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Liste des abréviations 

aa : acide aminé 
Abs : Absorbance 
ADN : Acide Désoxyribonucléique 
AP (site) : APurinique/ APyrimidique 
ARN/RNA : Acide RiboNucléique 
ARNm : ARN messager 
ARNt : ARN de transfert 
ATP : Adénosine TriPhosphate 
BER : Base excision Repair (Réparation par 
Excision de Base) 
BLAST : Basic Local Alignment Research Tool 
BRCT : BReast cancer Carboxy Terminal 
associated. 
BSA : Bovine Serum Albumine 
C-ter : Carboxyl terminal 
CDB : Cassure Double Brins 
CLANS : CLuster Analysis of Sequences 
CTP : Cytosine TriPhosphate 
Da : Dalton (équivalent des g/mol) 
db : double brin 
dHJ : double Holliday Junction  
DLS : Dynamic Light Scaterring 
DNA PK(cs) : (sous unité catalytique de la ) 
Protéine Kinase dépendante de l’ADN 
dNTPs : désoxyNucléotides TriPhosphates 
DO : densité optique 
dRP : désoxyRibose Phosphate 
DTT : DiThioThréitol 
dU : désoxyuridine 
EDTA : éthylènediaminetétraacétique 
FA : Fanconi Anemia (anémie de Fanconi) 
FAM : 6-Carboxyfluorescéine 
FL : Full-Length 
 GF : Gel filtration (chromatographie par 
exclusion stérique) 
GTP : Guanosine TriPhosphate 
ICL : Interstrand CrossLink (liaison inter brins) 
IES : Internal Eliminated Sequence(s) 
(Séquence(s) interne(s) éliminée(s)) 
iesRNA : ARN d’IES 
Ig : Immunoglobuline 
IPTG : isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 
KLD : Kinase, Ligase, DpnI 
LB : Lysogeny Broth 
Lig : ADN ligase 
LR : Long Range 
MAC : macronoyau 
MALDI-TOF : Matrix Assisted Laser 
Desorption Ionization – Time Of Flight 
Mb : mégabase (1 000 000 bases) 

MIC : micronoyau 
MMEJ : Microhomology Mediated End Joining 
MMR : MisMatch Repair (réparation des 
mésappariements) 
N-ter : Amino terminal 
NCBI : National Center for Biotechnology 
Information 
NER : Nucleotide Excision Repair (Réparation 
par Excision de Nucléotide) 
NHEJ : Non Homologous End Joining  
nt : nucléotide 
PAE : Predicted Aligned Error 
PAGE : PolyAcrylamide Gel Electrophoresis 
(Electrophorèse en gel de polyacrylamide) 
PAXX : PAralogue de XRCC4 et XLF 
pb : paire de bases 
PCR : Polymerase Chain Reaction 
PEG : PolyÉthylèneGlycol 
Pgm : PiggyMac 
PgmL : PiggyMac Like 
PHP : Polymérase / Histidinol Phosphatase 
pLDDT : predicted Local Distance Difference 
Test 
PNKP : PolyNucléotide Kinase Phosphatase 
Pol : Polymérase (ici, ADN polymérase) 
PSI-BLAST : Position-Specific Iterated BLAST 
RMSD : Root-Mean-Square-Deviation 
NTPs : riboNucléotides TriPhosphates 
RSS : Recombination Signal Sequence 
(Séquence signal de recombinaison) 
Sar : Stramenopiles-Alveolata-Rhizarians 
sb : simple brin 
scnRNA : ARN scan 
SD : Sequence Determinant 
SDSA : Synthesis Dependant Strand Annealing 
(hybridation de brins dépendante de la synthèse) 
SOC : Super optimal medium with catabolic 
repressor 
SR : Short Range 
TCR : T Cell Receptor (Récepteur des 
lymphocytes T) 
Tdt : Terminal Deoxynucleotidyltransférase 
TEV : Tobacco Etch Virus (virus de la 
gravure du tabac) 
TTP : Thymidine TriPhosphate 
UV : UltraViolets 
XLF : XRCC4-like Factor 
XRCC4 : X-ray Repair Cross-
Complementing Protein 4 
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1 Avant-Propos 

L’ADN (Acide DésoxyriboNucléique) est le principal support de l’information génétique 

au sein du vivant. Après la découverte de sa structure en 1953 par Watson et Crick sur la base 

d’expériences réalisées par Rosalind Franklin (Watson and Crick, 1953), l’ADN a longtemps été 

perçu comme une molécule très stable. Cependant, 21 ans plus tard, un des découvreurs de sa 

structure souleva la question des dommages qu’il peut rencontrer et des mécanismes lui 

permettant d’être réparé (Crick, 1974):  

« We totally missed the possible role of [DNA] repair although, […] I later came to 

realize that DNA is so precious that probably many distinct repair mechanisms would exist. » 

“Nous avons totalement ignoré le rôle possible de la réparation [de l'ADN], bien que 

[...] j'ai réalisé plus tard que l'ADN est si précieux qu'il existe probablement de nombreux 

mécanismes de réparation.” 

 En effet, chez tous les organismes vivants (Friedberg, 2003), l’ADN subit des 

dommages: chaque cellule humaine fait face à plus de 10000 lésions par jour (Yousefzadeh et 

al., 2021). Leurs causes sont variées, mais certaines sont dues au fonctionnement normal de la 

cellule, comme certaines erreurs de réplication qui peuvent incorporer des mésappariements 

(Ganai and Johansson, 2016). Certains processus métaboliques dans la cellule peuvent aussi 

former des espèces réactives de l’oxygène ou de l’azote, qui peuvent créer des sites abasiques, 

des cassures simple brin ou double brin, ou des mutations (Van Houten et al., 2018). Des lésions 

peuvent aussi être crées par des agents extérieurs comme l’exposition à des rayonnements 

ionisants (rayons UV ou X) (de Gruijl, 1999), ou à des produits chimiques mutagènes (comme 

les hydrocarbures polycycliques aromatiques issus de la consommation de tabac) (Hakem, 

2008). L’ADN subit également des dommages chimiques qui peuvent mener à des mutations si 

ils ne sont pas réparés (Boiteux et al., 2017). Tous ces dommages peuvent mener à la mort des 

cellules par l’apparition de mutations, qui peuvent entrainer une cancérisation des cellules 

(Alhmoud et al., 2020).  

Comme proposé par Francis Crick en 1974, les cellules vivantes présentent des 

mécanismes spécialisés leur permettant de détecter et réparer tous ces types de dommages (1, 

2)(Hoeijmakers, 2001). Il est fondamental d’en apprendre davantage sur les mécanismes mis en 
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place pour réparer les dommages de l’ADN : cela peut par exemple permettre de mettre au point 

de nouvelles approches thérapeutiques alliant radiothérapie et inhibition des mécanismes de la 

réparation de l’ADN des cellules cancéreuses (Feng et al., 2022; Srivastava and Raghavan, 

2015) ; ou de mieux comprendre d’autres maladies comme les immunodéficiences combinées 

sévères (Woodbine et al., 2014). Une meilleure compréhension de ces mécanismes pourrait 

également aider au développement d’outils biotechnologiques (Chu et al., 2015; Maruyama et 

al., 2015; Robert et al., 2015). 

Dans cette thèse, je détaille mes travaux ayant visé à mieux comprendre le 

fonctionnement d’une forme particulière d’un système de réparation des cassures doubles brins.  

L’introduction aux travaux que j’ai réalisés permettra dans un premier temps d’établir le 

contexte des dommages de l’ADN et des mécanismes qu’utilisent les cellules pour les réparer, 

en se focalisant sur les cassures double brins et le NHEJ (Non Homologous End Joining ou 

réparation des extrémités non homologues). Une seconde partie sera consacrée à un organisme 

particulier, Paramecium tetraurelia, qui présente une forme spécialisée de NHEJ, qui est au 

centre des travaux de cette thèse.  
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2.2 L’assemblage des désoxynucléotides triphosphate : la structure de l’ADN 

L’ADN est un polymère de désoxynucléotides monophosphate (dNMPs). Ces polymères 

se forment grâce à une liaison phosphodiester entre le phosphate le plus proche du sucre (appelé 

phosphate a) et l’oxygène en 3’ du nucléotide suivant (le sens de lecture étant par convention du 

nucléotide portant un groupement 5’P libre vers le nucléotide portant un groupement 3’OH libre) 

(Figure 2). 

 
Figure 2 : Assemblage des nucléotides en chaîne d’acide nucléique. 
Chaque nucléotide est relié via son groupement 3’OH au suivant, via son groupement 5’Phosphate : c’est la liaison 
phosphodiester. 

Cependant, la structure des acides nucléiques est plus complexe, car ils peuvent être 

formés d’un seul brin ou de deux. Concernant l’ADN, James Watson et Francis Crick, sur la base 

d’expériences faites par Rosalind Franklin, ont montré en 1953 que l’ADN a canoniquement une 

structure en double hélice antiparallèle (Watson and Crick, 1953), c’est-à-dire que deux brins 

d’ADN se font face en sens inverse : l’un a une orientation 5’-3’, et l’autre est orienté de 3’ vers 

5’. Les deux brins qui se font face doivent être hybridés, c’est-à-dire que les bases qu’ils portent 

doivent pouvoir s’associer via des liaisons hydrogène (H) spécifiques : l’adénine A s’associe 

avec la thymine T avec 2 liaisons H, et la guanine G et la cytidine C s’associent avec 3 liaisons 

H (Figure 3). Ces liaisons canoniques sont dites « Watson-Crick », mais il peut en exister d’autres 

(comme les liaisons « Hoogsteen » (Zhou et al., 2015), les G quadruplex (Xu and Komiyama, 

2023) ou les I-motifs (Gehring et al., 1993)).  
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Figure 3 : Structure générale de l’ADN. 
À gauche : schéma de la structure en double hélice B de l’ADN. Les deux brins d’ADN sont placés de façon antiparallèle selon 
leur polarité : l’un est orienté de 5’ vers 3’, et l’autre de 3’ vers 5’. Ils sont liés entre eux par des liaison hydrogènes entre leurs 
nucléotides. Cette structure impose la formation de deux sillons dans l’ADN : un sillon majeur, de 11,7 Å, et un mineur de 5,7 Å. 
À droite : Les deux brins se lient entre eux par des liaison hydrogènes entre des paires de nucléotides. Les adénines forment 
deux liaisons hydrogènes avec les thymines, et les cytosines forment trois liaisons hydrogènes avec les guanines. D’après 
https://www.genome.gov/genetics-glossary/Deoxyribonucleic-Acid. 

Il existe également plusieurs formes de doubles(1)-hélices d’ADN (Tableau 1) : hélices 

A, B (la plus fréquente), qui tournent à droite, ou Z, qui tourne à gauche. La forme de l’ADN 

varie selon les conditions (séquence, état de l’ADN, etc.) (Ussery, 2002). 

Tableau 1 : Paramètres et structures des hélices A, B et Z de l’ADN. 
 Hélice A Hélice B Hélice Z 

Sens de l’hélice Droite Droite Gauche 
Motif répété 1 pb 1 pb 2 pb 

Nombre de paires de bases 
par tour d’hélice 11 pb 10 pb 12 pb 

Pas de l’hélice par tour 2,82 nm 3,32 nm 4,56 nm 
Diamètre 2,3 nm 2 nm 1,8 nm 

Structure 
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2.3 Les fonctions des acides nucléiques 

Dans la cellule, les acides nucléiques peuvent avoir plusieurs fonctions. Cependant, leurs 

fonctions principales sont le stockage de l’information génétique, sa transmission aux cellules 

filles lors des divisions cellulaires, et l’utilisation de cette information génétique, qui permet aux 

cellules de synthétiser les protéines nécessaires à leur métabolisme (Minchin and Lodge, 2019).  

Cependant, tandis que l’ADN se limite principalement à ces fonctions, l’ARN peut aussi 

avoir d’autres fonctions, parfois enzymatique : la maturation d’autres ARN (snRNA, RNase P, 

RNase MRP, snoRNA), la régulation de l’expression des gènes (eRNA, ceRNA, miRNA, 

siRNA, shRNA), la modification épigénétique du génome (lncRNA), la défense contre des 

pathogènes chez les bactéries (crRNA), et d’autres fonctions encore inconnues (Dai et al., 2020).  

3 Le dogme central de la biologie moléculaire 

Dès 1958, et jusqu’à la publication de son article « Central Dogma of Molecular 

Biology » (Crick, 1970), Francis Crick a proposé que les acides nucléiques sont des éléments 

d’un processus permettant aux cellules de synthétiser les protéines utiles à leur métabolisme. Il 

a proposé que l’information contenue dans la séquence de l’ADN et de l’ARN était exprimée 

sous la forme de protéines, et que les fonctions de ces protéines étaient dépendantes de leur 

séquence, issue de la traduction des acides nucléiques. Plus tard, James Watson précisera ces 

mécanismes en indiquant que l’ADN permet la synthèse de l’ARN par la transcription, et que 

cet ARN est ensuite traduit en protéine. De nos jours, ces mécanismes ont largement été 

confirmés et affinés. Par exemple, on peut citer la découverte de la notion de transcription 

inverse, c’est-à-dire le passage de l’information de l’ARN vers l’ADN, qui existe chez certains 

virus (Temin, 1985). 

