléosome en variant d’histone 
peut aussi avoir un impact sur sa stabilité et 
confère de nouvelles cibles de modifications post-
traductionnelles. Les longs ARNs non-codants 
participent également à la mise en place d’une 
signature épigénétique. Enfin la position nucléaire 
d’une région génomique influe sur sa compaction 
et son activité.

Long non-
coding RNA
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protéines MBD (Methyl-CpG-Binding Domain) et ZNF (Zinc-Finger) qui participent à la 

répression de la transcription décrite plus bas (Du et al., 2015; Filion et al., 2006; Lopes 

et al., 2008; Prokhortchouk et al., 2001; Yoon et al., 2003) et la famille des protéines UHRF 

(Ubiquitin-like with PHD and RING Finger domain-containing proteins) qui participent à la 

maintenance de la méthylation en favorisant la liaison de DNMT1 avec l’ADN hémi-

méthylé (Bostick et al., 2007; Sharif et al., 2007).  

Pendant de nombreuses années, la méthylation de l’ADN était considérée comme 

irréversible et il était admis que seule sa dilution par réplication induisait la perte de la 

marque au niveau d’une région génomique. Cependant, des processus de déméthylation 

actifs par les enzymes AID/APOBEC (Activation-Induced cytidine Deaminase/Alipo-

protein B mRNA-editing) et TET (Ten-Eleven Translocation) ont récemment été mis en 

évidence (pour revue, voir Moore et al., 2013) (Figure 5).  

Bien que la découverte de la marque 5mC remonte à la fin des années 1940 (Hotchkiss, 

1948), son rôle exact est encore incertain et semble dépendre de la région génomique où 

elle se situe : régions promotrices, corps des gènes ou régions régulatrices (pour revue, 

voir Jones, 2012). Ainsi, alors que la méthylation de l’ADN est principalement répressive 

lorsqu’elle se situe au niveau des promoteurs et des enhancers (par ex. Schmidl et al., 

2009; Song et al., 2005a; Wutz et al., 1997), elle ne semble pas inhiber la transcription 

lorsqu’elle se situe dans des régions intragéniques. Dans ce contexte, elle joue 

notamment un rôle dans le processus d’épissage alternatif (par ex. Laurent et al., 2010) 

(pour revue, voir Maor et al., 2015).  

Figure 5. La méthylation des cytosines. (Ambrosi et al., 2017) La méthylation des 
cytosines de l’ADN est médiée par l’action des DNMT, DNMT3A/3B pour la méthylation 
de novo et DNMT1 pour la maintenance du profil de méthylation. La méthylation est 
réversible, soit passivement par dilution lors de la réplication, soit activement par l’action 
de différentes enzymes (e.g. enzymes TET ici représentées).   
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I.3.ii. Les modifications post-traductionnelles des histones  

En 1964, Allfrey et al. ont démontré la présence de résidus acétylés ou méthylés au niveau 

des histones (Allfrey et al., 1964) ; depuis lors, avec le développement des techniques de 

protéomique, plusieurs études sont venues compléter ces premières observations, avec 

de nombreuses nouvelles modifications post-traductionnelles (PTMs pour ‘Post-

Translational Modifications’) des histones mises en évidence, majoritairement au niveau 

des queues N et C-terminales (par ex. acétylation, phosphorylation, méthylation pour les 

plus étudiées) (pour une liste plus exhaustive des différentes modifications d’histones, voir 

Arnaudo and Garcia, 2013; Bannister and Kouzarides, 2011; Kouzarides, 2007). Les 

PTMs d’histones sont médiées par différentes enzymes appelées classiquement les 

‘writers’ ou ‘auteurs’ (Figure 6). Elles sont généralement réversibles par l’action d’autres 

enzymes qu’on surnomme les ‘erasers’ ou ‘effaceurs’. 

Les modifications d’histones ont des conséquences très variées et interviennent dans 

divers processus cellulaires tels que la régulation de la transcription, de la réparation de 

l’ADN ou encore de la réplication. Le paysage de marques varie ainsi grandement entre 

les régions génomiques mais aussi au cours du développement et en fonction du type 

cellulaire (pour des revues plus complètes sur la fonction des marques d’histones, voir 

Figure 6. Les modifications post-traductionnelles d’histones. (Falkenberg 
and Johnstone, 2014) Le profil de modifications post-traductionnelles sur les 
queues d’histones a une influence sur différents processus tels que la 
transcription, la réplication ou la réparation de l’ADN. Les protéines ‘writers’ 
permettent l’établissement des marques ; les protéines ‘readers’ reconnaissent 
les modifications et provoquent une cascade d’évènements ; les protéines 
‘erasers’ retirent les modifications post-traductionnelles. 
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Zhang et al., 2015; Zhao and Garcia, 2015). Il existe par ailleurs un phénomène de 

‘dialogue croisé’ entre les marques d’histones, avec la co-occurrence ou l’antagonisme de 

certaines, permettant le renforcement de la signature épigénétique d’une région 

génomique.  

La fonction des PTMs résulte de l’effet de chaque marque sur la structure de la chromatine 

(pour revue, voir Bannister and Kouzarides, 2011). Les PTMs d’histones peuvent tout 

d’abord induire une déstabilisation du nucléosome, induisant par conséquence un 

relâchement de la région. C’est le cas par exemple de l’acétylation qui réduit la charge 

positive de l’histone et peut perturber l’interaction électrostatique de l’histone avec la 

double hélice d’ADN (Iwasaki et al., 2011). Les PTMs d’histones peuvent être également 

reconnues par diverses protéines ou complexes protéiques appelées communément 

‘readers’ ou ‘lecteurs’, au cœur de l’hypothèse du ‘code d’histone’ proposée par Brian D. 

Strahl, C. David Allis et Thomas Jenuwein dans les années 2000 (Jenuwein and Allis, 

2001; Strahl and Allis, 2000). L’effet de la liaison d’un ‘reader’ à une PTM d’histone dépend 

de sa nature. Certains peuvent par exemple se dimériser, induisant une compaction locale 

de la chromatine (par ex. HP1, L3MBTL1 (Bannister et al., 2001; Lachner et al., 2001; 

Trojer et al., 2007)). D’autres ‘readers’ possèdent une activité de remodelage de la 

chromatine, ou recrutent des remodeleurs, induisant le repositionnement des 

nucléosomes et un changement dans la compaction de la chromatine (ex. reconnaissance 

d’histones acétylées par le complexe SWI/SNF (Hassan et al., 2002)). Enfin, certains 

possèdent une activité enzymatique ‘writer’ ou ‘eraser’ (ou permettent le recrutement d’un 

‘writer’ ou d’un ‘eraser’) entraînant par la suite la modification du paysage de PTMs 

environnant (par ex. reconnaissance de H3K4me3 par le complexe désacétylase mSin3a-

HDAC1 en réponse aux dommages à l’ADN (Shi et al., 2006)).  

Le paysage de modifications d’histones est intimement lié à la composition du nucléosome 

en variants d’histones. La prochaine partie détaille les différents variants d’histones et 

leurs spécificités.  

I.3.iii. Les variants d’histones 

La composition du nucléosome en variants d’histones (isoformes des histones 

conventionnelles dites canoniques), apporte une information épigénétique supplémentaire 

et peut avoir une influence sur les processus de transcription, de réplication ou de 

réparation de l’ADN. Les variants peuvent différer de l’histone canonique par la 

substitution de quelques acides aminés ou par l’ajout/la perte d’une partie de la protéine 

(Figure 7). Certains variants sont très conservés entre les espèces alors que d’autres sont 

spécifiques à une famille d’espèces. Ainsi, chez les hominidés, chaque protéine d’histone 



 
 
26 

possède des variants : l’histone de liaison H1 possède 11 variants (H1.0, H1.1 à 5, H1x, 

H1t, H1T2, H1.5 et H1oo), l’histone H2A possède 6 variants (H2A.X, macroH2A, H2A.Z, 

H2A.B, H2A.L et H2A.P), l’histone H2B possède 3 variants (H2BE, H2B.W et TH2B), 

l’histone H3 (H3.1/H3.2) possède 6 variants (H3.3, H3.4, H3.5, CENP-A, H3.Y1 et H3.Y2) 

et l’histone H4 possède un variant, H4-G, mis en évidence très récemment (Buschbeck 

and Hake, 2017; Fyodorov et al., 2018; Martire and Banaszynski, 2020). Les variants sont 

exprimés tout au long du cycle cellulaire, contrairement aux histones canoniques dont 

l’expression est limitée à la phase S. Leur expression peut être ubiquitaire ou spécifique 

à un type de tissus, comme les testicules ou le cerveau. Le trafic cellulaire, l’incorporation 

et l’éviction de la chromatine des différents variants sont médiés par l’action de complexes 

Figure 7. Les variants d’histones et leurs chaperons. (Martire and Banaszynski, 2020). Les 
différents variants des 4 histones cœurs sont représentés. Ils peuvent différer de l’histone canonique 
de quelques acides aminés jusqu’à l’ajout/la suppression d’une partie de la protéine. L’incorporation 
ou l’éviction d’un variant est médiée par l’action des complexes chaperons d’histones ou des 
enzymes remodeleur de la chromatine de la famille INO80. L’incorporation d’un variant au niveau 
de la chromatine peut être globale ou associée à une région spécifique, et peut avoir diverses 
conséquences (e.g. activation, répression, signalisation). 
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protéiques appelés chaperons d’histones ou par celle d’ATPase de remodelage de la 
chromatine de la famille des INO80 (Figure 7) (pour revue sur les chaperons d’histones, 

voir Gurard-Levin et al., 2014). 

L’incorporation d’un ou plusieurs variants d’histones au niveau des nucléosomes d’une 

région génomique a de multiples conséquences sur l’accessibilité de la chromatine (pour 

revue, voir Buschbeck and Hake, 2017; Fyodorov et al., 2018; Martire and Banaszynski, 

2020). Tout d’abord, la composition du nucléosome avec certains variants peut renforcer 

(par ex. CENP-A (Melters et al., 2019; Tachiwana et al., 2011)) ou affaiblir (par ex. H2A.B 

(Arimura et al., 2013)) la stabilité du nucléosome, facilitant respectivement la compaction 

ou le relâchement de la chromatine. Certaines différences en acides aminés des variants 

peuvent conduire à l’apparition ou la disparition de PTMs d’histones, impactant également 

l’activité de la région génomique. Enfin, l’incorporation d’un variant peut avoir un effet plus 

indirect en favorisant de recrutement de ‘writers’ ou de ‘readers’. 

I.3.iv. Les longs ARNs non-codants 

Longtemps considéré comme de l’ADN « poubelle », l’ADN intergénique est pourtant 

porteur d’informations essentielles pour le fonctionnement cellulaire. Une partie 

importante du génome est transcrite en ARNs non codants. Parmi eux, les longs ARNs 

non-codants (lncRNAs pour ‘long non-coding RNAs’) participent notamment à des 

régulations épigénétiques permissives ou répressives du génome et leur transcription est 

régulée dans l’espace et le temps (pour revue, voir Balas and Johnson, 2018; Wang and 

Chang, 2011). L’exemple le plus extrême de l’action d’un lncRNA est l’inactivation d’un 

des chromosome X chez les femelles mammifères initiée par la transcription du lncRNA 

Xist (pour revue, voir Boeren and Gribnau, 2021).  

On distingue 3 fonctions non-exclusives des lncRNAs (Figure 8). Ils peuvent tout d’abord 

servir de guides pour des complexes modificateurs de la chromatine ou des facteurs de 

transcription afin de les cibler sur des régions spécifiques du génome. Par exemple, 

pendant la différenciation musculaire, la déméthylase LSD1 favorise la transcription de 

l’ARN non codant CEeRNA au niveau de l’enhancer du gène MyoD (Scionti et al., 2017). 

Ce dernier se lie à la région promotrice du gène où il participe à l’établissement d’un 

environnement chromatinien permettant le recrutement de l’ARN polymérase II et 

l’expression de MyoD (Mousavi et al., 2013). Les lncRNAs peuvent également servir 

d’échafaudages pour assembler transitoirement plusieurs complexes ou cofacteurs pour 

une action conjointe. Le lncRNA KCNQ1OT1 sert par exemple chez la souris de 

plateforme pour les méthyltransférases G9a et PRC2 et la mise en place concomitante 

des marques H3K9me3 et H3K27me3 (Pandey et al., 2008). Enfin, les lncRNAs peuvent 
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servir de leurres, détournant des complexes modificateurs de chromatine ou des facteurs 

de transcription de leurs cibles. En réponse à de faibles dommages à l’ADN, PANDA 

prévient notamment la liaison du facteur de transcription pro-apoptotique NF-YA et 

favorise la survie cellulaire de fibroblastes humains (Hung et al., 2011). 

I.3.v. La position nucléaire  

Le noyau des cellules eucaryotes est une structure très organisée et dynamique, 

permettant d’accomplir différentes réactions dans l’espace et dans le temps. Il est entouré 

d’une enveloppe nucléaire constitué d’une bicouche lipidique qui enferme ses différents 

composants : la lamina nucléaire tapissant la membrane interne de l’enveloppe nucléaire, 

la chromatine répartie en territoires chromosomiques, et enfin, différents organelles 

nucléaires appelés corps nucléaire (Figure 9).  

Le positionnement nucléaire d’une région chromatinienne a une influence sur son 

accessibilité et par conséquent sur sa transcription. La position radiale de la chromatine 

constitue un parfait exemple (pour revue, voir Crosetto and Bienko, 2020). Ainsi, les 

régions se situant en périphérie et associées à la lamina nucléaire (càd. ‘Lamin-Associated 

Domains’ ou LADs) seront généralement plus réprimées que les régions se situant dans 

le centre du noyau (Guelen et al., 2008). De plus, le ciblage d’un chromosome ou d’un 

gène rapporteur à la membrane interne du noyau induit généralement la répression des 

gènes (Finlan et al., 2008; Kumaran and Spector, 2008; Reddy et al., 2008). Ce 

Figure 8. Les mécanismes d’action des ARN longs non codants. (Balas and Johnson, 2018) Les 
fonctions des ARNs longs non codants peuvent être classifier en 3 catégories non-exclusives : une 
fonction de guide, une fonction d’échafaudage et une fonction de leurre. 
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positionnement des gènes à la lamina est dynamique dans le temps et permet de réguler 

l’expression de certains gènes (par ex. lors du processus de différenciation cellulaire 

(Peric-Hupkes et al., 2010), ou lors de l’activation des lymphocytes T (Robson et al., 

2017)). 

La proximité d’une région chromatinienne avec certains corps nucléaires peut également 

influer sur sa compaction et son activité. Les speckles s’associent ainsi avec des régions 

actives de la chromatine car ils constituent des centres de transcription (Chen and 

Belmont, 2019), tandis que les nucléoles sont entourés d’hétérochromatine principalement 

péricentrique (càd. ‘Nucleoli-Associated Domains’ ou NADs) (Padeken and Heun, 2014). 

Finalement, il a été montré récemment que les corps nucléaires PML (ou PML NBs pour 

‘PML Nuclear Bodies’) des cellules ES murines étaient majoritairement entourés par des 

régions régulatrices de gènes transcriptionnellement actifs (càd. promoteurs et 

Figure 9. Les différents corps 
nucléaires et leurs fonctions. (Mao et 
al., 2011) Le noyau des cellules 
eucaryotes est entouré d’une enveloppe 
nucléaire, tapissée à l’intérieur par la 
lamina. Les pores nucléaires permettent 
les échanges entre le noyau et le 
cytoplasme. A l’intérieur du noyau, on 
trouve l’ADN sous forme de chromatine 
répartie en territoires chromosomiques 
dans lesquels s’intercalent les corps 
nucléaires. Le tableau résume les 
différents corps nucléaires retrouvé dans 
le noyau et leurs fonctions.  
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enhancers) bien que le mécanisme derrière cette association reste à investiguer (Kurihara 

et al., 2020).  

Cette partie a permis d’apporter une vision large des modifications de la chromatine et des 

facteurs contribuant à définir l’information épigénétique. Au cours de ma thèse, je me suis 

plus particulièrement intéressée à un variant spécifique de l’histone H3, le variant H3.3. 

Dans la partie suivante, je vais donc me focaliser sur ce variant et ses caractéristiques. 

I.4. Le variant d’histone H3.3 
Le variant d’histone H3.3 est un variant de l’histone H3, conférant à la chromatine des 

propriétés particulières. Son incorporation par divers chaperons est donc source d’une 

information épigénétique. Dans cette partie, je décrirai premièrement les propriétés du 

variant H3.3 par rapport aux histones canoniques. Je détaillerai ensuite l’impact de son 

incorporation dans la chromatine et l’information qu’il confère. Enfin, je terminerai sur 

l’implication du variant H3.3 et de ses chaperons dans des processus physiologiques et 

pathologiques. 

I.4.i. Les propriétés du variant H3.3 par rapport aux histones canoniques 

Le variant d’histone H3.3 diffère des histones canoniques H3.1 et H3.2 de 5 et 4 acides 

aminés respectivement (Figure 10). Les acides aminés en position 87 à 90 confèrent la 

spécificité de liaison du variant avec ses différents chaperons (Elsässer et al., 2012; Liu 

et al., 2012; Ricketts et al., 2015). La sérine en position 31 peut quant à elle être 

phosphorylée dans certains contextes (cf. partie I.4.i) (Hake et al., 2005). Enfin la 

différence d’acide aminé en position 96 (cystéine pour H3.1, sérine pour H3.2 et H3.3) 

n’est pas encore fonctionnellement comprise.  

Le variant H3.3 est extrêmement conservé au sein des eucaryotes et constitue même 

l’unique variant chez les ascomycètes. L’émergence plus tardive des histones canoniques 

H3.1 et H3.2 dans l’arbre du vivant suggère que ces dernières dérivent d’un ancêtre 

Figure 10. Représentation schématique des différences protéiques entre les histones canoniques 
H3.1/H3.2 et le variant d’histone H3.3. Les histones canoniques H3.1 et H3.2 (violet) sont exprimées 
exclusivement lors de la phase S et sont incorporées à la chromatine de façon dépendante du processus 
de réplication. Elles diffèrent d’un acide aminé en position 96 (C ou S) dont l’importance n’est pas connue. 
Le variant d’histone H3.3 (vert) est exprimé tout au long du cycle cellulaire et est incorporé à la chromatine 
indépendamment à la synthèse d’ADN. Il diffère des histones canoniques de 6 ou 5 acides aminés : l’alanine 
en position 31 devient une sérine phosphorylable, la séquence SAVM en position 87 à 90 devient AAIG, 
conférant la spécificité de liaison aux chaperons d’histones. Enfin, la cystéine 96 d’H3.1 devient une sérine, 
comme pour H3.2.  
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commun proche d’H3.3 et que la spécialisation de leurs fonctions s’est faite au cours de 

l’évolution (Szenker et al., 2011; Talbert and Henikoff, 2010).  

Les gènes encodant pour les histones canoniques de l’histone H3 sont présents en copies 

multiples et organisés en clusters. Ils ne possèdent pas d’introns et leurs transcrits ne sont 

pas poly-adénylés mais se terminent par une structure en épingle à cheveux. Ces 

particularités expliquent un pic d’expression de ces gènes au cours de la phase S, de 

façon dépendante à la synthèse d’ADN, et une extinction rapide de ces gènes après la 

réplication (Marzluff et al., 2002; Osley, 1991). A l’inverse, chez la souris, l’homme et la 

drosophile, seulement 2 gènes encodent pour le variant H3.3 : le gène H3F3A en position 

1q41 et le gène H3F3B en position 1q25. Ces deux derniers possèdent des introns et leurs 

transcrits sont poly-adénylés, permettant une expression continue au cours du cycle 

cellulaire, indépendamment de la synthèse d’ADN (Krimer et al., 1993; Wu et al., 1982).  

Par sa spécificité de séquence en position 87 à 90, le variant H3.3 s’associe à des 

chaperons d’histones différents de ceux liant l’histone H3.1 et impliqués dans le dépôt du 

variant H3.3 dans la chromatine de façon indépendant du processus de réplication 

(Ahmad and Henikoff, 2002).  

I.4.ii. Les chaperons d’histones associées à H3.3 

Le trafic cellulaire et l’incorporation du variant H3.3 sont médiés par l’action de protéines 

ou complexes chaperons d’histones (pour revue Gurard-Levin et al., 2014). Certains 

reconnaissent à la fois les histones canoniques et le variant H3.3. C’est le cas des 

protéines NASP (Nuclear Autoantigenic Sperm Protein) et ASF1 (Anti-Silencing Function 

Protein 1) (Tagami et al., 2004). La protéine NASP assure la protection des dimères H3-

H4 de la dégradation et permet de constituer un réservoir d’histones solubles disponibles 

pour être incorporées à la chromatine (Cook et al., 2011). Le chaperon ASF1 permet quant 

à lui d’acheminer le dimère H3-H4 vers le complexe de dépôt pour l’incorporation de 

l’histone à la chromatine (Alvarez et al., 2011). Les complexes chaperons 

HIRA/UBN1/CABIN1 (Histone Regulator A/Ubinuclein 1/Calcineurin Binding protein 1) ou 

complexe HIRA et le complexe DAXX/ATRX (Death domain-Associated protein 6/Alpha 

Thalassemia/mental Retardation syndrome X-linked protein) sont des chaperons de dépôt 

qui, contrairement à NASP et ASF1, sont spécifiques au variant H3.3 (Drané et al., 2010; 

Goldberg et al., 2010; Lewis et al., 2010; Ricketts et al., 2019; Tagami et al., 2004). Leurs 

spécificités respectives seront détaillées dans la partie suivante (cf. partie I.4.iii).  

De façon notable, une étude in vitro sur la protéine DEK de drosophile ou humaine purifiée 

a montré sa capacité à lier spécifiquement le variant H3.3 et à former une fibre 

nucléosomale (Sawatsubashi et al., 2010). Cependant, le rôle de chaperon de cette 
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protéine est encore incertain et une étude de 2014 suggère plutôt un rôle de DEK dans la 

régulation du dépôt d’H3.3 par les complexes HIRA et DAXX/ATRX, indépendamment de 

sa liaison à H3.3 (Ivanauskiene et al., 2014). 

Enfin, des études sur les remodeleurs de la chromatine de type CHD ont montré qu’ils 

pouvaient s’associer avec le variant H3.3 et médier son incorporation à la chromatine dans 

certaines conditions. Chez la drosophile, le remodeleur CHD1 est requis pour le dépôt 

d’H3.3 pendant le développement embryonnaire de façon indépendante de HIRA (Konev 

et al., 2007). Chez les mammifères, le remodeleur CHD2 participe à la différenciation 

musculaire en incorporant H3.3 au niveau des promoteurs des gènes de myogenèse en 

se liant au facteur de transcription MyoD (Harada et al., 2012; Siggens et al., 2015). De 

même, dans les cellules souches embryonnaires de souris, CHD2 se lie à Oct3/4 pour 

déposer H3.3 au niveau des promoteurs de gènes de développement et permettre leur 

expression (Semba et al., 2017). CHD2 est également recruté au niveau de certaines 

cassures double-brin par PARP1 dans des cellules humaines où il participe à la réparation 

par ligature d’extrémités non-homologues (NHEJ pour ‘Non-Homologous End-Joining’) 

(Luijsterburg et al., 2016).  

I.4.iii. L’enrichissement d’H3.3 en fonction du contexte cellulaire et des 

régions de la chromatine 

Le variant H3.3 agit premièrement comme une histone de remplacement des histones 

canoniques en dehors de la phase de réplication (Ahmad and Henikoff, 2002). Ce rôle de 

remplacement est particulièrement important lors du processus de fertilisation. En effet, 

les protamines présentes dans le noyau du spermatozoïde sont remplacées par H3.3 

après son entrée dans l’oocyte et avant la formation du zygote grâce au complexe HIRA 

en collaboration avec la protéine de remodelage de la chromatine CHD1 (Konev et al., 

2007; Loppin et al., 2005; Torres-Padilla et al., 2006). De même, dans les cellules 

somatiques, le chaperon d’histone HIRA peut reconnaître l’ADN nu et peut ainsi incorporer 

H3.3 à la chromatine dans les régions dépourvues en nucléosomes afin d’assurer le 

maintien de l’intégrité de la chromatine (Ray-Gallet et al., 2011; Schneiderman et al., 

2012).   

En plus de son rôle d’histone de remplacement, de nombreuses études ont démontré un 

enrichissement particulier du variant H3.3 dans certaines régions génomiques des cellules 

(Figure 11). Le variant H3.3 a d’abord été décrit comme particulièrement enrichi dans des 

régions d’euchromatine. Plus particulièrement, chez la drosophile, il a été observé un co-

enrichissement d’H3.3 avec l’ARN polymérase II et la marque H3K4me2, marqueurs des 

promoteurs de gènes actifs (Mito et al., 2005). Cet enrichissement est aussi observable 
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dans le corps de ces gènes, suggérant que le dépôt d’H3.3 est associé à l’élongation 

transcriptionnelle (Schwartz and Ahmad, 2005). De plus, en 2013, Chen et al. ont 

démontré un enrichissement du variant H3.3 au niveau des régions régulatrices de type 

enhancer dans des cellules ES murines, permettant de maintenir la chromatine dans une 

conformation relativement ouverte et accessible pour la liaison de facteurs de transcription 

(Chen et al., 2013). Ces études suggéraient ainsi que le variant H3.3 constituait une 

marque de la chromatine active. Cependant, et de façon surprenante, un enrichissement 

de H3.3 a également été démontré dans des régions d’hétérochromatine. Ainsi, chez la 

souris, le variant H3.3 est enrichi au niveau des régions télomériques des cellules souches 

embryonnaires (cellules ES) (Goldberg et al., 2010; Wong et al., 2009) et dans les régions 

péricentriques (Drané et al., 2010). Le variant H3.3 est également retrouvé au niveau des 

régions réprimées des rétrotransposons de type ERV et des gènes soumis à empreinte 

dans les cellules ES de souris (Elsässer et al., 2015; Sadic et al., 2015; Voon et al., 2015). 

Ainsi, la fonction de marque active du variant H3.3 est à reconsidérer et le rôle de son 

incorporation dans la chromatine semble plus complexe et dépend de l’environnement 

chromatinien.  

Cet enrichissement d’H3.3 à la fois dans des régions d’euchromatine et 

d’hétérochromatine semble dépendre du complexe chaperon prenant en charge le variant 

(Figure 11) (pour revue, voir Szenker et al., 2011) Le complexe HIRA semble permettre 

l’incorporation d’H3.3 au niveau des régions d’euchromatine, au niveau de gènes 

transcriptionnellement actifs ; cette spécificité peut en partie s’expliquer par la liaison de 

Figure 11. L’enrichissement spécifique d’H3.3 dans certaines régions 
en fonction du chaperon le prenant en charge. (adaptée de Szenker et 
al. 2011) Le variant H3.3 se retrouve d’une part enrichi dans des régions 
d’hétérochromatine via le chaperon DAXX en collaboration avec la protéine 
de remodelage ATRX. On retrouve également le variant H3.3 dans des 
régions d’euchromatine. Ce dépôt est médié par le complexe chaperon 
HIRA. 
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HIRA avec le complexe RPA (Replication Protein A) et de facteurs de transcription au 

niveau des éléments régulateurs (Soni et al., 2014; Zhang et al., 2017) et avec la 

machinerie transcriptionnelle au niveau du promoteurs et du corps du gène (Ray-Gallet et 

al., 2011; Sarai et al., 2013). Le complexe DAXX/ATRX semble quant à lui impliqué dans 

l’incorporation d’H3.3 dans des régions d’hétérochromatine. La reconnaissance de G-

quadruplexes (retrouvés fréquemment dans ces régions) et de la marque H3K9me3 par 

ATRX peut expliquer ce ciblage particulier (Law et al., 2010), bien que l’importance 

d’ATRX dans le dépôt d’H3.3 est encore débattue dans certains contextes (Hoelper et al., 

2017).  

I.4.iv. L’impact de l’incorporation d’H3.3 à la chromatine 

Le variant H3.3 est enrichi dans des régions d’euchromatine où la chromatine est plus 

lâche et la dynamique des histones plus importante. L’incorporation d’H3.3 semble 

participer à cet état. Premièrement, la présence d’H3.3 inhibe la liaison d’H1 avec la 

chromatine chez la drosophile (Braunschweig et al., 2009). De plus, des études sur des 

érythrocytes de poulet ont montré que l’incorporation d’H3.3 dans la chromatine réduit la 

stabilité du nucléosome (Jin and Felsenfeld, 2007). Étant donné sa différence de 

seulement 5 acides aminés avec les histones canoniques, il semble peu probable que la 

séquence d’H3.3 en elle-même réduise son interaction avec l’ADN ou les autres histones 

de l’octamère cœur. En revanche, la présence d’une sérine phosphorylable en position 31 

peut expliquer l’instabilité du nucléosome. En effet, il a été montré que la marque 

H3.3S31ph favorise l’activité de l’histone acétyltransférase p300 et l’apparition de la 

marque H3K27ac (Martire et al., 2019; Sitbon et al., 2020).   

Comme les histones canoniques, le variant H3.3 peut être triméthylé sur sa lysine 36. La 

marque H3.3K36me3 peut être spécifiquement reconnue par le ‘reader’ ZMYND11 (Guo 

et al., 2014b; Wen et al., 2014). Ce dernier a été identifié comme un répresseur de 

l’élongation transcriptionnelle (Wen et al., 2014). Il semble également impliqué dans la 

rétention d’intron lors de l’épissage alternatif (Guo et al., 2014b). Un papier récent montre 

un lien entre les marques H3.3K36me3 et H3.3S31ph : lors de la stimulation de cellules 

de l’immunité, la marque H3.3S31ph est établie au niveau des gènes induits et permet le 

recrutement de SETD2 et l’établissement de la marque H3.3K36me3 (Armache et al., 

2020). Cependant, des études biochimiques ont montré que H3.3S31ph réduit 

l’association de ZMYND11 et H3.3K36me3 (Armache et al., 2020; Guo et al., 2014b) et 

des analyses cinétiques sont encore nécessaires pour mieux comprendre la relation entre 

les deux marques.  
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Des études sur le singe et l’humain montrent un enrichissement de la marque H3.3S31ph 

au niveau de l’hétérochromatine péricentrique au moment de la mitose, de la fin de la 

prométaphase à la métaphase (Hake et al., 2005; Hinchcliffe et al., 2016). En condition 

normale, cette marque disparaît au moment de l’anaphase mais elle peut se répandre tout 

le long des bras du chromosome en cas de mauvaise ségrégation des chromatides 

(Hinchcliffe et al., 2016). L’établissement de cette marque permet par la suite l’activation 

de p53 et l’arrêt du cycle de la cellule aneuploïde (Hinchcliffe et al., 2016). De façon 

intéressante, les cellules souches embryonnaires de souris présentent également la 

marque H3.3S31ph au moment de la mitose mais l’enrichissement se situe cette fois-ci 

au niveau des télomères (Wong et al., 2009). La fonction de cette marque dans les cellules 

pluripotentes et la raison de son changement de position après la différenciation ne sont 

pour le moment pas connues. Enfin, la présence de la marque H3.3S31ph au moment de 

la mitose est importante pour les cellules cancéreuses utilisant le mécanisme de 

l’élongation alternative des télomères (ALT pour ‘Alternative Lenghtening of Telomeres’) 

(Chang et al., 2015). En effet, dans ces cellules, H3.3S31ph est retrouvée tout le long des 

bras des chromosomes et est impliquée dans le maintien de l’intégrité de la chromatine et 

la survie de ces cellules.  

I.4.v. Le variant H3.3 et ses chaperons dans les processus physiologiques et 

pathologiques 

L’importance du variant H3.3 et de ses chaperons au cours du développement est variable 

entre les organismes. Ainsi, les drosophiles inactivées pour H3.3 ne présentent pas de 

défaut dans le développement et sont viables mais la perte d’H3.3 conduit à la stérilité des 

mâles et des femelles (Hödl and Basler, 2009). Chez le xénope en revanche, l’inactivation 

de l’histone H3.3 et du chaperon HIRA conduit à la mort des embryons à la suite d’un 

défaut dans les étapes tardives de la gastrulation dans l’induction mésodermique (Szenker 

et al., 2012). De même, chez la souris, la double inactivation de H3f3a et H3f3b est létale, 

due à de sévères défauts développementaux (Jang et al., 2015). En effet, l’absence totale 

d’histones H3.3 augmente la mortalité cellulaire et décroit la prolifération cellulaire chez 

l’embryon, conduisant à sa mort précoce (dès le stade embryonnaire E6.5). L’inactivation 

d’un seul des gènes est quant à elle viable et les souris ne présentent globalement pas de 

défaut, bien que dans certains contextes on observe une stérilité des mâles (chez les 

mâles (H3f3a-/+ ; H3f3b-/-)). L’inactivation chez la souris des gènes codants les chaperons 

du variant H3.3 conduit également à une mortalité embryonnaire. Ainsi, les embryons Hira-

/- présentent un défaut de gastrulation et meurent au stade embryonnaire E10-E11 

(Roberts et al., 2002) et les embryons Daxx-/- et Atrx-/- meurent au stade embryonnaire 

E9.5 à la suite d’un défaut de différenciation (Michaelson et al., 1999) et de développement 
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du trophoblaste (Garrick et al., 2006). Le variant H3.3 et ses chaperons ont aussi une 

importance plus tardive dans le développement murin, au niveau de l’organogenèse. HIRA 

et H3.3 sont par exemple importants dans le processus de myogenèse car ils permettent 

l’expression du facteur de transcription myogénique MyoD (Yang et al., 2011a, 2011b, 

2016). De plus, H3.3 est important pour l’expression des gènes cibles de MyoD, 

indépendamment de la présence du complexe HIRA (Harada et al., 2012). Dans le 

cerveau, ATRX est important pour la survie cellulaire dans les étapes précoce de 

différenciation neuronale et DAXX permet l’incorporation de H3.3 et l’expression des 

gènes dépendants de l’activité neuronale (Michod et al., 2012). L’implication du variant 

H3.3 et de ses chaperons dans le développement murins est illustrée en Figure12A.  

Comme je le développerai dans cette thèse, H3.3 et le chaperon HIRA semblent être 

également impliqués dans la réponse à divers stress cellulaires tels que la réponse à 

l’inflammation (Kamada et al., 2018) ou encore la réponse aux dommages à l’ADN (Adam 

et al., 2013). De plus, le complexe HIRA participerait au processus de sénescence et 

prévient la tumorigenèse (Rai et al., 2014; Ye et al., 2007a; Zhang et al., 2005).  

L’histone H3, et plus particulièrement le variant H3.3, est retrouvée mutée dans plusieurs 

glioblastomes pédiatriques et certaines tumeurs osseuses (Figure12B) (pour revue, voir 

Lowe et al., 2019; Qiu et al., 2018; Shi et al., 2017). Ainsi, les mutations faux-sens K27M 

Figure 12. Les rôles du variant H3.3 dans le développement et de ses mutations dans certains 
cancers. (Xiong et al., 2016) A. Le variant H3.3 et ses chaperons participent à différentes étapes du 
développement chez les mammifères. B. On retrouve des mutations du variant H3.3 dans certains 
cancers : H3.3K36M et H3.3G34W/L dans des tumeurs de l’os et H3.3K27M et G34R/V dans des 
glioblastomes. Ces mutations perturbent la reconnaissance de l’histone par des readers ou writers et 
modifient le paysage épigénétique de la région où ils sont incorporés. 
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et G34R/V sont retrouvées dans les glioblastomes pédiatriques (Schwartzentruber et al., 

2012), la mutation faux-sens K36M dans des chondroblastomes et les mutations faux-

sens G34W/L dans des tumeurs à cellules géantes de l’os (TCGO) (Behjati et al., 2013). 

La mutation K27M prévient la modification post-traductionnelle répressive H3K27me3 en 

séquestrant la sous-unité EZH2 du complexe PRC2, induisant la dérépression de ses 

gènes cibles (Lewis et al., 2013). Dans les chondroblastomes, la mutation K36M inhibe la 

marque H3K36me3, une augmentation de la marque H3K27me3 dans les régions 

intergéniques, un détournement du complexe PRC1 et une augmentation de l’expression 

de ses gènes cibles (Lu et al., 2016). A l’inverse de K27 et K36, G34 n’est pas un acide 

aminé modifié post-traductionnellement ; en revanche, sa mutation altère le recrutement 

de SETD2 et la méthylation de H3K36 sur la même queue d’histone (Lewis et al., 2013; 

Shi et al., 2018). De plus, la déméthylase KDM4 montre une plus forte affinité pour le 

mutant G34R et participe à la déméthylation de H3K36 (Voon et al., 2018). Sachant que 

le ‘reader’ ZMYND11, un suppresseur de tumeur, reconnaît spécifiquement H3.3K36me3 

(Guo et al., 2014b; Wen et al., 2014), on peut supposer que la mutation K36M ou les 

mutations sur G34 impactent sur sa liaison et que cela participe au processus de 

tumorigenèse. Supportant cette hypothèse, les mutations G34R/V empêchent la liaison 

de ZMYND11 au peptide H3.3K36me3 (Wen et al., 2014). 

Outre le variant en lui-même, ses chaperons sont également impliqués dans certaines 

pathologies. HIRA est par exemple un gène candidat pour le syndrome de DiGeorge (cf. 

Orphanet ORPHA:567). Cette maladie résulte de la délétion d’un large fragment d’ADN 

dans la région 2q11.2, comportant plusieurs gènes dont HIRA. Peu de choses sont pour 

le moment connues sur une implication éventuelle du chaperon dans le développement 

de la maladie, mais une étude récente suggère que la perte de HIRA participe à 

l’immunodéficience et la thrombocytopénie observées chez les patients résultant d’un 

défaut d’hématopoïèse (Chen et al., 2020). Le gène ATRX est quant à lui impliqué dans 

le syndrome d’ATR-X (cf. Orphanet ORPHA:847) et des mutations de ATRX et DAXX sont 

retrouvées dans des cancers utilisant le mécanisme de prolongation alternative des 

télomères (ALT pour ‘Alternative Lenghtening of Telomeres’) (Clynes et al., 2013; Dyer et 

al., 2017). L’absence de DAXX et ATRX et le défaut d’incorporation d’H3.3 induit un stress 

réplicatif au niveau des télomères et l’activation de la voie de réparation de l’ADN, 

impliquée dans le phénomène de ALT (Li et al., 2019). 

Dans la partie suivante, j’introduirai plus en détail la composition et le fonctionnement du 

complexe chaperon d’histone HIRA, complexe au cœur de mes investigations de thèse.  
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I.5. Le complexe chaperon d’histones HIRA 
La découverte du chaperon d’histone HIRA remonte à l’identification il y a 30 ans de son 

homologue chez Saccharomyces cerevisiae, le complexe HIR. Ses membres furent alors 

identifiés comme réprimant la transcription des paires de gènes d’histones (Osley and 

Lycan, 1987; Xu et al., 1992). Le complexe est composé des protéines Hir1, Hir2, Hir3 et 

Hcp2 et est décrit comme un complexe répresseur de la transcription (Green et al., 2005; 

Prochasson et al., 2005). Les membres du complexe HIRA sont très conservés dans le 

règne animal où ils sont impliqués dans la formation du nucléosome (Amin et al., 2012). 

Chez les mammifères, le complexe HIRA permet le dépôt du variant H3.3 dans des 

régions d’euchromatine et assure le maintien de l’intégrité de la chromatine dans des 

régions transitoirement dépourvues de nucléosomes (Chen et al., 2013; Mito et al., 2005; 

Ray-Gallet et al., 2011; Schneiderman et al., 2012; Schwartz and Ahmad, 2005). Dans 

cette partie, je détaillerai la composition et l’assemblage du complexe HIRA et les modèles 

proposés pour le dépôt d’H3.3 dans les cellules humaines. 

I.5.i. La composition du complexe HIRA 

Le complexe HIRA est constitué de 3 protéines, la protéine HIRA (homologue de Hir1 et 

Hir2) (1017 a.a.), la protéine UBN1 (homologue de Hcp2) (1134 a.a.) et la protéine 

CABIN1 (homologue de Hir3) (2220 a.a.), transitoirement associées à la protéine ASF1a 

(204 a.a.) qui fournit le dimère H3.3-H4 au complexe avant son incorporation dans la 

chromatine (Figure 13) (Banumathy et al., 2009; Bonnefoy et al., 2007; Rai et al., 2011; 

Ray-Gallet et al., 2007; Ricketts and Marmorstein, 2016; Tagami et al., 2004; Tang et al., 

2006). La protéine HIRA sert d’échafaudage au complexe (Ricketts and Marmorstein, 

Figure 13. Modèle d’assemblage du 
complexe HIRA. (Ricketts and 
Marmorstein, 2016) Le complexe HIRA se 
compose de trois protéines, HIRA, UBN1 et 
CABIN1 et est transitoirement associé à la 
protéine ASF1a. La protéine HIRA sert 
d’échafaudage au complexe : son domaine 
de répétitions WD40 (1-405) se lie au 
domaine NHRD (41-77) de la protéine 
UBN1, son domaine C-terminal (763-793) 
se lie au domaine de répétitions TPR (1-
941) de CABIN1 et son domaine B (439-
475) se lie à la région N-terminale de 
ASF1a. ASF1a et UBN1 lient également le 
dimère H3.3-H4 via leurs domaines 
respectifs N-terminal et HRD.  En 2011, 
Kang et al. ont démontré une interaction de 
HIRA et du dimère H3.3-H4 favorisée par la 
modification H4S37ph (Kang et al., 2011), 
mais ces résultats n’ont pas été approfondis 
par la suite. 
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2016); en effet, elle interagit avec UBN1 via son domaine de répétitions WD40 dans la 

région N-terminale (Banumathy et al., 2009) et avec CABIN1 via son domaine C-terminal 

(Rai et al., 2011). HIRA interagit également avec ASF1a via son domaine B (Tang et al., 

2006). La protéine UBN1 reconnaît spécifiquement le dimère H3.3-H4 grâce à son 

domaine HRD (Hpc2-Related Domain) et peut reconnaître l’ADN (Ricketts et al., 2015, 

2019). Elle constitue ainsi l’unité fonctionnelle du complexe et permet d’incorporer d’H3.3 

à la chromatine. Le rôle de la protéine CABIN1 dans le complexe HIRA est encore mal 

compris ; elle semble dispensable pour le bon fonctionnement du complexe et permettrait 

simplement de le stabiliser (Rai et al., 2011; Ray-Gallet et al., 2011). Récemment, il a été 

montré que l’activité fonctionnelle du complexe HIRA nécessite l’homotrimérisation de la 

protéine HIRA (Ray-Gallet et al., 2018). Le trimère est associé à 2 protéines CABIN1 in 

vitro tandis que l’association avec plusieurs protéines UBN1 n’est pas connu (Ray-Gallet 

et al., 2018).  

I.5.ii. Mécanismes de dépôt d’H3.3 par le complexe HIRA 

La mise en évidence du rôle du complexe HIRA dans le dépôt d’H3.3 étant relativement 

récente, les mécanismes sous-jacents sont encore en cours d’investigation. Cependant, 

plusieurs études permettent de proposer un modèle sur l’incorporation dans la chromatine 

du tétramère (H3.3-H4)2, associé avec deux dimères H2A-H2B. On distingue actuellement 

deux mécanismes : le dépôt d’histones H3.3 nouvellement synthétisées (Figure 14) et le 

recyclage d’anciennes histones, servant de modèles pour le maintien de marques 

épigénétiques après le processus de transcription (Figure 15). 

Les histones H3 et H4 nouvellement traduites dans le cytoplasme sont principalement 

trouvées sous forme de dimères H3-H4 (Tagami et al., 2004). Ainsi, pour le dépôt de novo 

des tétramères (H3-H4)2, on peut distinguer 3 étapes : le transit cytoplasme/noyau, la 

tétramérisation (H3-H4)2 et la formation du nucléosome. Dans le cas du variant H3.3, le 

dimère H3.3-H4 interagit avec ASF1a et l’importine 4 qui permettent son passage à travers 

les pores nucléaires (Alvarez et al., 2011; Jasencakova et al., 2010). ASF1a est également 

retrouvée en complexe avec les membres du complexe HIRA. Sa nécessité pour 

l’association d’H3.3 avec la chromatine est incertaine : une étude de Galvani et al. sur des 

lignées humaines a montré qu’elle est requise (Galvani et al., 2008) alors que d’autres 

études in vitro et dans des lignées humaines ont montré qu’elle est dispensable (Adam et 

al., 2013; Ray-Gallet et al., 2007). Les travaux de Daniel Ricketts ont montré que la 

protéine UBN1 lie le complexe H3.3-H4-ASF1a via son domaine HRD (Ricketts et al., 

2015) mais peut également lier H3.3-H4 via son domaine central, les deux liaisons étant 

mutuellement exclusives (Ricketts et al., 2019). L’auteur suggère ainsi que ASF1a 

transmet le dimère H3.3-H4 au complexe HIRA en liant le domaine HRD d’UBN1, puis est 
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éjectée lorsque H3.3-H4 lie le domaine central d’UBN1 (Figure 14) (Ricketts et al., 2019). 

Le domaine central d’UBN1 permet également sa dimérisation, ce qui permettrait la 

tétramérisation (H3.3-H4)2 (Ricketts et al., 2019). Par la suite, UBN1 lierait ensuite l’ADN 

pour déposer le tétramère d’histones. Deux dimères H2A-H2B y sont alors associés pour 

former le nucléosome (Ricketts et al., 2019). 

Dans une étude récente, Torné et al. se sont intéressés au devenir des anciennes histones 

éjectées après le passage de l’ARN polymérase II lors du processus de transcription 

(Torné et al., 2020). Ils ont montré que ces histones sont recyclées et sont ré-incorporées 

à la chromatine afin d’assurer le maintien de l’information épigénétique. Cette étude a 

également montré que le dépôt des histones recyclées ne semble pas reposer sur le 

mécanisme précédemment décrit (Figure 15) : ainsi, ce dépôt est indépendant de UBN1 

Figure 14. Modèle proposé pour le dépôt de novo
d'H3.3-H4 par le complexe HIRA. (adaptée de Ricketts
et al., 2019) Selon ce modèle, ASF1a transmet le dimère 
H3.3-H4 à UBN1 en liant son domaine HRD. H3.3-H4 lie
ensuite le domaine central d’UBN1 qui se dimérise et 
permettrait la tétramérisation (H3.3-H4)2. UBN1 lie
l’ADN pour y déposer le tétramère (H3.3-H4)2. Par la
suite, d’autres chaperons associent les dimères H2A-
H2B pour former le nucléosome.   

Figure 15. Modèle proposé pour le dépôt 
des anciens dimères H3.3-H4 par HIRA et 
ASF1a après le processus de 
transcription. (Torné et al., 2020) 
Contrairement au dépôt de novo, le dépôt 
des histones recyclées ne nécessite pas 
UBN1 ou la trimérisation. Elle repose en 
revanche sur l’interaction de HIRA et 
ASF1a. Le recyclage des histones permet 
d’assurer le maintien du paysage 
épigénétique de la région transcrite. 
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et de la trimérisation de HIRA ; il nécessite en revanche l’interaction de HIRA et d’ASF1a. 

Comment le tétramère (H3.3-H4)2 se forme dans ce contexte reste encore à investiguer.  

Le complexe HIRA peut localiser dans les structures nucléaires PML NBs bien que le rôle 

de cette localisation soit encore largement non compris. Dans le prochain chapitre, je 

présenterai la composition des PML NBs et leurs différents rôles. Je m’intéresserai ensuite 

aux différents éléments pouvant expliquer un rôle de la localisation du complexe HIRA au 

sein des PML NBs.  
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II. Les corps nucléaires PML 
Les corps nucléaires PML ou PML NBs sont des organelles sans membrane retrouvés 

dans la majorité des noyaux des cellules de mammifères (Lallemand-Breitenbach and de 

Thé, 2018). Il s’agit de sphères de 0,1 à 1 m de diamètre dans lesquelles transitent 

différents types de protéines (Lallemand-Breitenbach and de Thé, 2018). On compte en 

général 10 à 30 PML NBs par noyau et leur nombre et taille varient grandement en fonction 

du type cellulaire, du cycle cellulaire ou de l’état physiologique de la cellule (Bernardi and 

Pandolfi, 2007). Dans ce chapitre, je décrirai premièrement le mécanisme de formation 

des PML NBs avant de discuter de la fonction de ces corps nucléaires dans divers 

processus cellulaires. Enfin, dans un troisième temps, par le biais d’une revue scientifique 

publiée en octobre 2020 dans Nucleic Acids Research à laquelle j’ai participé (Corpet et 

al., 2020), les liens entre les PML NBs et la dynamique de la chromatine seront détaillés.  

II.1. La formation des PML NBs 

II.1.i. La protéine PML 

La protéine PML ou protéine de la leucémie promyélocytaire fut pour la première fois 

décrite comme fusionnée avec le récepteur de l’acide rétinoïque alpha (RAR ) dans la 

majorité des cas de leucémie aiguë promyélocytaire (APL), à la suite d’une translocation 

de novo t(15,17) (cf. Orphanet ORPHA:520) (de Thé et al., 1990, 2012). On distingue plus 

d’une quinzaine d’isoformes de la protéine PML résultant d’un épissage alternatif des 

exons 4 à 9 dans la région C-terminale (pour revue sur les différentes isoformes de PML, 

voir Bernardi and Pandolfi, 2007; Jensen et al., 2001; Nisole et al., 2013). Les 7 isoformes 

majeures sont notées PML-I à VII et sont présentées en Figure 16. D’autres isoformes 

moins répandues peuvent résulter de l’épissage alternatif des exons 4, 5 et 6 ; ainsi on 

ajoutera la lettre ‘a’ pour les isoformes sans exon 5, la lettre ‘b’ pour les isoformes dans 

l’exon 5 et 6 et la lettre ‘c’ pour les isoformes sans les exons 4, 5 et 6. La protéine PML 

appartient à la famille des protéines contenant un motif tripartite (protéines TRIM). Le motif 

TRIM ou RBCC consiste en un domaine RING finger (R) suivi d’un ou deux domaines B-

box (B) et d'un domaine coiled-coil (CC) en hélice alpha (Borden, 1998; Jensen et al., 

2001; Saurin et al., 1996). Le motif RBCC de PML se situe dans la région N-terminale de 

la protéine, conservée par toutes les isoformes. Mis à part l’isoforme PML-VII et les 

isoformes ‘b’ et ‘c’, les isoformes de PML localisent principalement dans le noyau 

cellulaire ; en effet, on retrouve une séquence de signal de localisation nucléaire (NLS) au 

niveau de l’exon 6. L’isoforme PML-I possède également une séquence de signal d’export 

nucléaire (NES) ; elle présente donc une localisation nucléaire ou cytoplasmique en 

fonction du contexte cellulaire. 
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L’expression du gène PML est stimulée par différents facteurs. Sa région promotrice 

possède un élément de réponse stimulé par les interférons de type I (IFNs) (ISRE pour 

‘Type I IFN stimulated response element’) ainsi qu’un site d’activation par IFN  (GAS pour 

‘IFN-gamma activated site’), augmentant l’expression de PML en réponse à une 

stimulation aux IFNs et à la liaison des protéines STAT (Signal-Transducer and Activator 

of Transcription) 1 et 2 au niveau du promoteur (Chelbi-Alix et al., 1995; Lavau et al., 1995; 

Stadler et al., 1995). Le facteur de nécrose tumorale TNF  et la cytokine IL-6 peuvent 

également stimuler l’expression de PML, respectivement à travers la liaison au promoteur 

des protéines STAT1 et STAT3 (Cheng et al., 2012; Gao et al., 2008; Hubackova et al., 

2012). Un traitement de fibroblastes humains avec la cytokine IL-1 semble également 

augmenter l’expression de PML, mais le mécanisme moléculaire n’est pas connu (Heuser 

et al., 1998). Outre l’augmentation de l’expression de PML induite dans un contexte 

inflammatoire, l’induction d'un stress oncogénique stimule également sa transcription, en 

partie via l’activation et la liaison au promoteur du facteur de transcription p53 (Ferbeyre 

et al., 2000; de Stanchina et al., 2004). Ces différentes régulations positives de la 

Figure 16. Les isoformes majeures de la protéine PML. (adaptée de Maroui et al., 2011) Le 
gène PML code pour une protéine de 11 exons. L’épissage alternatif de la région C-terminale 
conduit à générer 7 isoformes de la protéine (PML-I à PML-VII). En fonction de la présence de 
signaux NLS et NES dans la séquence protéique de l’isoforme, cette dernière peut présenter une 
localisation nucléaire ou cytoplasmique, la majorité des isoforme localisant dans le noyau. PML 
présente 3 sites principaux de SUMOylation (K65, K160 et K490), ainsi qu’un motif SIM.   
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transcription de PML favorisent la formation des PML NBs et le recrutement des protéines 

associées, décrits en partie II.1.iii. 

II.1.ii. Les modifications post-traductionnelles de PML : focus sur la 

SUMOylation 

La protéine PML est sujette à diverses PTMs (pour revue, Cheng and Kao, 2013; Hsu and 

Kao, 2018). Dans cette partie, je ne m’intéresserai qu’à la SUMOylation, modification la 

plus importante de PML. Elle participe ainsi à la maturation des PML NBs mais peut 

également induire la dégradation de PML par le protéasome. Il est néanmoins important 

de noter que la protéine PML peut également subir d’autres types de PTMs qui ne seront 

pas détaillées dans cette thèse. Ainsi la protéine PML possède de nombreux sites de 

phosphorylation, importants pour la réponse cellulaire à divers stimuli extérieurs. 

L’acétylation de PML régule sa SUMOylation. Enfin, la protéine PML pourrait être sujette 

à l’ISGylation qui entrainerait sa dégradation.  

II.1.ii.a.  La SUMOylation : généralités 

La SUMOylation est une PTM consistant en la liaison covalente de protéines SUMO 

(Small Ubiquitin-like Modifier) sur des résidus lysines des protéines cibles (pour revue, 

voir Chang and Yeh, 2020; Wilkinson and Henley, 2010; Wilson, 2017). Les protéines 

SUMO, aussi appelées Sentrin, sont de petites protéines d’environ 11kDa présentant de 

fortes similitudes de séquence et de structure avec la protéine d’ubiquitine (Boddy et al., 

1996; Matunis et al., 1996; Okura et al., 1996; Shen et al., 1996). Chez les vertébrés, on 

compte actuellement 5 paralogues différents de SUMO, notés SUMO-1 à 5. Les protéines 

SUMO-1, 2 et 3 sont les plus étudiées (Boddy et al., 1996; Kamitani et al., 1998a; Matunis 

et al., 1996; Okura et al., 1996; Shen et al., 1996). Elles peuvent être retrouvées sous 

formes monomériques (principalement SUMO-1) ou, de manière similaire à l’ubiquitine, 

former des chaînes poly-SUMO (principalement constituées de SUMO-2 et 3) (Tatham et 

al., 2001). SUMO-2 et 3 présentent des séquences protéiques proches, les rendant 

indifférenciables par western-blot (Saitoh and Hinchey, 2000). Elles sont donc 

généralement notées SUMO-2/3. La protéine SUMO-4, contrairement au 3 précédentes, 

n’est pas ubiquitaire et est uniquement retrouvée dans des organes bien spécifiques tels 

que les reins, la rate ou les ganglions lymphatiques (Bohren et al., 2004). Du fait de la 

présence d’une proline en position 90, SUMO-4 n’est pas pris en charge par la machinerie 

enzymatique impliquée dans la SUMOylation (expliquée plus bas) et ne peut pas être 

conjuguée à un substrat (Owerbach et al., 2005). Enfin, la protéine SUMO-5 n’a été 

découverte que très récemment et peu de choses sont pour le moment connues à son 

sujet (Liang et al., 2016). Elle est spécifique à l’ordre des primates et est exprimée dans 

des tissus particuliers comme les tissus pulmonaires ou la rate.  
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La conjugaison de protéines SUMO à une lysine cible requiert l’action d’un processus 

enzymatique de plusieurs étapes (décrit dans Chang and Yeh, 2020; Wilkinson and 

Henley, 2010; Wilson, 2017). Les protéines SUMO sont traduites sous forme de 

précurseurs dont la maturation nécessite l’action protéolytique des enzymes SENPs 

(SENtrin-specific Proteases) au niveau de la partie C-terminale, permettant l’exposition 

d’un motif di-glycine (GG). Les protéines SUMO matures sont ensuite liées avec 

l’hétérodimère enzymatique d’activation E1 constitué des protéines SAE1 et SAE2 

(SUMO-Activating Enzymes 1 et 2), une étape qui implique l’hydrolyse d’ATP. SUMO est 

alors transféré à l’enzyme de conjugaison E2, la protéine UBC9 (Ubiquitin Carrier protein 

9) qui, avec l’aide d’enzymes ligases E3 (par ex. les ligases de la famille des PIAS (Protein 

Inhibitor of Activated STAT) ou l’enzyme RanBP2), le conjugue à une lysine. Les lysines 

SUMOylables résident la plupart du temps au milieu d’un motif consensus ψKx(E/D) 

reconnu par UBC9 où ψ correspond à un acide aminé hydrophobe et x un acide aminé 

quelconque (Bergink and Jentsch, 2009; Gareau and Lima, 2010; Hendriks et al., 2015). 

La SUMOylation est réversible et peut-être retirée par les protéases SENPs 

(Mukhopadhyay and Dasso, 2007).  

La SUMOylation d’une protéine peut conduire à l’altération de la fonction de la protéine 

cible en masquant des sites d’interactions ou en induisant un changement de conformation 

(Wilkinson and Henley, 2010) (par ex. Hardeland et al., 2002; Pichler et al., 2005). La 

SUMOylation peut aussi favoriser des interactions entre protéines. En effet, les protéines 

SUMO conjuguées peuvent être reconnues par des domaines protéiques, appelés SIM 

(SUMO-interacting motif). Ces domaines sont caractérisés par un groupe d’acides aminés 

hydrophobes (V/I/L)x(V/I/L)(V/I/L) ou (V/I/L)(V/I/L)x(V/I/L), souvent entourés par des 

résidus acides ou des sérines phosphorylables (Beauclair et al., 2015; Hecker et al., 2006; 

Kerscher, 2007; Song et al., 2005b). Les interactions SIM-SUMO peuvent également 

conduire au recrutement d’effecteurs sur la protéine SUMOylée. Par exemple, certaines 

ubiquitine-ligases reconnaissent les chaînes poly-SUMO (RNF4 et RNF11 chez l’humain), 

conduisant à l’ubiquitination des protéines SUMOylées et finalement à leur dégradation 

par le protéasome (Erker et al., 2013; Tatham et al., 2008).  

II.1.ii.b.  La SUMOylation de PML 

La protéine PML contient plusieurs sites de SUMOylation. On retrouve notamment trois 

sites de SUMOylation principaux, les lysines K65, K160 et K490 (Kamitani et al., 1998b) 

(Figure 16), ainsi que d’autres sites de SUMOylation moins étudiés, comme la lysine K616 

(Cuchet-Lourenço et al., 2011; Vertegaal et al., 2006). Plusieurs stimuli extracellulaires 

peuvent réguler la SUMOylation de PML. Ainsi, un traitement court au trioxyde d’arsenic 

(As2O3) entraîne une augmentation importante de la SUMOylation, particulièrement au 



 
 
46 

niveau des lysines 65 et 160, menant à la dégradation des protéines par ubiquitination 

quand le traitement est prolongé (Lallemand-Breitenbach et al., 2001; Müller et al., 1998; 

Sahin et al., 2014a). L’As2O3 est d’ailleurs utilisé pour dégrader l’oncoprotéine PML/RAR  

chez les patients atteints d’APL (de Thé et al., 2012).  

De nombreuses protéines reconnaissent à travers des motifs SIM les lysines SUMOylées 

et poly-SUMOylées de PML, et principalement la SUMOylation de K160 (Ishov et al., 1999; 

Lallemand-Breitenbach et al., 2001; Zhong et al., 2000; Zhu et al., 2005). La protéine PML 

elle-même possède un motif SIM en position 556-562 lui permettant d’interagir avec 

d’autres protéines PML SUMOylées (Shen et al., 2006) (Figure 16). Les interactions SIM-

SUMO sont particulièrement importantes pour la maturation des PML NBs et pour le 

recrutement de protéines associées (Sahin et al., 2014a) (cf. partie II.1.iii). 

Dans les deux dernières parties, j’ai donné un aperçu de la structure de la protéine PML 

et des PTMs pouvant modifier son activité ou sa stabilité. Dans la prochaine partie, je 

développerai les différentes étapes impliquées dans la formation des PML NBs et 

comment l’étape de maturation pourrait reposer sur le processus de séparation de phase 

liquide-liquide (LLPS pour ‘Liquid-Liquid Phase Separation’). 

II.1.iii. Les différentes étapes de la formation des PML NB et l’éventuelle 

implication de la séparation de phase liquide-liquide (LLPS) 

La première étape de formation des PML NBs consiste en la multimérisation de plusieurs 

protéines PML. Cette multimérisation est médiée à la fois par des liaisons faibles entre les 

motifs RBCC et par l’établissement de ponts disulfures à la suite de l’oxydation de PML 

(Jeanne et al., 2010; Lallemand-Breitenbach et al., 2001; Sahin et al., 2014a). Toutes les 

isoformes nucléaires de PML sont capables de former des PML NBs en l’absence de PML 

endogène (Brand et al., 2010) et on observe une co-localisation des différentes isoformes 

in vivo, suggérant qu’un PML NB résulte de l’association de plusieurs isoformes 

(Condemine et al., 2006). Il est important de noter que seule une faible proportion de 

protéines PML forment des PML NBs, la large majorité (environ 90%) présentent une 

localisation nucléaire diffuse (Lallemand-Breitenbach and de Thé, 2010; Lallemand-

Breitenbach et al., 2001). La multimérisation des motifs RBCC permet par la suite le 

recrutement de l’enzyme de conjugaison de SUMO UBC9 (Wang et al., 2018b). La 

SUMOylation de PML par UBC9 renforce les interactions PML-PML via des liaisons 

intermoléculaires SIM/SUMO (Lallemand-Breitenbach et al., 2001; Sahin et al., 2014a; 

Shen et al., 2006; Zhong et al., 2000). La SUMOylation de PML est donc importante pour 

la maturation des PML NBs ; elle est également essentielle pour le recrutement de 
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protéines dites protéines clientes via des interactions SIM/SUMO qui participeront aux 

diverses fonctions des PML NBs (Banani et al., 2016; Sahin et al., 2014a).

Bien que l’initiation de la formation des PML NBs repose sur des liaisons covalentes de 

type ponts disulfures, plusieurs éléments mènent à penser que la maturation des PML 

NBs et le recrutement des protéines clientes reposent sur le processus de LLPS qui stipule 

qu’au-dessus d’une certaine concentration, certaines protéines peuvent former des 

gouttelettes avec une composition distincte de l’environnement immédiat, à la manière de 

gouttes d’huile dans un verre d’eau (A and Weber, 2019; Banani et al., 2017; McSwiggen 

et al., 2019). Plusieurs critères définissent la LLPS, dont certains sont remplis ou 

partiellement remplis par les PML NBs matures (forme sphérique (Hoischen et al., 2018; 

Lallemand-Breitenbach and de Thé, 2010; Lang et al., 2010; Sahin et al., 2014a), 

évènements de fusion et de fission (Dellaire et al., 2006a, 2006b; Hoischen et al., 2018), 

haute mobilité interne des protéines clientes (Boisvert et al., 2001; Weidtkamp-Peters et 

al., 2008), taille dépendante de la concentration de PML (Chelbi-Alix et al., 1995; Ferbeyre 

et al., 2000; Hancock, 2004; Lavau et al., 1995; Stadler et al., 1995), multivalence de la 

protéine PML (Banani et al., 2016; Sahin et al., 2014a)) (Figure 17). Cependant, de 

nouvelles investigations sont nécessaires pour déterminer si les PML NBs répondent à 

Figure 17. Les différents critères de la transition de phase liquide-liquide (LLPS). (adaptée de 
Corpet et al., 2020) Ce schéma résume les différents critères de la LLPS et s’ils sont remplis par les 
PML NBs. (1) Les gouttelettes liquides présentent tout d’abord une forme sphérique entrainée par la 
tension de surface ; (2) les gouttelettes ont la capacité de fusionner et de fissionner ; (3) les protéines 
constituant les gouttes présentent une forte mobilité interne; (4) une fois la concentration critique 
requise pour la formation des gouttes atteinte, la production de plus de protéines augmente la taille 
des gouttelettes sans changer la concentration dans les phases ; (5) les protéines effectuant de la 
séparation de phase se déplacent préférentiellement à l’intérieur de la goutte, la présence d’une limite 
de phase réduit la diffusion à travers elle ; (6) la formation de la gouttelette montre une dépendance 
à la température, le pH ou la concentration en ions ; (7) le 1,6-hexanediol perturbe les liaisons faibles 
hydrophobiques, notamment impliquées dans la LLPS. Les PML NBs répondent à plusieurs de ces 
critères, d’autres ont été partiellement démontrés et d’autres n’ont pas encore été déterminés (cf. 
tableau 1, Corpet et al., 2020, en partie II.3.). 
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d’autres critères définissant la LLPS et si ce mécanisme est effectivement impliqué dans 

la maturation des PML NBs. Plus de détails sur le possible lien entre la LLPS et les PML 

NBs sont donnés dans la revue Corpet et al., 2020, introduite dans la partie II.3.i et 

présentée en Annexe 1 (Corpet et al., 2020). 