Depuis l’énoncé de ce dogme en 1970 (Crick, 1970), chacune de ces étapes a été étudiée 

en détails afin de comprendre son fonctionnement. Également, tout le processus allant de la 

réplication de l’ADN à la synthèse de protéines actives a été complété par de très nombreuses 

connaissances (Ille et al., 2022) sur l’expression des gènes, la régulation de cette expression, la 

modification de certains gènes en cours d’expression (édition d’ARNm, épissage alternatif,…), 

et la modification des protéines après leur expression (Figure 4). 



 
8 

 

 

 

 

 

3.1 L’expression des gènes : les protéines  

Les protéines sont les actrices du métabolisme de la cellule, que ce soit d’un point de vue 

structurel ou fonctionnel (Whitford, 2013). Ces molécules sont composées de combinaisons de 

20 briques élémentaires appelées acides aminés (aa), donc leur diversité repose sur la 

combinatoire des acides aminés utilisés dans leur séquence. Les protéines peuvent ainsi prendre 

de très nombreuses formes, comme le suggère l’origine du mot protéine, qu’on peut rapprocher 

du dieu grec Protée, dont le principal attribut serait de prendre différentes formes (Whitford, 

2013). Au 24 Janvier 2024, la base de données UniProtKB/TrEMBL dénombrait 250322721 

séquences protéiques, allant du plus petit peptide de 7 aa (A0A1Y8EMM2_HUMAN) à la plus 

grande protéine de 45 354 aa (A0A5A9P0L4_9TELE). 

Figure 4 : Évolution du dogme de la biologie moléculaire. 
A : vision originale du dogme de la biologie moléculaire. Ce dogme se compose de deux grandes étapes : Transcription d’un gène 
(ADN) en ARN, et traduction du transcrit ARNm en protéine. 
B : vision actualisée du dogme de la biologie moléculaire. Le génome doit être décompacté avant de permettre tout assemblage 
de machinerie de transcription sur l’ADN. Cette machinerie, impliquant de nombreux partenaires, permet la synthèse d’un ARN, 
qui doit ensuite être maturé pour être traduit en protéine par le ribosome (qui est lui aussi un assemblage de nombreux éléments 
d’ARN et de protéines). L’ARN messager (ARNm) est également dégradé dans le même temps. Une fois la protéine synthétisée par 
le ribosome, elle peut être modifiée, et doit prendre son repliement final, qui lui permet de réaliser sa fonction. Les protéines sont 
enfin dégradées par des systèmes cellulaires.  
D'après Brown TA. Genomes. 2nd ed. Oxford: Wiley-Liss; 2002. 
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3.2 La synthèse des protéines 

La séquence des protéines découle de celle des gènes contenus dans l’ADN des cellules. 

Ces gènes sont transcrits en ARN par une enzyme (une protéine « catalyseur » qui a pour fonction 

d’accélérer une réaction chimique) appelée ARN polymérase, ce qui donne un ARN messager 

(ARNm). Cet ARNm est une copie simple brin du gène, mais ici les thymines T sont remplacées 

par des uraciles U (Nelson et al., 2008). C’est ensuite le ribosome, un assemblage de protéines 

et d’ARN, qui traduit l’ARNm en protéine en suivant le code génétique (Fox, 2010) (Figure 5). 

Celui-ci, qui varie légèrement entre les organismes, permet au ribosome d’associer chaque triplet 

de 3 nucléotides (appelée codon) à un acide aminé en particulier. C’est une famille d’ARN 

particulière, les ARN de transfert (ou ARNt, synthétisés par les aminoacyl-ARNt-synthétases 

(Delarue, 1995)) qui est chargée dans le ribosome de « lire » un codon et de transférer l’acide 

aminé correspondant au ribosome, qui le lie à l’acide aminé précédent, et ainsi de suite jusqu’à 

la lecture d’un codon « stop » qui entraine la libération de la chaine d’acides aminés (Nelson et 

al., 2008).  

Il devrait exister 64 codons possibles, puisqu’il y a 4 nucléotides possibles qui se 

combinent en triplets. Il devrait donc y avoir dans chaque organisme 64 ARNt, mais ce n’est pas 

exactement le cas : chez les eucaryotes, on en dénombre entre 41 et 55, dont certains peuvent 

reconnaitre plusieurs codons différents codant pour un même acide aminé (Goodenbour and Pan, 

2006) : ils sont dits isoaccepteurs (Staehelin, 1973). Cependant, afin d’avoir suffisamment 

d’ARNt en permanence dans la cellule, les gènes codants pour ces ARNt sont présents en 

plusieurs copies : il existe 497 gènes d’ARNt qui sont identifiés chez l’humain (Lander et al., 

2001). 
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Figure 6 : Classification et structures des acides aminés. 
Ici, les acides aminés sont représentés par leur nom et leur codes 1 lettre et 3 lettres, et organisés selon leurs caractéristiques 
physico chimiques. 

 

3.4 La structure des protéines 

Lors de la traduction, le ribosome lie les acides aminés entre eux via une réaction de 

condensation entre le groupement carboxyle du premier acide aminé et le groupement amine du 

suivant, et ainsi de suite (Figure 7).  
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2022). Enfin la structure quaternaire décrit quant à elle l’interaction de plusieurs protéines pour 

former un complexe multimérique (Skipper, 2005). 

La fonction des protéines découle de leurs structures : en effet, c’est l’agencement des 

résidus dans le site actif d’une enzyme qui définit son activité (Orengo et al., 1999). Par 

conséquent, les quatre niveaux de structure sont fondamentaux pour que les protéines ou 

complexes protéiques puissent être actifs, c’est pourquoi il existe dans les cellules des 

mécanismes qui permettent d’aider les protéines à atteindre un repliement correct (Jackson, 

2013). Cependant, dans la plupart des cas, la structuration des protéines in vivo découle des 

nombreuses interactions des résidus entre eux, qui vont former les structures secondaires puis 

tertiaires en permettant d’arriver à un minimum énergétique (Onuchic et al., 1997). Cependant, 

il faut également noter l’existence de protéines ou de domaines protéiques intrinsèquement 

désordonnés mais fonctionnels (Uversky, 2011). 

4 La rencontre entre protéines et ADN : le maintien de l’information 

génétique 

On l’a vu précédemment, l’ADN est le support de l’information génétique des cellules 

vivantes. Cependant, au cours de la vie de la cellule, cet ADN traverse de nombreux processus, 

dont deux vont nous intéresser particulièrement ici : la réplication et la réparation. 

4.1 La réplication de l’ADN chez les eucaryotes 

Au sein des cellules eucaryotes, la réplication de l’ADN commence toujours en un point 

nommé origine de réplication (Nelson et al., 2008). Il peut y en avoir une seule ou plusieurs sur 

un chromosome, et c’est en ce point que le complexe d’initiation s’assemble. Ce complexe 

recrute une hélicase, qui a pour rôle de séparer les brins d’ADN. Les tensions structurelles 

formées sont relâchées par une topoisomérase, et les brins séparés sont maintenus séparés par 

des protéines de fixation à l’ADN simple brin appelées RPA (Replication Protein A) chez les 

eucaryotes. De chaque côté de l’origine de réplication, une fourche de réplication progresse 

(l’ensemble des protéines impliquées est appelé le réplisome) (Pellegrini, 2023).  

Chez les eucaryotes, au sein de chaque fourche de réplication, de l’ADN est synthétisé 

sur chacun des deux brins : l’ADN synthétisé sur le brin parental orienté de 3’ vers 5’ est 
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L’état de condensation de la chromatine varie dans le noyau en fonction de l’étape du 

cycle cellulaire (Cooper, 2000) :  

- en interphase, 90% de la chromatine est décondensée sous forme de fibres de 30 nm, 

et 10% de cette euchromatine est sous forme de fibres de 10 nm, permettant 

l’expression des gènes. Les 10% restants sont très condensés, on parle alors 

d’hétérochromatine (Cooper, 2000) ; 

- en mitose, tout le génome est très condensé (10000 fois), sous forme de 

chromosomes.  

4.2.2 Les modifications d’histones 

Pour permettre aux protéines ayant pour rôle d’interagir avec l’ADN de le faire, l’ADN 

doit être rendu accessible malgré sa condensation par la chromatine. Pour permettre cela, les 

histones présents peuvent être modifiés de nombreuses façons (Allfrey et al., 1964) sur des 

queues chargées positivement situées en N-terminal, qui peuvent interagir avec d’autres 

nucléosomes. La modification des histones peut donc altérer la structure de la chromatine, en 

modifiant directement ces interactions, ou en recrutant des enzymes pouvant repositionner les 

nucléosomes. Les principales modifications d’histones sont l’acétylation, la phosphorylation et 

la méthylation. 

Les méthylations d’histones sont faites sur les chaines latérales des lysines et arginines 

(Allfrey et al., 1964). Contrairement aux autres modifications, elles ne modifient pas la charge 

des histones, mais les lysines peuvent être mono / bi / tri méthylées, et les arginines peuvent être 

mono méthylées ou bi méthylées. Les lysines méthyltransférases sont spécifiques du nombre de 

modifications à ajouter sur une lysine (Zhang et al., 2003). Ces modifications sont reconnues par 

des protéines partenaires, pouvant avoir des rôles variés : remodelage de la chromatine et des 

nucléosomes (Sims et al., 2005), recrutement d’autres modificateurs d’histones étant associés 

avec la prolifération cellulaire (Shi et al., 2006). Leur présence est caractéristique de certains 

états de la chromatine : par exemple l’hétérochromatine constitutive (qui englobe les gènes 

inactivés de façon permanente) est caractérisée par un haut niveau de triméthylation sur la lysine 

9 des histones H3 (H3K9me3) (Allfrey et al., 1964), alors que l’hétérochromatine facultative est 

caractérisée par un enrichissement en H3K27me3 (Allfrey et al., 1964). Ces modifications 

permettent entre autres le recrutement des enzymes de la transcription (Xiao et al., 2003). 



 
17 

4.2.3 Autres éléments d’organisation du génome 

En plus des éléments décrits ci-dessus, le génome des cellules eucaryotes en utilise 

d’autres lui permettant de se replier dans le noyau, comme la méthylation de l’ADN ou 

l’incorporation de variants d’histones (Talbert and Henikoff, 2017). Certains de ces éléments 

définissent ensemble le repliement des nucléosomes (Zhou et al., 2011). In fine, le génome est 

organisé dans le noyau en compartiments regroupant des gènes avec le même état de chromatine 

(Nichols and Corces, 2021). Un autre niveau d’organisation du génome repose sur la formation 

de domaines topologiquement associés (TAD pour Topologically Associated Domains), qui sont 

des boucles de chromatine. Ces boucles partiellement isolées du reste du génome permettent de 

favoriser les interactions entre les séquences activatrices et promotrices de la transcription 

(Nichols and Corces, 2021). 

5 La réparation de l’ADN 

L’ADN de toutes les cellules vivantes subit des dommages. Les causes de ces lésions sont 

variées, mais certaines sont dues au fonctionnement normal de la cellule, comme certaines 

erreurs de réplication qui peuvent incorporer des mésappariements (lorsque la règle de 

complémentarité A-T / G-C n’est plus respectée) (Ganai and Johansson, 2016). Ce sont des 

évènements rares mais néanmoins statistiquement significatifs. Certains processus métaboliques 

dans la cellule peuvent aussi créer des espèces réactives de l’oxygène ou de l’azote, qui peuvent 

créer sur l’ADN des sites abasiques (AP pour apurinique/apyrimidique), des cassures simple brin 

ou double brin, des mutations (Van Houten et al., 2018). Cependant, des lésions peuvent aussi 

être crées par des agents extérieurs comme l’exposition à des rayonnements ionisants (rayons 

UV ou X), à des produits chimiques mutagènes (comme les hydrocarbures polycycliques 

aromatiques issus de la consommation de tabac) (Hakem, 2008). L’ADN subit également des 

dommages chimiques comme l’oxydation, l’alkylation, la déamination, qui peuvent mener à des 

mutations si ils ne sont pas réparés (Boiteux et al., 2017). Enfin, l’ADN peut subir des cassures 

simple brin à cause de l’activité de certaines enzymes lors de la réplication ou de la transcription, 

ou à cause de certaines radiations, et l’accumulation de ce type de lésions peut mener à des 

cassures doubles brins (Hossain et al., 2018, p. 2). Tous ces dommages peuvent mener à la mort 

de la cellule par l’apparition de mutations, qui peuvent entrainer une cancérisation des cellules 

(Alhmoud et al., 2020). 
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Face à tous ces dommages, les cellules doivent être en mesure de réagir pour réparer les 

éventuelles lésions, sans quoi l’intégrité du génome pourrait être compromise. Ainsi, pour 

chaque type de dommage, les cellules possèdent des voies de réparation. Nous allons en voir 

quelques-unes ici, et nous nous attarderons sur l’une d’entre elles, qui est centrale dans les 

travaux de cette thèse. 