II.2. L’importance fonctionnelle des PML NBs 

II.2.i. Les différents rôles potentiels des PML NBs 

Plus de 170 protéines ont été décrites comme résidant de manière constitutive ou 

transitoire au sein des PML NBs (Van Damme et al., 2010). Les conséquences biologiques 

de leur localisation dans les PML NBs ne sont pas encore connues pour toutes mais on 

peut envisager 3 rôles non-exclusifs des PML NBs (Corpet et al., 2020) : (1) les PML NBs 

pourraient servir de lieux de modifications post-traductionnelles pouvant moduler l’activité 

des protéines transitant à l’intérieur ou entraîner leur dégradation ; (2) les PML NBs 

pourraient permettre de séquestrer ou tamponner des protéines nucléaires, les détournant 

de leur site d’action ; (3) enfin, les PML NBs pourraient permettre d’organiser certains 

domaines chromatiniens.  

(1) La présence dans les PML NBs de différentes enzymes suggèrent que les PML 

NBs constituent un haut lieu de modifications post-traductionnelles des protéines 

(Schmitz and Grishina, 2012) (Figure 18). Comme évoqué précédemment, on 

retrouve notamment la protéine UBC9 au sein des PML NBs qui induit la 

SUMOylation de plusieurs protéines clientes des PML NBs (Sahin et al., 2014a). 

Cette dernière peut favoriser ensuite la dégradation de certaines protéines par le 

protéasome à la suite de leur poly-ubiquitination par l’ubiquitine ligase RNF4 

(Sahin et al., 2014a). Au sein des PML NBs, on retrouve également des enzymes 

impliqués dans la phosphorylation ou l’acétylation ; ainsi, la phosphorylation puis 

l’acétylation de la protéine suppresseur de tumeur p53 (nécessaires à son activité) 

reposent sur le recrutement des enzymes HIPK2 et CBP (CREB-binding protein) 

au sein des PML NBs (D’Orazi et al., 2002; Hofmann et al., 2002; Pearson et al., 

2000). 

(2) La SUMOylation des protéines clientes peut renforcer leur résidence au sein des 

PML NBs via des interaction SIM-SUMO et favoriser ainsi leur séquestration (Sahin 

et al., 2014a) (Figure 18). Ainsi, on peut par exemple mentionner les facteurs de 

transcription E2Fs qui sont séquestrés avec pRB (Retinoblastoma-associated 

protein) dans les PML NBs lors de l’entrée en sénescence, les empêchant d’induire 

la transcription de leurs gènes cibles (Vernier et al., 2011). De même, le chaperon 

d’histone DAXX est retrouvé séquestré dans les cellules entrant en apoptose, 
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permettant la dérépression des gènes pro-apoptotiques (Li et al., 2000; Zhong et 

al., 2000) 

(3) Enfin, la proximité des PML NBs avec certaines régions de chromatine suggère 

qu’ils pourraient participer à l’organisation de ces domaines (Corpet et al., 2020). 

De plus, le transit de plusieurs facteurs chromatiniens au sein des PML NBs 

mènent à penser que les PML NBs  pourraient servir de point de rencontre pour 

ces facteurs et permettre leur ciblage précis sur une région chromatinienne (Corpet 

et al., 2020). Le lien entre les PML NBs et la dynamique de la chromatine sera 

développée dans la partie II.3.  

II.2.ii. Les implications physiologiques et pathologiques des PML NBs 

Du fait de leur rôle comme centre de modifications post-traductionnelles, de séquestration 

de protéines et leur rôle dans la dynamique de la chromatine, les PML NBs sont impliqués 

dans divers processus physiologiques et pathologiques (pour revue, voir Bernardi and 

Pandolfi, 2007; Hsu and Kao, 2018). Le knock-out de Pml chez la souris n’est pas létal 

mais ces souris sont plus sujettes aux infections au staphylocoque doré et aux tumeurs 

(Wang et al., 1998a). Elles présentent également un défaut dans la maturation terminale 

Figure 18. Les PML NBs comme centre de modifications post-
traductionnelles. (Sahin et al., 2014a) Les PML NBs se forment tout 
d’abord par l’établissement de liaisons covalentes entre les protéines 
PML. ; par la suite la SUMOylation de PML et les liaisons SIM/SUMO 
renforcent la structure. La SUMOylation de PML permet également le 
recrutement de protéines clientes. A l’intérieur des PML NBs, on retrouve 
plusieurs enzymes impliquées dans diverses modifications post-
traductionnelles telles que la SUMOylation, l’ubiquitination, l’acétylation ou 
encore la phosphorylation.  
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des cellules myéloïdes (Wang et al., 1998a) ainsi que dans le développement du 

néocortex (Regad et al., 2009). Le Tableau 1 résume les différentes implications de la 

protéine PML et des PML NBs retrouvées dans la littérature.  

Les PML NBs possèdent une activité antitumorale. Ainsi, ces derniers participent à la 

promotion de la sénescence et de la mort par apoptose (Pearson et al., 2000; Wang et al., 

1998b). Ils sont également importants pour inhiber l’angiogenèse, prévenant ainsi la 

progression tumorale (Bernardi et al., 2006). Les PML NBs participent à la reconnaissance 

et la réparation des dommages à l’ADN et jouent un rôle dans le maintien de l’intégrité de 

la chromatine (Chang et al., 2018). Enfin, la protéine PML sert de senseur cellulaire pour 

le contrôle des espèces réactives de l’oxygène (ROS pour ‘Reactive Oxygen Species’) 

(Guo et al., 2014c; Niwa-Kawakita et al., 2017). En effet, ces dernières stimulent la 

formation des PML NBs et l’activation de p53 (Niwa-Kawakita et al., 2017). Ce processus 

permet notamment la production d’antioxydants afin de contrôler le niveau de ROS dans 

la cellule ; lorsque le stress oxydant est trop important, l’augmentation intense de la 

formation des PML NBs favorise la mort cellulaire par apoptose ou l’entrée des cellules en 

sénescence (Niwa-Kawakita et al., 2017). 

A l'inverse, certaines fonctions des PML NBs dans la physiologie, l’homéostasie cellulaire 

et le développement, confèrent un rôle pro-oncogénique aux PML NBs. Par exemple, alors 

que les PML NBs sont importants pour le renouvellement des cellules souches 

hématopoïétiques (Ito et al., 2012), ils favorisent également le renouvellement des cellules 

initiatrices de cancer (Ito et al., 2008; Martín-Martín et al., 2016). De même, les PML NBs 

favorisent l’oxydation des acides gras (FAO pour ‘Fatty Acid Oxydation’), une voie 

métabolique importante pour la progression tumorale (Carracedo et al., 2012; Ito et al., 

2012).  

Les PML NBs ont un rôle très important dans l’immunité contre les virus à ADN et ARN 

(pour revue, voir Everett and Chelbi-Alix, 2007; Geoffroy and Chelbi-Alix, 2011; Scherer 

and Stamminger, 2016). Ainsi, lors de l’infection virale, de nombreux génomes viraux 

parentaux se retrouvent à proximité ou au sein des PML NBs (Everett, 2006; Lomonte, 

2017). Les PML NBs sont ensuite dégradés ou déstabilisés par certaines protéines virales 

(Geoffroy and Chelbi-Alix, 2011; Scherer and Stamminger, 2016), mais dans des modèles 

de latence du virus de l’herpès simplex 1 (HSV-1) où la protéine ICP0 responsable de la 

dégradation des PML NBs est inactivée, le génome viral se retrouve enfermé et réprimé 

au sein des PML NBs (structures appelées dans notre équipe vDCP NBs pour ‘viral DNA-

Containing PML NBs’) (Alandijany et al., 2018; Catez et al., 2012; Cohen et al., 2018; 

Everett et al., 2007; Maroui et al., 2016). Les PML NBs peuvent également séquestrer des 
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protéines virales importantes pour le cycle de réplication des virus ; par exemple, la 3D 

polymérase du virus de l’encéphalomyocardite (EMCV) est emprisonnée au sein des PML 

NBs (Maroui et al., 2011). Enfin, la protéine PML et les PML NBs sont d’importants 

médiateurs de la réponse immunitaire innée (Maarifi et al., 2014). Ils stimulent ainsi la 

sécrétion de nombreuses cytokines et potentialisent leur effet et la transcription de 

nombreux gènes cibles.  

Pour finir, les PML NBs jouent un rôle important dans la régulation de la transcription et 

plus largement dans l’accessibilité de la chromatine. Plusieurs acteurs chromatiniens et 

facteurs de transcription transitent ainsi dans les PML NB et ces derniers pourraient 

favoriser la formation de domaines chromatiniens permissifs ou réfractaires à la 

transcription (Corpet et al., 2020). Plusieurs virus profitent d’ailleurs de l’environnement 

qu’offrent les PML NBs pour accomplir leur propre réplication avant de dégrader les PML 

NBs pour éviter leur action antivirale (Bell et al., 2000a; Day et al., 2004; Sourvinos and 

Everett, 2002; Swindle et al., 1999; Tang et al., 2003). La relation des PML NBs avec la 

dynamique de la chromatine fait l’objet de la revue Corpet A., Kleijwegt C., et al., publiée 

en 2020 dans Nucleic Acids Research, présentée dans la prochaine partie. 

Tableau 1. Fonctions de la protéine PML et des PML NBs. Ce tableau reprend divers travaux établissant 
un lien entre la protéine PML ou les PML NBs et divers processus physiologiques et pathologiques. La 
littérature utilisée pour se tableau se veut la plus large et exhaustive possible, mais des oublis ont pu être 
commis. Les abréviations utilisées sont détaillées à la fin du tableau. 

Fonctions Implication de PML ou des PML NBs Ref 

Suppression de 
tumeur 

Promotion de la 
sénescence 

 Meilleure résistance des cellules PML-/- à la 
OISa  

 Entrée en sénescence des cellules 
surexprimant PML 

 Induction de PML par p53 en réponse à un 
stress oncogénique 

 Stimulation de la formation des PML NBs par 
les ROSb, induction de la sénescence ou de 
l’apoptose en réponse à un stress oxydant aigu 

 Activation de p53 (acétylation et 
phosphorylation) dans les PML NBs 

 Séquestration du complexe pRB-E2F dans les 
PML NBs  arrêt du cycle cellulaire 

 Relocalisation des membres du complexe 
HIRA  formation des SAHFc  

(Banumathy 
et al., 2009; 
D’Orazi et 
al., 2002; 
Ferbeyre et 
al., 2000; 
Hofmann et 
al., 2002; 
Niwa-
Kawakita et 
al., 2017; 
Pearson et 
al., 2000; 
Rai et al., 
2011; 
Vernier et 
al., 2011; 
Zhang et al., 
2005) 
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Promotion de 
l'apoptose 

 Meilleure résistance des souris PML-/- à 
l'apoptose induites par différents signaux 
(DNA-damage, Fas, céramides, TNF , type I 
and II IFNs)   

 Induction de PML par p53 en réponse à un 
stress oncogénique  

 Stimulation de la formation des PML NBs par 
les ROSb, induction de la sénescence ou de 
l’apoptose en réponse à un stress oxydant aigu 

 Activation de p53 (acétylation et 
phosphorylation) dans les PML NBs. 
Stabilisation de p53 via la séquestration de 
MDM2 dans le nucléole par PML 

 Promotion de l’autophosphorylation de CHK2 
par PML 

 Séquestration de DAXX dans les PML NBs  
expression des gènes pro-apoptotiques 

(Bernardi et 
al., 2004; 
D’Orazi et 
al., 2002; 
Hofmann et 
al., 2002; Li 
et al., 2000; 
Niwa-
Kawakita et 
al., 2017; 
Pearson et 
al., 2000; 
Wang et al., 
1998b; 
Yang et al., 
2002, 2006; 
Zhong et al., 
2000) 

Inhibition de 
l'angiogenèse 

 Meilleure récupération des souris PML-/- à une 
ischémie 

 Augmentation de l’angiogenèse dans les 
tumeurs PML-/-  

 Séquestration de mTOR (favorisant 
l'angiogenèse) dans les PML NBs sous 
hypoxie 

 Régulation de STAT1/2 et 3 par PML  
promotion de la fonction anti-angiogenèse 
d’IFN  

(Bernardi et 
al., 2006; 
Hsu et al., 
2017) 

Régulation de 
l'autophagie 

 Promotion du transfert calcique du réticulum 
endoplasmique à la mitochondrie par PML 
cytoplasmique  répression de l’autophagie 

 Séquestration de mTOR dans les PML NBs 
dans les cellules leucémiques  promotion de 
l’autophagie et mort cellulaire  

(Laane et 
al., 2009; 
Missiroli et 
al., 2016) 

Réparation de 
l'ADN 

(Cf. Partie IV.1.iv) 

 Juxtaposition des PML NBs avec des sites de 
DSBsd et de dommages au UV-C 

 Augmentation du nombre de PML NBs lors de 
l’induction de DSBd 

 Défaut de réparation des DSBsd dans les 
leucémies aiguës promyélocytaires sans PML 
NBs. Plus grande sensibilité aux DSBsc dans 
les cellules PML-/-  

 Localisation de plusieurs protéines impliquées 
dans la reconnaissance et la réparation des 
DSBsd avant et après l'induction de cassures : 
complexe MRN, TOPBP1, ATR, ATM, CHK2, 
BLM, BRCA1, RAD51, RAD52, WRN, RPA...  

 Implication des PML NBs dans la réparation 
par recombinaison homologue 

(Carbone et 
al., 2002; 
Chang et 
al., 2018; 
Dellaire and 
Bazett
Jones, 
2004; 
Dellaire et 
al., 2006a; 
di Masi et 
al., 2016; 
Seker et al., 
2003; 
Vancurova 
et al., 2019; 
Yeung et al., 
2012) 

Rôle pro-
oncogénique 

Régulation du 
métabolisme 

 Promotion de la FAOe par PML dans des 
cellules de cancer du sein via la voie 
PGC /PPAR   

(Carracedo 
et al., 2012) 
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Renouvellement 
des cellules 

souches 

 Promotion par PML du renouvellement des 
LICsf dans la leucémie et des CICsg dans le 
cancer du sein  

(Ito et al., 
2008; 
Martín-
Martín et al., 
2016) 

Résistance au 
médicaments 

 Inhibition de la voie PI3K/Akt/mTOR par PML 
 résistance aux thérapies ciblant cette voie 

pour le traitement des glioblastomes (Iwanami 
et al., 2013) 

(Iwanami et 
al., 2013) 

Promotion des 
métastases 

 Promotion des métastases par PML dans le 
cancer du sein 

 Promotion de la EMTh par PML cytoplasmique 
dans le cancer de la prostate 

(Buczek et 
al., 2016; 
Martín-
Martín et al., 
2016; 
Ponente et 
al., 2017) 

Promotion de 
l'élongation 

alternative des 
télomères (ALTh) 

 Localisation des télomères des cellules ALTi au 
sein des PML NBs  formation des APBsj 

 Promotion du processus de ALTi par les PML 
NBs en promouvant la recombinaison 
homologue et en facilitant le recrutement du 
complexe BLM-TOP3A-RMI (BTR) au niveau 
des télomères  

(Loe et al., 
2020; 
Osterwald et 
al., 2015; 
Yeager et 
al., 1999) 

Immunité et 
inflammation Fonction antivirale 

 Moins bonne résistance des souris ou cellules 
PML-/- aux infections par différents virus 
(LCMVk, VSVl, EMCVm et virus de la rage) 

 Localisation proche des PML NBs des 
génomes parentaux et des complexes de 
réplication de plusieurs virus à ADN 
(herpesviruses, adenovirus, SV40n, polyovirus 
et AAVo) 

 Répression épigénétique du génome de HSV-
1p favorisée par les PML NBs dans des 
modèles de latence 

 Séquestration dans les PML NBs des 
nucléocapsides de VZVq 

 Séquestration dans les PML NBs de la 3D 
polymérase d'EMCVm 

 Restriction de HBVr par le complexe 
SMC5/SMC6 dans les PML NBs avant 
l'expression de la protéine HBx 

 Co-localisation de la protéine virale L-HDAg et 
des ARN antigénomiques de HDVs avec les 
PML NBs 

 Relocalisation des PML NBs en corps 
cytoplasmique à la suite d’une infection par 
HIV-1t  répression de la transcription inverse 

 Contrôle de la latence rétrovirale par les PML 
NBs via une répression épigénétique 

 Promotion de l’activation des gènes de 
cyokines par les PML NBs à la suite d’une 
infection virale  induction d’une réponse 
immunitaire innée 

 Dégradation/perturbation des PML NBs et/ou 
protéines associées par beaucoup de facteurs 
viraux  

(Alandijany 
et al., 2018; 
Bell et al., 
2000b; 
Blondel et 
al., 2002; 
Bonilla et 
al., 2002; 
Catez et al., 
2012; 
Cohen et 
al., 2018; 
Dutrieux et 
al., 2015; El 
Mchichi et 
al., 2010; 
Everett, 
2006; 
Everett et 
al., 2007; 
Geoffroy 
and Chelbi-
Alix, 2011; 
Kahle et al., 
2015; Lusic 
et al., 2013; 
Maroui et 
al., 2011, 
2016; Niu et 
al., 2017; 
Rai et al., 
2017; 
Reichelt et 
al., 2011; 
Scherer and 
Stamminger, 
2016; 
Shalginskikh 
et al., 2013) 
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Immunité innée et 
réponse 

inflammatoire 

 Développement d’une sévère inflammation 
granulomateuse par les souris PML-/-  
mauvais fonctionnement des macrophages et 
mauvaise élimination des pathogènes 

 Importance de PML pour la différenciation des 
cellules GMPu en macrophage ou granulocyte 
chez la souris 

 Expression de PML induite par les IFNs de type 
I et II, l'IL-6, le TNF  et l’IL-1 

 Régulation de l'expression d'IL-6 par PML dans 
les myélomes multiples 

 Promotion de l’activation de NLRP3 et la 
formation de l’inflammasome par PML  
production d’IL-1  

 Promotion de la phosphorylation de STAT1 et 
de l’expression des ISGsv cibles par PML 
nucléaire  potentialisation de la signalisation 
à l’IFN   

 Inhibition de la dégradation de IRF3 par PML-
IV via la séquestration de Pin1 à la suite d’une 
infection par VSVk  augmentation de la 
production d’IFN  

 Promotion de la signalisation TGF  par PML 
cytoplasmique  

 Régulation par PML de l’accumulation des 
formes actives de STAT1 et STAT2 et de leur 
interaction avec les protéines HDACs au 
niveau des promoteurs des ISGsv  
potentialisation de la signalisation à l'IFN de 
type I  

 Rapprochement spatial entre les PML NBs et 
le cluster de gènes MHC-IIw induit par un 
traitement à l’IFN . Importance de PML pour la 
transcription de MHC-IIw  

(Cheng et 
al., 2012; El 
Asmi et al., 
2014; El 
Bougrini et 
al., 2011; 
Gao et al., 
2008; 
Gialitakis et 
al., 2010; 
Heuser et 
al., 1998; 
Hubackova 
et al., 2012; 
Khalfin-
Rabinovich 
et al., 2011; 
Kim and 
Ahn, 2015; 
Lin et al., 
2004; Lo et 
al., 2013; 
Lunardi et 
al., 2011; 
Maarifi et 
al., 2014; 
Ohgiya et 
al., 2012; 
Stadler et 
al., 1995; 
Ulbricht et 
al., 2012) 

Développement 
et physiologie 

Développement 
neuronal 

 Plus petits cerveaux observés chez les souris 
PML-/- 

 Séquestration du complexe pRB-E2F dans les 
PML NBs. Prolifération des NPCsx et altération 
de la sortie du cycle cellulaire et de la 
différenciation favorisées par la perte de PML 

 Promotion de la formation des PML NBs et de 
la répression de GluA1 par la localisation 
nucléaire d'Arc murin  promotion de la 
plasticité synaptique 

(Korb et al., 
2013; 
Regad et 
al., 2009) 

Développement 
des glandes 
mammaires 

 Importance de PML pour la morphogenèse 
ductale chez la souris  

 Régulation par PML de la prolifération des 
progéniteurs mammaires 

 Régulation de l’expression de PML par la 
famille des STAT durant la grossesse des 
souris 

(Li et al., 
2009) 
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Renouvellement 
des cellules 

souches 
hématopoïetiques 

 Importance de PML pour le maintien de la 
quiescence des HSCsy 

(Ito et al., 
2008, 2012) 

Régulation de la 
transcription 

 Présence des PML NBs sont présents dans 
des régions à haute activité transcriptionnelle 

 Régulation de la transcription par les PML NBs 
via l’activation ou la séquestration de facteurs 
de transcription (par ex. p53 ou E2Fs) ou la 
régulation de l'action de protéines associées à 
la chromatine (HDACs, DAXX, complexe 
HIRA)  

 Promotion potentielle par les PML NBs de la 
formation de domaines de chromatine 
permissifs ou réfractaires à la transcription 

(Corpet et 
al., 2020; 
Kurihara et 
al., 2020; 
Wang et al., 
2004) 

Homéostasie 

Dégradation des 
aggrégats 
protéiques 

 Co-localisation d’agrégats protéiques avec les 
PML NBs dans des maladies d'expansion de 
polyglutamine. Exacerbation de l’expansion 
dans un modèle d’ataxie spinocérébelleuse 
déficient pour PML 

 Promotion par PML de la SUMOylation des 
protéines mal-conformées, leur ubiquitination 
par RNF4 et leur dégradation par le 
protéasome 

(Guo et al., 
2014a; 
Janer et al., 
2006) 

Métabolisme 

 Inhibition de la glycolyse par PML 
cytoplasmique  

 Interaction de FoxO avec les PML NBs et la 
désacétylase SIRT1 pour induire l'expression 
des facteurs de transcription NeuroD et MafA 

 protection des cellules  au stress oxydant 
induit par l'hyperglycémie 

 Contrôle par PML de l'homéostasie des ROSb 
Incapacité des cellules déficientes pour PML à 
contrôler le niveau de ROSb. 

 Promotion de la FAOe par les PML NBs en 
favorisant l'activation de la voie PGC /PPAR  

 Relation entre PML et obésité  résultats 
contradictoires montrant soit une protection ou 
une prédisposition contre/à l’obésité en 
l’absence de PML 

(Carracedo 
et al., 2012; 
Cheng et 
al., 2013; 
Guo et al., 
2014c; Ito et 
al., 2012; 
Kim et al., 
2011; 
Kitamura et 
al., 2005; 
Shimada et 
al., 2008) 

Cycle circadien 

 Réduction de la précision et de la stabilité du 
rythme circadien des souris PML-/- 

 Localisation du régulateur d'horloge PER2 
dans les PML NBs 

(Miki et al., 
2012) 

a: Oncogene Induced Senescence (OIS);  b: Reactive Oxygen Species (ROS); c: Senescence-Associated 
Heterochromatin Foci (SAHF); d: Double Strand Breaks (DSBs); e: Fatty Acid Oxidation (FAO); f: Leukemia Inducting 
Cells (LICs); g: Cancer Initiating Cells (CICs); h: Epithelial-Mesenchymal Transition (EMT); i: Alternative Lengthening of 
Telomeres (ALT); j: ALT-associated PML Bodies (APBs); k: Lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV); l: Vesicular 
stomatitis virus (VSV); m: Encephalomyocarditis virus (EMCV); n: Simian virus 40 (SV40); o: Adeno-associated virus 
(AAV); p: Herpes simplex virus 1 (HSV-1); q: Varicella-zoster virus (VZV); r: Hepatitis B virus (HBV); s: Hepatitis D virus 
(HDV); t: Human immunodeficiency virus 1 (HIV-1); u: Granulocyte/monocyte progenitor (GMP); v: Interferon Stimulated 
Genes (ISGs); w: Major Histocompatibility Complex II (MHC-II); x: Neural Progenitor Cells (NPCs); y: Hematopoietic 
Stem Cells (HSCs);  
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II.3. Les PML NBs et la dynamique de la chromatine 

II.3.i. “PML nuclear bodies and chromatin dynamics: catch me if you can !”. 

Nucleic Acids Research. 2020 (Annexe 1) 

Au cours de ma 3ème année de thèse, mes directeurs de thèse Armelle Corpet et Patrick 

Lomonte m’ont proposé de participer à la rédaction d’un article de revue sur le sujet des 

corps nucléaires PML et de la dynamique de la chromatine (Annexe 1). J’ai accepté cette 

expérience et ai participé avec enthousiasme à la rédaction des 3 dernières sous-parties 

de la revue, portant sur l’implication des PML NBs dans la dynamique de 

l’hétérochromatine. La revue est parue en octobre 2020 dans le journal Nucleic Acids 

Research et est disponible en Annexe 1.  

La première partie de la revue focalise sur la structure et la formation des PML NBs, 

notions déjà introduites précédemment. La deuxième partie résume les liens entre les 

PML NBs et la chromatine. Plusieurs éléments suggèrent un rôle important des PML NBs 

dans la régulation de la dynamique de la chromatine. Premièrement, plusieurs protéines 

associées à la chromatine, y compris des histones et des chaperons d’histones, sont 

retrouvées dans les PML NBs. Les PML NBs sont également retrouvées associées avec 

certaines régions chromatiniennes et dans certains cas, de l’ADN ou de la chromatine 

peuvent être retrouvés à l’intérieur des PML NBs (par ex. les télomères des cellules 

cancéreuses ALT, certains péricentromères dans la pathologie de l’ICF 

(Immunodeficiency, Centromeric region instability and Facial anomalies syndrome) ainsi 

que le génome latent hétérochromatinisé du virus HSV-1). Enfin, la troisième et la 

quatrième partie s’intéressent à l’implication des PML NBs dans la dynamique de la 

chromatine virale et cellulaire respectivement.  

II.3.ii. La relation entre les PML NBs, le variant H3.3 et le complexe HIRA 

II.3.ii.a.  Les PML NBs et la dynamique d’H3.3 

Contrairement à une localisation pan-nucléaire des histones H3 canoniques, il a été 

montré que les dimères H3.3-H4 nouvellement synthétisés localisent au sein des PML 

NBs (Corpet et al., 2014; Delbarre et al., 2013; Drané et al., 2010). Cette accumulation 

dans les corps nucléaires est dépendante du chaperon d’histone DAXX (Corpet et al., 

2014; Delbarre et al., 2013; Drané et al., 2010) et semble importante pour le dépôt d’H3.3 

dans les régions péricentriques (Corpet et al., 2014). Plus globalement, les PML NBs 

pourraient servir de plateforme de rencontre entre le variant H3.3 et d’autres partenaires 

et notamment le complexe HIRA qui peut également transiter dans ces corps nucléaires 

dans des conditions de stress.  
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Des études d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP pour ‘Chromatin 

Immunoprecipitation’) sur la protéine PML dans des fibroblastes embryonnaires murins 

ont montré qu’elle était associée avec des régions globalement pauvres en H3.3 et 

enrichies pour la marque d’hétérochromatine H3K9me3 (appelés PADs pour ‘PML 

Associated domains’) (Delbarre et al., 2017). De plus, la délétion de PML dans ces cellules 

induit une augmentation de l’incorporation de H3.3 et une baisse de la marque H3K9me3

(Delbarre et al., 2017; Shastrula et al., 2019). Ces études suggèrent ainsi que la liaison 

de PML à la chromatine prévient l’incorporation de H3.3 et permet l’établissement de 

régions d’hétérochromatine associées à la marque H3K9me3. Ces résultats semblent à 

première vue en contradiction avec l’idée d’une accumulation d’H3.3 dans les PML NBs. 

Cependant, les expériences de ChIP ne permettent pas de faire la distinction entre les 

protéines PML nucléoplasmiques et celles associées aux PML NBs et la visualisation par

immunofluorescence combinée une hybridation in situ par fluorescence (FISH pour 

‘Fluorescent In Situ Hybridization’) montre que les PADs ne localisent pas à proximité des 

PML NBs. Ainsi, l’exclusion d’H3.3 des PADs pourrait être liée à la forme nucléoplasmique 

de PML et indépendante des PML NBs. 

II.3.ii.b. Le complexe HIRA relocalise dans les PML NBs en condition de 
stress

En conditions normales, le complexe HIRA présente une localisation pan-nucléaire ; 

cependant, dans certains contextes, comme lors d’une infection virale ou l’entrée des 

cellules en sénescence, le complexe HIRA s’accumule dans les PML NBs (Figure 19) 

(Banumathy et al., 2009; Cohen et al., 2018; McFarlane et al., 2019; Rai et al., 2011, 2017; 

Zhang et al., 2005). Cette localisation spécifique est encore mal comprise et est au cœur 

de mes travaux de thèse. Cette partie vise à présenter l’état de l’art sur le mécanisme et 

Figure 19. L’accumulation de HIRA au sein des PML NBs en condition de stress 
(ici, stimulation à l’IFN . Sur cette immunofluorescence, la protéine HIRA (vert) 
forme des foyers co-localisant avec les PML NB (rouge) lorsqu’elle est soumise à un 
stress (infection virale, traitement IFN ou entrée en sénescence). Les autres membres 
du complexe (UBN1, CABIN1 et ASF1a) se comportent de manière identique.

HIRA PML MergeDAPI

Normal 
condition

Stress 
condition
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le rôle potentiel de cette accumulation, d’une part dans les cellules sénescentes et dans 

un second temps dans un contexte infectieux.  

Le complexe HIRA relocalise au sein des PML NBs lors de l’entrée en sénescence :  

La sénescence se définit par un arrêt permanent du cycle cellulaire et constitue un 

processus physiologique impliqué notamment dans la prévention de la formation de 

tumeurs (Braig et al., 2005; Chen et al., 2005), la cicatrisation (Krizhanovsky et al., 2008), 

le développement embryonnaire (Muñoz-Espín et al., 2013; Storer et al., 2013) ou encore 

le vieillissement de l’organisme (Baker et al., 2016). Initialement découverte comme 

résultant du raccourcissement progressif des télomères au cours des divisions cellulaires 

(sénescence réplicative) (Hayflick, 1965; Hayflick and Moorhead, 1961), la sénescence 

peut également être induite par différents types de signaux tels qu’un dommage à l’ADN, 

un stress oxydant ou l’activation d’un oncogène, constituant ainsi un mécanisme de 

défense contre la transformation cellulaire (Rai and Adams, 2012). L’entrée des cellules 

en sénescence et l’arrêt du cycle cellulaire est la résultante de l’activation des voies de 

signalisation p53/p21 et p16/pRb (Campisi, 2005).  

Les cellules sénescentes présentent des caractéristiques spécifiques par rapport aux 

cellules proliférantes, dont les plus notables sont la sécrétion d’un cocktail de facteurs 

appelés le SASP ou ‘Senescence-Associated Secretory Phenotype’ (Coppé et al., 2008) 

ainsi qu’une réorganisation globale de la chromatine avec la formation de foyers 

d’hétérochromatine appelés SAHF ou ‘Senescence-Associated Heterochromatin Foci’ 

(Rai and Adams, 2012). Les SAHF permettent notamment l’extinction des gènes de 

prolifération et participent à maintenir la cellule dans un état sénescent (Rai and Adams, 

2012). Dans les cellules sénescentes, on observe également une accumulation des 

membres du complexe HIRA au sein des PML NBs, importante pour la formation des 

SAHF (Banumathy et al., 2009; Rai et al., 2011; Zhang et al., 2005). On pourrait supposer 

que le complexe HIRA, en collaboration avec d’autres acteurs, participe directement à la 

formation des SAHF en y incorporant le variant H3.3 après son passage dans les PML 

NBs ; cependant, l’étude épigénétique des SAHF montre qu’il n’y a pas d’accumulation du 

variant H3.3 dans ces régions d’hétérochromatine (Corpet et al., 2014). De plus, les SAHF 

ne localisent pas à proximité des PML NBs.  Ainsi, l’implication du complexe HIRA et de 

sa localisation dans les PML NBs dans la formation des SAHF, et plus largement dans 

l’établissement de l’état sénescent, semble être indirecte et des études supplémentaires 

seront nécessaires pour comprendre ce mécanisme.  

La relocalisation du complexe HIRA au sein des PML NBs dans les cellules sénescentes 

ne dépend pas des voies de signalisation de mises en place au cours de la sénescence à 
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savoir les voies p21/p53 et p16/pRb, bien que ces dernières soient requises pour la 

formation des SAHF (Ye et al., 2007a). En revanche, la répression de la voie Wnt observée 

dans les cellules sénescentes est importante pour la relocalisation : en effet, cette 

répression permet l’activation de la kinase GSK3  (Glycogen Synthase Kinase 

3 ) requise pour la relocalisation du complexe et la formation des SAHF lors de l’induction 

de la sénescence (Ye et al., 2007b). La phosphorylation de la sérine 697 de la protéine 

HIRA par GSK3  induirait son recrutement au sein des PML NBs (Ye et al., 2007b); 

cependant, la mutation de S697 de cette étude a été effectuée sur une version tronquée 

de la protéine HIRA exprimée de façon ectopique, et la même mutation dans le contexte 

de la sur-expression de la protéine totale effectuée au cours de ma thèse n’a pas permis 

de reproduire ces résultats. Enfin, le SASP des cellules sénescentes est en partie 

constitué de cytokines pro-inflammatoires dont l’IFN de type I (Novakova et al., 2010). 

L’IFN de type I a été montré comme responsable de la relocalisation du complexe HIRA 

au sein des PML NBs dans le cas des infections virales (cf. ci-dessous) (McFarlane et al., 

2019; Rai et al., 2017); il est ainsi envisageable que cette voie est également impliquée 

dans la relocalisation du complexe dans les cellules sénescentes. Cependant, l’IFN de 

type I est sécrété tardivement par les cellules sénescentes (Cecco et al., 2019) tandis que 

la relocalisation d’HIRA est relativement précoce (Zhang et al., 2005) ; ainsi une autre voie 

pourrait être impliquée dans la relocalisation du complexe HIRA lors de l’entrée des 

cellules en sénescence.  

Le complexe HIRA relocalise au sein des PML NBs à la suite d’une infection virale et de 

manière dépendante de la signalisation IFN :  

Le virus de l’herpès simplex 1 (HSV-1) est un pathogène humain neurotrope, responsable 

notamment des boutons de fièvre mais aussi de pathologies plus sévères comme les 

encéphalites herpétiques. Deux cycles se distinguent lors d’une infection HSV-1 : le cycle 

lytique et le cycle latent. Lors du cycle lytique, tous les gènes viraux sont exprimés 

conduisant à l’excrétion virale et la mort de la cellule hôte. Le cycle latent se déroule 

uniquement dans les neurones. La majorité des gènes viraux sont éteints via 

l’hétérochromatinisation du génome viral (Bloom et al., 2010; Cliffe et al., 2009; Deshmane 

and Fraser, 1989; Kwiatkowski et al., 2009) et son enfermement dans les PML NBs, 

formant les vDCP-NBs (Catez et al., 2012; Everett et al., 2007; Maroui et al., 2016). Dans 

un modèle d’infection avec un virus HSV-1 atténué dans des fibroblastes primaires 

humains permettant de reproduire la latence, le complexe HIRA relocalise avec le génome 

viral dans les PML NBs (Cohen et al., 2018; Rai et al., 2017). Le complexe HIRA est 

notamment important pour la chromatinisation du génome d’HSV-1 latent avec le variant 

H3.3 (Cohen et al., 2018). Rai et al. ont également montré que la transfection des cellules 
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avec un plasmide induit la relocalisation du complexe HIRA au sein des PML NBs et la 

chromatinisation du plasmide avec le variant H3.3, permettant d’étendre les résultats à de 

l’ADN nu étranger (Rai et al., 2017). En revanche, aucune des deux études n’a démontré 

un lien direct entre l’évènement de relocalisation dans les PML NBs et le processus de 

chromatinisation.  

La relocalisation du complexe HIRA dans les vDCP NBs est dépendante de la 

signalisation IFN (signalisation décrite en partie III.3). En effet, l’inhibition de la voie IFN 

prévient la relocalisation du complexe suite à une infection par HSV-1 (McFarlane et al., 

2019) et la stimulation de cellules non-infectées avec de l’IFN (type I et II) induit la 

relocalisation du complexe HIRA au sein des PML NBs (McFarlane et al., 2019; Rai et al., 

2017). Cette relocalisation n’est pas observée dans la plupart cellules cancéreuses (Rai 

et al., 2017). Ainsi, la signalisation induisant la relocalisation semble défectueuse dans les 

cellules transformées. En plus de son rôle dans la chromatinisation du génome viral, le 

complexe HIRA semble important pour l’induction des gènes stimulés par l’interféron 

(ISGs pour ‘Interferon Stimulated Genes’) (McFarlane et al., 2019). Ainsi, le complexe 

HIRA participerait à la réponse cellulaire antivirale. Supportant cette hypothèse, une étude 

portant sur le virus du SARS-Cov-2 (Severe Acute Respitory Syndrome Coronavirus 2) 

indique que la protéine HIRA a une activité antivirale (Wei et al., 2021). Une autre étude 

sur un autre modèle cellulaire a à l’inverse montré une activité provirale de la protéine 

HIRA suite à une infection par SARS-Cov-2 (Schneider et al., 2021). Plus largement, l’IFN 

est une cytokine sécrétée lors de l’inflammation, y compris dans des maladies chroniques 

(par ex. le lupus érythémateux systémique (SLE pour ‘Systemic Lupus Erythematosus’) 

ou certaines myopathies inflammatoires). On pourrait ainsi supposer que le complexe 

HIRA, en relocalisant dans les PML NBs, participe à ce contexte inflammatoire.  

Un des objectifs de ma thèse a été de caractériser le rôle de la relocalisation du complexe 

HIRA dans les PML NBs dans le cadre de la réponse inflammatoire. Dans le prochain 

chapitre, j’introduirai le processus de l’inflammation, les voies de signalisation et les 

différents médiateurs impliqués. Je m’intéresserai ensuite plus particulièrement à la voie 

de l’IFN, impliquée dans la relocalisation du complexe HIRA à la suite d’une infection 

virale. J’évoquerai aussi les liens découverts précédemment entre le complexe chaperon 

d’histone HIRA et la régulation de l’expression des ISGs en réponse à une signalisation à 

l’IFN de type I.   
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III. L’inflammation 
L’inflammation est un processus physiologique complexe et multifactoriel mis en place par 

l’organisme pour s’assurer de l’élimination de facteurs nocifs, enclencher une réponse 

immunitaire et favoriser la réparation des tissus endommagés (Medzhitov, 2008). Ainsi, 

une réponse inflammatoire maîtrisée permet de maintenir l’homéostasie de l’organisme ; 

en revanche, un dérèglement de la réponse inflammatoire peut conduire à de sérieux 

dommages, comme cela peut être observé à la suite de certaines infections virales (par 

ex. syndrome de détresse respiratoire aigüe induit notamment par les coronavirus 

(Channappanavar and Perlman, 2017; Coperchini et al., 2020; Mahmudpour et al., 2020)) 

ou dans des pathologies inflammatoires (par ex. les myopathies inflammatoires 

(Rayavarapu et al., 2013) ou la polyarthrite rhumatoïde (Guo et al., 2018)). L’inflammation 

d’un tissu est généralement caractérisée par 5 symptômes : la rougeur, l’enflure, la 

chaleur, la douleur et la perte de fonction du tissu (Hurley, 1972; Punchard et al., 2004). 

Ces symptômes sont le reflet d’une augmentation de la perméabilité de l’endothélium 

vasculaire, une fuite des composants du sérum et l’infiltration des cellules de l’immunité 

(Punchard et al., 2004). Dans ce chapitre, j’exposerai les différents inducteurs de 

l’inflammation ainsi que les facteurs nucléaires impliqués dans leur reconnaissance. Je 

détaillerai ensuite les différents médiateurs de la réponse inflammatoire. Par soucis de 

simplicité, je n’évoquerai dans cette partie que les médiateurs cytokiniques et 

chemoattractants impliqués dans l’inflammation mais il est important de noter que de 

nombreux autres médiateurs participent au processus inflammatoire, notamment les 

amines et peptides vasoactifs (par ex. l’histamine), les anaphylatoxines, les médiateurs 

lipidiques (càd. les eicosanoïdes et les facteurs d’activation plaquettaire) ou encore les 

enzymes protéolytiques (pour revue, voir Medzhitov, 2008). Dans une dernière partie, je 

m’intéresserai particulièrement à la signalisation de l’IFN de type I, qui semble 

particulièrement impliquée dans la relocalisation du complexe HIRA au sein des PML NBs 

après une infection virale.  

III.1. Les différents inducteurs de l’inflammation et leurs senseurs 
Les inducteurs de l’inflammation peuvent être classifiés en plusieurs catégories et sous-

catégories (Figure 20) (Medzhitov, 2008; Zindel and Kubes, 2020). Ces inducteurs 

peuvent tout d’abord être exogènes et provenant de l’environnement immédiat de 

l’organisme subissant l’inflammation. On compte parmi eux les inducteurs microbiens qui 

possèdent de nombreuses structures moléculaires conservées appelées PAMPs pour 

‘Pathogen-Associated Molecular Patterns’ ainsi que des facteurs de virulence participant 

à l’induction de l’inflammation (Medzhitov, 2008). Les inducteurs exogènes peuvent être 

aussi non-microbiens comme des particules étrangères retrouvées dans l’air ou dans 
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l’alimentation (appelés LAMPs exogènes pour ‘Lifestyle-associated Molecular Patterns’) 

ou des allergènes (Medzhitov, 2008; Zindel and Kubes, 2020). Les inducteurs endogènes 

(appelés DAMPs pour ‘Damage-associated Molecular Patterns’) proviennent eux du 

stress, endommagement ou mauvais fonctionnement d’un tissu, induisant la présence 

intra- et extracellulaire de molécules reconnues comme signal de danger par l’organisme.

Ainsi, l’apoptose ou la nécrose d’une cellule induit la libération de nombreuses molécules 

dans l’environnement, normalement indétectables car intracellulaires (Medzhitov, 2008; 

Zindel and Kubes, 2020). Plus récemment, il a également été montré que la présence 

d’ADN cytoplasmique du soi, suite à des dommages à l’ADN ou dans les cellules 

sénescentes, pouvait également induire une réponse inflammatoire (Dou et al., 2017; 

Glück et al., 2017; Harding et al., 2017; Mackenzie et al., 2017; Yang et al., 2017). De 

plus, la protéine ATM, impliquée dans la réponse au cassures double-brin est également 

capable d’induire la production d’IFN de type I (Brzostek-Racine et al., 2011; Yu et al., 

2015). Il existe également des LAMPs endogènes, par exemple des cristaux de 

cholestérol résultant d’une alimentation trop riche en matières grasses (Zindel and Kubes, 

2020).

Une large majorité des inducteurs de l’inflammation sont reconnus par des récepteurs 

appelés PRRs pour ‘Pattern Recognition Receptors’. Les différents PRRs peuvent être 

classés dans différentes familles en fonction de l’homologie de leurs domaines 

protéiques : les récepteurs Toll-like (TLRs), les récepteurs à lectin de type C (CLRs), les 

récepteurs NOD-like (NLRs), les récepteurs RIG-I-like (RLRs), les récepteurs AIM2-like 

Figure 20. Les différents types d’inducteurs de l’inflammation. (adaptée de Medhzitov, 2008 et Zindel 
and Kubes, 2020). Les inducteurs de l’inflammation peuvent être exogènes ou endogènes. Parmi les 
inducteurs exogènes, on peut retrouver des inducteurs microbiens ou non-microbiens provenant de 
l’environnement. Les inducteurs endogènes dérivent de tissus stressés, endommagés ou défaillants. ECM: 
Extracellular Matrix; PAMPs: Pathogen-Associated Molecular Patterns; LAMPs: Lifestyle-Associated 
Molecular Patters; DAMPs: Damage-Associated Molecular Patterns.
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(ALRs) et d’autres récepteurs d’ADN intracellulaires comme la protéine cGAS (Tableau 
2) (Brubaker et al., 2015; Takeuchi and Akira, 2010). Les PRRs reconnaissent différents 

types de molécules et permettent de répondre de manière adéquate aux divers PAMPs, 

DAMPs et LAMPs présents dans l’environnement tissulaire. La reconnaissance d’un 

ligand par un PRR induit par la suite l’activation d’une ou plusieurs voies de signalisation 

et la transcription de gènes clés dans le processus inflammatoire. 

 
Tableau 2. Les différentes familles de PRRs. Ce tableau, adapté de Brubaker et al., 2015 et Takeuchi and 
Akira, 2010 résume les différentes familles de PRRs, leurs membres, les domaines qu’il partagent et la 
nature des ligands qu’ils reconnaissent. 

 Familles de 
PRRs 

PRRs 
membres 

Domaines 
partagés Ligands Origines des 

ligands 

Récepteurs 
liés à la 

membrane 

Toll-like 
receptors 

(TLRs) 

TLR1-10 
chez 

l’homme, 
TLR1-9 et 
11-13 chez 

la souris 

LRR, TIR 

Lipoprotéines, 
Lipopolysaccharide, 

Flagelline, 
Protéines 

d’enveloppe virale, 
ARNsb, ARNdb, 

ADN CpG, LAMPs 
… 

Bactéries, virus, 
champignons, 

protozoaires, soi, 
environnement 

C-type lectin 
receptors 
(CLRs) 

Des 
centaines 
de CLRs 
recensés 

subdivisés 
en 17 

groupes 
Ex : 

Dectin-1, 
Dectin-2… 

C-type 
lectin Carbohydrates Bactéries, virus, 

champignons 

Récepteurs 
intracellulaires 
non liés à la 
membrane 

NOD-like 
receptors 
(NLRs) 

NOD1, 
NOD2, 

NLRC3-5, 
NLRP1-9 
et 11-14, 

NAIP1,-2,-
5 et -6 

Nucleotide 
binding, 

LRR 

Peptydoglycan, 
Flagellin, Toxines, 
acides nucléiques 
viraux, LAMPs… 

Bactéries, virus, 
soi, 

environnement 

RIG-I-like 
receptors 
(RLRs) 

RIG-I, 
MDA5, 
LGP2 

DExD/H 
helicase 

ARNdb, ADNdb 
(via l’activité de 

l’ARN Pol III) 

Essentiellement 
virus à ARN, 

mais peut 
reconnaître de 

l’ADN viral, 
bactérien ou du 
soi via l’activité 
de l’ARN Pol III 

AIM2-like 
receptors 
(ALRs) 

AIM2, 
IFI16 

PYRIN, 
HIN-200 ADNdb Bacteries, virus, 

soi 

Others 

cGAS, DAI, 
DNA-PK, 
MRE11, 

ATM 

n.a. ADNdb, DSBs Bactérie, virus, 
soi 
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III.2. Les différents médiateurs de l’inflammation

III.2.i. Les voies de signalisation sous les PRRs

Différentes voies de signalisation sont activées à la suite de la reconnaissance de ligands

en fonction des types de PRRs entrant en action. Ces dernières sont brièvement 

présentées ci-dessous et représentées en Figure 21. 

Figure 21. Les différentes voies de signalisation en aval des PRRs. Cette figure résume les différentes voies 
de signalisation stimulées par l’activation des PRRs. Par soucis de clarté, toutes les protéines impliquées dans 
les voies ne figurent pas sur le schéma. Brièvement, les récepteurs TLRs membranaires et endosomaux activent 
les voies MyD88 et TRIF, conduisant à l’activation de NF- B, AP-1, IRF3 et IRF7. Les récepteurs CLRs 
membranaires activent la voie NF- B et stimulent son activité via sa phosphorylation et son acétylation 
subséquente. Les récepteurs NLRs, en fonction de leur nature, peuvent activer la voie NF- B ou participer à la 
formation d’un inflammasome et la maturation d’IL-1 et IL-18. Les RLRs RIG-I et MDA5 activent la voie MAVS et 
permettent l’activation de NF- B et IRF3. Les ALR AIM2 et IFI16 peuvent permettre la formation d’un 
inflammasome et IFI16 stimule également la voie STING permettant la translocation nucléaire d’IRF3. De même, 
le récepteur d’ADN cytoplasmique cGAS participe également à l’activation de la voie STING en synthétisant 
cGAMP. ER: Endoplasmic reticulum; ERGIC: Endoplasmic reticulum-Golgi Intermediate Compartment.
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La signalisation des TLRs (Brubaker et al., 2015; Takeuchi and Akira, 2010) :  

Les récepteurs TLRs se situent à la membrane cytoplasmique (TLR1, 2, 4, 5 et 6) ou dans 

des endosomes (TLR3, 7, 8 et 9). Les voies de signalisation en aval des récepteurs TLRs 

sont les voies MyD88 (Myeloid Differenciation primary response protein 88) et TRIF (ou 

TICAM1 pour ‘TIR domain-containing adaptator molecule 1’). La voie MyD88 répond à 

l’activation de tous les TLRs à l’exception de TLR3 tandis que la voie TRIF est activée par 

la stimulation des récepteurs TLR3 et TLR4 qui reconnaissent respectivement de l’ARN 

double-brin (ARNdb) et des lipopolysaccharides/des protéines d’enveloppe virale. La 

stimulation de ces voies permet d’activer les facteurs de régulation de l’IFN IRF (Interferon 

Regulatory Factor) 3 et 7, le facteur de transcription NF- B et la voie MAPK (Mitogen-

Activated Protein Kinase), entraînant l’expression de nombreux facteurs pro-

inflammatoires. 

La signalisation des CLRs (Geijtenbeek and Gringhuis, 2009) :  

La famille des récepteurs CLRs étant très large, la liaison d’un ligand à ces derniers 

conduit à diverses conséquences. Les CLRs semblent néanmoins principalement activer 

directement NF- B (par ex. Dectin-1, Dectin-2 ou Mincle) ou moduler positivement (par 

ex., DC-SIGN) ou négativement (par ex. BDAC2, DCIR ou MICL) les signalisations 

médiées par les TLRs. 

La signalisation des NLRs (Mariathasan and Monack, 2007; Philpott and Girardin, 2010; 

Takeuchi and Akira, 2010) :  

C’est la portion N-terminale des NLRs qui définit la signalisation que leur activation va 

induire. Ainsi les NLRs NOD (Nucleotide binding Oligomerization Domain-containing) 1 et 

2 possèdent des domaines CARDs (Caspase Recruitment Domain) qui stimule la 

translocation de NF- B dans le noyau. D’autres NLRs (NLRPs, NAIPs et NLRC4) 

possèdent des domaines pyrines ou BIR (Baculovirus IAP Repeat) et s’associent avec la 

caspase-1 et la protéine ASC (Apoptosis-associated Speck-like protein containg a CARD) 

permettant l’activation de la caspase-1, pour former complexes appelés inflammasomes. 

Le nom de chaque inflammasome est défini par le NLR le constituant ; ainsi, un 

inflammasome constitué du NLR NLRP3 sera nommé inflammasome NLRP3. La caspase-

1 activée permet la maturation des protéines pro-IL-1  et pro-IL-18 pour former 

respectivement les cytokines IL-1  et IL-18.  
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La signalisation des RLRs (Takeuchi and Akira, 2010; Wu and Chen, 2014) : 

Les récepteurs RLRs sont principalement impliqués dans la reconnaissance des ARN 

viraux double brins et les intermédiaires de réplication double brins des ARN viraux 

simple-brin. On compte actuellement 3 membres dans cette famille : RIG-I (Retinoic acid 

Inducible Gene I), MDA5 (Melanoma Differenciation-Associated gene 5) et LGP2 

(Laboratory of Genetics and Physiology 2). RIG-I reconnaît des ARNdb relativement 

courts et la présence d’un triphosphate ou diphosphate à l’extrémité 5’ augmente son 

activité. Cette spécificité n’est pas retrouvée sur les ARN messagers (ARNm) de l’hôte et 

permet de distinguer les ARNs exogènes des ARNs du soi, prévenant ainsi une activation 

inadaptée de la voie. RIGI peut également reconnaître de l’ARN 5’PPP résultant de la 

transcription d’ADN riche en AT par l’ARN Polymérase III. Le récepteur MDA5 reconnaît 

lui plutôt de longs ARNs double brins (> à 2kb) ou des structures ARN à haut poids 

moléculaire constitué d’ARN simple-brin et d’ARN double-brin (retrouvés dans les virus 

EMCV ou de la vaccine). La liaison d’un ligand avec RIG-I ou MDA5 entraînent un 

réarrangement structural des protéines et la révélation de leurs domaines CARDs. Ces 

derniers peuvent interagir avec le domaine CARD de la protéine MAVS (Mitochrondial 

Antiviral Signaling protein) à la membrane externe mitochondriale. Cette interaction 

permet la polymérisation et l’agrégation de plusieurs protéines MAVS, favorisant la 

translocation nucléaire de NF- B et IRF3. Le rôle de LGP2, le troisième RLR de la famille, 

ne semble pas induire de voie de signalisation par lui-même. En effet, il ne possède pas 

de domaines CARDs. En revanche, une étude montre que LGP2 régule positivement 

l’activité de RIG-I et MDA5 en facilitant la reconnaissance d’ARN viraux (Satoh et al., 

2010).  

La signalisation des ALRs (Brubaker et al., 2015; Wu and Chen, 2014) :  

Les récepteurs ALRs reconnaissent de l’ADN double-brin. Le récepteur AIM2 (Absent In 

Melanoma 2) interagit avec l’adaptateur ASC permettant la formation d’un inflammasome 

après la reconnaissance d’ADN cytoplasmique et la génération d’IL-1  et d’IL-18. Le 

deuxième membre de la famille, IFI16 (Interferon gamma Inducible protein 16) possède 

deux fonctions dans le cytoplasme. Comme AIM2, il peut également former un 

inflammasome ; il participe également à induire la relocalisation de la protéine STING 

(Stimulator of Interferon Genes protein) du réticulum endoplasmique (RE) au 

compartiment intermédiaire RE/Golgi (CIREG ou ERGIC). STING va alors s’associer avec 

TBK1 (TANK Binding Kinase 1) et permettre la phosphorylation et la translocation de IRF3 

dans le noyau et l’activation des gènes d’IFN de type I. Contrairement à AIM2 qui se situe 

uniquement dans le cytoplasme, IFI16 peut également être retrouvé dans le noyau 
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cellulaire où il participe notamment à la répression épigénétique de plusieurs ADN viraux 

épisomaux (HSV-1, KSHV, HCMV et HPV-18) (Roy et al., 2019). Le mécanisme de 

distinction dans le noyau entre l’ADN étranger et l’ADN du soi n’est pas encore connu. 

La signalisation des autres senseurs de l’ADN cytoplasmique (Wu and Chen, 2014) :  

On retrouve d’autres senseurs de l’ADN cytoplasmique étranger ou du soi (mauvaise 

ségrégation chromosomique, sénescence cellulaire) et pouvant être impliqués dans 

l’induction de l’inflammation. DAI (DNA-dependent Activator of IFN-regulatory factors) fut 

le premier senseur décrit pouvant potentiellement induire la production d’IFN de type I. En 

effet, sa surexpression induit une augmentation de l’induction d’IFN à la suite d’une 

stimulation avec de l’ADN. De plus DAI s’associe avec TBK1 et IRF3. Cependant, 

l’absence de DAI n’impacte pas la capacité des cellules ou des souris à induire une 

réponse IFN. Des études d’inactivation des facteurs de réparation de l’ADN DNA-PK 

(DNA-dependent Protein Kinase) et MRE11 (Meiotic Recombination 11) ont montré qu’ils 

pourraient également être impliqués dans l’induction d’une réponse IFN en présence 

d’ADN cytoplasmique mais aucun mécanisme n’a pour le moment été décrit.  

En 2013, deux études ont mis en évidence la présence d’un nouveau senseur de l’ADN 

dans le cytoplasme : la protéine cGAS, une synthase de GMP-AMP cyclique (cGAMP) 

(Sun et al., 2013; Wu et al., 2013) (pour revue, voir Hopfner and Hornung, 2020). cGAS 

est une protéine d’environ 520 acides aminés possédant un domaine catalytique organisé 

en deux lobes structuraux avec un site actif à leur interface. L’activité catalytique du 

domaine n’est induite que lors de la liaison de cGAS avec de l’ADN résultant en un 

changement conformationnel. De plus, pour adopter une conformation active stable, cGAS 

doit s’assembler en homodimère, reconnaissant deux hélices d’ADN prise en sandwich 

entre les deux protéines cGAS. Les protéines cGAS possèdent deux sites de liaison à 

l’ADN, les sites A et B couvrant environ 16 à 18 pb d’ADN (Figure 22). L’activation de 

cGAS est dépendante de la longueur de l’ADN reconnu et les ADN courts n’induisent 

qu’une faible réponse. Les dimères de cGAS peuvent s’oligomériser et former des 

condensats, renforçant l’activité de cGAS (Du and Chen, 2018). La catalyse de cGAMP 

par cGAS implique deux réactions chimiques distinctes. Premièrement, cGAS récupère 

de l’ATP et du GTP comme substrat et transfère l’ATP sur le 2’OH du GTP. La deuxième 

réaction consiste au transfert du GTP sur le 3’OH de l’ATP. Une fois synthétisé, cGAMP 

est reconnu par la protéine STING qui transite du RE au CIREG. Comme décrit plus haut, 

l’activation de STING induit le recrutement de TBK1. TBK1 phosphoryle STING et permet 

le recrutement de IRF3 qui est également phosphorylé. IRF3 transloque alors dans le 

noyau et promeut la transcription des gènes d’IFN de type I. De façon moins importante 
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que les autres voies des PRRs, la stimulation de STING peut également activer les voies 

MAPK et NF- B (de Oliveira Mann et al., 2019). La protéine cGAS localise de manière 

constitutive principalement dans le noyau cellulaire dans lequel elle est séquestrée et 

inactivée par sa liaison aux nucléosomes (Boyer et al., 2020; Jiang et al., 2019; Kujirai et 

al., 2020; Michalski et al., 2020; Pathare et al., 2020; Volkman et al., 2019). En effet, sa 

liaison à un nucléosome masque le site de liaison à l’ADN B et empêche son activation 

catalytique (Figure 22). Son exportation du noyau vers le cytoplasme, et de ce fait son 

activation catalytique, nécessite l’action de la protéine CRM1 (Chromosome Region 

Maintenance 1) en réponse à la présence d’ADN cytoplasmique (Sun et al., 2021). De 

façon intéressante, la protéine cGAS nucléaire, du fait de sa liaison à la chromatine, 

prévient le processus de recombinaison homologue (Jiang et al., 2019; Liu et al., 2018).

III.2.ii. Les cytokines et chémokines médiatrices de l’inflammation

La reconnaissance de ligands par les différents PRRs mène à l’activation de 

l’inflammasome et des facteurs de transcription NF- B et AP-1. Ces derniers permettent 

l’expression et la sécrétion de nombreuses protéines participant au processus 

inflammatoire en promouvant la différenciation des cellules de l’immunité, en favorisant 

l’extravasation ou encore en stimulant la cicatrisation des tissus. Parmi les protéines

sécrétées on retrouve notamment les cytokines et chémokines IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 et

TNF . Ces protéines sont sécrétées par les cellules infectées, les cellules de l’immunité 

innée mais aussi par des cellules endommagées ou les cellules sénescentes (sécrétion 

du SASP). Le Tableau 3 donne un bref aperçu des effets de ces diverses cytokines dans 

Figure 22. L’inactivation de cGAS par sa liaison à un nucléosome. (Michalski et al., 
2020) Cette figure représente les deux formes de cGAS : la forme monomérique, inactive, 
lié au nucléosome dans le noyau (à gauche) et la forme dimérique, active, liée à l’ADN 
cytoplasmique (à droite). La liaison du domaine catalytique de cGAS aux histones H2A-H2B 
masque le site de liaison à l’ADN B (vert), empêche la reconnaissance d’ADN double brin et 
prévient l’activation catalytique de cGAS. 



 
 

69 

le processus inflammatoire. Plus de détails sont donnés ensuite pour les molécules IL-6, 

IL-8 et TNF , toutes les trois utilisées dans mes travaux de thèse.  

 
Tableau 3. Les cytokines et chémokines de l’inflammation. Ce tableau résume les différentes cytokines 
et chémokines impliquées dans le processus inflammatoire, leurs récepteurs ainsi que leurs effets. Plus de 
détails sont donnés dans le texte pour les protéines IL-6, IL-8 et TNF . 

Cytokine/chémokine Récepteur  
(cellules réceptrices) Effets Ref 

IL-1  et IL-1  
IL-1R  

(plupart des types 
cellulaires) 

 Induction d’une signalisation MyD88 
 expression de cytokines pro-

inflammatoires et d’IFN de type I 

 Promotion de la fièvre, la douleur, la 
vasodilatation et l’hypotension via la 
production de prostaglandine-E2, du 
facteur d’activation plaquettaire et de 
monoxyde d’azote 

 Promotion de l’infiltration des cellules 
de l’immunité via l’induction de 
l’expression des molécules 
d’adhésion) 

 Promotion de l’angiogenèse 

(Dinarello, 
2009; 
Mantovani et 
al., 2019) 

IL-33 

ST2 (cellules 
lymphoïdes de type II, 

lymphocytes Th2 et 
macrophages M2) 

 Induction d’une signalisation MyD88 
 expression de cytokines pro-

inflammatoires et d’IFN de type I 
 Stimulation d’une réponse 

immunitaire de type II 

(Mantovani et 
al., 2019) 

IL-18 
IL-18R (cellules 

lymphoïdes de type I et 
cellules NK)  

 Induction d’une signalisation MyD88 
 expression de cytokines pro-

inflammatoires et d’IFN de type I 
 Stimulation de la production d’IFN  
 Stimulation d’une réponse 

immunitaire de type I 

(Mantovani et 
al., 2019) 

IL-36 ,  et  

IL-36R (particulièrement 
au niveau des cellules 

de la peau, des 
poumons et des 

intestins) 

 Induction d’une signalisation MyD88 
 expression de cytokines pro-

inflammatoires et d’IFN de type I 

(Queen et al., 
2019) 

IL-6 
(cf. texte principal) 

IL-6R membranaire 
(macrophages, 

neutrophiles, cellules T 
et hépatocytes) ou IL-
6R soluble + gp130 

(tous les types 
cellulaires) 

 Effet anti-inflammatoire de l’activation 
d’IL-6R membranaire  promotion de 
la régénération 

 Effet pro-inflammatoire de l’activation 
d’IL-6R soluble  expression de 
chémokines, de molécules d’adhésion 
des lymphocytes, différenciation des 
cellules de l’immunité 

(Heinrich et 
al., 2003; 
Scheller et 
al., 2011) 

IL-8 (aussi appelée 
CXCL8) 

(cf. texte principal) 

CXCR1 ou CXCR2 
(leucocytes et quelques 

cellules non 
leucocytaires) 

 Pouvoir chimiotactique pour les 
cellules de l’immunité 

 Activation de NF-kB et expression 
des gènes associés 

 Promotion de la dégranulation et de 
l’explosion oxydative des neutrophiles 

(Ha et al., 
2017; Koch et 
al., 1992; 
Russo et al., 
2014) 
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IL-12 IL-12R (cellules NK et 
lymphocytes T) 

 Pouvoir chimiotactique pour les 
cellules NK 

 Différenciation des cellules NK et des 
lymphocytes T cytotoxiques 

 Stimulation de la production d’IFN  
par les cellules NK et Th1 

(Gee et al., 
2009) 

TNF  
(cf. texte principal) 

TNFR1 (tous les types 
cellulaires) ou TNFR2 
(cellules de l’immunité, 

neurones et cellules 
endothéliales) 

 Activation de NF- B et de la voie 
MAPK et expression des gènes 
associés 

 Possible induction de mort par 
apoptose ou nécroptose par 
l’activation de TNFR1 

 Stimulation de la production d’IFN  
 Promotion de l’infiltration des cellules 

de l’immunité  promotion de la 
vasodilatation et de l’expression de 
molécules d’adhésion au niveau des 
cellules endothéliales 

 Expansion et activation des 
lymphocytes T 

(Bradley, 
2008; 
Holbrook et 
al., 2019; 
Wajant et al., 
2003; Yarilina 
and Ivashkiv, 
2010) 

La cytokine IL-6 : 

La signalisation IL-6 est médiée par un complexe récepteur transmembranaire constitué 

d’une protéine de reconnaissance IL-6R et de deux protéines de transduction gp130 

(signalisation décrite dans Heinrich et al., 2003). Lorsque la cytokine IL-6 est sécrétée, 

elle est d’abord reconnue par IL-6R. Le complexe IL-6/IL-6R s’associe ensuite avec les 

deux protéines gp130. Cela permet ensuite le recrutement par gp130 des kinases JAK 

(Janus Kinase) et la phosphorylation du facteur de transcription STAT3 et dans une 

moindre mesure du facteur STAT1. Les facteurs STATs se dimérisent et transloquent 

dans le noyau pour induire l’expression de leurs gènes cibles. JAK permet également la 

phosphorylation de la tyrosine 759 de gp130, le recrutement de la phosphatase SHP2 et 

l’activation de la cascade de signalisation MAPK. La protéine gp130 est ubiquitaire ; en 

revanche, IL-6R n’est exprimée que sur un nombre limité de cellules, à savoir les 

macrophages, les neutrophiles, quelques types de cellules T et les hépatocytes (Scheller 

et al., 2011). Le récepteur IL-6R peut également être trouvé sous forme soluble grâce à 

l’action des protéases ADAM (A Disintegrin And Metalloproteinase) 10 et 17. ADAM10 est 

responsable de la lente digestion constitutive d’IL-6R tandis que ADAM17 est activée 

notamment par le contexte inflammatoire et permet la production massive d’IL-6R soluble 

dans ce contexte (Scheller et al., 2011). La forme soluble d’IL-6R reconnaît de la même 

manière IL-6 et peut former un complexe avec les protéines gp130 ; elle permet ainsi 

d’élargir le panel de cellules répondant à IL-6. Ainsi, on distingue deux types de 

signalisation médiée par IL-6 : la signalisation classique via le récepteur IL-6R 

membranaire et la signalisation trans via le récepteur IL-6R soluble (Scheller et al., 2011). 
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La signalisation classique est considérée comme anti-inflammatoire car promouvant la 

régénération. La signalisation trans, elle, joue un rôle pro-inflammatoire. En effet, elle 

permet de promouvoir le recrutement des monocytes au site de lésion en augmentant 

l’expression des chémokines les attirant. Elle augmente également l’expression des 

molécules d’adhésion des lymphocytes et des chémokines qu’ils reconnaissent, favorisant 

la transmigration de ces derniers. Le récepteur IL-6R soluble joue également un rôle 

important dans la différenciation des cellules de l’immunité (monocyte vers macrophage, 

lymphocytes B naïf vers plasmocytes, lymphocytes Thelper naïfs vers Th2 et Th17) 

(Scheller et al., 2011). 