5.1 Les bases endommagées 

Comme indiqué précédemment, les nucléotides composant l’ADN peuvent eux aussi être 

endommagés et modifiés (par oxydation, alkylation, etc.) (Boiteux et al., 2017). Dans ce cas, ces 

nucléotides peuvent ne plus s’hybrider normalement avec ceux de l’autre brin d’ADN. C’est le 

cas par exemple avec la 8-oxo-7,8-dihydroguanine (ou 8-oxoG), formée à partir de la guanine, 

et qui peut lors de la réplication être associée à une adénine (via une liaison de type Hoogsteen), 

et qui sera lors de la réplication suivante associée à une thymine (Boiteux et al., 2017) 

(Figure 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ce type de dommage est donc très mutagène, puisqu’il peut muter une paire G-C en T-A 

(Boiteux et al., 2017). Le principal système de réparation utilisé par les cellules est la réparation 

par excision de base (ou BER pour Base Excision Repair, Figure 12). Cette réparation se fait en 

Figure 11 : Formation de 8-oxoG et de paires de bases incorrectes 
a : voies de formation de la 8-oxoG 
b : liaisons possibles avec (de gauche à droite) une guanine et une cytosine, une 8-oxoG et une cytosine, et une 8-oxoG et une 
adénine. D’après Boiteux et al. Free radical biology & medicine 2017 
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plusieurs étapes : la suppression de la base endommagée (laissant un site AP) par une 

glycosylase ; l’élimination du sucre par une AP lyase ; l’ouverture de la liaison phosphodiester 

par une AP endonucléase; puis soit l’ajout d’un nucléotide correct par une ADN polymérase 

(l’ADN polymérase β chez les eucaryotes) et le rétablissement de la liaison phosphodiester par 

une ligase (Boiteux et al., 2017) ; soit la synthèse d’un morceau d’ADN plus long, l’élimination 

des bases sortantes par une flap endonucléase, et le rétablissement de la liaison phosphodiester 

par une ADN ligase.  

 
Figure 12 : Système de réparation par excision de base 
Lorsqu’une base endommagée est présente dans l’ADN, elle est éliminée par une ADN glycosylase, puis le site abasique est 
éliminé par une endonucléase. Ensuite, soit une ADN polymérase ajoute le nucléotide manquant, et une ADN ligase rétablit la 
liaison phosphodiester, soit l’ADN polymérase synthétise plusieurs nucléotides, les nucléotides sortants sont éliminés, et une 
ADN ligase rétablit la liaison. D’après Barve A et al. DNA Repair Repertoire of the Enigmatic Hydra. Front Genet. 2021. 

5.2 Les lésions déformant l’ADN 

Parmi les dommages que l’ADN peut subir, certains peuvent aussi déformer sa structure 

(Figure 13), comme les dimères de pyrimidines (les plus connus étant les dimères de thymine 

(Beukers et al., 2008)), les cyclopurines (Brooks, 2017), et d’autres dommages causés par des 

agents mutagènes ou l’exposition aux UV.  
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5.3 Les liaisons covalentes entre les brins d’ADN (Interstrand Crosslink) 

Certaines molécules (comme le gaz moutarde utilisé lors de la première guerre mondiale 

(Castaño et al., 2017)) ont la capacité de lier les deux brins d’ADN, qui ne peuvent alors plus 

être séparés, ce qui bloque la réplication et la transcription (Deans and West, 2011). Ces 

dommages peuvent aussi avoir des causes endogènes comme le stress oxydatif qui peut former 

des molécules pouvant créer ces ICL (Interstrand CrossLinks). La voie de réparation des ICL 

porte le nom de la maladie génétique humaine dans laquelle cette réparation fait défaut : l’anémie 

de Fanconi (FA). La voie FA regroupe 19 protéines, et implique également d’autres systèmes de 

réparation (NER, synthèse translésionnelle et recombinaison homologue) (Lopez-Martinez et 

al., 2016). 

5.4 Les mésappariements 

Bien que les ADN polymérases humaines réplicatives soient très fidèles (à raison d’une 

erreur tous les 108 à 1010 paires de bases (Bębenek and Ziuzia-Graczyk, 2018)) il peut leur arriver 

d’apparier incorrectement des nucléotides : on parle alors de mésappariement. Ces 

mésappariements peuvent mener à des mutations au fil des réplications, ainsi ces erreurs doivent 

être rapidement corrigées. Ces dommages sont réparés par le système de réparation des 

mésappariements (MMR pour MisMatch Repair, Figure 15) (Hsieh and Zhang, 2017). Dans un 

premier temps (chez les eucaryotes), l’erreur est reconnue par MutS qui recrute ensuite 

l’hétérodimère MutL (Hsieh and Zhang, 2017). Cette étape régit la reconnaissance des 

dommages de l’ADN dans cette voie de réparation (Figure 15). Le complexe MutS-MutL se 

déplace autour du mésappariement et introduit des coupures simple brin avec l’aide d’autres 

partenaires comme le PCNA (Hsieh and Zhang, 2017). Cela permet à la nucléase EXO1, grâce 

à son activité 5’-3’ exonucléase (Keijzers et al., 2015), de dégrader le brin d’ADN sur 150 pb 

autour du site de l’erreur, laissant un ADN simple brin qui est protégé par le RPA (Hsieh and 

Zhang, 2017) : c’est l’étape d’excision. Enfin, une ADN polymérase resynthétise l’ADN dégradé 

par l’exonucléase avec l’aide de PCNA et RFC, et l’ADN ligase I rétablit la continuité du 

squelette phosphodiester (Hsieh and Zhang, 2017) : c’est l’étape de resynthèse (Figure 15). 
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5.5.1 Les causes physiologiques de cassures double-brin 

5.5.1.1 La recombinaison V(D)J 

Au cœur du système immunitaire des vertébrés (Buchmann, 2014), de nombreux types 

de cellules sont impliquées, dont les lymphocytes B et T (Crotty, 2015). Les premiers ont pour 

fonction de synthétiser et libérer des immunoglobulines (Ig), qui servent à déclencher la réponse 

immunitaire. Les lymphocytes T ont pour fonction de reconnaitre les cellules étrangères 

pathogènes, grâce à des récepteurs appelés récepteurs des cellules T (ou TCR pour T Cell 

Receptor) (Crotty, 2015).  

Les immunoglobulines et les TCR étant impliqués dans la reconnaissance de pathogènes 

variés, leur diversité est un avantage (Brandt and Roth, 2008). Le mécanisme utilisé pour générer 

cette diversité s’appelle la recombinaison V(D)J (Roth, 2014). Les TCR et les Ig sont constitués 

de façon semblable (Figure 16) : une chaine lourde qui porte une région variable (VH) et trois 

régions constantes (CH 1, 2 et 3) et une chaine légère constitués d’une région variable (VL) et 

une constante (CL) (Schroeder and Cavacini, 2010).  

 
Figure 16 : Représentation schématique d’une immunoglobuline. 

Les cellules B et T portent dans leur génome de nombreux allèles (versions de gènes) 

permettant de constituer les domaines variables VH et VL (Hoch and Schwaber, 1996). Chaque 

domaine variable est divisé en 3 segments : variable (V), de jonction (J) et de diversité (D). La 

recombinaison V(D)J a donc pour but d’associer des allèles variés de chacun de ces segments, 

Site de fixation 

aux antigènes

Région variable

Région 
constante
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afin de créer des domaines variables nouveaux et diversifiés pour les Ig et les TCR, qui 

permettront de reconnaitre de nouveaux pathogènes (Roth, 2014). 

Pour cela, la proximité des différents allèles sur chaque segment permet à la 

recombinaison V(D)J de les associer de façon aléatoire (Figure 17) (van Gent et al., 2001). Pour 

chaque segment, un allèle est sélectionné au hasard et les trois sont assemblés ensemble : c’est 

ce nouveau gène assemblé qui une fois traduit formera les régions VH ou VL (van Gent et al., 

2001) des Ig et des TCR. Ce système de recombinaison repose sur l’existence aux extrémités de 

chacun de ces gènes de séquences qui servent de signaux de recombinaison (RSS pour 

Recombination Signal Sequence) (Brandt and Roth, 2008). Les protéines RAG1 et RAG2 

introduisent une CDB à l’extrémité de deux gènes et retirent la séquence située entre les deux 

(Brandt and Roth, 2008). Cela forme une coupure franche aux extrémités des RSS et une 

structure en épingle à cheveux aux extrémités des gènes, formée par liaison covalente entre les 

deux brins de l’ADN. Ce processus introduit donc une CDB, qui sera réparée ensuite par le NHEJ 

(pour Non Homologous End Joining soit réparation des extrémités non homologues) (van Gent 

et al., 2001). 

 
Figure 17 : La recombinaison V(D)J 
a : L’objectif de la recombinaison V(D)J est de combiner des allèles variés V, D et J pour former des anticorps nouveaux. Pour 
cela, les protéines RAG1/2, Ku, DNA-PKcs, Ligase IV et XRCC4 (entre autres) sont nécessaires. À la fin, une combinaison 
unique d’allèles est obtenue, ce qui maximise la diversité des Ig et des TCR. 
b : Aux extrémités des segments V, D et J, des séquences appelées RSS sont présentes. Celles-ci sont reconnues par les 
recombinases RAG1 et 2 qui introduisent des cassures doubles brins à chaque extrémité du segment. Ces cassures doubles brins 
sont ensuite réparées : les deux RSS sont assemblés en « signal joint », et les deux extrémités de segments sont assemblées en 
« coding joint ». Au cours de cet assemblage, une étape d’addition aléatoire de nucléotides est réalisée par la polymérase Tdt 
(on parle de N-addition), et permet de maximiser la diversité des gènes. D’après van Gent, D.et al. Nat Rev Genet (2001). 
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5.5.1.2 Les commutations isotypiques et l’hypermutation somatique 

Il existe plusieurs classes d’immunoglobulines : IgG, IgM, IgA, IgD et IgE, chacune 

jouant un rôle différent dans l’immunité des organismes (Schroeder and Cavacini, 2010). La 

classe d’une Ig est définie par sa région constante (CH 1, 2 et 3 ou CL). Pour la chaine lourde, il 

existe 8 isotypes possibles, et 2 pour la chaine légère : et selon leur combinatoire, 

l’immunoglobuline formée sera une IgG, une IgM, etc (Schroeder and Cavacini, 2010). Lors de 

la fixation d’un antigène sur un lymphocyte B, le locus (la localisation dans le génome) duquel 

dépend l’expression des Ig subit deux types d’altérations : la commutation isotypique (pour les 

chaines lourdes constantes) et l’hypermutation somatique pour les chaines légères et lourdes 

variables (Chi et al., 2020). Dans ces deux cas, les CDB sont programmées. 

La commutation isotypique a pour but d’échanger un gène codant pour une chaine lourde 

constante avec un autre gène dans un ensemble présent dans le génome (Xu et al., 2012). Pour 

cela (Figure 18), une désaminase appelée AID reconnait spécifiquement certaines cytidines sur 

des régions répétées précédant les gènes des différents isotypes, et les modifie pour former des 

déoxyuraciles dU (Xu et al., 2012). Le recrutement du MMR ou du BER pour corriger la 

présence de ce U dans l’ADN entraine la formation d’une CDB qui sera réparée par le NHEJ, 

car les modifications peuvent être proches les unes des autres et leur réparation entraine 

momentanément des cassures double brin (Xu et al., 2012). 

 
Figure 18 : La commutation isotypique 
Une séquence codant pour une chaine lourde constante (Cγ ici) en remplace une autre (Cμ), en passant par l’insertion de CDB 
aux extrémités des gènes. D’après Martin, A. et al. Chapter 20 - Somatic Hypermutation: The Molecular Mechanisms Underlying 
the Production of Effective High-Affinity Antibodies. Molecular Biology of B Cells (Second Edition) 2015, Pages 363-388. 

Dans le cas de l’hypermutation somatique (Figure 19), AID convertit en uraciles des 

cytidines situées dans les gènes V, D et J, ce qui forme des mésappariements (Martin et al., 2015). 

Le système de réparation MMR ou BER est donc recruté pour corriger l’erreur, pouvant insérer 

une mutation qui enrichit la diversité des sites de fixation aux antigènes (Martin et al., 2015).  
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Figure 19 :L’hypermutation somatique 
La région V codant pour un anticorps accumule très rapidement des mutations, ce qui permet de créer des anticorps variants. 
D’après Martin, A. et al. Chapter 20 - Somatic Hypermutation: The Molecular Mechanisms Underlying the Production of 
Effective High-Affinity Antibodies. Molecular Biology of B Cells (Second Edition) 2015, Pages 363-388.  