La chémokine IL-8 : 

La chémokine IL-8, aussi appelée CXCL8 fut l’une des premières chémokines identifiées. 

Elle se lie à deux récepteurs couplés à la protéine G, les récepteurs CXCR1 et CXCR2 

(Ha et al., 2017). L’activation des récepteurs par IL-8 induit le détachement de la protéine 

G du récepteur et la dissociation des sous-unités G  de la sous-unité G  de la protéine 

G. La présence de G  dans le cytosol, induit l’activation de nombreuses voies de 

signalisation et l’activation de nombreuses kinases de stress et de croissance, dont MAPK, 

ERK1/2 (Extracellular signal-regulated kinase 1/2) ou JNK1 (c-Jun N-terminal Kinase 1), 

ainsi que le relargage de calcium, essentiel pour le chimiotaxie. Elle induit également 

l’activation de NF- B. Enfin, à la suite de l’activation de CXCR1 et non CXCR2, G  

stimule la production de ROS en activant la phospholipase D (Ha et al., 2017). Les 

récepteurs CXCR1 et CXCR2 sont particulièrement exprimés à la surface des leucocytes 

tels que les neutrophiles, les monocytes, les lymphocytes T cytotoxiques, les mastocytes, 

les basophiles, les cellules NK (Natural Killer) et les cellules myéloïdes suppressives 

(Russo et al., 2014). La détection d’IL-8 par ces cellules permet leur recrutement au site 

d’infection en suivant le gradient de chémokine. La cytokine IL-8 promeut également la 

dégranulation des neutrophiles. Enfin, l’activation de CXCR1 et l’augmentation de ROS 

dans les neutrophiles induit leur explosion oxydative (càd. la libération extracellulaire des 

ROS). Les récepteurs CXCR1 et CXCR2 sont également exprimés par des cellules non 

leucocytaires (Russo et al., 2014). L’activation des récepteurs sur ces cellules pourraient 

participer à plusieurs actions. Notamment, il a été montré que la cytokine IL-8 pouvait 

attirer les cellules endothéliales et ainsi promouvoir le phénomène d’angiogenèse (Koch 

et al., 1992).   

Le facteur de nécrose tumorale TNF  : 

Le facteur TNF présente une forme transmembranaire exprimée à la surface des cellules 

et une forme soluble active, médiée par le clivage de la forme membranaire par la 
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métalloprotéase TACE (Tumor necrosis factor Alpha Converting Enzyme) (Holbrook et al., 

2019; Wajant et al., 2003). Le facteur TNF  est reconnu par deux récepteurs 

transmembranaires : le récepteur TNFR1, exprimé de façon ubiquitaire, et le récepteur 

TNFR2, exprimé principalement à la surface des cellules de l’immunité, des neurones et 

des cellules endothéliales (Holbrook et al., 2019). Les deux récepteurs possèdent un site 

de reconnaissance du ligand similaire mais diffèrent par leur structure intracellulaire et leur 

liaison avec des protéines adaptatrices. Ainsi, le récepteur TNFR1 possède un ‘death 

domain’ DD permettant le recrutement de la protéine TRADD (TNFRSF1A Associated via 

Death Domain). Le récepteur TNFR2 ne possède lui pas de domaine DD et recrute à la 

place les protéines TRAF1 et TRAF2 (Holbrook et al., 2019; Wajant et al., 2003). Les deux 

récepteurs induisent l’activation des voies NF- B et MAPK, promouvant plutôt l’expression 

de leurs gènes cibles. Par ces voies, TNF  favorise également la prolifération et la survie 

cellulaire (Holbrook et al., 2019). Le récepteur TNFR1, grâce à sa liaison à TRADD, peut 

induire la mort cellulaire par apoptose ou nécroptose en fonction des circonstances 

physiologiques (Holbrook et al., 2019; Wajant et al., 2003). Il a également été montré que 

le traitement de macrophages avec du TNF  induisait la production d’IFN  via le facteur 

de transcription IRF1 (Yarilina and Ivashkiv, 2010). Le rôle pro-inflammatoire de TNF  

s’explique essentiellement par son impact sur les cellules endothéliales et la promotion du 

recrutement des cellules de l’immunité (Bradley, 2008). En effet, il favorise la 

vasodilatation et permet d’induire l’expression de différentes molécules d’adhésion à la 

surface des cellules endothéliales. Enfin, le TNF  participe à l’expansion et l’activation 

des lymphocytes T (Holbrook et al., 2019).  

L’activation des PRRs par un ligand induit également la phosphorylation et la translocation 

des facteurs de régulation des gènes d’IFN de type I, IRF3 et IRF7. Leur translocation 

dans le noyau permet l’expression des IFNs de type I, particulièrement impliqués dans 

l’immunité antivirale en interférant avec la réplication virale. Ces derniers sont également 

impliqués dans la réponse inflammatoire en promouvant par exemple la production de 

cytokines, les activités cytotoxiques des cellules NK et des lymphocytes T cytotoxiques ou 

en encore augmentant la présentation d’antigène pour stimuler l’immunité. Dans la 

prochaine partie, je détaillerai la voie de signalisation induite par les IFNs de type I et les 

gènes régulés par l’activation de cette dernière. Enfin, je reviendrai plus en détail sur le 

lien entre la réponse IFN et les régulations épigénétiques, et en particulier, l’implication 

éventuelle du complexe chaperon d’histone HIRA.  
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III.3. La signalisation IFN de type I  
Les interférons forment une famille de molécules qui se subdivisent en 3 classes (Type I, 

II, III) en fonction de leur homologie de séquence et du récepteur auquel ils se lient. La 

plus grande classe, les IFNs de type I, inclut plusieurs variants de l’IFN (13 variants chez 

l’humain, 14 chez la souris), l’IFN , l’IFN , l’IFN  et l’IFN . Il n’y a qu’un seul IFN de type 

II, l’IFN . Enfin, les IFNs de type III regroupent 4 variants de l’IFN . Les IFN  et l’IFN  

sont les IFNs de type I les plus étudiés car ils possèdent une action ubiquitaire, tandis que 

les IFN- , - et -  ont une action limitée à certains organes. Dans cette partie, le terme 

‘IFNs de type I’ désignera les IFNs  et .  

III.3.i. Les voies de signalisation activées par les IFNs de type I 

Les IFNs de type I se lient au récepteur IFNAR, un récepteur transmembranaire composé 

de 2 sous-unités, IFNAR1 et IFNAR2. La partie cytoplasmique de IFNAR1 est associée 

avec la kinase TYK2 (Tyrosne-protein Kinase 2) et celle de IFNAR2 est associée avec la 

kinase JAK1 (Janus Kinase 1). La dimérisation de IFNAR1 et IFNAR2 après la 

reconnaissance de l’IFN de type I permet l’interaction de TYK2 et JAK1 et leur activation 

par cross-phosphorylation. La liaison du ligand au récepteur IFNAR induit son 

internalisation par endocytose, importante pour induire une signalisation en aval. Les 

mécanismes impliqués dans l’endocytose du récepteur sont détaillés dans la revue Zanin 

et al., 2021.  

L’activation des kinases TYK2 et JAK1 favorisent l’induction de plusieurs voies de 

signalisation (Figure 23) (González-Navajas et al., 2012; Mazewski et al., 2020; Platanias, 

2005). La voie classique consiste en l’activation des protéines de la famille des STATs. 

En particulier, les kinases phosphorylent STAT1 et STAT2 qui hétérodimérisent et 

s’associent avec la protéine IRF9 pour former le complexe ISGF3 (IFN-stimulated gene 

factor 3). Ce dernier transloque dans le noyau où il se lie aux séquences ISRE (IFN-

stimulated response éléments) au niveau des promoteurs de certains gènes régulés par 

l’IFN (dont les ISGs pour IFN-stimulated genes). Les protéines STAT1 phosphorylées 

peuvent également s’homodimériser et se lier à des séquences GAS (IFN -activated 

sites), régulant la transcription de certains ISGs. TYK2 et JAK1 peuvent également 

phosphoryler les autres protéines STATs (STAT3, STAT4, STAT5 et STAT6) ; la 

phosphorylation et l’homodimérisation de STAT3 permettent par exemple sa liaison aux 

séquences SBE (STAT3-binding éléments), pour l’induction d’autres types d’ISGs. TYK2 

et JAK1 favorisent également l’activation de voies non-canoniques, telles que les voies 

MAPK, mTOR et CRKL (CRK-like protein). L’activation des voies MAPK et mTOR régule 

positivement la transcription et la traduction des ISGs tandis que CRKL promeut 

l’activation de RAP1 et inhibe le cycle cellulaire.  
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La signalisation IFN de type I est maintenue pendant une vingtaine de minutes après 

l’endocytose du récepteur IFNAR. La sous-unité IFNAR1 est ensuite dégradée dans les 

lysosome tandis que IFNAR2 est recyclée à la membrane ; la signalisation est alors 

rompue (Zanin et al., 2021). 

Plusieurs mécanismes de régulation sont mis en place par la cellule afin de prévenir une 

réponse trop élevée à l’IFN de type I (Schneider et al., 2014; Schreiber, 2017). Comme 

mentionné plus haut, l’endocytose et la dégradation lysosomale de IFNAR1 constitue une 

première couche de régulation. De plus, la protéine USP18, dont la transcription est 

Figure 23. Les voies de signalisation induites par le récepteur IFNAR. Ce schéma résume
les différentes voies de signalisation induite à la suite de la reconnaissance d’un IFN de type I 
par le récepteur IFNAR. (1) Les sous-unités IFNAR1 et IFNAR2 se situent à la membrane 
cytoplasmique. Elles sont respectivement associées avec les kinases TYK2 et JAK1. (2) La 
dimérisation des récepteurs à la suite de leur liaison avec l’IFN de type I induit la cross-
phosphorylation et l’activation des kinases. (3) Le récepteur est internalisé par endocytose. (4). 
Les kinases TYK2 et JAK1 activent plusieurs protéines cibles et plusieurs voies de 
signalisation. La phosphorylation de STAT1 et STAT2 induit leur hétérodimérisation, leur 
association avec IRF9, la translocation du complexe dans le noyau et sa liaison aux séquences 
ISRE, induisant la transcription de certains ISGs. Les protéines STAT1 dimérisées peuvent 
également se lier aux séquences GAS, permettant également la transcription de certains ISGs. 
JAK1 et TYK2 peuvent également activer les voies mTOR, MAPK et CRKL promouvant 
respectivement la traduction d’ARNm, la transcription et l’arrêt du cycle cellulaire.

Type I IFN 

Cytoplasmic
membrane
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stimulée par les IFNs de type I, se lie à IFNAR2 et prévient sa dimérisation avec IFNAR1, 

réduisant l’induction de la signalisation. L’inhibiteur de kinase SOCS1 (Suppressor Of 

Cytokine Signaling 1), un ISG, se lie à TYK2 et prévient son action. Enfin, les protéines 

PIAS se lient aux STATs phosphorylées et préviennent leur dimérisation.  

La signalisation IFNAR induit l’expression de nombreux gènes ISGs à la suite de liaison 

des protéines STATs sur les séquences ISRE et GAS au niveau du promoteur (Shaw et 

al., 2017; Veer et al., 2001). Les rôles de ces différents ISGs seront détaillés dans la 

prochaine partie. Beaucoup d’études se focalisent sur l’induction des ISGs mais il est 

important de noter qu’un certain nombre de gènes sont aussi régulés négativement par la 

signalisation IFNAR, les IRGs (IFN-Repressed Genes) (Der et al., 1998) et leur répression 

pourrait également jouer un rôle dans la réponse cellulaire à l’IFN de type I.  

III.3.ii. Les gènes induits par l’IFN (ISGs) 

Le nombre d’ISGs varie en fonction du type cellulaire et de l’espèce étudiés. L’ensemble 

des ISGs décrits dans la littérature (en fonction du type cellulaire, de l’espèce, du type 

d’IFN, de la dose, du temps de traitement) sont d’ailleurs répertoriés sur la base de 

données Interferome (www.interferome.org, Hertzog et al., 2011; Rusinova et al., 2013).  

Les premières études sur puces avec des cellules humaines et murines estimaient à plus 

de 300 gènes dont le niveau augmente d’au moins 2 fois à la suite d’une stimulation à 

l’IFN de type I ou II (Veer et al., 2001). Plus récemment, une étude des ISGs conduite sur 

les fibroblastes de différents vertébrés répertorie chez l’humain un peu plus de 2000 gènes 

régulés positivement par l’IFN de type I, soit environ 10% des gènes humains (Shaw et 

al., 2017). Contrairement à la plupart des études, cette dernière ne fixe pas de seuil pour 

le taux d’augmentation mais un seuil statistique avec un taux d’erreur inférieur à 5%. Dans 

cette même étude, les auteurs ont comparé les ISGs chez 10 espèces différentes de 

vertébrés et n’ont retrouvé que 62 ISGs communs, appelés ISGs cœurs, qui représentent 

les fonctions ancestrales du système IFN.  

L’analyse de la fonction des ISGs ont permis de les regrouper dans différentes catégories 

fonctionnelles (Figure 24) (Shaw et al., 2017; Veer et al., 2001). L’étude des 62 ISGs 

cœurs indique que les protéines qu’ils encodent sont principalement impliquées (1) dans 

la stimulation de la réponse immunitaire acquise en stimulant la présentation d’antigène 

(par ex. protéines HLA), la migration des leukocytes (par ex. CD47), l’activation des 

cellules cytotoxiques (par ex. IL15RA), (2) dans la modulation positive ou négative de la 

réponse IFN (par ex. certains PRRs, MyD88 ou STAT1/STAT2 pour la régulation positive 

et SOCS1 ou UPS18 pour la régulation négative), (3) dans l’ubiquitination et la 

dégradation des protéines (par ex. RNF213, RNF19B…) et (4) dans la réponse antivirale 
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en stimulant l’expression de gènes inhibant différentes étapes du cycle de réplication viral 

(par ex. PML, MX1, OAS1, ISG54/IFIT2…). On retrouve également certains gènes codant 

des protéines reliées au fonctionnement cellulaire, comme DNAJC13 impliquée dans le 

trafic des endosomes, FMR1 impliquée dans le transport intracellulaire des ARN et dans 

la régulation de la traduction des ARNm ou des facteurs de modification de la chromatine 

comme l’histone méthyltransférase SETDB2 d’H3K9 ou le complexe ligase E3 d’ubiquitine 

PARP9-DTX3L permettant l’ubiquitination de H2B, une marque épigénétique activatrice 

(Kroetz et al., 2015; Zhang et al., 2015b) (cf. partie III.3.iii). Enfin, la signalisation IFN 

induite par les dommages à l’ADN peut favoriser l’expression des cytokines du SASP et 

semble participer à l’induction de la sénescence cellulaire (Glück et al., 2017; Moiseeva 

et al., 2006; Yang et al., 2017; Yu et al., 2015). 

La stimulation à l’IFN peut également induire la transcription d’ARNs non codants et 

notamment des microARNs et des longs ARNs non-codants (lncRNAs), comme NeST, qui 

promeut la marque H3K4me3 au niveau du promoteur du gène codant pour IFN  et 

favorise sa transcription (Gomez et al., 2013; Schneider et al., 2014). 

Figure 24. Les différentes classes d’ISGs. (Veer et al., 2001) Cette figure récapitule les fonctions des 
différents gènes induits par les IFNs de type I et II chez l’homme et la souris. Dans cette étude, Veer et al. 
ont regroupé 335 gènes dont l’expression augmente d’au moins 2 fois à la suite d’un traitement IFN. Ils ont 
ensuite classé ces gènes en différentes catégories selon leur fonction. Les nombres entre parenthèses 
correspondent au nombre de gènes regroupés dans cette catégorie.    
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III.3.iii. Régulations épigénétiques induites par la signalisation IFN 

La signalisation IFN induit de nombreux changements chromatiniens au niveau des 

éléments régulateurs des ISGs mais aussi d’autres gènes dont l’expression n’est pas 

stimulée directement par la signalisation IFN. Ces différentes régulations permettent 

d’induire une réponse appropriée à la stimulation IFN et, dans certains contextes, 

favorisent une réponse plus rapide et plus forte lors d’une restimulation (pour revue, voir 

Barrat et al., 2019; Chen et al., 2017; Ivashkiv, 2018). 

A l’état quiescent, la plupart des promoteurs des ISGs sont hyperméthylés au niveau des 

CpG et présentent la marque d’histone répressive H3K9me2 médiée par la présence de 

la méthyltransférase G9a (Figure 25) (Chen et al., 2017; Coit et al., 2013, 2015; Fang et 

al., 2012). Ces marques permettent de maintenir ces gènes silencieux lorsqu’ils n’ont pas 

besoin d’être activés. De manière intéressante, chez les patients atteint de lupus 

érythémateux disséminé (SLE), les promoteurs des ISGs dans les neutrophiles et les 

lymphocytes T CD4+ sont significativement hypométhylés, résultant en une réponse plus 

importante à la signalisation IFN chez ses personnes (Coit et al., 2013, 2015). La 

méthyltransférase G9a est, elle, plus exprimée dans les fibroblastes que dans les cellules 

Figure 25. Les changements chromatiniens au niveau des 
promoteurs des ISGs à la suite d’une stimulation IFN de type I. 
(Chen et al., 2017) Les promoteurs des ISGs à l’état quiescent sont 
méthylés au niveau des CpG et sont enrichis en H3K9me2 mis en 
place par G9a. Suite à la stimulation, les marques répressives laissent 
place à des marques permissives de la transcription. Ainsi, STAT2 
recrute l’acétyltransférase GCN5 et permet l’acétylation d’H3. Le 
complexe DTX3L/PPAR9 en collaboration avec BRE1/RNF20 
induisent l’ubiquitination de H2B, une marque favorisant la 
transcription.  
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dendritiques, permettant une meilleure réponse de ces dernières à une stimulation IFN. 

La suppression de G9a dans les fibroblastes induit une augmentation de l’expression des 

ISGs à la suite d’une stimulation IFN et résulte en une réponse antivirale plus forte (Fang 

et al., 2012). Les ISGs sont également réprimés dans les macrophages par le long ARN 

non codant LincRNA-EPS et son interaction avec la protéine hnRNPL (Atianand et al., 

2016). Lors de l’activation du PRRs TLR2, l’expression de LincRNA-EPS est diminuée et 

l’inhibition est levée. 

Lors de l’activation du récepteur IFNAR, les marques répressives sont perdues 

(mécanisme non décrit) et des marques permissives sont mises en place (Figure 25). La 

protéine STAT2 recrute l’acétyltransférase GCN5 (General Control of amino acid protein 

5) au niveau des promoteurs, qui y établit des marques H3ac. Le ‘reader’ BRD4 

(Bromodomain protein 4) est ensuite recruté, facilitant l’élongation transcriptionnelle en se 

liant au facteur P-TEFb (Positive Transcription Elongation Factor) (Patel et al., 2013; 

Paulson et al., 2002). De plus, sous stimulation IFN de type I, la marque activatrice H2Bub 

est augmentée au niveau des promoteurs, rendant la chromatine plus accessible pour le 

processus de transcription (Zhang et al., 2015b). Enfin, les complexes remodeleurs de la 

chromatine BRG1 (BRM/SWI2-Related Gene 1) et BAF (BRG1-Associated Factor) sont 

également recrutés au niveau de certains ISGs, permettant l’ouverture de la chromatine 

et facilitant la transcription (Huang et al., 2002; Liu et al., 2002). 

Comme mentionné plus haut, l’IFN de type I induit la transcription du long ARN non codant 

NeST. Dans les lymphocytes T CD8+, ce dernier interagit avec la méthyltransférase WDR5 

qui catalyse la marque H3K4me3 au niveau du promoteur du gène codant pour IFN , 

favorisant sa transcription et une meilleure résistance de l’hôte aux infections à Salmonella 

enterica. En revanche, NeST favorise dans le même temps la persistance du virus de 

l’encéphalomyélite murine de Theiler (TMEV), dû à une altération de la magnitude ou du 

timing de la réponse inflammatoire (Gomez et al., 2013). 

Certains mécanismes épigénétiques de régulation négative de la réponse IFN existent 

également. Ainsi, la méthyltransférase SETDB2 est exprimée en réponse à l’IFN de type 

I dans des macrophages humains et murins, conduisant à l’augmentation de la marque 

H3K9me3 au niveau des promoteurs de ISGs et l’inhibition de la transcription de ces gènes 

(Kroetz et al., 2015). De même, l’expression du long ARN non-codant lincRNA-Cox2 est 

augmentée dans les macrophages dérivés de la moëlle épinière dans lesquels il joue un 

rôle inhibiteur sur l’expression de nombreux gènes, y compris certains ISGs (Carpenter et 

al., 2013). Cette inhibition est médiée par son interaction avec les protéines hnRNP-A/B 

et hnRNP-A2/B1.  
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La signalisation IFN induit également des changements chromatiniens au niveau des 

gènes non-ISGs. Par exemple, les gènes stimulés par le TNF  (IL6, TNF) sont 

généralement exprimés de manière transitoire puis sont fortement réprimés, un état 

appelé la tolérance. L’état de tolérance peut être prévenu dans des macrophages humains 

par une co-stimulation avec l’IFN  ; ce dernier permet la liaison coordonnée d’IRFs et de 

NF- B au niveau des enhancers et des promoteurs, permettant d’augmenter l’accessibilité 

de la chromatine et les marques d’histones positives comme H3K4me3. La chromatine 

est ainsi prête à la transcription, on parle de ‘primed chromatin’. Par la suite, la stimulation 

d’un TLR, même très faible, permettra une forte induction de l’expression des gènes 

stimulés par le TNF  (Park et al., 2017). Ce mécanisme de priming est aussi observable 

dans des monocytes humains stimulées à l’IFN  via l’action de STAT1 et IRF1 (Qiao et 

al., 2013). Leur liaison aux enhancers des gènes cibles de NF- B permettra ensuite une 

stimulation rapide ou importante de gènes inflammatoires lors de la stimulation d’un TLR. 

De manière intéressante, dans des macrophages murins, l’IFN  peut également induire 

l’apparition de nouveaux enhancers (appelés enhancers latents) en favorisant la liaison 

coopérative des facteurs STATs ou IRFs avec le facteur PU.1 (Ostuni et al., 2013). Ces 

derniers favorisent l’ouverture de la chromatine et l’établissement de la marque H3K4me1. 

Les enhancers latents persistent au moins 48h après le traitement IFN  et permettent 

l’induction des gènes associés après une stimulation cytokinique, conférant une mémoire 

transcriptionnelle à court terme.  

Le concept de mémoire transcriptionnelle lié à une stimulation IFN a également été mis 

en évidence récemment sur certains ISGs (Kamada et al., 2018). En effet, dans leur étude 

de 2018, Kamada et al. ont montré qu’environ la moitié des ISGs stimulés par l’IFN  

possèdent une mémoire transcriptionnelle dans des fibroblastes murins, permettant une 

transcription plus rapide et plus importante de ses gènes à la suite d’une re-stimulation. 

Ils définissent ces ISGs comme des ISGs mémoires. Contrairement au mécanisme décrit 

avant, cette mémoire transcriptionnelle n’est pas médiée par la rétention de facteurs de 

transcription au niveau des enhancers des ISGs ; dans ce contexte, elle coïncide avec 

l’acquisition du variant d’histone H3.3 et de la marque H3K36me3, plus particulièrement 

dans les parties TES des ISGs mémoires. La perte de ces marques réduit 

significativement la réponse mémoire de ces ISGs. Ils ont également montré que l’effet 

mémoire s’explique par un recrutement de l’ARN polymérase II plus rapide et à des 

niveaux plus importants sur les ISGs mémoires au moment de la restimulation. Enfin, les 

auteurs ont montré que le mécanisme de mémoire transcriptionnelle de certains ISGs est 

conservé dans les macrophages murins stimulés par l’IFN . Une étude similaire sur des 

cellules HeLa a en revanche démontré que H3.3 n’était conservée que temporairement 
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au niveau des ISGs mémoires (jusqu’à 2 jours après un traitement à l’IFN  quand la 

mémoire transcriptionnelle est maintenue jusqu’à 14 jours) (Siwek et al., 2020). Le 

mécanisme moléculaire derrière l’établissement des marques H3.3 et H3K36me3 est 

encore à définir mais le complexe chaperon d’histones HIRA, impliqué dans l’incorporation 

d’H3.3 dans des régions d’euchromatine, pourrait potentiellement jouer un rôle dans ce 

contexte. Étant donné sa relocalisation dans les PML NBs sous IFN, il est également 

envisageable que ces derniers servent de plateforme pour le dépôt d’H3.3 au niveau des 

ISGs mémoires. Cette hypothèse est supportée par l’observation d’un rapprochement 

spatial entre le cluster de gènes du complexe majeur d’histocompatibilité MHC-II (Major 

Histocompatibility Complex II) et les PML NBs lors du traitement à l’IFN  de cellules HeLa 

(Gialitakis et al., 2010). Dans cette même étude, les auteurs ont également montré 

l’importance de la protéine PML pour la transcription des gènes du complexe MHC-II et 

pour l’établissement d’une mémoire transcriptionnelle.  

Comme évoqué précédemment, les membres du complexe HIRA relocalisent dans les 

PML NBs également dans le contexte de la sénescence cellulaire. La signalisation derrière 

cette relocalisation est encore mal comprise. Les cellules sénescentes présentent des 

fragments d’ADN cytosoliques conduisant à la sécrétion d’IFN de type I (Dou et al., 2017; 

Glück et al., 2017). On pourrait donc imaginer que, comme dans le cas des infections 

virales par HSV-1, la relocalisation du complexe dans les cellules sénescentes soit induite 

par la voie de signalisation de l’IFN. Cependant, la production d’IFN de type I intervient 

tardivement dans le processus de sénescence (Cecco et al., 2019) tandis que la 

relocalisation du complexe HIRA a lieu dans les étapes précoces (Zhang et al., 2005). 

Ainsi, dans ces cellules, on peut supposer qu’une autre voie de signalisation est 

responsable la relocalisation. Les voies de réparation des cassures double-brin pourraient 

notamment être impliquées. En effet, les cellules sénescentes présentent une activation 

importantes de ces voies de réparation (Bartkova et al., 2006; Micco et al., 2006). Dans le 

cadre de ma thèse, j’ai donc cherché à savoir si l’induction de cassures double-brin pouvait 

induire la relocalisation du complexe HIRA dans les PML NBs. Le prochain chapitre vise 

à introduire les différents types de dommages à l’ADN auxquels une cellule peut être 

soumise. Je m’intéresserai ensuite plus particulièrement aux cassures double-brin et aux 

mécanismes cellulaires impliqués dans leur reconnaissance et leur résolution. Enfin je 

m’intéresserai aux mécanismes impliqués dans la reformation de la chromatine après la 

réparation de l’ADN.  
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IV. Les dommages à l’ADN 
IV.1. Les dommages à l’ADN et la réparation 

Les molécules d’ADN, bien que potentiellement protégées par leur organisation en 

chromatine, sont soumises à des dizaines de milliers de lésions par jour (Ciccia and 

Elledge, 2010). Ces dommages peuvent interférer avec les processus de transcription et 

de réplication, induire la mort cellulaire ou introduire des mutations pouvant être délétères 

pour l’organisme. Pour assurer la stabilité du génome face à ces attaques, les cellules 

possèdent différents mécanismes de reconnaissance et de réparation, les mécanismes 

de DDR (DNA Damage Response), dont la nature dépend du type de dommages auquel 

l’ADN est soumis. 

IV.1.i. Les différents types de dommages à l’ADN 

Les agents inducteurs de dommages peuvent être endogènes (en majorité) mais peuvent 

également exogènes, issus de l’environnement, de l’alimentation ou de traitements avec 

certains médicaments (Figure 26) (pour revue, voir Chatterjee and Walker, 2017; 

Dexheimer, 2013). La première source de dommages endogènes est l’hydrolyse 

spontanée des bases de l’ADN (Lindahl, 1993). L’hydrolyse de la liaison N-glycosidique 

entre la base et le désoxyribose produit un site abasique. On estime cette réaction à 

environ 10 000/cellule/jour. Les bases possédant un groupe amine exocyclique, comme 

la cytosine (C), l’adénine (A), la guanine (G) ou la 5-methyl cytosine (5mC) peuvent 

Figure 26. Les différents types de dommages à l’ADN et les voies de réparation qu’ils activent. 
(Dexheimer, 2013) Cette figure résume les différents agents inducteurs de dommages et les différents 
types de dommages qu’ils induisent. Par la suite, les différents dommages sont reconnus et réparés par 
les voies de réparation indiquées.   
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également être hydrolysées, un phénomène qu’on appelle la déamination, conduisant 

respectivement à la formation d’uracile, d’hypoxanthine et de thymine.  

L’ADN est également sensible aux dommages induits par les molécules réactives 

produites naturellement par le métabolisme cellulaire, comme les ROS ou les espèces 

réactives de l’azote (RNS pour ‘Reactive Nitrogen Species’) (Cadet et al., 1997). Ces 

molécules génèrent différents dommages oxydatifs comme des modifications de bases, 

la génération de sites abasiques, des cassures simple- et double-brin ou la liaison 

covalente de protéines à l’ADN (dommage DPC (DNA-Protein Crosslink)). En plus des 

dommages oxydatifs, les bases d’ADN sont sujettes à l’alkylation par des agents 

endogènes, consistant en l’ajout d’un groupe alkyl (méthyl, chloroéthyl, etc…) sur les 

atomes azotes de l’anneau ou sur les atomes oxygènes extracycliques (Fu et al., 2012).  

Les dommages endogènes peuvent également résulter d’une erreur de réplication de la 

polymérase, générant des incompatibilités de bases, des insertions et des délétions 

(McCulloch and Kunkel, 2008). De même, certains mécanismes de DDRs cités plus bas 

peuvent être sources d’erreurs. 

Plusieurs agents exogènes sont également susceptibles de causer des dommages à 

l’ADN (Chatterjee and Walker, 2017; Dexheimer, 2013). On peut citer par exemple les 

rayons UV (ultraviolets), causant la dimérisation covalente de bases pyrimidines 

adjacentes. Les radiations ionisantes (IR), retrouvées dans la nature mais aussi dans 

certains traitements médicaux comme la radiothérapie, induisent diverses lésions de 

l’ADN dont les plus sévères sont les cassures double-brin (DSBs pour ‘Double-Strand 

Breaks). Plusieurs médicaments utilisés dans le traitement de diverses pathologies dont 

le cancer, ont également été développés pour induire des dommages à l’ADN et provoquer 

la mort cellulaire. Parmi ces traitements, les agents alkylants (par ex. le méthyl méthane 

sulfonate ou le témozolomide) et les inhibiteurs de topoisomérase I ou II (par ex. 

respectivement, la camptothécine ou l’étoposide), causent des cassures simple- et 

double-brin. Enfin, l’ADN peut être endommagé par des facteurs retrouvés dans 

l’alimentation dont les N-nitrosamines, les amines hétérocycliques et des hydrocarbones 

aromatiques. Ces derniers sont également retrouvés dans les émissions atmosphériques 

comme dans la fumée de cigarette ou les gaz d’échappement des voitures. 

IV.1.ii. Les différentes voies de réparation de l’ADN : les DNA-damage 

response (DDR) 

Chez les mammifères, on répertorie au moins 10 voies pour la réparation des différentes 

lésions citées plus haut : la réparation d’incompatibilités (MMR pour ‘Mismatch Repair’), 

l’excision de bases (BER pour ‘Base Excision Repair’), l’excision de nucléotides (NER 
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pour ‘Nucleotide Excision Repair’), la réparation par la méthylguanine méthyltransférase 

(MGMT), la voie de l’anémie de Fanconi (FA pour ‘Fanconi Anemia’), la synthèse 

translésionnelle (TLS pour ‘Translesion Synthesis’), la ligature d’extrémités non-

homologues (NHEJ pour ‘Non-Homologous End Joining’), la recombinaison homologue 

(HR pour ‘Homologous Recombination’), l’hybridation simple-brin (SSA pour ‘Single-

Strand Annealing’) et la ligature d’extrémités non-homologues alternative (alt-EJ pour 

‘Alternative End Joining’) 

La voie MMR reconnaît les incompatibilités, les insertions et délétions pour éviter la 

propagation de mutations avec les divisions cellulaires (Liu et al., 2017). La voie BER 

permet quant à elle la réparation de bases d’ADN endommagées n’impactant pas la 

structure de l’hélice d’ADN (Zharkov, 2008). Typiquement, la voie BER est impliquée dans 

la reconnaissance et réparation des bases modifiées (oxydation, alkylation), des sites 

abasiques ou des cassures simple-brin. La voie NER reconnaît les dommages induisant 

une distorsion de l’hélice d’ADN, comme les lésions induites par les rayons UV (Schärer, 

2013). Elle est subdivisée en 2 sous-voies : la NER couplée à la transcription (TC-NER 

pour ‘Transcription coupled NER’) et la NER du génome global (GG-NER pour ‘Global 

Genomic NER). L’enzyme MGMT est impliquée dans la réparation des guanines 

méthylées provoquées par les agents alkylants (Soll et al., 2017; Yu et al., 2020). Elle joue 

d’ailleurs un rôle important dans la résistance aux chimiothérapies aux agents alkylants et 

constitue une cible intéressante pour le traitement des tumeurs. La voie FA permet la 

réparation des liaisons covalentes inter-brins (ICLs pour ‘Interstrand Crosslink’) (Ceccaldi 

et al., 2016a). Cette voie est perturbée dans l’anémie de Fanconi, une maladie génétique 

résultant en une plus grande sensibilité aux ICLs et une prédisposition à l’insuffisance 

médullaire et au développement de cancers. La voie TLS est une voie particulière dans le 

sens qu’elle ne corrige pas le dommage mais permet la tolérance du dommage au moment 

de la réplication grâce à l’action de polymérases, principalement celles de la famille Y et 

de la polymérase (Sale, 2013). Ce mécanisme permet notamment d’éviter l’arrêt du cycle 

cellulaire provoqué par les autres processus de réparation de l’ADN. Enfin, les voies HR, 

SSA, NHEJ et alt-EJ sont impliquées dans la réparation des DSBs. Leurs mécanismes 

moléculaires seront décrits dans la prochaine partie. 

IV.1.iii. Les cassures double-brin : reconnaissance et réparation 

Les DSBs sont des lésions hautement toxiques pour les cellules. Pour assurer la 

réparation de ces cassures, les cellules de vertébrés possèdent plusieurs voies de 

réparation, dont la mobilisation semble en partie dépendre du cycle cellulaire et du 

contexte chromatinien (pour revue, voir Scully et al., 2019). On compte 4 voies de 

réparation des cassures double-brin dont deux principales, la NHEJ et la HR, et deux plus 
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accessoires, la SSA et la alt-EJ (Figure 27). Les protéines impliquées dans les différentes 

voies de réparation et leurs fonctions sont résumées dans le Tableau 4. 

Tableau 4. Les différentes protéines impliquées dans la réparation des DSBs et leurs fonctions. (basé 
sur Pannunzio et al., 2018; Wright et al., 2018; Sallmyr and Tomkinson, 2018)  Ce tableau résume les protéines 
impliquées dans les différentes voies de réparation des DSB et leurs fonctions. Les abréviations des 
différentes protéines sont détaillées à la fin du tableau. 

Voie de réparation Protéines impliquées  Fonction 

Non-homologous end-
joining (NHEJ) 

 Ku70-Ku80  reconnaissance des extrémités, inhibition de la résection 

 DNA-PK  activation de Artemis + établissement de la marque H2AX 

 Artemis  génération d’une coupe franche  
 LIG4  ligation des extrémités 

 XRCC4 et XLF  protéines d’échafaudage pour la réparation 

Homologous 
recombination (HR) 

 Complexe MRN (MRE11, RAD50 et NBS1)  initiation de la résection 
des extrémités, recrutement et activation de ATM 

 CtIP  initiation résection des extrémités 

 ATM  stimulation de la résection, établissement de la marque H2AX, 
activation de des voies IFN, p53 et CHK2 associées aux DSBs 

 EXO1, BLM et complexe BRCA1/BARD1  poursuite de la résection 
des extrémités 

 RPA  prévention d’un mauvais appariement, point d’ancrage pour 
ATR 

 ATR  établissement de la marque H2AX, activation de la voie CHK1 
associée aux DSBs 

 Complexe BRCA2-DSS1  déplacement des protéines RPA 

Figure 27. Les différentes voies de réparation des cassures double-brins (DSBs). (Ceccaldi et al., 
2016b) Les DSBs peuvent être réparées par 4 voies de réparation. (A) La NHEJ (non-homologous end 
joining) permet la ligation des extrémités n’ayant pas subit la résection. (B) La HR (homologous 
recombination) nécessite la résection des extrémités. Elle repose sur la recombinaison entre les 
chromatides sœurs du chromosome en phase S et G2. (C) La SSA (single-strand annealing) repose sur 
l’homologie de deux séquences répétées. (D) L’alt-EJ (alternative end joining) repose la plupart du temps 
sur la recherche de microhomologies entre les deux brins, bien qu’elles ne soient pas nécessaires. 
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 Filaments de RAD51  recherche d’homologie de séquence par 
invasion de la chromatide sœur et formation de la D-loop 

 ADN polymérase   extension du brin envahisseur 

 FANCM, BLM et RTEL1  désassemblage de la D-loop 

Single-strand annealing 
(SSA) 

 Complexe MRN, CtIP, ATM, RPA et ATR  cf. HR 

 RAD52  déplacement des protéines RPA et rapprochement des 
extrémités pour la recherche d’homologie entre les séquences répétées 

 ERCC1/XPF  clivage des extrémités 3’ non complémentaires 

 Ligase I  ligation des extrémités 

Alternative end-joining 
(alt-EJ) 

 Complexe MRN, CtIP, ATM, RPA et ATR  cf. HR 

 PARP-1  rapprochement des extrémités 

 ADN polymérase   déplacement des protéines RPA et extension de 
l’ADN 

 Complexe LigIII/XRCC1  ligation des extrémités 

DNA-PK: DNA-dependent Protein Kinase; LIG4: Ligase IV; XRCC4: X-ray Repair Cross-Complementing 
4; XLF: XRCC4-Like Factor; MRE11: Meiotic Recombination 11; NBS1: Nijmegen Breakage Syndrome 1; 
CtIP: CTBP-Interacting Protein; ATM: Ataxia Telangiectasia Mutated; EXO1: Exonuclease 1; BLM: Bloom 
syndrome protein; BRCA1: Breast Cancer susceptibility 1 protein; BARD1: BRCA1 Associated RING 
Domain 1; RPA: Replication Protein A; ATR: Ataxia Telangiectasia mutated and Rad3 related; BRCA2: 
Breast Cancer susceptibility 2 protein; DSS1: Deleted in Split hand/Split foot protein 1; FANCM: Fanconi 
Anemia Complementation Group M; RTEL1: Regulator of Telomere Elongation helicase 1; ERCC1: 
Excision Repair Cross-Complementing 1; XPF: Xeroderma Pigmentosum complementation group F; 
PARP-1: Poly(ADP-Ribose) Polymerase 1;  XRCC1: X-ray Repair Cross-Complementing 1 

La NHEJ (Figure 27(A)) (Pannunzio et al., 2018) est initiée par la liaison de complexes 

Ku70-Ku80 à chaque extrémité de la cassure et préviennent la résection des extrémités 

(càd. la digestion par une nucléase d’un des brins pour générer de l’ADN simple-brin). 

Cette étape est suivie par la génération d’une coupe franche par la nucléase Artemis et la 

ligation des extrémités cohésives par la LIG4. La délétion ou l’insertion de quelques 

nucléotides pour générer des extrémités cohésives font de la NHEJ une voie 

potentiellement mutagène.  

La réparation par HR (Figure 27(B)) (Wright et al., 2018) se base sur la recherche 

d’homologie. Elle nécessite donc la présence d’un modèle trouvé au niveau de la 

chromatide sœur du chromosome. Ainsi, à l’inverse de la NHEJ qui est active tout au long 

du cycle cellulaire, la réparation par HR est restreinte aux phases S et G2. La HR permet 

la réparation des cassures à la suite de la résection des extrémités et la génération d’ADN 

simple-brin. La résection est suivie d’une étape de recombinaison entre les deux 

chromatides. Des filaments de protéines RAD51 se lient à l’ADN simple brin et permettent 

la recherche d’homologie par l’invasion de la chromatide sœur. Si une homologie est 

trouvée, le brin de la chromatide sœur non apparié est déplacé pour former une boucle de 

déplacement (ou D-loop). Le brin envahisseur est étendu par l’ADN polymérase . Il existe 
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2 sous-voies dans la HR : la voie SDSA (Synthesis-Dependent Strand Annealing) où le 

brin envahisseur ne provient que d’une extrémité de la cassure, et la dHJ (Double Holliday 

Junction), où les brins résectés des deux extrémités envahissent la chromatide sœur. La 

HR par dHJ peut conduire à des crossing-over entre les chromatides ; néanmoins, la 

réparation par HR est plus fiable que la NHEJ et moins mutagène. La réparation par HR 

peut être inhibée par la présence de cGAS nucléaire liée à la chromatine (Jiang et al., 

2019; Liu et al., 2018). En effet, cGAS est capable d’oligomériser, compactant ainsi la 

chromatine liée et empêchant ainsi l’invasion médiée par les filaments de RAD51 (Jiang 

et al., 2019). Ainsi, lorsqu’elle est nucléaire, la protéine cGAS favorise l’instabilité 

génomique et est promotrice de tumeur (Jiang et al., 2019; Liu et al., 2018). 

Les voies SSA et alt-EJ (Figure 27(C) et (D)) sont des voies de réparation plus alternatives 

car elles génèrent automatiquement des délétions ou des insertions et sont donc sources 

de mutations (Sallmyr and Tomkinson, 2018). Les deux voies reposent comme la HR sur 

la résection des extrémités au niveau du site de cassure et la recherche d’homologie. La 

SSA repose sur la rechercher d’homologies entre deux séquences répétées, l’alt-EJ 

repose elle sur la recherche de micro-homologie. 

Le choix de la voie de réparation des DSBs dépend de plusieurs facteurs (Ceccaldi et al., 

2016; Scully et al., 2019). La voie NHEJ est la voie de réparation principale, car la plus 

rapide. Elle est favorisée par l’action de 53BP1 qui prévient la résection des extrémités et 

facilite la liaison de Ku70-Ku80. A l’inverse, les kinases CDK, dont l’expression 

augmentent au moment de la phase S, facilitent l’initiation de la résection. De même 

l’expression des gènes impliqués dans la HR est augmentée entre la phase G1 et S. Le 

choix de la voie de réparation semble aussi dépendre du contexte chromatinien. Ainsi, les 

régions d’hétérochromatine et les régions transcriptionnellement actives semblent être 

préférentiellement réparées par HR, les marques épigénétiques spécifiques à ces régions 

permettant le recrutement de protéines impliquées dans cette voie de réparation (Aymard 

et al., 2014; Ferrand et al., 2021; Goodarzi et al., 2008). 

Comment les protéines impliquées dans la réparation des DSBs sont-elles ciblées aux 

sites de cassures ? Les études sur les PML NBs laissent supposer que ces structures 

jouent un rôle important dans la reconnaissance des DSBs et dans le processus de 

réparation, plus particulièrement par HR (Tableau 1 en partie II.2.ii) (Carbone et al., 2002; 

Chang et al., 2018; Dellaire and Bazett Jones, 2004; Dellaire et al., 2006a; di Masi et al., 

2016; Vancurova et al., 2019; Yeung et al., 2012). Dans la prochaine partie, j’aborderai 

ainsi les différentes études suggérant une implication des PML NBs dans le processus de 

HR.  
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IV.1.iv. L’implication des PML-NBs dans la recombinaison homologue 

L’idée d’une implication des PML NBs dans la réparation des DSBs vient initialement de 

la description de la localisation de nombreuses protéines de la réparation au sein de ces 

structures nucléaires avant et/ou après l’induction de DSBs (répertoriées dans Dellaire 

and Bazett Jones, 2004). Ainsi, comme évoqué dans le Tableau 1 en partie II.2.ii, les 

protéines BLM, RAD51, RPA et ATR localisent dans une fraction de PML NBs avant et 

après l’induction de dommages (Barr et al., 2003; Bischof et al., 2001; Wang et al., 2001; 

Zhong et al., 1999). Les membres MRE11 et NSB1 du complexes MRN localisent dans 

les PML NBs dans les cellules non endommagées (Mirzoeva and Petrini, 2001). Lors 

d’une irradiation, les protéines quittent les corps nucléaires pour relocaliser sur les sites 

de cassures (Mirzoeva and Petrini, 2001). Une étude plus précise de la dynamique de 

MRE11 a montré que la protéine co-localise de nouveau avec les PML NBs à partir de 8-

12h après l’irradiation et est co-localise complètement après 24h (Carbone et al., 2002). 

Pour finir, les protéines ATM et BRCA1 relocalisent dans les PML NBs avec la protéine 

de signalisation TOPBP1 après l’induction de DSBs par irradiation (les trois protéines co-

localisent à 8h post-irradiation, les temps plus précoces n’ayant pas été investigués) (Xu 

et al., 2003).  

Dans les années 2000, des observations de microscopie ont montrés que les PML NBs 

augmentent en nombre suite à l’induction de DSBs et sont juxtaposées aux sites de 

cassures (Carbone et al., 2002; Dellaire and Bazett Jones, 2004; Dellaire et al., 2006a). 

Les PML NBs sont alors qualifiés de senseurs des cassures double-brin. La juxtaposition 

des PML NBs avec les sites de cassures augmente graduellement après l’induction du 

dommage : ainsi, environ 20% des PML NBs juxtaposent des sites de dommages 2 à 4h 

après une irradiation et ce pourcentage atteint les 60% après 8h (Carbone et al., 2002). 

Des études plus précises sur l’implication des PML NBs dans la réparation des dommages 

ont montré que ces derniers sont importants pour la réparation par HR et non la réparation 

par NHEJ (Vancurova et al., 2019; Yeung et al., 2012). Plus précisément, les PML NBs 

ne sont pas impliqués dans la reconnaissance des cassures double-brin ou la formation 

des foyers RAD51 mais sont essentiels pour le bon déroulement des étapes tardives de 

la HR (Yeung et al., 2012), pouvant expliquer leur association graduelle avec les sites de 

dommages. 

Le rôle important des PML NBs dans la réparation des DSBs est supporté par l’observation 

d’un défaut de réparation des DSBs dans les cellules de patients atteints d’APL, maladie 

dans laquelle la protéine PML est fusionnée avec la protéine RAR (di Masi et al., 2016). 

De plus, des cellules épithéliales humaines PML-/- montrent une plus grande sensibilité 
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aux faibles doses d’IR et aux dommages induits par la mitomycine C, la cisplatine ou la 

camptothécine (Vancurova et al., 2019).  

Le mécanisme moléculaire derrière le recrutement des PML NBs aux sites de cassures 

semble reposer sur le recrutement de 53BP1 au site de dommage (Vancurova et al., 

2019). En effet, la suppression de 53BP1 et de RNF168 (protéine requise pour le 

recrutement de 53BP1), induit une diminution de la juxtaposition des PML NBs et des sites 

de cassures. L’augmentation du nombre de PML NBs est quant à elle  dépendante de 

l’expression des protéines ATR, ATM, NBS1 et de la protéine checkpoint kinase CHK2 

(voir ci-dessous) (Dellaire et al., 2006a). 

IV.1.v. Les différentes voies de signalisation induites par les cassures double-

brin 

L’induction de DSBs induit une cascade de signalisation en grande partie grâce à 

l’activation des protéines ATR (Ataxia Telangiectasia mutated and Rad3-related homolog) 

et ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) (Figure 28) (Awasthi et al., 2015; Blackford and 

Jackson, 2017). Tout d’abord, ATR et ATM phosphorylent respectivement les protéines 

checkpoint kinases 1 et 2 (CHK1 et CHK2) (Chaturvedi et al., 1999; Guo et al., 2000; 

Hekmat-Nejad et al., 2000; Liu et al., 2000; Matsuoka et al., 1998, 2000; Zhao and 

Piwnica-Worms, 2001). L’activation de CHK1 et CHK2 conduit à un arrêt temporaire du 

cycle cellulaire afin de procéder à la réparation des cassures. La protéine ATM est 

également capable de phosphoryler la protéine p53 (Banin et al., 1998; Canman et al., 

1998; Siliciano et al., 1997), promouvant l’arrêt du cycle cellulaire temporaire ou 

permanent (la sénescence cellulaire) ou pouvant promouvoir la mort cellulaire par 

apoptose. ATM régule également le processus de transcription au site de dommage en 

activant le complexe de remodelage de la chromatine PBAF, empêchant ainsi l’élongation 

de l’ARN polymérase II (Kakarougkas et al., 2014). Enfin comme évoqué précédemment, 

ATM peut également conduire à la production d’IFN par la cellule et stimuler l’inflammation 

(Brzostek-Racine et al., 2011; Yu et al., 2015). 

Les DSBs peuvent également induire une réponse inflammatoire via la reconnaissance 

d’ADN cytoplasmique par la voie cGAS-STING (Figure 28) (Harding et al., 2017; 

Mackenzie et al., 2017). En effet, un défaut d’arrêt du cycle cellulaire après un dommage 

conduit à la formation de micro-noyaux, reconnus par la protéine cGAS cytoplasmique. 

Cette dernière promeut l’activation de la voie STING, évoquée dans la partie III.2.i, et la 

sécrétion d’IFN de type I.  
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IV.2. La réparation de l’ADN et la chromatine 
La structure de la chromatine a une influence sur le processus de réparation (pour revue, 

voir Aleksandrov et al., 2020; Ferrand et al., 2021; Soria et al., 2012). En effet, pour faciliter 

le processus de réparation, la chromatine doit être ‘préparée’. Elle est ensuite ‘réparée’ et 

sa structure initiale doit être ‘restaurée’ afin d’assurer l’intégrité de la chromatine et 

permettre le bon déroulement des processus cellulaire de réplication et de transcription 

(concept de ‘Access/prime, repair, restore’ introduit par Smerdon, 1991).  Dans cette 

partie, je m’intéresserai aux processus impliqués dans la réparation des dommages chez 

les mammifères mais beaucoup d’études sur le lien entre la chromatine et la réparation 

ont été conduites chez la levure et la drosophile, certains mécanismes étant conservés 

chez les mammifères et d’autres pouvant différer. 

IV.2.i. Les caractéristiques épigénétiques du processus de réparation : la 

‘préparation’ et la ‘réparation’ de la chromatine 

Pour préparer la chromatine au processus de réparation, la chromatine subit une 

décompaction facilitant l’accès au site de lésion par la machinerie de réparation (Ferrand 

et al., 2021; Soria et al., 2012). Plusieurs mécanismes sont impliqués dans le relâchement 

de la chromatine associée à la réparation. Premièrement, certaines marques d’histones 

Figure 28. Les différentes voies de signalisation induites par les cassures double brin. L’induction 
de DSBs induit l’activation des kinases ATM et ATR. Ces dernières phosphorylent respectivement CHK2 
et CHK1, qui promeuvent l’arrêt du cycle cellulaire. L’activation d’ATM induit également la phosphorylation 
et l’activation de p53, impliquée dans l’induction de la sénescence et de l’apoptose. Enfin, il a été montré 
que l’activation d’ATM pouvait conduire à l’expression d’IFN de type I. De plus, si la mitose a lieu après 
l’induction de DSBs, cela conduit à la formation de micro-noyaux, reconnus par la protéine cGAS 
cytoplasmique. Cette dernière synthétise du cGAMP et active la voie STING, induisant l’expression d’IFN 
de type I. 
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favorisent la décompaction de la structure chromatinienne. Ainsi, les acétyltransférases 

d’histones p300 et TIP60 favorisent la relaxation de la chromatine respectivement après 

des dommages aux UV ou des DSBs (Murr et al., 2006; Rubbi and Milner, 2003). La 

marque H2BK120ub (établie par les ubiquitine ligases RNF20 et RNF40) semble 

également jouer un rôle dans la décompaction de la chromatine induite par DSBs (Oliveira 

et al., 2014). En effet, les cellules déficientes pour la RNF20 recrutent difficilement les 

facteurs de réparation des DSBs. Ce recrutement est rétabli lorsque les cellules sont 

traitées à la chloroquine, un agent induisant le relâchement de la chromatine. L’addition 

de chaînes de poly(ADP-ribose) (PAR) par la protéine PARP1 induit également une 

décompaction de la chromatine en promouvant l’éviction des histones (Luijsterburg et al., 

2016; Sellou et al., 2016; Smith et al., 2018; Yang et al., 2020). Les histones peuvent être 

également évincées de la chromatine par l’action de protéines de remodelage (par ex. 

p400, INO80) (van Attikum et al., 2007; Courilleau et al., 2012; Li and Tyler, 2016) et de 

protéines chaperons d’histones (par ex. ANP32E, FACT, nucléoline) (Goldstein et al., 

2013; Gursoy-Yuzugullu et al., 2015; Yang et al., 2020). Enfin, les histones peuvent être 

également dégradées par le protéasome en réponse aux dommages de l’ADN (Hauer et 

al., 2017). 

Afin d’assurer une bonne réparation des dommages, le processus de transcription doit 

être stoppé. Cela permet également d’éviter la production de transcrits mutés. Plusieurs 

marques d’histones permettent de contrôler l’arrêt de la transcription au niveau du site de 

lésion. On peut ainsi citer les marques H2AK119ub pour les dommages UV et DSBs 

(Bergink et al., 2006; Ismail et al., 2010; Kakarougkas et al., 2014; Sanchez et al., 2016; 

Shanbhag et al., 2010; Ui et al., 2015) et H3K27me3 pour les DSBs (Abu-Zhayia et al., 

2018; Chou et al., 2010; O’Hagan et al., 2008, 2011). L’ubiquitine ligase RNF8 permet 

également une polyubiquitination sur une lysine non définie de H2A à la suite de DSB, 

réduisant l’activité transcriptionnelle (Paul and Wang, 2017). Enfin, au niveau des DSBs, 

le complexe répressif NuRD est recruté à la suite de la déméthylation de H3K4 et 

l’acétylation de H4 (Gong et al., 2015, 2017).  

Le paysage épigénétique au niveau de la lésion participe au processus de réparation 

(Figure 29). Dans le cas de cassures double-brin, la phosphorylation de la sérine 139 de 

H2AX est la plus décrite (H2AXS139P ou H2AX) (Rogakou et al., 1998). Cette marque 

est majoritairement établie par la kinase ATM mais peut également être médiée par ATR 

ou DNA-PK (Blackford and Jackson, 2017). La marque H2AX s’étend tout le long du TAD 

dans lequel la cassure à lieu (Arnould et al., 2021) et permet d’établir un environnement 

favorable au mécanisme de réparation. En effet, elle permet le recrutement de facteurs 

impliqués dans la signalisation des dommages et leur réparation. La marque H2AX sert 
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notamment de plateforme de liaison pour la protéine MDC1 (Mediator of DNA damage 

Checkpoint protein 1) (Stucki et al., 2005). La protéine MDC1 se lie avec la protéine NBS1 

du complexe MRN (Chapman and Jackson, 2008; Melander et al., 2008; Spycher et al., 

2008). Cela pourrait conduire à une accentuation du recrutement de ATM et une 

augmentation de la signalisation associée aux DSBs (Blackford and Jackson, 2017). La 

protéine MDC1 liée à H2AX permet aussi le recrutement de l’ubiquitine ligase RNF8 

(Huen et al., 2007; Kolas et al., 2007; Mailand et al., 2007). RNF8, en plus de la 

polyubiquitination de H2A décrite plus haut, stimule également l’ubiquitination de l’histone 

Figure 29. Les marques épigénétiques associées aux dommages à l’ADN. (Ferrand 
et al., 2021) Cette figure illustre les différentes marques épigénétiques associées avec la 
réparation de l’ADN et détaillées dans le texte principal.    



 
 
92 

de liaison H1 et le recrutement d’une autre ubiquitine ligase, RNF168 (Thorslund et al., 

2015). Cette dernière ubiquitine à son tour l’histone H2A sur la lysine 13 ou 15 

(H2AK13/15ub) qui permet le recrutement de 53BP1 et favorise la réparation de la lésion 

par NHEJ (Fradet-Turcotte et al., 2013; Mattiroli et al., 2012; Thorslund et al., 2015). 

L’ubiquitination de H2A peut être étendue par RNF8 et RNF168 afin de recruter le 

complexe BRCA1-BARD1 qui favorise la réparation par HR (Gatti et al., 2015; Kim et al., 

2007; Sobhian et al., 2007; Yan et al., 2007). Les DSBs induisent également 

l’établissement de la marque H2BK120ub. Cette dernière favorise la réparation par HR 

mais le mécanisme moléculaire n’est pas encore connu (Evangelista et al., 2018; Moyal 

et al., 2011; Nakamura et al., 2011; Zheng et al., 2018). H2BK120 peut également être 

déubiquitinylée puis acétylée par le complexe SAGA, favorisant la réparation par HR et 

NHEJ (Clouaire et al., 2018; Kim et al., 2019; Ramachandran et al., 2016). La marque 

H3K36me3, enrichie dans les régions transcriptionnellement actives, favorise la réparation 

des DSBs par HR (Aymard et al., 2014; Carvalho et al., 2014; Daugaard et al., 2012; 

Pfister et al., 2014). En effet, elle est reconnue par la protéine LEDGF (Lens Epithelial 

Derived Growth Factor) qui interagit avec le facteur de résection CtIP (Aymard et al., 2014; 

Daugaard et al., 2012). La marque H3K36me3 favorise également la réparation de 

dommages par les voies de réparations TC-NER et MMR (Li et al., 2013; Lim et al., 2017). 

H3K36me3 peut être convertie en H3K36me2 par la protéine MMSET et favoriser la 

réparation par NHEJ (Fnu et al., 2011). La marque H4K20me2 (marque régulée par le 

cycle cellulaire) participe au choix de la voie de réparation pour les DSBs ; en effet, la 

marque est reconnue par 53BP1 favorisant la réparation par NHEJ (Botuyan et al., 2006; 

Clouaire et al., 2018; Hsiao and Mizzen, 2013; Pei et al., 2011; Tuzon et al., 2014) mais 

au cours de la réplication, elle est diluée et la lysine non méthylée est reconnue par des 

complexes promouvant la HR (càd. TONSL-MMS22L et BRCA1-BARD1) (Nakamura et 

al., 2019; Saredi et al., 2016). La marque H3K9me3, enrichie dans les régions 

d’hétérochromatine, favorise le recrutement de l’acétyltransférase TIP60, favorisant la 

réparation des DSBs par HR (Sun et al., 2009; Tang et al., 2013). Enfin, la lysine H3K56, 

marquant l’ADN nouvellement répliqué, est désacétylée par les protéines HDAC1/2 ou 

SIRT6 en réponse aux DSBs (Miller et al., 2010; Toiber et al., 2013). HDAC1/2 stimule la 

réparation par NHEJ quand SIRT6 favorise la réparation par NHEJ et HR.  

Le processus de réparation des lésions induites par UV, la NER, est également stimulée 

par l’établissement ou l’enlèvement de marques épigénétiques particulières. Ainsi, comme 

pour les DSBs, la marque H3K56ac est enlevée (Battu et al., 2011). Cela participe à l’arrêt 

du cycle cellulaire associé à la réparation. Les marques H3K14 et K27 sont également 

désacétylées pour favoriser le recrutement du senseur XPC (Kakumu et al., 2017). En 
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revanche, l’acétylation de H3K9 est favorisée au niveau des lésions UV, stimulant la 

réparation par NER (Guo et al., 2011). La triméthylation de H3K4 participe également à la 

réparation par NER en favorisant le recrutement de XPC (Balbo Pogliano et al., 2017). 

Les variants d’histones jouent également un rôle dans la réparation des dommages. Ainsi, 

le variant H3.3 est important pour la réparation des DSBs par NHEJ et HR (Juhász et al., 

2018; Luijsterburg et al., 2016), mais pas pour la réparation des dommages UV (Adam et 

al., 2013). Le variant H2AZ pourrait également jouer un rôle dans le choix de réparation 

des DSBs mais sa contribution est encore discutée (Clouaire et al., 2018; Ferrand et al., 

2021). Le variant MacroH2A s’accumule aussi au niveau de la chromatine en réponse à 

l’induction de DSBs où il favorise le recrutement de BRCA1 et la réparation par HR 

(Clouaire et al., 2018; Khurana et al., 2014; Kim et al., 2018; Timinszky et al., 2009; Xu et 

al., 2012).  

IV.2.ii. Le rétablissement de la structure chromatinienne après la réparation : 

la ‘restauration’  

Une fois le processus de réparation de l’ADN effectué, il est important de rétablir une 

structure chromatinienne correcte (Ferrand et al., 2021; Soria et al., 2012). Au niveau des 

DSBs réparés par NHEJ, les chaperons d’histones CAF-1 et HIRA incorporent H3.1/2 ou 

H3.3 (Li and Tyler, 2016). Cette étude ne fait cependant pas la distinction entre les 

histones préexistantes et les histones nouvellement synthétisées. La technologie SNAP-

tag permet d’observer l’incorporation d’histones nouvellement synthétisées. Cette 

technologie a permis de montrer une incorporation d’histones H3.1/2 nouvellement 

synthétisées au niveau des DSBs (Luijsterburg et al., 2016; Polo et al., 2006) ; elle a 

également permis de montrer une incorporation d’histones H3.3 nouvellement 

synthétisées au niveau des DSBs médiée par la protéine de remodelage CHD2 et par le 

complexe DAXX/ATRX (Juhász et al., 2018; Luijsterburg et al., 2016). En plus de 

l’incorporation d’histone, les marques associées à la réparation doivent être retirées. Ainsi, 

les phosphatases PP1, PP2A, PP4, PP6 et WIP1 permettent la déphosphorylation de 

H2AX (Chowdhury et al., 2005, 2008; Nakada et al., 2008; Nazarov et al., 2003) tandis 

que la déubiquitinase USP16 permet de retirer la marque H2AK119ub et favorise la reprise 

de la transcription (Shanbhag et al., 2010).  

Au niveau des lésions UV, les chaperons CAF-1 et HIRA sont impliqués dans le dépôt 

d’histones H3.1/2 ou H3.3 nouvellement synthétisées (Adam et al., 2013; Fortuny et al., 

2021; Polo et al., 2006). Le chaperon d’histone FACT favorise lui l’incorporation de 

nouvelles histones H2A et H2AX (Dinant et al., 2013; Piquet et al., 2018). 
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Plusieurs questions restent encore à résoudre concernant le rétablissement de la 

chromatine après la réparation de l’ADN et en particulier le maintien ou non du paysage 

épigénétique d’origine. En effet, les histones nouvellement synthétisées ne portent pas 

forcément les marques présentent sur les histones parentales. Ces nouvelles histones 

pourraient éventuellement marquées la chromatine réparée et servir d’empreinte dans les 

régions facilement dommageables et permettre une réparation plus rapide en cas de 

nouvelle lésion (Ferrand et al., 2021; Soria et al., 2012).  

  



 
 

95 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Questions biologiques 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



96

I. Les trois grandes questions biologiques investiguées
Mon projet de thèse visait à mieux comprendre la relation entre le complexe chaperon 

d’histone HIRA et les PML NB ainsi que l’impact de sa relocalisation sur la dynamique de 

la chromatine dans un contexte inflammatoire et de cassures de l’ADN. En particulier, j’ai 

focalisé mes recherches sur 3 questions principales : (1) quelle(s) voie(s) de signalisation 

est (sont) impliquée(s) dans la relocalisation de HIRA dans les PML NBs ? ; (2) quel est 

le mécanisme moléculaire associé au recrutement de HIRA au sein des PML NBs ? ; (3) 

quel est l’impact de la relocalisation de HIRA dans les PML NB sur la dynamique de la 

chromatine ? (Figure 30). 

(1) Quelles voies de signalisation sont impliquées dans la relocalisation du 
complexe HIRA dans les PML NBs ? 