5.5.1.3 Les recombinaisons méiotiques 

Durant la méiose, qui est une division de cellules qui permet la formation de gamètes 

haploïdes (ne portant qu’un chromosome de chaque paire), un brassage génétique a lieu, pour 

permettre de diversifier les gènes présents dans les gamètes. Le processus qui permet cette 

diversification est la recombinaison (Baudat et al., 2013).  

Lors de la méiose, des chromosomes homologues se rencontrent le long de l’axe 

chromosomique. Cette rencontre permet la formation de cassures double-brin par la protéine 

Spo11 (et d’autres protéines et complexes comme MRX, Sae et ExoI) sur un des chromosomes, 

et cet ADN endommagé est pris en charge par le système de recombinaison homologue. La 

résolution de ces cassures et mélanges de brins entre les deux chromosomes peut soit insérer une 

séquence d’un chromosome dans l’autre, soit échanger une partie des chromosomes : on parle 

de crossing-over (Baudat et al., 2013). 

5.5.1.4 Les cassures double brins à but thérapeutique 

Il peut sembler surprenant de vouloir causer des dommages tels que des CDB à des 

cellules vivantes, étant donnée leur nature destructrice. Cependant, dans certains cas, il est utile 

de pousser les cellules vers leur mort (l’apoptose), comme dans le cas des cancers, où leur 

fonctionnement est déréglé. C’est pourquoi une partie des traitements anticancéreux actuels 

repose sur l’idée de créer des dommages de l’ADN (comme la radiothérapie ou les inhibiteurs 

de topoisomérase (Pommier, 2006)), y compris des CDB (Moon et al., 2023). D’autres 

traitements visent plutôt à empêcher la réparation des CDB, comme les inhibiteurs de ligase 

(Greco et al., 2016). 
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Les cellules cancéreuses sont particulièrement sensibles à certains types de stress 

(métabolique, protéotoxique, oxydatif, mitotique…) dont le stress génotoxique : celui lié aux 

dommages à l’ADN. C’est sur cela que reposent les traitements anticancéreux : la création de 

nombreuses CDB, de telle façon que les systèmes de réparation de la cellule soient saturés, ce 

qui entraine ces cellules vers l’apoptose (Moon et al., 2023).  

Le traitement le plus classique face au cancer à l’heure actuelle est la radiothérapie, qui 

consiste à irradier la tumeur. D’autres traitements sont les molécules radiomimétiques (qui 

miment l’action des rayonnements). Celles-ci ont pour fonction d’attaquer le désoxyribose de 

l’ADN sur des séquences spécifiques pour l’oxyder et le rendre très réactif chimiquement, ce qui 

rompt la liaison glycosidique entre la base et le sucre ou la liaison phosphodiester. Lorsque cela 

se produit sur les deux brins de l’ADN, cela peut mener à des CDB (Povirk, 1996). 

D’autres molécules utilisées en traitement anticancéreux sont les inhibiteurs de ligases 

ou de topoisomérases. L’idée de ce type de molécule est de bloquer le fonctionnement d’une 

enzyme indispensable à la cellule pour maintenir son génome (Moon et al., 2023). 

5.6 La réparation des cassures double brin 

Au sein des cellules eucaryotes, il existe deux systèmes de réparation des cassures 

double-brin : la recombinaison homologue et le NHEJ. Les deux peuvent être utilisés pour la 

réparation de toute une variété de CDB (exemples en partie gauche de la figure 25). Bien que le 

NHEJ entre souvent en action en premier (Karanam et al., 2012), le choix entre les deux est lié 

à différents facteurs, tels que la structure des extrémités lésées de l’ADN (Reynolds et al., 2012) 

ou l’étape du cycle cellulaire (Scully et al., 2019). 

5.6.1 La recombinaison homologue 

Le premier système de réparation et aussi le plus efficace des deux (car le moins 

mutagène) est la recombinaison homologue (Wright et al., 2018). Celle-ci repose sur le 

concept du « copier-coller ». En effet, en résumé ce système utilise une copie saine de l’ADN 

endommagé pour permettre à ce dernier de retrouver sa séquence exacte (Wright et al., 2018). 

Cependant, cela nécessite que deux copies du génome soient présentes dans la cellule, ce qui ne 

permet à la recombinaison homologue d’être active que dans les phases où deux chromatides 
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simple brin (sb) et l’ADN double brin (db) (Qi et al., 2015). Une fois qu’une homologie a été 

trouvée, un appariement est formé entre l’ADN sb et son brin complémentaire dans l’ADN db : 

on parle de synapse ou complexe synaptique (Figure 21). Celle-ci forme une boucle D : 

l’extrémité 3’ s’entrelace dans son ADN db complémentaire, ce qui forme l’équivalent d’une 

jonction amorce-modèle, comme dans la réplication (Wright et al., 2018). Cela déplace le brin 

complémentaire de l’ADN db pour former un hétéroduplexe entre un brin de l’ADN db et l’ADN 

sb. La formation de ces boucles D est réalisée par Rad54, qui retire Rad51 pour permettre 

l’hybridation de l’ADN sb avec le db (Wright and Heyer, 2014). Une fois l’hybridation réalisée 

et l’extension du brin à réparer finie (grâce à l’ADN polymérase d et PCNA (Li et al., 2009)), il 

existe deux façons de terminer la réparation : l’hybridation de brins synthèse dépendante (SDSA 

pour synthesis dependant strand annealing) ou la formation de doubles jonctions de Holliday 

(dHJ) (Wright et al., 2018)(Figure 21).  

Dans le cas du SDSA (Figure 21), une fois que le brin à réparer sort de la boucle D après 

plusieurs cycles de formations de boucles D et élongations (McVey et al., 2004), il s’hybride à 

son brin complémentaire (en aval de la cassure). À partir de là, la réparation peut être terminée 

par une ADN polymérase (McVey et al., 2016) et une ADN ligase (Wright et al., 2018). Cette 

voie est celle qui est favorisée in vivo (Zapotoczny and Sekelsky, 2017), et elle permet d’éviter 

la formation de crossing over entre les chromosomes, et donc l’échange de matériel génétique 

entre les deux ou le passage de matériel génétique de l’une à l’autre. 

Dans le cas des doubles jonctions de Holliday (Figure 21), le second brin de l’ADN à 

réparer s’hybride avec le brin déplacé de l’ADN db homologue, ce qui permet l’extension des 

deux brins dans la boucle D (Wright et al., 2018). Cette double jonction de Holliday est ensuite 

résolue soit par dissolution, ce qui permet d’éviter les crossing-over, soit par résolution 

nucléolytique, ce qui peut créer des crossing-overs (comme dans le cadre de la recombinaison 

méiotique) (Wright et al., 2018).  
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Figure 21 : Modèle de réparation par le système de recombinaison homologue. 
À la suite de l’apparition de CDB dans l’ADN, si les systèmes NHEJ et MMEJ ne peuvent pas être utilisés, c’est la recombinaison 
homologue qui répare ce dommage. Pour cela, un ADN homologue est utilisé : une homologie de séquence est recherchée, et 
lorsqu’elle est trouvée l’ADN endommagé envahit la double hélice intacte pour former une « boucle D ». La majorité de ces 
boucles sont interrompues et réparées par hybridation des brins dépendante de la synthèse (ou SDSA) : le brin endommagé 
ayant commencé à être synthétisé est réhybridé à son brin initial, et la réparation se termine par la synthèse de l’ADN manquant 
et la ligation. Si la boucle est maintenue, la réparation se fait via la formation d’une double jonction de Holliday. Le brin ayant 
envahi son homologue continue d’être synthétisé, et le second brin endommagé est réparé grâce au brin homologue déplacé lors 
de la formation de la boucle. Cette double jonction de Holliday peut ensuite soit être rompue par une topoisomérase; soit par 
coupure de l’ADN entremêlé, ce qui peut ou non former un crossing-over . D’après Wright WD, et al. J Biol Chem. 

 

5.6.2 Le NHEJ 

Le second système de réparation des CDB, central dans le cadre de cette thèse, est le 

NHEJ. Là où la recombinaison homologue fait un « copier-coller », le NHEJ vise quant à lui à 

recoller les extrémités lésées. Son fonctionnement est donc plus mutagène, car il ne se base pas 

sur la reproduction d’une information existante mais en rajoute si il en manque, sans modèle (ce 

système n’a pas forcément besoin de micro-homologies entre les extrémités lésées : 40% des 

réparations par le NHEJ se font sans micro-homologie (Pannunzio et al., 2014)).  
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En résumé, le NHEJ est composé de quatre grandes étapes suivant la cassure de l’ADN : 

la reconnaissance de la CDB, la mise en place de la synapse NHEJ, le traitement des extrémités 

lésées et la ligation (Figure 22). 

 
Figure 22 : Résumé schématique des principales étapes du NHEJ. Après la reconnaissance des extrémités d’ADN par Ku70/80, 
DNA-PKcs est recruté, pour former le complexe « Long Range », complété entre autres par l’ADN ligase IV. À cette étape, les 
extrémités d’ADN ne peuvent pas être traitées par d’autres facteurs. Le complexe synaptique « Short Range » permet ensuite le 
rapprochement des extrémités d’ADN, et le recrutement de facteurs de traitement. Si la ligation est possible, elle est réalisée par 
la ligase IV. Au besoin, des facteurs de traitement peuvent interagir avec l’ADN, pour le rendre apte à la ligation. D’après 
Carney et al. eLife 2020. 

Le NHEJ est principalement utilisé hors des phases G2 et S du cycle cellulaire, bien que 

même en G2 il corrige jusqu’à 80% des cassures générées par des radiations ionisantes, si ces 

cassures sont éloignées des fourches de réplication (Karanam et al., 2012). C’est également le 

système de réparation utilisé dans le cadre de la recombinaison V(D)J et de la commutation 

isotypique. 

5.6.2.1 La reconnaissance des CDB et la mise en place de la synapse (complexe 

Long Range) 

La première étape du NHEJ, comme évoqué précédemment, est la reconnaissance de la 

CDB. Les protéines impliquées dans cette reconnaissance sont celles du dimère Ku70/80. Ce 

dimère identifié en 1981 (Mimori et al., 1981) forme un anneau dans lequel l’ADN s’insère, il a 

Extrémités d’ADN séparées

Complexe synaptique 
«long range »

Complexe synaptique 
«short range »

Facteur de traitement des extrémités

Tentative de ligation
Extrémités compatibles

Extrémités 
incompatibles

Traitement des extrémités de l’ADN

Ligation
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une grande affinité pour les extrémités de l’ADN (avec un Kd de l’ordre du nM (Blier et al., 

1993)) peu importe leur état ou leur séquence, et il est relativement abondant dans le noyau des 

cellules (environ 500 000 molécules par cellule humaine) (Walker et al., 2001). La structure de 

cet hétérodimère a été résolue chez Homo sapiens et Saccharomyces cerevisiae (Walker et al., 

2001), et semble avoir été conservée au cours de l’évolution des eucaryotes. Ku70/80 n’interagit 

qu’avec le squelette sucre-phosphate de l’ADN, mais avec une orientation spécifique : Ku70 est 

plus proche de l’extrémité libre de l’ADN (Yoo and Dynan, 1999). Lors de l’obtention de la 

structure du dimère, les auteurs ont suggéré que certains résidus en contact avec l’ADN, de par 

leurs chaines latérales, pourraient limiter le glissement de Ku le long de l’ADN, sans quoi l’ADN 

serait recouvert de dimères Ku70/80 ayant glissé après s’être fixé à une extrémité libre (Grob et 

al., 2012). De plus, Ku70/80 présente une activité 5’dRP/AP lyase, qui lui permet d’éliminer les 

sites AP dans certains cas (Roberts et al., 2010). 

Le rôle premier de Ku 70/80 est de détecter les cassures (en quelques secondes, le dimère 

commence à s’accumuler auprès de l’ADN endommagé (Mari et al., 2006)) et de protéger les 

extrémités d’ADN (Mimitou and Symington, 2010). Pour cela, l’hétérodimère a besoin d’un 

minimum de 14 pb pour s’installer (Frit et al., 2019). Son rôle est ensuite de servir de plateforme 

de recrutement pour les autres partenaires du NHEJ. 

À la suite de la reconnaissance d’une CDB par Ku70/80, l’apoenzyme DNA-PKcs (sous 

unité catalytique de la protéine kinase dépendante de l’ADN) est recrutée, l’ensemble forme 

DNA-PK (Hennequin et al., 1999), et Ku70/80 est « poussé » sur l’ADN, s’éloignant des 

extrémités de la CDB et laissant sa place à DNA-PKcs à l’extrémité de l’ADN (Yoo et al., 1999) 

(Figure 23).  
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Figure 23 : Structure du complexe NHEJ “Long Range”. D’après Chen Set al. Nature. 2021 

Le rôle de ce complexe Long Range (LR) est de stabiliser les deux extrémités lésées de 

l’ADN côte à côte en formant la synapse du NHEJ, en les tenant à distance l’une de l’autre (>80 

angströms (Å)) (Graham et al., 2016). Ce complexe est stabilisé par d’autres protéines : PAXX, 

XRCC4, et XLF (Figure 23). 

XLF et XRCC4 sont deux protéines assez similaires d’un point de vue structural, bien 

que leurs séquences soient différentes (Ahnesorg et al., 2006). Elles sont toutes deux formées 

d’une tête N-terminale globulaire, d’un coiled coil central permettant leur homo-dimérisation, et 

d’un domaine C-terminal non structuré (Li et al., 2008). Dans les complexes du NHEJ, XLF et 

XRCC4 interagissent via leurs têtes N-terminales, mais XLF interagit en plus avec Ku70/80 via 

un motif d’interaction (KBM pour Ku Binding Motif) situé dans son domaine C-terminal (Yano 

et al., 2011). L’ensemble de ces interactions entre un dimère XLF, un complexe XRCC4-Ligase 

IV (X4L4) et Ku-ADN, semblent permettre à elles seules la formation d’un autre complexe 

appelé Short-Range (voir plus bas). 

Un autre partenaire, PAXX, est très proche de XLF d’un point de structural, et sa fonction 

n’est pas encore totalement comprise (Seif-El-Dahan et al., 2023). Sa présence est accessoire 

mais ce partenaire semble pouvoir stabiliser le dimère de DNA-PK, et partiellement se substituer 

à XRCC4 ou le compléter en interagissant avec Ku via un autre site d’interaction (Ochi et al., 

2015). 
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5.6.2.2 La formation du complexe Short Range et le traitement des extrémités de 

l’ADN 

Après la formation du complexe LR, les deux DNA-PK se phosphorylent mutuellement 

et se détachent de la synapse, ce qui permet aux autres facteurs de changer de conformation pour 

rapprocher les extrémités de l’ADN, formant le complexe Short Range (Chen et al., 2023), ce 

qui permet à d’autres protéines d’être recrutées pour maturer les extrémités de l’ADN (Vogt et 

al., 2023) (Figure 24). 

 

Figure 24 : Structure du complexe de ligation “Short Range”. D’après Chen S et al. Nature. 2021. 

Si les extrémités de l’ADN sont compatibles, la ligation peut être réalisée directement 

par l’ADN ligase IV. Mais dans le cas où les extrémités de l’ADN ne peuvent pas être rattachées 

par une ligation directe, une étape de modification de ces extrémités est nécessaire. Il a été montré 

que l’ADN ligase IV favorise certaines voies de traitement des extrémités de l’ADN, selon les 

besoins (Waters et al., 2014). L’état de ces extrémités pouvant être très varié, de nombreuses 

fonctions peuvent être requises (Figure 25). 
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Figure 25 : Les enzymes de traitement des extrémités de l'ADN et leurs contextes d’activation. D’après Stinson BM et al. Annu 
Rev Biochem. 2021. 

Dans le cas où l’extrémité 5’ de l’ADN endommagé aurait perdu un groupement 

phosphate, ou bien si l’extrémité 3’ porte un groupement phosphate, la ligation ne peut pas avoir 

lieu. Dans ces cas, la PNKP (PolyNucléotide Kinase Phosphatase) peut soit ajouter soit retirer 

des groupements phosphates, de manière à permettre la ligation (Weinfeld et al., 2011). Cette 

protéine interagit avec XRCC4 via son domaine FHA N-terminal. 

Dans certains cas, pouvant être programmés (comme dans la recombinaison V(D)J)) ou 

non, les extrémités de l’ADN peuvent former une structure en épingle à cheveux (lorsque les 

groupements 3’OH et 5’P sont liés par les transposases RAG par exemple). Dans ce cas, ces 

extrémités ne peuvent pas être utilisées pour une ligation, donc cette liaison doit être rompue par 

une nucléase. Ce rôle est rempli par la nucléase appelée Artemis (Ma et al., 2002).  

Lorsqu’une réaction de ligation commence et ne peut être finie, un groupement adénosine 

peut être transféré sur le 5’P. Ce groupement peut alors être retiré par l’aprataxine (Ahel et al., 

2006). 
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Si l’activité d’une topoisomérase est requise et qu’elle est bloquée (par un inhibiteur de 

topoisomérases par exemple), elle peut rester liée covalement aux extrémités 5’ ou 3’ de l’ADN, 

ce qui empêche tout traitement de l’ADN (Cho and Jinks-Robertson, 2018). Les protéines TDP1 

et TDP2 peuvent alors être recrutées pour supprimer cette liaison covalente (Cortes Ledesma et 

al., 2009). TDP1 peut également supprimer d’autres types de groupements ou adduits sur les 

extrémités de l’ADN (Interthal et al., 2005). 

D’autres protéines ayant des activités de nucléases (APLF), hélicases (WRN (Rossi et 

al., 2010)), ou même dRP/AP lyases (Ku) peuvent également être nécessaires (Menon and 

Povirk, 2016). 

Enfin, des ADN polymérases peuvent également être impliquées. Il s’agit en particulier 

des ADN polymérases de la famille X ayant un domaine BRCT N-terminal : les ADN polymérase 

l, µ et Tdt (Terminal déoxynucléotidyltransférase) (Nick McElhinny et al., 2005; Pryor et al., 

2015; Uchiyama et al., 2009) (Figure 26), qui seront au cœur des travaux de cette thèse. 

 

 

 

Ce domaine N-terminal leur permet d’interagir avec Ku70/80 au sein du NHEJ. Il a 

d’ailleurs été montré que ces ADN polymérases ont la priorité sur les nucléases en cas d’ADN 

simple brin non compatible, ce qui permet de perdre moins d’information génétique et donc 

réduit la mutagénicité (Stinson et al., 2020). L’ADN polymérase µ et la Tdt ont la capacité 

d’introduire des ribonucléotides dans l’ADN (Martin et al., 2013; Pryor et al., 2018). Cette 

Figure 26 : Structures des ADN polymérases de la famille X impliquées dans le NHEJ. Les trois ont un domaine BRCT (en rose) 
permettant l’interaction avec Ku70/80, un domaine de 8-kDa (en bleu) servant à la reconnaissance des groupements 5’P en 
aval des cassures de l’ADN, et à l’activité dRP lyase chez l’ADN polymérase l. Au sein du domaine catalytique (en gris), les 
principales différences se situent dans la boucle 1 (en vert) et dans le site catalytique, où l’ADN polymérase l a un steric gate 
bloquant l’incorporation des NTPs. La Tdt peut grâce à sa boucle 1 incorporer des nucléotides de façon indépendante d’un 
brin template. D’après Hoitsma NM et al. Cell Mol Life Sci. 2020 
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possibilité est avantageuse car les NTPs sont bien plus abondants que les dNTPs dans la cellule 

(environ 100 µM de NTPs pour 10 µM de dNTPs) (Traut, 1994), et la ligation de ces brins 

ADN/ARN est plus tolérante à certains dommages de l’ADN (Nick McElhinny and Ramsden, 

2003). 

5.6.2.3 La ligation 

Dans les cas où aucun traitement de l’ADN n’est nécessaire, ou bien quand ce traitement 

est fini, la ligation peut avoir lieu. Cette étape est réalisée par l’ADN ligase IV (U. Grawunder 

et al., 1998), qui est formée d’un domaine catalytique commun aux ADN ligases (sous divisé en 

trois domaines : un domaine de fixation à l’ADN (DBD), un domaine nucléotidyltransférase et 

un domaine OBD (Pascal, 2008)) et de deux domaines BRCT (1 et 2) en C-terminal (Sibanda et 

al., 2001). La ligase IV interagit au sein du NHEJ via son domaine BRCT 2 avec XRCC4 (Ulf 

Grawunder et al., 1998). Elle interagit avec Ku70/80 via son premier domaine BRCT (Costantini 

et al., 2007), et est présente en deux copies lors de la réparation d’une CDB (Chen et al., 2021). 

Une particularité de l’ADN ligase IV est qu’elle peut utiliser l’ATP ou le NAD+ pour son 

adénylation initiale (Chen and Yu, 2019). De plus, contrairement aux autres ADN ligases 

humaines (LigI, Lig III), la ré-adénylation post catalytique est peu efficace chez la ligase IV 

(Chen et al., 2009), et est aidée d’autres partenaires comme XLF (Riballo et al., 2009). 

Bien qu’elle soit surtout active après le traitement des extrémités de l’ADN par d’autres 

enzymes, elle peut tout de même s’accommoder de certains dommages de l’ADN non réparés 

(Gu et al., 2007a) comme des bases oxydées ou des gaps (Gu et al., 2007b), et peut même assurer 

la ligation en présence de NTPs (Nick McElhinny and Ramsden, 2003). 

5.6.2.4 La fin du NHEJ 

Enfin, après que la ligation a eu lieu, le complexe SR est dissocié de l’ADN. Le 

mécanisme de cette dissociation n’est pas encore tout à fait compris, mais il semble que cela 

repose sur l’ubiquitinylation de Ku70/80, qui entraine sa dégradation par le protéasome (Ishida 

et al., 2017), ou sur la phosphorylation de Ku70 (Lee et al., 2016). 
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5.6.2.5 L’influence de la chromatine sur le NHEJ 

Il a été montré que tout le génome n’est pas soumis au même risque de rencontrer des 

CDB. En effet, les gènes transcriptionnellement actifs sont particulièrement à risque d’être 

touchés par ces dommages (Canela et al., 2017; Marnef et al., 2017). Il a également été montré 

que la chromatine est momentanément remodelée par la protéine PARP1 suite à l’introduction 

de CDB dans le génome (Smith et al., 2018), et ce de façon spécifique selon le système de 

réparation utilisé. La composition en histones des nucléosomes est différente selon le système 

de réparation utilisé, tout comme les modifications d’histones présentes (Iacovoni et al., 2010). 

Ces modifications pourraient permettre à la chromatine des zones endommagées de se regrouper 

sous forme de clusters dans le noyau (Arnould et al., 2023). Cependant, ces modifications sont 

bien plus marquées pour les CDB réparées par la recombinaison homologue que par le NHEJ 

(Clouaire et al., 2018). En plus de ces modifications permettant de regrouper les zones 

endommagées du génome, il a été montré que des modifications d’histones spécifiques du NHEJ 

(Clouaire and Legube, 2019), comme l’ajout aux nucléosomes du variant d’histone H3.3 ou 

H2A.Z, permettent de favoriser le recrutement des protéines du NHEJ, de favoriser ce système 

de réparation, de déplacer les histones et nucléosomes pour faciliter le NHEJ, voire de bloquer 

la résection de l’ADN pour empêcher la recombinaison homologue (Clouaire and Legube, 2019).  

5.6.2.6 Le NHEJ chez les levures 

Le NHEJ est un système conservé chez les eucaryotes en général, mais certains 

organismes présentent quand même des spécificités. Chez les levures, en particulier l’organisme 

modèle Saccharomyces cerevisiae, le NHEJ et les protéines impliquées ont été caractérisés. En 

grande majorité, les protéines humaines trouvent des homologues, sauf concernant DNA-PKcs 

qui est absent chez la levure (Emerson and Bertuch, 2016). L’équivalent de Ku70/80 s’appelle 

chez la levure YKu70/80, et n’est pas essentiel à la survie des cellules (Ribes-Zamora et al., 

2007). Comme pour Ku70/80, le rôle de cet hétérodimère est de recruter d’autres partenaires du 

NHEJ. L’homologue de l’ADN ligase IV humaine s’appelle chez la levure Dnl4, et est 

indissociable de Lif1, qui est un homologue de XRCC4, et sans lequel Dnl4 n’est pas stable. Lif1 

est construite comme XRCC4, avec une tête globulaire et un coiled-coil central lui permettant 

d’interagir avec le second BRCT de Dnl4 (Deshpande and Wilson, 2007). Le premier BRCT 

permet quant à lui le recrutement de Dnl4 par YKu70/80 (Chiruvella et al., 2014). Cette 



 
39 

interaction entre Dnl4/Lif1 et YKu70/80 est indispensable au NHEJ, et chaque partenaire permet 

de stabiliser la liaison à la CDB des autres, y compris une protéine additionnelle : Nej1 (Chen 

and Tomkinson, 2011). Nej1 est une protéine indispensable au NHEJ chez la levure, qui interagit 

avec Lif1 (Deshpande and Wilson, 2007) et est probablement un homologue de XLF (Mojumdar 

et al., 2022). Les deux protéines interagissent via leurs têtes globulaires, et cette interaction n’a 

pas d’impact sur le complexe de Lif1 avec Dnl4. Nej1 peut aussi interagir directement avec 

certains types de dommages et avec YKu70/80, et permet même de faciliter la ligation par Dnl4 

(Chen and Tomkinson, 2011). 