Deux études sont sorties au cours de ma thèse décrivant l’implication de la voie IFN dans

la relocalisation du complexe HIRA dans les PML NBs (McFarlane et al., 2019; Rai et al., 

2017) (observation également faite dans mes travaux). Cependant, comme décrit en 

introduction, plusieurs molécules sont sécrétées lors d’une infection virale et plus 

Figure 30. Schéma des 3 principales questions investiguées au cours de ma thèse. Lorsque des 
cellules primaires sont soumises à un stress tel qu’une infection virale ou l’induction de la sénescence, le 
complexe chaperon d’histones HIRA relocalise dans les PML NBs. Peu de choses sont jusqu’à présent 
connu sur le mécanisme derrière cette relocalisation et son rôle. Ce schéma résume les 3 questions 
biologiques investiguées au cours de ma thèse concernant la signalisation, le mécanisme moléculaire et 
l’impact de la relocalisation du complexe HIRA dans les PML NBs.   
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largement dans un contexte inflammatoire, comme les cytokines IL-6, IL-8 ou encore le 

TNF . De plus, comme évoqué en introduction, la sécrétion d’IFN de type I par les cellules 

sénescentes est un évènement plutôt tardif alors que la relocalisation du complexe HIRA 

en sénescence est observée très précocement (Cecco et al., 2019; Zhang et al., 2005). 

Ainsi, au cours de ma thèse, j’ai cherché à regarder si d’autres voies de signalisation, en 

plus de la voie IFN, pouvaient être impliquées dans la relocalisation d’HIRA au sein des 

PML NBs.  

(2) Quel est le mécanisme moléculaire impliqué dans le recrutement du 
complexe HIRA dans les PML NBs ?  

Les protéines clientes des PML NBs sont couramment recrutées au sein de ces structures 

via des interactions entre des motifs SIMs sur les protéines partenaires et la protéine PML 

SUMOylée (Sahin et al., 2014a). En revanche, aucun mécanisme moléculaire n’a pour le 

moment été décrit pour le recrutement de HIRA au sein des PML NBs. L’hypothèse la plus 

évidente repose sur un recrutement via des interactions SIM-SUMO. Ainsi, à travers 

différentes stratégies, j’ai cherché à valider ou infirmer cette hypothèse et à décrypter le 

mécanisme moléculaire impliqué dans le recrutement de HIRA dans les PML NBs.  

(3) Quel est l’impact fonctionnel de la relocalisation du complexe HIRA au sein 
des PML NBs, en particulier sur la dynamique de la chromatine ?  

L’impact fonctionnel de la relocalisation du complexe HIRA au sein des PML NBs est 

encore mal compris. Les PML NBs ont été proposé comme facilitant l’acheminement du 

variant H3.3 et de ses chaperons du nucléoplasme vers la chromatine (Corpet et al., 2014; 

Delbarre et al., 2013). De plus, les PML NBs sont juxtaposés à certaines régions 

chromatiniennes, le plus souvent des régions transcriptionnellement actives. Sous 

condition de stress, le complexe HIRA pourrait ainsi être recruté au sein des PML NBs 

pour agir sur des régions chromatiniennes où son action est requise. J’ai donc cherché à 

visualiser si des régions cibles pouvaient se trouver à proximité des PML NBs après 

l’induction de la relocalisation du complexe HIRA (par exemple, les gènes induits par l’IFN 

(ISGs) dans le cas de la relocalisation induite par l’inflammation). J’ai également cherché 

à savoir si ces régions pouvaient être associées avec le variant H3.3 déposé par le 

complexe HIRA.  
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II. Modèle cellulaire utilisé 
Dans le cadre de ma thèse, l’utilisation de cellules primaires est requise car la 

relocalisation du complexe HIRA dans les PML NBs n’est pas observée dans des lignées 

cancéreuses. Ainsi, j’ai utilisé principalement comme modèle cellulaire des fibroblastes 

primaires humains de type BJ (Figure 31), prélevés sur des prépuces de nouveau-nés. 

Les fibroblastes sont des cellules adhérentes du tissu conjonctif, couramment utilisées 

dans les études de sénescence. En effet, ce type cellulaire fût utilisé dans les années 

1960 par Leonard Hayflick pour la première description de la sénescence réplicative 

(Hayflick, 1965; Hayflick and Moorhead, 1961), démocratisant le modèle pour les études 

suivantes.   

Les BJ sont des fibroblastes relativement faciles à cultiver car ils ne nécessitent pas d’être 

mis en présence de facteurs particuliers ou de pousser sur un revêtement spécial. En 

comparaison aux autres fibroblastes, les BJ présentent une longue durée de vie et 

peuvent proliférer jusqu’à un maximum de 72 doublements de population (données issues 

de la fiche technique d’ATCC (CRL-2522)). Ces cellules sont couramment utilisées dans 

le laboratoire et bien maîtrisées (Cohen et al., 2018; Maroui et al., 2016). Elles ont donc 

été naturellement choisies pour mes travaux de thèse. Néanmoins, il est important de 

noter que, comparées à d’autres fibroblastes, les cellules BJ expriment des niveaux très 

faibles de la protéine p16 (un inducteur de la sénescence), pouvant apporter un biais sur 

certaines expériences, notamment sur les expériences de sénescence.  

  

Figure 31. Fibroblastes BJ en culture. 
(Images issues de la fiche technique 
d’ATCC (ref CRL-2522)) Les cellules BJ 
sont fusiformes. A confluence, les 
cellules forment des faisceaux.   
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Résumé 
 
Les corps nucléaires PML (PML NBs) sont des organelles sans membrane physiquement 
associé avec la chromatine soulignant leur rôle crucial dans la fonction du génome. Le 
complexe chaperon d’histones HIRA localise dans les PML NBs dans les cellules 
sénescentes ou sous infection virale. Cependant, les mécanismes moléculaires de cette 
accumulation et sa fonction dans la régulation de la dynamique des histones restent peu 
compris. Ici, nous montrons que deux voies indépendantes, les réponses inflammatoires 
et aux dommages à l’ADN, induisent la relocalisation d’HIRA dans les PML NBs. En 
utilisant des siRNAs spécifiques et des protéines Affimers, nous identifions les interactions 
intermoléculaires SUMO-SIM comme un mécanisme essentiel pour le recrutement de 
HIRA dans les corps nucléaires. Sous stimulation IFN-I, PML est requise pour la régulation 
positive immédiate des gènes stimulés par l’interféron (ISGs), ce qui corrèle avec la 
juxtaposition des loci ISGs avec les PML NBs. HIRA et PML sont nécessaires pour le 
dépôt prolongé d’H3.3 dans la région distale des ISGs, bien après le pic de transcription. 
Enfin, la perte d’H3.3 empêche l’arrêt de la transcription des ISGs. Nous proposons que 
l’accumulation d’HIRA dans les PML NBs régule le dépôt d’H3.3 au niveau des ISGs 
juxtaposant les PML NBs pour contrôler leur transcription et la réponse inflammatoire. 
 
Abstract 

Promyelocytic Leukemia Nuclear Bodies (PML NBs) are nuclear membrane-less 
organelles physically associated with chromatin underscoring their crucial role in genome 
function. The H3.3 histone chaperone complex HIRA localizes in PML NBs upon 
senescence or viral infection. Yet, the molecular mechanisms of this partitioning and its 
function in regulating histone dynamics have remained elusive. Here we show that two 
independent pathways, including the DNA damage and inflammatory responses, trigger 
HIRA relocalization in PML NBs. Using specific siRNAs and protein Affimers, we identify 
intermolecular SUMO-SIM interactions as an essential mechanism for HIRA recruitment 
in the nuclear bodies. Upon IFN-I stimulation, PML is required for the immediate 
transcriptional upregulation of interferon-stimulated genes (ISGs), which correlates with 
the juxtaposition of ISGs loci with PML NBs. HIRA and PML are necessary for the 
prolonged H3.3 deposition in the distal region of ISGs, well beyond the peak of 
transcription. Finally, abrogation of H3.3 prevents ISGs transcriptional shut-off. We 
propose that HIRA partitioning in PML NBs regulates H3.3 deposition on ISGs juxtaposed 
to PML NBs to control their transcription, which has physiological implications for 
inflammatory responses. 
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Results 
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Supplementary Figure 1. Impact of senescence and SASP cytokines on HIRA 
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Supplementary Figure 2. HIRA complex relocalizes in PML NBs upon DNA 
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Supplementary Figure 3. HIRA relocalization in PML NBs does not depend on 
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mutations do not impact its localization in PML NBs 
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Supplem entary Figure 3
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Supplem entary Figure 5
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Supplem entary Figure 7
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II. Résultats supplémentaires 
Outre les résultats présentés précédemment dans le manuscrit, mes travaux de thèse ont 

permis d’explorer d’autres questions, en particulier sur la relocalisation d’HIRA dans les 

PML NBs en réponse aux DSBs. Ces résultats supplémentaires sont présentés dans cette 

partie. 

Nos résultats ont montré que le traitement de cellules avec des agents génotoxiques 

générateurs de DSBs induit la relocalisation du complexe HIRA dans les PML NBs de 

façon indépendante de la voie IFN. Le recrutement de HIRA dans les PML NBs sous 

étoposide est dépendant d’une interaction SIM-SUMO, comme pour la relocalisation 

induite par l’IFN. De façon intéressante, la relocalisation corrèle avec une juxtaposition 

des PML NBs et des sites de dommage à l’ADN, juxtaposition observée dans de 

nombreuses autres études (Carbone et al., 2002; Dellaire and Bazett-Jones, 2004; 

Dellaire et al., 2006a; Vancurova et al., 2019; Yeung et al., 2012). Nous avons donc voulu 

regarder plus en détail le mécanisme de relocalisation d’HIRA dans les PML NBs et de 

juxtaposition aux sites de dommages. 

Matériels et méthodes complémentaires 

Une grande partie des matériels et méthodes est décrit dans le manuscrit d’article 

scientifique. Cependant, les résultats supplémentaires présentés ci-dessous m’amènent 

à préciser de nouveaux éléments. 

Plasmides supplémentaires 

Les transgènes GFP-Flag-cGAS WT et mCat (E225A D227A) ont été obtenus par PCR 

en utilisant le plasmide pTRIP-CMV-GFP-Flag-cGAS WT ou mCat (Addgene, #86675 et 

#86674) comme modèle et ont été clonés dans le plasmide pLVX-TetOne résistant à la 

puromycine, avec les enzymes de restriction BstZ17I et AgeI. Les mutations pour la 

résistance au sicGAS #01 et pour le transgène GFP-Flag-cGAS mDNA-BD (C396A 

C397A) ont été réalisées par mutagenèse dirigée comme décrit précédemment. 

Séquences siRNAs supplémentaires 

Le protocole de transfection avec un siRNA utilisé est décrit dans le matériel et méthode 

du manuscrit d’article. Les siRNAs utilisés pour les études supplémentaires et leurs 

séquences sont résumés dans le Tableau 5. 
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Tableau 5. Liste des siRNAs utilisés dans les résultats supplémentaires. 

siRNA Séquence 

sicGAS #01 5’CGUGAAGAUUUCUGCACCUdTdT 

sicGAS #02 5’GCAAAAGUUAGGAAGCAACdTdT 

siLuc 5’CGUACGCGGAAUACUUCGAdTdT 

siSTING 5’CCUCAUCAGUGGAAUGGAAdTdT 

Anticorps supplémentaires 

La liste des anticorps supplémentaires utilisés ainsi que les espèces chez lesquelles ils 

ont été produit, les références et les dilutions sont résumées dans le Tableau 6. 

Tableau 6. Liste des anticorps utilisés dans les résultats supplémentaires. 

Antibody Species Reference Dilution   
IF WB 

Actin Rabbit polyclonal Sigma 
A2066 

 1:1000 

 
cGAS 

Rabbit 
monoclonal 

(clone D1D3G) 

Cell Signaling 
15102 

 
1:100 

 
1:500 

 
H2AX #01 

Mouse 
monoclonal 
(clone 6L16) 

Millipore 
05-636 

 
1:500 

 
1:1000 

H2AX #02 Rabbit polyclonal Abcam 
ab2893 1:500 1:1000 

HA #01 Rabbit polyclonal Abcam 
Ab9110 1:1000  

 
HIRA #01 

Mouse 
monoclonal 

(clone WC119) 
Active Motif 

3558 

 
1:500 

 
1:1000 

 
HIRA #02 

Mouse 
monoclonal 

(clone WC119) 

Millipore 
04-1488 

 
1:500 

 
1:1000 

 
PML #01 

Mouse 
monoclonal 

(clone PG-M3) 

Santa Cruz 
sc-966 

 
1:200 

 

PML #02 Rabbit polyclonal Santa Cruz 
sc-5621 1:200 1:1000 

PML #03 Rabbit polyclonal Sigma 
PLA0172 1:50000 1:1000 

 
STING 

Mouse 
monoclonal 

(clone #723505) 

R&D 
MAB7169 

  
1:1000 

 
Tubulin 

Mouse 
monoclonal 

(clone DM1A) 

Sigma 
T6199 

  
1:10000 
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Analyses de microscopie 

Les images ont été acquises avec le microscope à épifluorescence Axio Observer Z1 

inversé (100X ou 63X/N.A. 1.46 ou 1.4) (Zeiss) et une caméra CoolSnap HQ2 

(Photometrics). Des réglages identiques ont été appliqués pour les images d’une même 

expérience pour permettre la comparaison des données. Les images ont été traitées avec 

le logiciel Fiji. 

La relocalisation de HIRA a été attesté par le comptage d’un minimum de 100 cellules 

pour chaque condition. 

Le chevauchement des PML NBs avec des foyers H2AX a été mesuré en utilisant le 

masque RenyiEntropy de Fiji sur les marquages PML et H2AX. Le chevauchement a été 

calculé avec le plugin Image Calculator en utilisant l’opération ‘AND’ (Figure 32). 

Résultats 

La protéine cGAS est impliquée dans la relocalisation d’HIRA aux PML NBs sous 
étoposide, indépendamment de l’activation de STING 

L’induction de DSBs et la poursuite du cycle cellulaire peut conduire à la formation de 

micronoyaux, l’activation de la voie cGAS-STING et la production d’IFN de type I par les 

cellules endommagées (Harding et al., 2017 ; Mackenzie et al., 2017). La liaison de l'IFN 

de type I à son récepteur pourrait ainsi induire la relocalisation du complexe HIRA 

observée après l’induction de dommages. Nos résultats avec le ruxolitinib suggèrent que 

la relocalisation induite par les DSBs est en fait indépendante de la voie de signalisation 

à l’IFN. Nous avons également voulu voir si l’inactivation des protéines cGAS et STING 

pouvait corroborer les résultats obtenus avec le ruxolitinib. De façon similaire au ruxolitinib, 

l’inactivation de la protéine STING n’impacte pas la relocalisation de HIRA sous étoposide 

(Figure 33a et b). En revanche, et de manière surprenante, l’inactivation de la protéine 

PML H2AX Definition of masks for the different signals 

Calculation of overlapping areas 
between PML NBs and H2AX % overlap/total area of PML NBs

+Etop

Figure 32. Analyse de la juxtaposition entre les PML NBs et les foyers H2AX. Modèle pour la mesure de 
l’aire de chevauchement entre les PML NBs et les foyers H2AX. L’aire de chevauchement est rapportée sur 
l’aire des PML NBs pour générer le % d’aire de PML NBs ch chevauchant du signal H2AX. 
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cGAS diminue de façon significative le pourcentage de cellules présentant HIRA en foyer 

dans les PML NBs sous étoposide (Figure 33a et b). Ainsi, cela suggère un rôle spécifique 

de la protéine cGAS dans l’induction de la relocalisation, indépendant de la voie cGAS-
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Figure 33. L’inactivation de cGAS inhibe la relocalisation de HIRA dans les PML NBs. (a). Visualisation 
de HIRA (vert) et PML (rouge) par microscopie à fluorescence dans des cellules BJ traitées avec 60nM de 
siRNA contre la luciférase (Luc), cGAS ou STING pendant 72h et avec de l’étoposide (Etop) à 10 M pendant 
les 48 dernières heures. On observe une perte de foyers HIRA après l’inactivation de cGAS. Le noyau des 
cellules est visualisé par un marquage DAPI (gris). La barre d’échelle correspond à 10 m. (b). Analyse 
quantitative du pourcentage de cellules présentant des foyers HIRA co-localisant avec les PML NBs. Les 
cellules sont traitées comme dans le panel a. Moyenne de 3 expériences indépendantes ±SD. p-value (Student 
t-test): ***<0,001 ; ns=non-significatif. (c). Analyse quantitative du pourcentage de cellules présentant des 
foyers HIRA co-localisant avec les PML NBs. Les cellules sont traitées avec 60nM de siRNA contre Luc, cGAS 
ou STING pendant 72h et avec de l’IFN  1000U/mL pendant les 24 dernières heures. Moyenne de 3 
expériences indépendantes ±SD. p- value (Student t-test): ns=non significatif. (d). Visualisation par western 
blot de HIRA, cGAS et STING à partir d’extraits cellulaires totaux de BJ traitées comme dans a et b ou c. La 
tubuline sert ici de contrôle de dépôt. On observe notamment que la concentration en protéines déposées pour 
les différentes conditions n’est pas constante ; néanmoins, on peut visualiser la baisse de protéines cGAS ou 
STING induite par le traitement siRNA. (e). Visualisation par western blot de H2AX à partir d’extraits cellulaires 
totaux de BJ traitées comme dans a et b. L’actine sert ici de contrôle de dépôt. (f). Visualisation de PML (vert) 
et H2AX (rouge) par microscopie à fluorescence (en haut) dans des cellules BJ traitées comme dans a et b. 
Le noyau des cellules est visualisé par un marquage DAPI (bleu). La barre d’échelle correspond à 10 m. 
Mesure du pourcentage de chevauchement entre les PML NBs et les foyers H2AX (en bas). Chaque point 
correspond à un noyau analysé. La barre du milieu correspond à la médiane des valeurs, les barres du bas et 
du haut correspondent respectivement au 1er et 3ème quartile. L’information n=x correspond au nombre de 
noyaux analysés. Les noyaux analysés sont issus d’une expérience. p-value (Mann-Whitney u-test): ns=non-
significatif.  
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STING-IFN. Ce rôle est spécifique à la relocalisation induite par les DSBs puisque 

l’inactivation de cGAS dans des cellules traitées à l’IFN  n’impacte pas la relocalisation 

de HIRA (Figure 33c). Nous avons voulu voir si l’inactivation de cGAS pouvait également 

impacter la juxtaposition des PML NBs avec les sites de dommages. Pour ce faire, nous 

avons défini des masques sur les différents signaux, puis nous avons généré un masque 

représentant les zones de chevauchement (Figure 32). Nous avons ensuite calculé l’aire 

de chevauchement rapportée sur l’aire totale de PML NB. Dans la condition siLuc, en 

moyenne 30% de l’aire des PML NBs chevauche du signal H2AX lors d’un traitement à 

l’étoposide de 48h. La perte de cGAS ne semble pas impacter le pourcentage de 

chevauchement (Figure 33f). Ainsi, la protéine cGAS, bien qu’elle soit impliquée dans la 

relocalisation d’HIRA dans les PML NBs sous étoposide, ne semble pas jouer un rôle dans 

la juxtaposition des PML NBs avec les sites de dommages. 

Pour mieux comprendre le lien entre la protéine cGAS et la relocalisation du complexe 

HIRA sous étoposide, nous avons tout d’abord regardé la localisation cellulaire de cGAS. 

En conditions normales et sous IFN , la protéine cGAS endogène présente une 

localisation pan-nucléaire. Lorsque les cellules sont soumises à un traitement à l’étoposide 

pendant 24h, le marquage nucléaire de cGAS diminue fortement (Figure 34a et b). La 

protéine GFP-cGAS WT exogène présente également un marquage nucléaire dans les 

cellules non traitées. Sous étoposide, le marquage nucléaire de GFP-cGAS WT diminue 

et un marquage cytoplasmique apparaît (Figure 34c). Ainsi, lors de l’induction de DSBs, 

la protéine cGAS semble transloquer dans le cytoplasme. Cette translocation ne semble 

pas dépendre de la relocalisation de HIRA dans les PML NBs. En effet, l’accumulation de 

(a).

NT

+IFN

+Etop

DAPI cGAS HIRA Merge

NT

+IFN

+Etop

DAPI cGAS H2AX Merge

DAPI GFP-cGAS H2AX HIRA Merge

NT

+Etop

(b).

(c).
Figure 34. La protéine cGAS transloque 
dans le cytoplasme lors de l’induction de 
DSBs. (légende à la page suivante) 
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HIRA en foyers induite par un traitement à l’IFN  coïncide avec un marquage cGAS 

nucléaire. En revanche, il serait intéressant de voir si à l’inverse, la relocalisation du 

complexe HIRA à la suite de DSBs dépend de la translocation de cGAS dans le 

cytoplasme.  

Afin de confirmer que la localisation de HIRA au sein des PML NBs est dépendante de 

cGAS, nous avons réintroduit la protéine GFP-cGAS WT dans des cellules préalablement 

inactivées pour cGAS endogène. La protéine exogène est résistante à l’inactivation par le 

siRNA cGAS #01 grâce à des mutations silencieuses G>A aux positions 654 et 657 du 

cDNA. Comme démontré précédemment, l’inactivation de cGAS dans les BJ GFP-cGAS 

WT non induites diminue de façon importante le pourcentage de cellules présentant des 

foyers de protéines HIRA (Figure 35d et e). L’expression de la protéine GFP cGAS WT 

restaure le phénomène de relocalisation de HIRA sous étoposide, démontrant que la 

protéine cGAS sauvage est importante pour le recrutement de HIRA dans les PML NBs 

après l’induction de DSBs. Nous avons ensuite ré-introduit différents mutants de cGAS 

dans des cellules inactivées pour cGAS endogène. Les mutants sélectionnés ont été 

identifiés dans la littérature (Jiang et al., 2019; Raab et al., 2016) : un mutant catalytique 

(noté mCat) portant les mutations E225A et D227A et un mutant de liaison à l’ADN (noté 

mDNA-BD) présentant les mutations C396A C397A (Figure 35a). Les mutants mCat et 

mDNA-BD s’expriment correctement après induction pendant 26h (Figure 35b et c) et 

présentent un marquage nucléaire en conditions normales et un marquage cytoplasmique 

après un traitement à l’étoposide (Figure 35b). Certaines cellules présentent également 

un marquage nucléaire après le traitement à l’étoposide mais ce phénomène reste 

minoritaire. L’expression des mutants mCat et mDNA-BD, contrairement à la forme WT, 

ne restaurent que partiellement la relocalisation (Figure 35d et e). Ce sauvetage partiel 

pourrait être dû à un requis de ces domaines pour la relocalisation mais on ne peut pas 

exclure qu’une expression plus faible de ces mutants explique ce résultat. Concernant le 

domaine catalytique, dans la mesure où la relocalisation de HIRA sous étoposide n’est 

pas dépendante de la voie IFN, il semble peu probable qu’il joue un rôle essentiel dans la 

relocalisation de HIRA et nous faisons l’hypothèse que le sauvetage pourra être amélioré. 

Figure 34. La protéine cGAS transloque dans le cytoplasme lors de l’induction de DSBs. (page 
précédente) (a). Visualisation de cGAS endogène (vert) et de H2AX (rouge) par microscopie à fluorescence 
dans des cellules BJ traitées avec de l’IFN  à 1000U/mL ou de l'étoposide (Etop) à 10 M pendant 24h. On 
observe une disparition du signal cGAS sous étoposide. (b). Visualisation de cGAS endogène (vert) et de 
HIRA (magenta) par microscopie à fluorescence dans des cellules BJ traitées comme pour a. (c). Visualisation 
de GFP-cGAS WT (vert), de H2AX (rouge) et de HIRA (magenta) par microscopie à fluorescence dans des 
cellules BJ transduites avec une construction GFP-cGAS WT inductible par la doxycycline (Dox) (induction à 
100ng/mL pendant 26h) et traitées avec de l’étoposide (Etop) pendant 24h. On observe une translocation du 
signal GFP-cGAS dans le cytoplasme sous étoposide. (a-c). Le noyau des cellules est visualisé par un 
marquage DAPI (gris). La barre d’échelle correspond à 10 m. 
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Cette expérience préliminaire devra donc être reproduite et d’autres mutants de cGAS 

pourront être investigués.

Figure 35. Réintroduction de différents mutants de la protéine cGAS et visualisation de leur impact sur la 
relocalisation de HIRA dans les PML NBs. (a). Représentation 3D de la protéine cGAS monomérique (vert) liée 
à un nucléosome, réalisée avec le logiciel UCSF ChimeraX à partir des données publiées par Pathare et al., 2020 
(PDB : 6y5e). Les résidus E225 et D227 (rouge) sont remplacés par des alanines dans le mutant mCat. Les résidus 
C396 et C397 (bleu foncé) sont remplacés par des alanines dans le mutant mDNA-BD. (b). Visualisation de GFP-
cGAS WT, mCat et mDNA-BD (vert) et H2AX (rouge) par microscopie à fluorescence. Le noyau des cellules est 
visualisé par un marquage DAPI (gris). La barre d’échelle représente 10 m. Les différentes protéines GFP-cGAS 
exogènes ont été induite avec 100ng/mL de doxycycline pendant 26h et traitées ou non avec 10 M d’étoposide 
(Etop) pendant 24h. (c). Visualisation par western blot de cGAS et H2AX à partir d’extraits cellulaires de BJ 
transduites avec des constructions GFP-cGAS inductibles par la doxycycline (Dox). Les cellules ont été traitées 
avec 60nM de siRNA contre la luciférase (Luc) ou cGAS endogène (sicGAS #01) pendant 48h. Les différentes 
protéines GFP-cGAS exogènes ont été induites comme dans b et traitées avec 10 M d’étoposide (Etop) pendant 
24h. L’actine sert ici de contrôle de dépôt. (d). Analyse quantitative du pourcentage de cellules présentant des 
foyers HIRA co-localisant avec les PML NBs. Les cellules ont été traitées comme dans c. Un seul réplicat biologique 
pour cette expérience. (e). Visualisation de GFP-cGAS WT, mCat et mDNA-BD (vert) et HIRA (magenta) par 
microscopie à fluorescence. Le noyau des cellules est visualisé par un marquage DAPI (gris). La barre d’échelle 
représente 10 m. Les cellules ont été traitées comme dans c et d.
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La relocalisation d’HIRA et la juxtaposition des PML NBs avec les sites de dommages 
pourraient dépendre du processus de transcription 

Les PML NBs ont été montrés comme impliqués dans la réparation des DSBs par HR. De 

façon intéressante, la HR est particulièrement employée pour la réparation de DSBs dans 

des régions transcriptionnellement actives (Aymard et al., 2014). Nos résultats sur la 

relocalisation induite par l’IFN  semble indiquer que le processus de transcription joue un 

rôle pour le recrutement de HIRA dans les PML NB. Nous avons donc voulu regarder si 

l’inhibition de la transcription pouvait impacter la relocalisation induite par les DSBs.  Nous 

avons inhibé la transcription avec différentes molécules : le DRB, le CDK9i, le flavopiridol 

et l’ -amanitine et avons regardé si ces dernières pouvaient avoir un effet sur la 

relocalisation induite par un traitement étoposide (Figure 36a-d). Les différents 

traitements impactent de façon importante le pourcentage de cellules présentant des 

foyers HIRA localisant dans les PML NBs. Cependant, le temps d’inhibition de la 

transcription (25h) n’est pas optimal car les niveaux protéiques de HIRA et de PML sont 

impactés (illustré par la Figure 36f avec un traitement DRB) et une inhibition plus courte 

devra être effectuée.  

Nous avons également voulu voir si l’inhibition de la transcription pouvait impacter la 

juxtaposition des PML NBs et des foyers H2AX (Figure 36e). Dans des conditions 

normales, en moyenne 27% de l’aire des PML NBs chevauche du signal H2AX. Lorsque 

les cellules sont traitées avec du DRB ou un inhibiteur de CDK9, on observe une baisse 

significative du pourcentage de chevauchement ( moyenne ≈ -16% ; médiane ≈ -19%) 

suggérant un rôle du processus de transcription dans l’interaction entre les PML NBs et 

les sites de dommages. 

 

Ces résultats supplémentaires apportent de nouveaux éléments dans la compréhension 

de la relocalisation induite par les DSBs qui dépend de la protéine cGAS et potentiellement 

du processus de transcription. Ces premiers résultats ouvrent des perspectives de 

recherche intéressantes exposées dans la prochaine partie.  
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Figure 36. Impact de l’inhibition de la transcription sur la relocalisation de HIRA et la juxtaposition des PML 
NBs aux sites de DSBs. (a-d). Visualisation de HIRA (vert) et PML (rouge) (gauche) par microscopie à 
fluorescence dans des cellules BJ traitées avec de l’étoposide (Etop) à 10 M pendant 24h et avec divers inhibiteurs 
de transcription 1h avant le traitement Etop et pendant 25h. Le noyau des cellules est visualisé par un marquage 
DAPI (gris). La barre d’échelle correspond à 10 m. Analyse quantitative du pourcentage de cellules présentant des 
foyers HIRA co-localisant avec les PML NBs (droite). p-value (Student t-test) : *<0,05 ; **<0,01. (a). 
Immunofluorescence et quantification sur des cellules traitées avec du DRB à 50 M. Moyenne de 3 expériences 
indépendantes ±SD. (b). Immunofluorescence et quantification sur des cellules traitées avec du CDK9i à 10 M. 
Moyenne de 3 expériences indépendantes ±SD. (c). Immunofluorescence et quantification sur des cellules traitées 
avec du Flavopiridol à 50nM. Moyenne de 3 expériences indépendantes ±SD. (d). Immunofluorescence et 
quantification sur des cellules traitées avec de l’ -amanitine à 2 g/mL. Moyenne de 2 expériences indépendantes 
±SD. (e). Mesure du pourcentage de chevauchement sur des cellules BJ traitées comme dans a ou b. Les aires 
des signaux ont été mesurées sur des images d’immunofluorescence (en haut) de PML (vert) et H2AX (rouge). 
Le noyau est visualisé par un marquage au DAPI (bleu). Le graphique en nuage de points (en bas) représente le 
pourcentage d’aire de PML NB chevauchant le signal H2AX. Chaque point correspond à un noyau analysé. La 
barre du milieu correspond à la médiane des valeurs, les barres du bas et du haut correspondent respectivement 
au 1er et 3ème quartile. L’information n=x correspond au nombre de noyaux analysés. Les noyaux analysés sont 
issus d’une expérience. p-value : **<0,01, ****<0,0001. (f). Visualisation par western blot de PML et HIRA à partir 
d’extraits cellulaires totaux de BJ traitées avec de l’IFN à 100 ou 1000U/mL pendant 24h et avec du DRB à 50 M 
1h avant le traitement IFN et pendant 25h. La tubuline sert ici de contrôle de dépôt. Un western blot devra être 
effectuée avec des extraits cellulaires totaux de BJ traitées comme dans a.  
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Mes travaux de thèse ont permis d’apporter plusieurs éléments pour la compréhension 

des mécanismes moléculaires impliqués dans la relocalisation du complexe HIRA dans 

les PML NBs ainsi que de premières informations sur le rôle fonctionnel de cette 

localisation spécifique. Ces résultats ouvrent de nouvelles perspectives de travail que je 

souhaite discuter dans cette partie. 

I. La relocalisation du complexe HIRA induite dans un 
contexte inflammatoire 

La relocalisation observée en inflammation est dépendante de la voie de 
signalisation aux IFNs de type I 

La relocalisation du complexe HIRA induites par la reconnaissance d’ADN double-brin nu 

étranger (ADN virale ou plasmide) observée par notre équipe et d’autres (Cohen et al., 

2018; Rai et al., 2017), ainsi que la relocalisation observée par le traitement au poly(I:C) 

(reproduisant l’introduction d’ARN double-brin étranger), nous ont amenés à investiguer 

l’impact plus global de l’inflammation sur la relocalisation. Le traitement de cellules avec 

différentes cytokines de l’inflammation, nous a montré que seuls les traitements au TNF  

et l’IFN de type I étaient capables d’induire la relocalisation du complexe HIRA dans les 

PML NBs, de façon dépendante à la voie de signalisation à l’IFN de type I. Ces résultats 

sont en concordance avec les résultats de McFarlane et al. impliquant la voie IFN dans la 

relocalisation du complexe HIRA induite par le virus HSV-1 (McFarlane et al., 2019). Cette 

relocalisation semble dépendante du processus de transcription car son inhibition prévient 

l’accumulation de HIRA dans les PML NBs.  
D’autres cytokines pro-inflammatoires restent encore à tester pour leur habilité potentielle 

à induire la relocalisation du complexe HIRA dans les PML NBs, par exemple les cytokines 

de la famille des IL-1 (IL-1  et , IL-36 ,  and ). Il serait aussi intéressant de regarder si 

d’autres médiateurs de l’inflammation comme les médiateurs lipidiques pourraient être 

impliqués dans la relocalisation induite dans un contexte inflammatoire.  