D’autres protéines sont également présentes chez la levure, en particulier pour traiter les 

extrémités de l’ADN (Emerson and Bertuch, 2016). On peut citer l’ADN polymérase 4 (ou IV), 

une ADN polymérase X équivalente aux ADN polymérases l et µ humaines, qui a une activité 

de gap-filling, et de synthèse en situation de CDB, malgré une faible processivité et une faible 

fidélité (Bebenek et al., 2005). D’autres facteurs peuvent porter des activités nucléases (Rad27, 

Pol2), polymérases (Pol3, qui a une activité proche de celle de Pol4), ou phosphodiestérase 

(Tdp1, qui bloque l’activité de l’ADN polymérase IV en formant des extrémités 3’ phosphate) 

(Emerson and Bertuch, 2016). 

Les études concernant la régulation de la réparation des CDB et le choix du système de 

réparation ont été très nombreuses chez les levures, et ont grandement participé à la connaissance 

des effets de la chromatine et de ses modifications sur le NHEJ (Frigerio et al., 2023). 

5.6.2.7 Le NHEJ bactérien 

Il a longtemps été considéré que le NHEJ était une particularité des eucaryotes, et que les 

procaryotes n’avaient que la recombinaison homologue pour réparer les CDB. En 2001, des 

études in silico ont apporté les premières preuves de l’existence du NHEJ chez certaines 

bactéries, en trouvant dans leurs génomes des séquences codant pour un homologue de Ku70/80 

et une ADN ligase, regroupées sous forme d’opérons (ensemble de gènes contigus avec des 

fonctions reliées, très fréquent chez les bactéries) (Aravind and Koonin, 2001; Doherty et al., 

2001). Plus précisément, il a été montré que chez ces bactéries, il existe une seule protéine Ku, 

formant un homodimère, et que l’ADN ligase porte des fonctions variées. La protéine Ku 

bactérienne est bien plus petite que son homologue eucaryote (30-40 kDa chez les bactéries, 70-
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85 kDa chez les eucaryotes), car elle ne possède pas les domaines vWA et SAP (Walker et al., 

2001). Il a été proposé que l’acquisition de ces domaines s’est faite plus tard dans l’évolution 

(Pitcher et al., 2007a), et même que le Ku bactérien pourrait venir d’un phage (phage Mu), 

portant une protéine proche appelée Gam (d’Adda di Fagagna et al., 2003), dont le génome aurait 

été intégré comme prophage par certaines bactéries (Figure 27). Cependant, il n’a jamais été 

montré de lien entre Gam et la réparation des CDB, son rôle étant plutôt de protéger les 

extrémités de l’ADN viral de la destruction par la bactérie. Bien que les séquences bactériennes 

et eucaryotes soient assez différentes, il a été montré que la structure de l’homodimère bactérien 

est très proche de celle de l’hétérodimère eucaryote (Pitcher et al., 2007a). 

 
Figure 27 : Évolution des protéines Ku. Le scénario évolutif actuel propose que les protéines Ku actuelles proviennent de 
protéines ancestrales de phages appelées Gam. Celles-ci ont pu évoluer chez les hôtes bactériens pour obtenir la capacité 
d’interagir avec les ADN ligases, ce qui a formé les protéines Ku procaryotes. C’est enfin par l’ajout de domaines additionnels 
(SAP et vWA) qu’ont pu apparaitre les protéines Ku70/80 eucaryotes. D’après Pitcher RS et al. Annu Rev Microbiol. 2007. 

L’ADN ligase retrouvée chez ces bactéries, appelée LigD, est composée de 3 domaines, 

pouvant être organisés dans des ordres différents (Shuman and Glickman, 2007) : un domaine 

ligase (LigDom), un domaine polymérase (PolDom), et un domaine portant une activité nucléase 

(NucDom) (Gong et al., 2004). Le domaine polymérase fait partie de la famille AEP (archaeo-

eukaryotic primase) (Guilliam et al., 2015), et est actif sur de nombreux types d’extrémités 

d’ADN. En effet, ce domaine a une activité indépendante d’un brin instructeur, une activité 

d’extension d’amorce, de gap-filling, de synthèse face à des bases endommagées (8-oxoguanine 

par exemple), de dépassement de site abasique, et peut même utiliser des ribonucléotides (Pitcher 

et al., 2007b). C’est également ce PolDom qui est à l’origine de l’interaction avec Ku et de la 

stabilisation de la synapse NHEJ (Pitcher et al., 2005). Le domaine nucléase a des activités 3’ 
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nucléase et 3’ phosphatase, dépendantes du manganèse, et n’appartient pas à une famille connue 

de nucléases (Zhu and Shuman, 2005). Enfin, le domaine ligase représente la seule ADN ligase 

bactérienne spécialisée dans la ligation post-CDB, qui est stimulée par l’interaction avec Ku 

(Weller, 2002).  

Ce n’est que plus tard que d’autres travaux ont montré que ces protéines permettaient 

ensemble la réparation de CDB chez les bactéries, formant un système NHEJ fonctionnel 

(Stephanou et al., 2007). Par la suite de nombreux travaux ont permis de proposer le modèle 

suivant pour le NHEJ bactérien (Zhu and Shuman, 2010, 2007) (Figure 28): lors d’une CDB, 

l’homodimère Ku reconnait les extrémités de l’ADN lésé, et recrute LigD. Cette dernière, grâce 

à ses activités variées, a la capacité de traiter les extrémités de l’ADN au besoin avant de réaliser 

la ligation. 

 
Figure 28 : Modèle des étapes du NHEJ bactérien. Après l’apparition d’une CDB, le dimère Ku se fixe sur les extrémités d’ADN, 
et recrute LigD en interagissant avec son domaine polymérase. LigD permet la formation de la synapse, ainsi que la maturation 
des extrémités de l’ADN et la ligation. D’après Pitcher RS et al. Annu Rev Microbiol. 2007 

Plus récemment, il a été montré que le NHEJ bactérien est vraisemblablement plus 

complexe que cela, car il peut chez certaines espèces bactériennes impliquer d’autres partenaires 

protéiques, comme des hélicases (UvrD1 chez les mycobactéries (Sinha et al., 2007)), ou des 
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facteurs pouvant réguler ce système de réparation (comme Sir2, une désacétylase (Li et al., 

2011)). 

Certains des homologues de Ku sont parfois même codés par des gènes présents sur des 

plasmides, ce qui suggère qu’ils ont été acquis par transfert horizontal (Bertrand et al., 2019). 

De plus, certaines espèces bactériennes (particulièrement des mycobactéries) portent plusieurs 

allèles codant pour des LigD, auxquelles il peut manquer un domaine ; voire même des gènes 

codant uniquement pour des ADN polymérases homologues du domaine polymérase de LigD 

(Bhattarai et al., 2014; Gong et al., 2005). Ces protéines peuvent se complémenter, et il est même 

possible que certaines servent de plateforme de recrutement pour les autres. C’est le cas par 

exemple chez les bactéries du genre Streptomyces, qui portent trois protéines différentes ayant 

les activités de ligase, polymérase et nucléase (Hoff et al., 2016). 

 Il a été montré que certaines espèces bactériennes présentent, en plus des gènes de Ku et 

LigD, des gènes codant pour des ADN polymérases de la famille X. Celles-ci, plus proches de 

l’ADN polymérase b humaine que des ADN polymérases l, µ et Tdt, n’ont pas de domaine 

BRCT mais portent en C-terminal un domaine additionnel, portant plusieurs activités nucléases 

(Prostova et al., 2022). Elles peuvent cependant être séparées en 2 catégories, comme nous le 

verrons dans le chapitre 1 : un groupe canonique, avec les activités ADN polymérase et nucléase ; 

et un groupe non canonique qui n'a pas d’activité polymérase. L’ensemble de ces ADN 

polymérases X bactériennes semblent être davantage présentes chez les bactéries présentant 

l’ensemble Ku-LigD. Cependant, certaines bactéries possédant ces ADN polymérases X n’ont 

tout simplement pas les gènes codant pour Ku et LigD, ou un seul des deux, ou uniquement une 

partie des domaines de LigD. De plus, les groupes de bactéries présentant un système NHEJ sans 

activité nucléase semblent enrichis en ADN polymérases X, ce qui indique que ces dernières 

pourraient complémenter ce système grâce à leur activité nucléase. Pourtant, leur activité ADN 

polymérase semble accessoire pour le NHEJ chez ces bactéries (Nakane et al., 2012a), et pas 

chez d’autres comme Deinococcus radiodurans, une bactérie connue pour sa résistance à 

l’irradiation et donc aux dommages de l’ADN (Bentchikou et al., 2007).Ces ADN polymérases 

X ne sont pas présentes chez toutes les bactéries, leur présence est actuellement expliquée par 

des transferts horizontaux plutôt que verticaux (Prostova et al., 2022), et leur association avec 

un système NHEJ est fréquente mais différente selon les phyla. De la même façon, l’association 

des gènes codant pour ces ADN polymérases X dans des opérons avec d’autres protéines liées 
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au NHEJ est inconstante, mais ces gènes sont fréquemment retrouvés proches d’autres gènes 

impliqués dans la maintenance du génome. Des séquences proches sont également retrouvées 

chez des archées, ce qui suggère que les transferts horizontaux ont même pu se faire jusqu’à ces 

organismes, un mécanisme déjà décrit (Nelson-Sathi et al., 2015). Chez les bactéries, le NHEJ 

implique des facteurs variables. Cela suggère que ces mécanismes ont aussi pu être intégrés les 

uns après les autres par des transferts horizontaux de plasmides porteurs de gènes nouveaux.
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5.6.3 Le NHEJ fait-il toujours des erreurs ? 

De manière générale, le NHEJ est considéré comme le système de réparation des CDB 

faisant le plus d’erreurs. Cette idée repose sur plusieurs éléments :  

- L’existence d’un système proche pour la réparation des CDB, le MMEJ ou 

alternative-EJ (Liang et al., 1996; Sfeir and Symington, 2015), pouvant faire de 

nombreuses erreurs puisque son fonctionnement est basé sur la résection de l’ADN 

lésé jusqu’à trouver une micro-homologie pouvant permettre une ligation ;  

- L’adaptabilité du NHEJ classique aux différentes formes d’ADN lésé, qui peut 

entrainer une perte de quelques nucléotides, ou l’ajout d’autres nucléotides selon le 

traitement des extrémités de l’ADN ; 

- Le NHEJ peut être responsables de translocations et de réarrangements illégitimes, 

entre des régions éloignées du génome, que ce soit de façon intra- ou 

interchromosomique (Guirouilh-Barbat et al., 2004), bien que en théorie, dès lors que 

Ku70/80 et DNA-PKcs prennent place sur l’ADN, les extrémités lésées sont 

maintenues ensemble. 

Il existe cependant des organismes chez lesquels la réparation des CDB par le NHEJ est 

très efficace et très fidèle. C’est le cas du NHEJ impliqué dans la réparation des CDB 

programmées chez Paramecium tetraurelia (Bétermier et al., 2000), que nous allons voir ci-

après et qui est le sujet principal des travaux de cette thèse. 
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6 Les paramécies 

Les paramécies ont été parmi les premiers organismes unicellulaires à être observés au 

microscope, au XVIIème siècle (Dobell et al., 1932). Ces organismes sont des eucaryotes 

unicellulaires ciliés. Leurs cils sont sensoriels et vibratoires et leur permettent de se déplacer 

dans leur milieu (eau douce ou eau stagnante) (Abello, 2019). Une cellule de paramécie est 

ovoïde et grande (plus de 100 µm3), beaucoup plus grande que les bactéries, algues unicellulaires 

ou levures dont elle se nourrit via sa « bouche », une structure lui permettant de générer des 

vacuoles digestives et de se nourrir par endocytose. Un cycle cellulaire de Paramecium dure 5 

heures à sa température optimale de croissance de 27°C (Abello, 2019). 

La paramécie présente une particularité notable : un dimorphisme nucléaire. Elle porte 

en effet des noyaux diploïdes appelés micronoyaux (MIC) et un noyau polyploïde (contenant 

jusqu’à 1600 copies du génome) appelé macronoyau (MAC) (Abello, 2019) (Figure 29). Ces 

deux types de noyaux ont des fonctions bien distinctes : le MIC est germinal, c’est-à-dire qu’il 

ne sert pas à l’expression des protéines mais à la transmission du génome aux cellules filles lors 

de la reproduction ; et le MAC est le noyau somatique, qui sert quant à lui à l’expression des 

gènes. Il est perdu par fragmentation à chaque cycle sexuel et remplacé par un nouveau noyau 

généré à partir des MIC (Abello, 2019). Ce remplacement, comme nous le verrons après, génère 

de nombreux réarrangements programmés du génome, dont des CDB.  

 
Figure 29 : Anatomie de Paramecium. D’après Wikipedia (https://en.wikipedia.org/wiki/Paramecium). 

Ici, nous nous intéresserons à une espèce en particulier de paramécie : 

Paramecium tetraurelia. 
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6.1 Le cycle de vie de la paramécie 

6.1.1 Le cycle végétatif 

 
Figure 30 : Cycle végétatif de P. tetraurelia. Le cycle végétatif de P. tetraurelia, qui se produit en conditions normales (sans 
stress ou carences alimentaires, se compose de deux grandes étapes : une mitose des MIC et une division asymétrique du MAC, 
puis une étape de cytokinèse, c’est à dire la formation de deux cellules filles par séparation des membranes. D’après 
Spécialisation de Ku80c dans le couplage entre coupure et réparation de l’ADN lors des réarrangements programmés du génome 
chez Paramecium tetraurelia. Arthur Abello. 2019. 

À sa température optimale de croissance (27°C), la paramécie réalise en laboratoire une 

division végétative toutes les 5 à 6 heures. Lors de cette division (Figure 30), les MIC réalisent 

une mitose en gardant leur enveloppe nucléaire, tandis que le MAC se divise autrement : après 

la réplication de l’ADN, il s’allonge puis se scinde en deux en séparant de façon aléatoire les 

copies des chromosomes (Abello, 2019). Ce mode de fonctionnement, risqué, peut entrainer un 

manque de copies de certains gènes dans un des deux noyaux descendants, mais la forte ploïdie 

de la paramécie garantit qu’aucun gène ne manque dans les noyaux descendants (Abello, 2019). 

La division cellulaire prend fin lors de la séparation des deux cellules filles. Comme toutes les 

cellules, les paramécies ne peuvent pas se diviser indéfiniment. Elles peuvent se diviser environ 

200 fois, jusqu’à ce que leur vitesse de division diminue jusqu’à un arrêt total (Gilley and 

Blackburn, 1994) ou à un déséquilibre chromosomique entre les MAC néoformés qui pourrait 

finir par survenir. 



 
47 

6.1.2 Le cycle sexuel 

Il semble cependant qu’un mécanisme ait été favorisé par l’évolution comme solution 

aux problèmes du génome du MAC : la reproduction sexuée (Abello, 2019). Celle-ci a pour 

avantage de générer de nouveaux MAC dans les cellules filles, pour lesquelles le « compteur » 

de divisions est donc remis à zéro (Abello, 2019). Il existe deux types de cycles sexuels : la 

conjugaison et l’autogamie, qui semblent être déclenchées par les situations de carences 

alimentaires (du moins en laboratoire). 

6.1.2.1 La conjugaison 

 
Figure 31 : Conjugaison chez P. tetraurelia. Ce système de reproduction sexuée se produit en cas de stress ou de carence 
alimentaire. Il se déroule en 8 étapes : méiose des MIC, mitose d’un des MIC résultants, échange de MIC entre les deux cellules, 
fécondation entre les deux MIC, séparation des deux cellules, puis pour chaque cellule : mitoses des MIC, développement du 
macronoyau, division caryonidale. D’après Spécialisation de Ku80c dans le couplage entre coupure et réparation de l’ADN 
lors des réarrangements programmés du génome chez Paramecium tetraurelia. Arthur Abello. 2019. 

Chez les paramécies, il existe deux types sexuels : le type E (even) et le type O (odd), 

découverts en 1937 (Sonneborn, 1937). Lors de la conjugaison (Figure 31), une cellule E et une 

cellule O s’associent via leurs bouches après avoir réalisé une méiose des MIC, formant 8 noyaux 

haploïdes. L’un de ces noyaux est sélectionné (de façon encore inconnue) et répliqué par mitose. 

Un pont cytoplasmique est ensuite formé entre les deux cellules et leur permet d’échanger leurs 

noyaux gamétiques. Ceux-ci fusionnent, formant un noyau diploïde. Les deux cellules se 

séparent alors, et dans chacune, deux mitoses donnent ensuite lieu aux deux MIC des cellules 

filles et à leurs deux MAC. Les MAC peuvent ensuite se développer par de nombreuses 
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réplications du génome et de nombreux réarrangements. Dans le même temps, la cellule subit 

une division caryonidale : les nouveaux MIC passent par une mitose et sont ségrégés (avec les 

nouveaux MAC en développement) dans les deux cellules filles, appelées caryonides. Pendant 

tout ce processus, le MAC de chacune des cellules se détruit, par débobinage de l’ADN, qui est 

ensuite dégradé de façon inconnue. Par la suite, les caryonides, par divisions végétatives, vont 

donner lieu à des populations caryonidales. 

6.1.2.2 L’autogamie 

 
Figure 32 : Autogamie chez P. tetraurelia. Ce système de reproduction sexuée se produit en cas de stress ou de carence 
alimentaire. Il se déroule en 6 étapes : méiose des MIC, mitose d’un des MIC résultants, fécondation entre les deux MIC pour 
former un noyau zygotique (et début de la fragmentation des MAC), mitoses des MIC, développement du macronoyau, division 
caryonidale. D’après Spécialisation de Ku80c dans le couplage entre coupure et réparation de l’ADN lors des réarrangements 
programmés du génome chez Paramecium tetraurelia. Arthur Abello. 2019. 

L’autogamie (Figure 32), quant à elle, commence comme la conjugaison : les MIC 

subissent une méiose qui donne lieu à 8 nouveaux MIC haploïdes. Un de ces noyaux est 

sélectionné et répliqué à l’identique par mitose, tandis que les 7 autres sont détruits. Les deux 

noyaux haploïdes sont ensuite fusionnés, ce qui donne lieu à une autofécondation, donc à un 

noyau diploïde strictement homozygote. A partir de là, tout se passe comme lors de la 

conjugaison : mitoses, développement des MAC, division caryonidale (et destruction des MAC 

parentaux) (Sonneborn, 1937). 
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6.2 Le génome des paramécies 

La paramécie a un génome compact : 78 % de son génome est codant, les régions 

intergéniques sont courtes (352 bases en moyenne) et les introns sont petits (25 bases en 

moyenne) (Aury et al., 2006). Une des particularités de la paramécie est aussi qu’elle est un 

contre-exemple de l’universalité du code génétique : elle ne porte qu’un codon stop (opale): 

UGA ; les codons stops canoniques ambre et ocre (UAG et UAA) codent tous deux pour la 

glutamine (Preer et al., 1985), ce qui pourrait être un mécanisme de défense contre les invasions 

du génome par les transposons (Klobutcher and Herrick, 1997) : pour se propager, un transposon 

devrait utiliser cette variation du code génétique, qui modifierait ses protéines, en y ajoutant des 

extensions C-terminales. 

6.2.1 L’importance de la polyploïdie 

La paramécie étant unicellulaire, on s’attendrait à une certaine simplicité dans son 

fonctionnement et son organisation. Cependant, comme indiqué précédemment, le génome utile 

à l’expression des protéines contenu dans le MAC y est présent en de très nombreuses copies 

(jusqu’à 1600). Il semble que les 40 000 gènes de Paramecium tetraurelia (le nombre le plus 

élevé en comparaison avec tous les métazoaires et les plantes) trouvent leur origine dans quatre 

duplications globales du génome. C’est ce qui a été proposé en 2006 (Aury et al., 2006) lors du 

séquençage du génome de cet organisme. Ces duplications ont entrainé l’apparition de gènes 

paralogues (on parle ici d’ohnologues) dans le génome de P. tetraurelia, pouvant avoir des 

fonctions proches (voire des spécialisations) et des niveaux d’expression variables : au lieu 

d’avoir deux copies d’un gène avec les mêmes fonctions, ces deux copies se sont spécialisées, 

avec chacune une fonction distincte. Ces duplications seraient également liées aux événements 

de spéciations parmi les paramécies : l’ensemble des Paramecium aurelia (tetraurelia, 

primaurelia, octaurelia, …) seraient issues de la duplication la plus récente, et les duplications 

les plus anciennes auraient entrainé l’apparition d’autres espèces comme Tetrahymena 

thermophila (Figure 33).  
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Figure 33 : Arbre phylogénétique retraçant les grandes duplications globales du génome ayant mené à l’apparition des 
Paramecium aurelia. La duplication la plus ancienne a entrainé une divergence entre les espèces Paramecium et Tetrahymena, 
et les plus récentes ont permis l’apparition des différentes espèces de Paramecium, puis des sous espèces de P. aurelia. D’après 
Aury et al. Nature. 2006  

On peut cependant se demander quel est l’avantage évolutif pour ces organismes à avoir 

autant de copies du génome à répliquer, réparer et exprimer, et à posséder deux types de noyaux. 

D’après Klobutcher et Herrick (Klobutcher and Herrick, 1997), l’apparition de deux noyaux 

pourrait provenir d’invasions successives du génome par des éléments transposables. D’après 

cette hypothèse, ces éléments transposables auraient envahi ce qui est aujourd’hui le MIC (étapes 

d’invasion puis de bloom au cours de laquelle ils se seraient multipliés dans tout le génome), et 

auraient dégénéré pour devenir ce qu’on appelle des IES (séquences internes éliminées, ou 

Internal Eliminated Sequences). Par conséquent, la possibilité d’éliminer ces séquences pour 

former un noyau somatique autonome (MAC) est un avantage, qui permet de se débarrasser du 

problème de ces transposons dans le cadre de l’expression du génome. Le mode de reproduction 

sexuée de Paramecium est lui aussi un avantage, puisqu’il permet de générer de la diversité tout 

en se débarrassant des IES, et des éventuelles mutations délétères. 

La forte ploïdie de ces organismes pourrait quant à elle être un avantage évolutif. En effet, 

dans un noyau contenant de 800 à 1600 copies du génome, l’apparition de mutations est 

favorisée : si une mutation sur un allèle est délétère, ses effets seront noyés dans la masse des 

autres allèles. Ce mode de fonctionnement est particulièrement intéressant au cours du cycle de 

vie végétatif de Paramecium. En effet, dans ce cadre, seul le MIC est répliqué par mitose , alors 

que le MAC est simplement divisé en deux, sans assurance que les copies initiales des gènes 

soient réparties équitablement (Maurer-Alcalá and Nowacki, 2019). 
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6.2.2 Les réarrangements programmés du génome 

Il a été montré que les MIC de P. tetraurelia contiennent environ 100 mégabases (100 

Mb, soit 100 million de paires de bases), mais le MAC ne contient que 72 Mb (Aury et al., 2006). 

Cette différence s’explique par les réarrangements que rencontre le génome issu du MIC lors du 

développement du MAC. En effet, lors de la génération du MAC, le génome doit passer de deux 

copies (dans le MIC) à plus de 800, et une partie du génome du micronoyau doit être éliminée, 

de plusieurs façons (Figure 34). 

 
Figure 34: Les deux types de réarrangements du génome chez P. tetraurelia. En orange : les séquences présentes dans le MIC ; 
en bleu : les séquences équivalentes présentes dans le MAC. A : Les réarrangements imprécis. Ceux-ci visent à éliminer les 
séquences minisatellites et les transposons. B : les réarrangements précis. Ceux-ci concernent l’élimination des IES, qui se fait 
de façon précise. D’après Rzeszutek I et al. Cell Mol Life Sci. 2020. 

6.2.2.1 Les réarrangements imprécis 

Un des types de réarrangements du génome chez la paramécie est le réarrangement dit 

« imprécis » (Rzeszutek et al., 2020). Ce type de réarrangement se concentre sur les régions 

intergéniques et les extrémités des chromosomes, pour l’élimination de transposons et de 

séquences répétées. Ces réarrangements sont dits imprécis car les bornes des régions à éliminer 

sont variables, et la réparation peut soit être faite par ligation soit par télomérisation, ce qui coupe 

le chromosome concerné. L’élimination de ces séquences est réalisée par PiggyMac (ou Pgm), 

qui est une transposase « domestiquée » par la paramécie à partir de la transposase piggybac 

(Baudry et al., 2009).  
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6.2.2.2 Les réarrangements précis : l’élimination des IES 

6.2.2.2.1 Les IES 

Au sein du génome des MIC, certaines séquences, appelées IES (pour Internal Eliminated 

Sequences ou séquences internes éliminées) doivent être éliminées précisément lors du 

développement du MAC. Il y en a 45 000 par génome, elles représentent 3 Mb, et on en retrouve 

une tous les 1,6 kb environ (Arnaiz et al., 2012). Ces IES peuvent être retrouvées partout dans 

le génome et 47% des gènes sont interrompus par au moins une IES. Par conséquent, leur 

élimination est essentielle pour la survie de la cellule. 