Le recrutement de HIRA dans les PML NBs est dépendant des interactions SIM-
SUMO 

L’utilisation du mutant PML 3K ainsi que l’expression d’Affimers SUMO-spécifiques ont 

permis de montrer que le recrutement de HIRA dans les PML NBs dépendait d’interactions 

SIM-SUMO. De plus, une analyse des motifs SIM putatifs sur la protéine HIRA a permis 

d’identifier le motif SIM2 comme important pour le recrutement d’HIRA dans les PML NB, 

potentiellement grâce à la reconnaissance de PML SUMOylée. La signalisation IFN est 

connue comme capable de stimuler la transcription de PML (Chelbi-Alix et al., 1995; Lavau 
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et al., 1995; Stadler et al., 1995). De plus, l’IFN permet de lever l’inhibition qu’exerce les 

micro ARNs let-7 sur les gènes SUMO1, SUMO2 et SUMO3 en stimulant l’expression de 

la protéine Lin28B (Sahin et al., 2014b). Le recrutement des protéines clientes des PML 

NBs est favorisé par l’augmentation de la valence des sites SUMOylés par rapport aux 

motifs SIM (Banani et al., 2016). Dans le cas de HIRA, l’augmentation de protéines PML 

SUMOylées au niveau des PML NBs lors d’une stimulation à l’IFN  pourrait induire le 

recrutement de HIRA par un phénomène de séparation de phase liquide-liquide. 

Cependant, les résultats obtenus avec l’étoposide (discutés plus bas) montrent que le 

niveau d’expression de PML reste inchangé après l’induction de DSBs alors que le 

recrutement de HIRA est également dépendant des interactions SIM-SUMO. Ainsi, des 

facteurs autres que l’augmentation de la valence des sites SUMOylés pourraient être 

impliqués dans le recrutement. De façon intéressante, le motif SIM2 sur la protéine HIRA 

est suivi d’une sérine en position 229. L’étude des motifs SIM suggère que la 

phosphorylation d’un résidus sérine ou thréonine (souvent retrouvés au niveau des motifs 

SIM) permettrait d’introduire des charges négatives au niveau du SIM et favoriserait 

l’interaction avec les protéines SUMO (Hecker et al., 2006; Kerscher, 2007). C’est le cas 

pour les protéines PML et DAXX dont la phosphorylation des sérines à proximité de leur 

motifs SIM augmentent leur affinité de liaison avec SUMO-1 (Cappadocia et al., 2015; 

Chang et al., 2011). Ainsi, il serait intéressant de regarder si la sérine S229 d’HIRA peut 

être phosphorylée en condition de stress et si cette phosphorylation est importante pour 

le recrutement du complexe dans les PML NBs. Comme mentionné en introduction, la 

phosphorylation de la sérine S697 d’une version tronquée de la protéine HIRA a été 

montrée comme importante pour son recrutement dans les PML NBs lors de l’entrée en 

sénescence (Ye et al., 2007b). Cependant, l’introduction de la mutation dans une forme 

ectopique entière de HIRA réalisée au cours de ma thèse n’a pas eu d’impact sur sa 

relocalisation dans les PML NBs sous IFN De plus, le traitement de cellules avec un 

inhibiteur de GSK3  n'a pas ou peu d’effet sur la relocalisation d’HIRA induite par 

l’IFN (McFarlane et al., 2019). L’impact de la mutation de S697 ou de l’inhibition de 

GSK3 n'a cependant pas été investigué pour la relocalisation induite par des DSBs et 

reste envisageable.  

Un traitement à l’IFN de type I induit une juxtaposition des loci ISGs et des PML NBs 
ainsi que l’incorporation de l’histone H3.3 dans les régions distales de ces gènes 

La production de sondes spécifiques aux ISGs pour le FISH nous a permis d’observer une 

juxtaposition entre les locis ISGs et les PML NBs lors d’un traitement à l’IFN  comparé à 

un locus non-ISG (ici GHRL). Cette observation concorde avec les résultats de Gialitakis 
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et al., montrant une association entre le locus DRA et un PML NBs lors d’une stimulation 

à l’IFN (Gialitakis et al., 2010). Cette juxtaposition pourrait être liée au processus de 

transcription. En effet, nos données montrent que la suppression de la protéine PML 

impacte fortement l’expression des ISGs 6h et 24h après la stimulation à l’IFN . De plus, 

les PML NBs ont été montrés comme proches de régions transcriptionnellement actives 

(Kurihara et al., 2020; Wang et al., 2004). Cependant, la juxtaposition entre les ISGs et 

les PML NBs n’est réellement observable qu’à un temps tardif (48h après l’induction à 

l’IFN ). Une hypothèse est que la protéine PML libre participerait au processus de 

transcription des ISGs en se liant au locus et entraînerait la nucléation d’un PML NB à 

proximité. En effet, il a été démontré que la liaison forcée de protéines PML à la chromatine 

entraine la formation d’un PML NBs au locus ciblé (Chung et al., 2011; Erdel et al., 2020; 

Kaiser et al., 2008; Wang et al., 2018a). L’utilisation d’inhibiteurs tels que le DRB pourrait 

nous apporter des réponses sur le lien entre la transcription et la juxtaposition des gènes 

induits par l’IFN et les PML NBs sous IFN. De plus, la juxtaposition observée en 

microscopie pourra être complétée par des approches biochimiques. En effet, la 

technologie de marquage de la chromatine par la peroxydase APEX2 couplée à la protéine 

PML (ALaP) (Kurihara et al., 2020) pourrait nous permettre de précipiter la chromatine 

marquée après un traitement à l’IFN pour confirmer et compléter nos résultats de FISH.  

Nos études de ChIP ont permis de montrer un enrichissement du variant d’histone H3.3 

au niveau des régions distales des ISGs. Ces résultats corroborent ceux obtenus par 

l’équipe du Dr. Ozato, qui montrent une accumulation de l’histone H3.3 ectopique au 

niveau des TES des ISGs chez la souris (Sarai et al., 2013). Nos données ont aussi montré 

que ce dépôt était modérément impacté par la perte de HIRA et un peu plus fortement par 

la perte de PML suggérant que ces protéines pourraient être impliquées dans le dépôt 

d’H3.3 au niveau des ISGs. La protéine HIRA est d’ailleurs retrouvée enrichie au niveau 

des ISGs lors d’une stimulation à l’IFN  de façon dépendante de PML (McFarlane et al., 

2019) La baisse modérée observée par la perte d’HIRA pourrait s’expliquer par une 

compensation par les autres chaperons de l’histone H3.3. L’autre complexe chaperon 

d’H3.3, DAXX/ATRX, localise de manière constitutive dans les PML NBs et pourrait 

notamment être impliqué dans cette compensation. De plus, la protéine de remodelage 

CHD2 est recrutée aux sites de transcription où elle incorpore H3.3 (Harada et al., 2012; 

Siggens et al., 2015). Il serait ainsi intéressant de voir si CHD2 localise dans les PML NBs 

et si sa perte pourrait impacter le dépôt d’H3.3 au niveau des ISGs après l’induction de 

leur transcription par un traitement IFN.  
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De façon intéressante, et a priori en contradiction avec nos résultats, la protéine PML 

associée à la chromatine (au niveau des domaines PADs) a été montrée comme 

restreignant l’enrichissement d’H3.3 dans ces régions. Cette différence pourrait 

s’expliquer par une différence de fonction entre la protéine PML nucléoplasmique et la 

protéine PML associée aux PML NBs. Les PADs sont d’ailleurs spatialement éloignés des 

PML NBs et représentent des régions d'hétérochromatine à la différence des ISGs qui 

sont dans des régions transcriptionnellement actives. Ainsi, l’incorporation d’H3.3 au 

niveau des ISGs pourrait être médiée par la protéine PML associée aux PML NBs, 

probablement à travers le recrutement du complexe chaperon HIRA.  

Quel pourrait-être le rôle de l’incorporation d’H3.3 au niveau des ISGs ? 

L’expression des ISGs atteint son pic après 6h d’induction à l’IFN avant de diminuer après 

24h de traitement. De façon intéressante, nos résultats montrent que la perte d’H3.3 induit 

une augmentation de la transcription des ISGs à 24h de traitement à l’IFN . Ces résultats 

suggèrent que l’incorporation d’H3.3 pourrait permettre de réguler l’expression des ISGs 

et moduler la réponse inflammatoire. La perte d’HIRA induit quant à elle seulement une 

légère augmentation du taux d’expression des ISGs. Ce résultat est cohérent avec nos 

données de ChIP montrant un impact modéré de la perte d’HIRA sur l’enrichissement 

d’H3.3 aux TES des ISGs. Comme évoqué précédemment, une compensation par 

d’autres chaperons d’H3.3 est envisageable et devra être investiguée (par ex. le complexe 

DAXX/ATRX ou la protéine CHD2).  

L’incorporation d’H3.3 pourrait également servir comme marque épigénétique de la 

mémoire transcriptionnelle des ISGs. En effet, en 2018, Kamada et al. ont montré que 

l’accumulation du variant H3.3 et de la marque H3K36me3 au niveau des TES des ISGs 

mémoires lors d’une première stimulation à l’IFN  permet une transcription plus 

importante et plus rapide de ces gènes lors d’une seconde stimulation (Kamada et al., 

2018). De plus, PML est importante pour l’établissement d’une mémoire transcriptionnelle 

au niveau du gène DRA après une stimulation à l’IFN (Gialitakis et al., 2010). Il serait 

intéressant de voir si l’absence d’HIRA au moment d’une première stimulation à l’IFN 

impacte la transcription des ISGs mémoires lors d’une seconde stimulation afin de voir si 

HIRA contribue à l’établissement d’un environnement chromatinien permettant la mémoire 

transcriptionnelle. Il serait également intéressant de regarder l’enrichissement pour la 

marque H3.3S31ph au niveau des ISGs mémoires. En effet, cette marque est mise en 

place au niveau des gènes induit par stimulation de macrophages murins et participe à 

l’établissement d’un environnement chromatinien transcriptionnellement actif. Cette 

marque, spécifique du variant H3.3, pourrait donc jouer un rôle dans la mémoire 
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transcriptionnelle des ISGs (Armache et al., 2020). L’importance de H3.3 pour la mémoire 

transcriptionnelle est cependant débattue. En effet, Siwek et al. ont récemment montré 

que le variant n’était retrouvé enrichi que sur une courte période au niveau des ISGs GBP4 

et GBP5 dans des cellules HeLa stimulées à l’IFN (càd. jusqu’à 2 jours après le 

traitement), tandis que la mémoire transcriptionnelle de GBP5 est maintenue jusqu’à 14 

jours après la première stimulation (Siwek et al., 2020).  

Ces premiers travaux ont mené au développement de deux projets en collaboration avec 

d’autres équipes de recherche. Le premier, en collaboration avec le Dr. Olivier Terrier au 

Centre International de Recherche en Infectiologie à Lyon et le Dr. Vincent Maréchal au 

Centre de Recherche Saint-Antoine à Paris, vise à étudier l’impact de l’infection par le 

virus du SARS-Cov2 et de l’orage cytokinique dont il est responsable en relation avec 

l’activité du complexe HIRA et des PML NBs sur le contrôle transcriptionnel des ISGs. De 

façon intéressante, dans une étude récente sur les facteurs cellulaires impliqués dans 

l’infection au SARS-Cov2, les protéines HIRA et PML semble présenter un rôle anti-viral 

qu’il serait donc intéressant d’investiguer (Wei et al., 2021). Le projet, appelé projet 

CHROMACov et lauréat de l’appel d’offre ANR « Recherche- Action Covid19 », est 

actuellement mené par le Dr. Clément Droillard actuellement post-doctorant dans l’équipe. 

Il permettra d’apporter des éléments de compréhension de la maladie Covid-19 par le 

prise de la régulation des ISGs et du processus inflammatoire et pourra potentiellement 

déboucher sur d’intéressantes stratégies thérapeutiques. Le deuxième projet est né d’une 

collaboration avec l’équipe du Dr. Bénédicte Chazaud à l’Institut Neuromyogène à Lyon 

et le Dr. Olivier Benveniste au Centre de Recherche en Myologie à Paris. Il s’intéresse au 

rôle d’HIRA dans les myopathies idiopathiques inflammatoires, où la surproduction d’IFN 

de type I perturbe le processus de myogenèse. Des études préliminaires sur des cellules 

précurseurs myogéniques de patients menées par le Dr. Laure Gallay, docteure 

récemment diplômée de l’équipe Chazaud, et par le Dr. Armelle Corpet, ont montré que 

la protéine HIRA localise dans les PML NBs chez les patients atteints de myopathies 

inflammatoires. Notre hypothèse est que les niveaux anormaux d’IFN dans ces 

pathologies mènent à une dérégulation épigénétique dans les cellules souches 

musculaires, en partie responsable du défaut de myogenèse observé.  
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II. La relocalisation du complexe HIRA induite par les 
cassures double-brin  

La relocalisation induite par les cassures double-brin est indépendante de la voie 
IFN et dépendante de la protéine cGAS 

La relocalisation du complexe HIRA est observée dans les cellules sénescentes 

(Banumathy et al., 2009; Rai et al., 2011; Zhang et al., 2005). Ces dernières ont la 

particularité de produire un cocktail de cytokines, le SASP, créant un environnement 

inflammatoire autour des cellules sénescentes (Coppé et al., 2008; Novakova et al., 2010). 

Nos résultats ont montré que les cytokines IL-6 et IL-8 n’entraînent pas la relocalisation. 

En revanche, les cellules sénescentes produisent également du TNF  et de l’IFN de type 

I, des cytokines induisant la relocalisation de HIRA par la voie IFN. Cependant, nos 

résultats ont montré que l’inhibition de la voie IFN par le ruxolitinib ne prévient pas la 

relocalisation observée dans les cellules sénescentes. De plus, comme évoqué en 

introduction, la relocalisation du complexe HIRA apparaît dans les étapes précoces de la 

sénescence (Zhang et al., 2005) quand la sécrétion d’IFN de type I est plus tardive (Cecco 

et al., 2019). Nous avons donc investigué l’effet de la réponse aux cassures double-brin 

(DSBs), particulièrement mobilisées dans les cellules sénescentes (Bartkova et al., 2006; 

Micco et al., 2006). L’induction de DSBs par un traitement à l’étoposide induit la 

relocalisation du complexe HIRA dans les PML NBs et ce de manière indépendante de la 

voie IFN mais de façon dépendante de la kinase ATM, impliquée dans la signalisation 

induite par les cassures double-brin et en particulier la réparation par HR. De manière 

similaire, les DSBs induites par la NCS induisent également l’accumulation d’HIRA dans 

les PML NBs. Ainsi, l’apparition de cassures double-brin dans les cellules sénescentes 

pourraient être à l’origine de la relocalisation du complexe HIRA observée dans ces 

cellules et il serait intéressant de regarder si l’inhibition de la kinase ATM dans les cellules 

sénescentes prévient ce phénomène. Il serait également intéressant de regarder 

l’importance d’autres acteurs de la réparation par HR dans le recrutement d’HIRA dans 

les PML NBs (par ex. les protéines RPA, RAD51, RNF168, 53BP1).

Comme observé pour la relocalisation induite par l’IFN , l’inhibition de la transcription par 

différentes molécules (DRB, CDK9i, Flavopiridol et -amanitine) impacte de manière 

significative la relocalisation induite par un traitement à l’étoposide. Cependant, seules 

des inhibitions de 25h ont été réalisées, diminuant les niveaux protéiques de HIRA et PML 

et introduisant un biais important dans ces expériences. Ces résultats devront donc être 

reproduits en effectuant des traitements plus courts avec les différents inhibiteurs et en 

vérifiant les niveaux protéiques de HIRA, de PML et de SUMO afin de déterminer le lien 
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potentiel entre le processus de transcription et la relocalisation du complexe HIRA dans 

les PML NBs.  

Nos expériences d’inactivation ont permis de montrer que la protéine cGAS était impliquée 

dans la relocalisation de HIRA induite par les DSBs. Lorsque nous analysons sa 

localisation cellulaire, nous observons de manière surprenante une translocation de la 

protéine cGAS du noyau vers le cytoplasme lors de l’induction de DSBs. Ces résultats 

sont en contradiction avec l’étude de Jiang et al., de 2019 qui montrent que la protéine 

cGAS localise continuellement dans le noyau, y compris lorsque les cellules sont 

soumises à une irradiation de type gamma (Jiang et al., 2019) et avec ceux de Liu et al. 

de 2018 qui montrent une translocation de cGAS exogène du cytoplasme vers le noyau 

dans différentes lignées cellulaires traités avec différents agents génotoxiques (étoposide, 

camptothécine et H2O2) (Liu et al., 2018). Les différences observées avec les résultats de 

Jiang et al. peuvent s’expliquer par le modèle cellulaire employé ; en effet, leurs 

investigations ont été faites sur une lignée de cellules HEK293, cellules dans lesquelles 

HIRA ne relocalise pas dans les PML NBs. Concernant l’étude de Liu et al., la localisation 

cytoplasmique de la protéine cGAS dans les cellules non traitées va à l’encontre des 

études montrant une localisation de cGAS majoritairement nucléaire (Jiang et al., 2019; 

Sun et al., 2021; Volkman et al., 2019), y compris dans nos expériences ; il est donc 

difficile de comparer nos données avec les leurs. La protéine cGAS nucléaire, en se liant 

à la chromatine, inhibe la réparation par HR dans des cellules cancéreuses et favorise la 

tumorigenèse. Dans des cellules primaires, l’induction de dommages pourrait provoquer 

son détachement de la chromatine afin de permettre la réparation des dommages, 

pouvant expliquer la translocation cytoplasmique que nous observons. Cependant, il est 

difficile d’établir un lien entre la localisation cytoplasmique de cGAS sous étoposide et la 

relocalisation d’HIRA dans les PML NBs au niveau du noyau. La protéine cGAS 

cytoplasmique est associée à la signalisation STING et la production d’IFN de type I, qui 

ne semblent pas être impliqués dans la relocalisation induite par les dommages. 

Cependant, la description de la protéine cGAS reste relativement récente et il est 

envisageable qu’elle puisse activer d’autres voies de signalisation dans le cytoplasme. La 

cinétique de la translocation devra aussi être investiguée. En effet, nos observations sont 

faites après 24h de traitement à l’étoposide. Il est envisageable que cGAS puisse agir 

dans le noyau au moment de l’induction de cassures et avant sa translocation dans le 

cytoplasme. Les questions sur l’importance de la localisation nucléaire de cGAS ou de sa 

translocation cytoplasmique pourront être investiguées en supprimant la séquence 

d’export nucléaire sur la protéine cGAS, récemment décrite par Sun et al., ou bien en 
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inhibant la protéine d’export CRM1 responsable de son export en présence d’ADN 

cytoplasmique (Sun et al., 2021).  

Nos premiers résultats sur l’implication des domaines catalytiques et de liaison à l’ADN de 

cGAS dans la relocalisation d’HIRA nous montrent que ces domaines pourraient être 

partiellement impliqués mais des expériences complémentaires devront être effectuées 

pour valider ou infirmer ces premiers résultats. De plus, la caractérisation récente de la 

structure de cGAS lié à la chromatine nous ouvre de nouvelles perspectives 

d’investigations (Boyer et al., 2020; Kujirai et al., 2020; Michalski et al., 2020; Pathare et 

al., 2020). Ainsi, les différentes études identifient les résidus R236 et R255 comme 

essentiels pour l’interaction de cGAS avec le patch acide de H2A-H2B au niveau des 

nucléosomes et il pourrait être intéressant de regarder l’importance de ces résidus pour la 

relocalisation de HIRA à la suite de dommages.  

La relocalisation d’HIRA dans les PML NBs pourrait-elle jouer un rôle fonctionnel 
dans la réparation des DSBs ?  

Aucune donnée dans la littérature actuelle ne montre l’effet des DSBs sur l’accumulation 

du complexe HIRA dans les PML NBs et nos données offrent de nouvelles perspectives 

dans l’étude du rôle des PML NBs dans la réparation des cassures double-brin. En effet, 

comme mentionné en introduction, les PML NBs juxtaposent les foyers H2AX (Carbone 

et al., 2002; Dellaire et al., 2006a) et sont impliqués dans la réparation des dommages par 

recombinaison homologue (HR) (Vancurova et al., 2019; Yeung et al., 2012). De plus, de 

nombreux facteurs de réparation sont retrouvés dans les PML NBs (Chang et al., 2018; 

Dellaire and Bazett Jones, 2004) et la protéine PML a été identifié dans des cribles utilisant 

les protéines fusionnées APEX2-53BP1, APEX2-BRCA1 ou APEX2-MDC1 (Gupta et al., 

2018). L’incorporation du variant H3.3 nouvellement synthétisé au niveau des DSBs est 

importante pour le bon déroulement des processus de réparation par NHEJ et par HR, 

grâce aux actions respectives de la  protéine CHD2 ou du complexe DAXX/ATRX (Juhász 

et al., 2018; Luijsterburg et al., 2016). Le complexe HIRA a quant à lui été montré comme 

impliqué dans l’incorporation d’histones au niveau des DSBs réparées par NHEJ pour le 

rétablissement de la structure chromatinienne (Li and Tyler, 2016). Notre hypothèse est 

que le complexe chaperon HIRA est dirigé dans les PML NBs afin de cibler les régions 

endommagées, où son action est requise. De manière intéressante, des résultats non 

publiés de l’équipe montrent que l’inhibition de la relocalisation d’HIRA par l’expression 

d’un Affimer SUMO-spécifiques semble prévenir l’association des PML NBs avec les 

foyers H2AX. Il serait intéressant de voir si l’absence de recrutement impacte le 
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rétablissement de la structure chromatinienne, et plus particulièrement l’incorporation 

d’H3.3 au site de DSBs.  

La technologie de DSBs ciblées avec l’enzyme ER-AsiSI, développée par l’équipe du Dr. 

Gaëlle Legube (Iacovoni et al., 2010; Massip et al., 2010) et désormais mise en place 

dans notre équipe dans des cellules pirmaires, nous permettra de mieux investiguer la 

relation entre la relocalisation d’HIRA aux PML NBs et la réparation des DSBs. Cette 

technique permet la translocation nucléaire de l’enzyme AsiSI contrôlée par l’ajout de 4-

hydroxytamoxifène dans le milieu. L’enzyme génère ensuite environ 100 cassures double-

brin au niveau de la séquence consensus GCGATCGC. L’équipe du Dr. Legube a pu 

distinguer les DSBs réparées par HR de celles réparées par NHEJ (Aymard et al., 2014). 

Les cassures ont déjà été annotées pour plusieurs marques épigénétique (Clouaire et al., 

2018); cependant l’enrichissement pour H3.3 n’a pas été testé. Cette technologie nous 

permettra de suivre premièrement par ChIP la liaison des protéines HIRA et PML au 

niveau des DSBs à différents temps après l’induction de cassures pour pouvoir analyser 

la dynamique de leur recrutement aux sites de dommages. Elle permettra également 

d’observer l’incorporation du variant H3.3 aux sites de cassures. L’utilisation de la 

technologie SNAP-tag nous permettra de distinguer les histones préexistantes des 

histones nouvellement synthétisées. L’utilisation de mutants et d’Affimers SUMO-

spécifiques nous permettra de mesurer l’importance du recrutement de HIRA dans les 

PML NBs pour leur recrutement au site de dommage et pour le rétablissement de la 

structure chromatinienne après la réparation.  

De façon intéressante, la juxtaposition des PML NBs et des foyers H2AX semble 

impactée par l’inhibition de la transcription par un traitement au DRB ou au CDK9i. Cette 

analyse n’a été effectuée que sur une seule expérience et nécessite d’être reproduite. 

Cependant, la littérature semble montrer un lien entre la réparation des DSBs par HR et 

le processus de transcription. En effet, dans leur étude de 2014, Aymard et al. ont montré 

une préférence pour la réparation des DSB par HR au niveau de loci transcrits, à l’inverse 

de la réparation par NHEJ ayant lieu principalement sur des loci non transcrits, au niveau 

de gènes inactifs ou dans des régions intergéniques (Aymard et al., 2014). Comme 

supposé pour la régulation de la transcription des ISGs, la machinerie transcriptionnelle 

au niveau du site de cassure pourrait participer au recrutement des PML NBs, importants 

pour la réparation par HR. L’importance du processus de transcription pour le recrutement 

des PML NBs et de HIRA aux sites de lésions pourra être investiguée par des études 

biochimiques de ChIP avec l’utilisation de l’enzyme ER-AsiSI.  
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La relocalisation d’HIRA dans les PML NBs pourrait-elle être impliquée dans la 
réparation d’autres types de dommages à l’ADN ? 

Nos résultats sur la relocalisation d’HIRA dans les PML NBs après l’induction de DSBs et 

son implication potentielle dans le rétablissement de la structure chromatinienne après la 

réparation, soulèvent évidemment la question d’une implication plus globale de ce 

processus en réponse à d’autres types de dommages à l’ADN. L’étude de Adam et al. en 

2013 a par exemple montré que le complexe HIRA s’accumule au niveau des lésions 

causées par les UVC et est impliqué dans le dépôt d’H3.3 au site de dommage (Adam et 

al., 2013). De plus, l’exposition de cellules aux UVC montre une localisation des PML NBs 

aux sites de dommages (Seker et al., 2003). Ainsi, il serait envisageable de penser que le 

complexe HIRA puisse relocaliser dans les PML NBs en réponse à un stress UV pour 

cibler les sites de dommages et participer au rétablissement de la structure 

chromatinienne après la réparation par NER. Cependant, une exposition globale aux UV 

de cellules BJ réalisée au cours de ma thèse n’a pas permis d’observer une relocalisation 

de HIRA dans les PML NBs. Ces résultats sont en cohérence avec les résultats de Rai et 

al. (Rai et al., 2017), suggérant un mécanisme distinct pour la réparation de ce type de 

lésion. L’induction d’autres types de dommages à l’ADN pourra être testée et permettra 

de voir si la relocalisation aux PML NBs observée à la suite des DSBs est spécifique à ce 

type de stress ou se révèle plus globale et participe au maintien de l’intégrité génomique. 

Les travaux sur l’implication du recrutement d’HIRA dans les PML NBs pour la réparation 

des dommages à l’ADN seront poursuivis par Florent Bressac, nouveau doctorant au sein 

de l’équipe.  

En conclusion, mon travail de thèse a permis d’affiner les connaissances actuelles sur le 

rôle des PML NBs dans la dynamique de la chromatine au cours de la réponse 

inflammatoire, en agissant de concert avec le complexe chaperon d’histone HIRA pour 

l’incorporation du variant H3.3 au niveau des gènes induits par l’IFN de type I. Ces travaux 

offrent des perspectives intéressantes dans la compréhension de pathologies 

inflammatoires. 

Mon travail ouvre également la voie pour comprendre plus en détail le rôle des PML NBs 

dans la réparation de l’ADN en cas de cassures double-brin. En particulier, j’ai mis pour la 

première fois en évidence l’accumulation du complexe HIRA dans les PML NBs 

juxtaposant les sites de dommages. La compréhension du rôle de cette relocalisation 

pourrait offrir de nouvelles stratégies thérapeutiques pour le traitement de cancers et 

prévenir l’instabilité génomique qui y est associée. De même, ces travaux pourraient 

permettre de mieux comprendre l’impact des mutations d’H3.3 dans le développement de 
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glioblastomes pédiatriques et de tumeurs osseuses (Lowe et al., 2019; Qiu et al., 2018; 

Shi et al., 2017).  
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Annexe 1: Article de revue 
Nucleic Acids Research, 2020 Dec 2  
doi: 10.1093/nar/gkaa828; PMID: 33068408; PMCID: PMC7708061  

PML nuclear bodies and chromatin dynamics: catch me 
if you can! 
Corpet A1, Kleijwegt C.1, Roubille S.1, Juillard F.1, Jacquet K.1, Texier P.1, Lomonte P.1  

1. Univ Lyon, Université Claude Bernard Lyon 1, CNRS UMR5310, INSERM U1217, LabEx 
DEVweCAN, Institut NeuromyoGène (INMG), Team Chromatin Dynamics, Nuclear Domains, Virus 
F-69008, Lyon, France.  

 
Abstract 

Eukaryotic cells compartmentalize their internal milieu in order to achieve specific 
reactions in time and space. This organization in distinct compartments is essential to 
allow subcellular processing of regulatory signals and generate specific cellular responses. 
In the nucleus, genetic information is packaged in the form of chromatin, an organized and 
repeated nucleoprotein structure that is a source of epigenetic information. In addition, 
cells organize the distribution of macromolecules via various membrane-less nuclear 
organelles, which have gathered considerable attention in the last few years. The 
macromolecular multiprotein complexes known as Promyelocytic Leukemia Nuclear 
Bodies (PML NBs) are an archetype for nuclear membrane-less organelles. Chromatin 
interactions with nuclear bodies are important to regulate genome function. In this review, 
we will focus on the dynamic interplay between PML NBs and chromatin. We report how 
the structure and formation of PML NBs, which may involve phase separation 
mechanisms, might impact their functions in the regulation of chromatin dynamics. In 
particular, we will discuss how PML NBs participate in the chromatinization of viral 
genomes, as well as in the control of specific cellular chromatin assembly pathways which 
govern physiological mechanisms such as senescence or telomere maintenance. 
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Annexe 2: Article de recherche 
PLoS Pathogens, 2018 Sep 20  
doi: 10.1371/journal.ppat.1007313; PMID: 30235352; PMCID: PMC6168178  

Promyelocytic leukemia (PML) nuclear bodies (NBs) 
induce latent/quiescent HSV-1 genomes chromatinization 
through a PML NB/Histone H3.3/H3.3 Chaperone Axis 
Cohen C. 1, Corpet A.1, Roubille S. 1, Maroui M. 1, Poccardi N.2, Rousseau A.2,3, 
Kleijwegt C. 1, Binda O.1, Texier P. 1, Sawtell N.4, Labetoulle M.2,3, Lomonte P. 1 

1. Univ Lyon, Université Claude Bernard Lyon 1, CNRS UMR5310, INSERM U1217, LabEx  
2. Virus, Lyon, France.  
3. Institut de Biologie Intégrative de la Cellule (I2BC), Département de Virologie, Gif-sur-Yvette, 

France.  
4. Université Paris Sud, Centre Hospitalier Universiaire de Bicêtre, Service d’Ophtalmologie, Le 

Kremlin-Bicêtre, France.  
5. Division of infectious Diseases, Cincinnati Children’s Hospital Medical Center, Cincinnati, Ohio, 

United States of America 

Abstract 

Herpes simplex virus 1 (HSV-1) latency establishment is tightly controlled by promyelocytic 
leukemia (PML) nuclear bodies (NBs) (or ND10), although their exact contribution is still 
elusive. A hallmark of HSV-1 latency is the interaction between latent viral genomes and 
PML NBs, leading to the formation of viral DNA-containing PML NBs (vDCP NBs), and the 
complete silencing of HSV-1. Using a replication-defective HSV-1-infected human primary 
fibroblast model reproducing the formation of vDCP NBs, combined with an immuno-FISH 
approach developed to detect latent/quiescent HSV-1, we show that vDCP NBs contain 
both histone H3.3 and its chaperone complexes, i.e., DAXX/ATRX and HIRA complex 
(HIRA, UBN1, CABIN1, and ASF1a). HIRA also co-localizes with vDCP NBs present in 
trigeminal ganglia (TG) neurons from HSV-1-infected wild type mice. ChIP and Re-ChIP 
show that vDCP NBs-associated latent/quiescent viral genomes are chromatinized almost 
exclusively with H3.3 modified on its lysine (K) 9 by trimethylation, consistent with an 
interaction of the H3.3 chaperones with multiple viral loci and with the transcriptional 
silencing of HSV-1. Only simultaneous inactivation of both H3.3 chaperone complexes has 
a significant impact on the deposition of H3.3 on viral genomes, suggesting a 
compensation mechanism. In contrast, the sole depletion of PML significantly impacts the 
chromatinization of the latent/quiescent viral genomes with H3.3 without any overall 
replacement with H3.1. vDCP NBs-associated HSV-1 genomes are not definitively 
silenced since the destabilization of vDCP NBs by ICP0, which is essential for HSV-1 
reactivation in vivo, allows the recovery of a transcriptional lytic program and the replication 
of viral genomes. Consequently, the present study demonstrates a specific chromatin 
regulation of vDCP NBs-associated latent/quiescent HSV-1 through an H3.3-dependent 
HSV-1 chromatinization involving the two H3.3 chaperones DAXX/ATRX and HIRA 
complexes. Additionally, the study reveals that PML NBs are major actors in 
latent/quiescent HSV-1 H3.3 chromatinization through a PML NB/histone H3.3/H3.3 
chaperone axis.  
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