Il a été montré que la taille des IES est variable, mais suit une périodicité de 10 pb (soit 

environ 1 tour d’hélice) ; de plus, aucune ne fait moins de 26 pb, et il en existe peu qui font entre 

32 et 45 pb (Arnaiz et al., 2012). Une explication possible de ces paramètres serait la contrainte 

topologique lors de l’excision des IES (Abello, 2019). Un élément essentiel concernant les IES 

est la séquence située à leurs extrémités, qui est toujours la même : un dinucléotide TA, entouré 

d’autres nucléotides peu conservés. Par ailleurs, les IES sont généralement riches en nucléotides 

A et T (70-100%) et leurs extrémités sont reconnaissables car ce sont des zones de baisse 

drastique du taux de nucléotides G et C (Maurer-Alcalá et al., 2018). 

L’origine des IES pourrait se trouver dans des invasions du génome des paramécies par 

des transposons Tc1/mariner (Dubois et al., 2012). En effet, les séquences TA situées en bordures 

des IES sont aussi la séquence consensus pour ce type de transposon ; et il a été montré que 

certaines des plus grandes IES portent des gènes homologues de ceux de Tc1/mariner (Dubois et 

al., 2012). À la suite des invasions du génome, les séquences des transposons auraient fini par 

dégénérer et être raccourcies, jusqu’à la taille minimale de 26 pb retrouvée aujourd’hui. Les IES 

les plus récentes seraient donc les plus longues, et les plus anciennes seraient les plus courtes. 

Avec ces caractéristiques communes avec les transposons de la famille Tc1/mariner, il 

semblerait logique que le mécanisme d’excision des IES soit semblable à celui de cette famille, 

mais ce n’est pas le cas: alors que les transposases Tc1/mariner laissent les deux dinucléotides 

TA sur le chromosome après l’excision, le mécanisme d’excision des IES ne laisse qu’un seul 

site TA (Figure 35). 
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Figure 35 : Comparaison des IES et des mécanismes d’excision des transposons Tc1, piggybac et des IES de Paramecium. À 
gauche : séquences consensus aux extrémités des transposons ou IES indiqués à gauche. À droite : comparaison des mécanismes 
d’excision des transposons Tc1 et piggyBac avec les IES de Paramecium. D’après Dubois E et al. Int J Evol Biol. 2012. 

Dès le début des années 2000, il a été montré que l’élimination des IES passait par 

l’introduction de CDB à leurs extrémités (Gratias and Bétermier, 2003), laissant 4 bases sortantes 

en 5’, avec le TA au milieu. La base en 5’ est ensuite éliminée, et la micro-homologie entre les 

deux TA permet de former une synapse, qui facilite ensuite la réparation. L’IES éliminée subit 

exactement la même chose, ce qui entraine sa circularisation si sa taille le permet (sinon, l’IES 

s’assemble avec d’autres IES courtes, ce qui permet sa circularisation) (Bétermier et al., 2000). 

6.2.2.2.2 La reconnaissance des IES 

Le processus permettant aux IES d’être reconnues commence dès le début de la 

reproduction, lors de la prophase de méiose des MIC (Figure 36). À cette étape, le génome des 

MIC est transcrit bidirectionnellement par l’ARN polymérase II, ce qui forme de longs ARN qui 

sont ensuite découpés par des ribonucléases Dicer-like (Dcl2 et 3 chez Paramecium) pour former 

des ARN scans ou scnRNA (Abello, 2019). Ces derniers font 25 nt chez Paramecium, et sont 

ensuite transportés dans le cytoplasme lors de la fragmentation du MAC et pris en charge par les 

protéines Ptiwi1/9. Ces protéines les transportent à leur tour vers le MAC parental, et les scnRNA 

scannent son génome, en s’associant aux protéines Nowa1 et 2 (Nowacki et al., 2005), avec 

l’aide de Ptmb220. Les ARN correspondant à des séquences du MAC (n’étant donc pas des IES) 

se fixent à des ARN non codants transcrits au sein du MAC et sont stabilisés par Ptiwi09. La 

protéine Gtsf1a pour rôle de reconnaitre ces complexes et entrainer l’ubiquitinylation de Ptiwi09, 

provoquant sa dégradation ainsi que celle des ARN associés. (Charmant et al., 2023). Ainsi, seuls 

les scnRNA sans ADN correspondant dans le MAC, c’est-à-dire ceux correspondant aux 

séquences absentes du MAC (les IES) restent. Ils sont ensuite transportés vers le MAC en 

formation, et permettent de reconnaitre les IES et de guider leur élimination. Les IES éliminées 

sont circularisées (après concaténation si elles sont courtes) et transcrites puis découpées par 

Dcl5 en iesRNA, qui après association avec les protéines Ptiwi10/11 permettent eux aussi de 
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guider l’élimination des IES dans le génome en pleine réplication (c’est donc un mécanisme 

autocatalytique) (Allen et al., 2017; Rzeszutek et al., 2020) (Figure 37). 

 
Figure 36 : La reconnaissance des IES est aidée par des ARN non codants. Lors de la méiose des MIC, leur génome est transcrit 
de façon bidirectionnelle et découpé en ARN scans (scnARN) par des ribonucléases. Ces scnARN sont ensuite transportés dans 
le MAC maternel par les protéines Ptiwi et pris en charge par les protéines Nowa. Les ARN pouvant s’hybrider avec l’ADN du 
MAC sont retenus, et ceux sans correspondance sont ensuite transportés vers le MAC en cours de développement, où ils se fixent 
à l’ADN, de façon à cibler les IES pour leur élimination. D’après Bétermier et al. Microbiol Spectr. 2014  

 
Figure 37 :Les IES éliminées et circularisées sont transcrites et permettent l'élimination d'autres IES. La reconnaissance des 
IES par les scnARN permet leur élimination (1 et 2). Ces IES sont ensuite circularisées (3) et transcrites en iesARN (4). Ces 
iesARN sont ensuite découpés par les protéines Dicer like (5 et 6), et peuvent alors être utilisés pour reconnaitre les IES et 
guider leur élimination (6 et 1). D’après Allen SE et al. Cell. 2017  

Cependant, la façon dont ces scnRNA et iesRNA permettent le clivage des IES est encore 

mal comprise. Il semble que pendant les réarrangements du génome du MAC, une ARN 

polymérase transcrit le génome, grâce au facteur de transcription TFIIS4. Au même moment, les 
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scnRNA et iesRNA, pris en charge par les protéines Ptiwi, peuvent s’hybrider aux ARN 

transcrits. Un complexe protéique appelé PRC2 est alors recruté, et sa sous unité Ezl1 triméthyle 

les lysines 9 et 27 des histones H3 environnants. Une histone chaperone appelée Spt16 permet 

ensuite la reconnaissance de ces marque d’hétérochromatine, et entraine le recrutement de Pgm, 

qui peut alors reconnaitre les extrémités des IES et les éliminer (Drews et al., 2022) (Figure 38). 

 
Figure 38 : Ciblage et élimination des IES par PiggyMac. Les ARN (scn et ies) permettant la reconnaissance des IES se fixent 
aux transcrits formés par une ARN polymérase et TFIIS4. Leur fixation entraine le recrutement de PRC2, qui introduit des 
modifications d’histones (H3K9me3 et H3K27me3). PiggyMac, accompagné de Ku70/80, peut enfin reconnaitre ces séquences 
grâce à Spt16. De là, l’élimination des IES est possible, puis leur transcription bidirectionnelle et la formation d’autres iesRNA ; 
en parallèle, les CDB introduites par PiggyMac peuvent être réparées. D’après Gao Y et al. Trends Genet. 2023. 

6.2.2.2.3 L’élimination des IES 

À la suite du séquençage et de l’annotation du génome de Paramecium, il a été découvert 

que c’est la protéine PiggyMac qui est impliquée dans l’élimination des IES. Celle-ci est une 

version domestiquée de la transposase Piggybac (Baudry et al., 2009). Une transposase est une 

enzyme codée par un transposon, qui permet son introduction dans un génome (Aziz et al., 2010).  

6.2.2.2.3.1 Le transposon (et la transposase) Piggybac 

Un transposon est un élément génétique mobile c’est-à-dire un morceau d’ADN qui peut 

se déplacer dans un génome ou entre des génomes. Ces éléments sont à l’origine de nombreuses 

fonctions cellulaires, de réarrangements et de mutations présents chez les eucaryotes, existent 

sous de nombreuses formes et sont présents à des endroits spécifiques du génome. Leur 
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expression est finement régulée, car ils peuvent modifier des voies de signalisation des cellules, 

entrainer des réponses immunitaires, et affecter les cellules somatiques et germinales (Bourque 

et al., 2018). 

PiggyBac est connu pour s’intégrer sur des sites TTAA, et ne laisser aucune trace lors de 

son excision du génome. Ce transposon peut s’introduire chez de nombreux hôtes, de la levure 

aux mammifères en passant par les insectes, chez qui a il a été découvert dans les années 1980 

(Yusa, 2015). Ce transposon est d’ailleurs utilisé comme outil en génétique pour ces raisons 

(Woodard and Wilson, 2015).  

Son mécanisme de transposition (Figure 39) commence par une hydrolyse par la 

transposase aux extrémités du transposon, ce qui libère des extrémités 3’OH (Q. Chen et al., 

2020). Ces extrémités réalisent ensuite une transestérification sur l’autre brin, 4 nucléotides plus 

loin, ce qui permet la formation de structures en épingle à cheveux aux extrémités du transposon. 

PiggyBac réalise ensuite une autre hydrolyse, cette fois aux extrémités du transposon libre, pour 

libérer l’extrémité 3’OH et une extrémité débordante TTAA. L’extrémité 3’OH réalise une 

nouvelle transestérification sur le site TTAA ciblé, ce qui permet l’introduction du transposon, 

avec une dernière étape de rétablissement d’une liaison phosphodiester.  

 
Figure 39 : Mécanisme d’excision du transposon piggybac. Après l’introduction d’une cassure simple brin de chaque côté du 
transposon par la transposase, l’extrémité 3’OH libérée se lie à l’extrémité 5’P de la séquence TTAA, ce qui forme une structure 
en épingle à cheveux, et l’ADN du transposon est libre. Le site donneur est quant à lui réparé, sans traces. Cette épingle est 
ensuite ouverte par la transposase, et l’extrémité 3’OH libérée attaque l’ADN cible, de chaque côté du site de reconnaissance 
TTAA. L’ADN est inséré dans l’ADN cible, et les cassures de chaque côté sont réparées. D’après Chen Q et al. Nat Commun. 
2020 
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La transposase piggybac est composée de plusieurs domaines (Figure 40) : un domaine 

N-terminal désordonné, un premier domaine de dimérisation et de fixation à l’ADN 

(Dimerization and DNA Binding Domain ou DDBD), un domaine catalytique interrompu par 

une insertion et portant les trois aspartates catalytiques, puis un autre domaine DDBD et enfin 

un domaine C-terminal riche en cystéines (Q. Chen et al., 2020). 

 
Figure 40: PiggyBac. PiggyBac est composée d’un domaine N-terminal, de deux domaines de dimérisation (en jaune), d’un 
domaine catalytique interrompu par une insertion, et d’un domaine C-terminal riche en cystéines. D’après Chen Q et al. Nat 
Commun. 2020  

6.2.2.2.3.2 PiggyMac 

Des travaux ont montré que le génome de Paramecium porte un gène présentant une forte 

homologie avec la transposase PiggyBac, qui a donc été nommé PiggyMac (Baudry et al., 2009). 

Cette protéine présente entre autres choses les trois résidus catalytiques de piggybac, ainsi qu’un 

domaine riche en cystéines situé en C-terminal, absent chez piggybac.  

 
Figure 41 : PiggyBac, PiggyMac et les Pgm-like. PiggyMac (Pgm) présente une forte homologie avec PiggyBac (PB), et présente 
trois aspartates catalytiques. Les protéines Pgm-like sont elles aussi des homologues proches, mais ont des tailles variables et 
ne possèdent pas tous les aspartates catalytiques, ce qui les prive d’activité enzymatique. D’après Bischerour J et al. Elife. 2018  
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La présence en une seule copie de ce gène par génome haploïde, ainsi que l’absence de 

séquences répétées et inversées (signature des éléments transposables), a permis de déduire que 

ce gène est une évolution domestiquée du gène de Piggybac. Pgm présente cependant une 

extension C-terminale avec une structure en doigt de zinc, équivalente au CRD chez piggybac 

(Guérineau et al., 2021). D’après ces travaux, le rôle de Pgm est assez large dans les 

réarrangements programmés du génome chez Paramecium : cette enzyme serait impliquée dans 

plusieurs types de réarrangements (imprécis, élimination des IES).  

En 2018 (Bischerour et al., 2018), une étude a montré que le génome de Paramecium 

permettait aussi l’expression de protéines proches de Pgm, appelées PgmL (Pgm-like, Figure 

41), qui permettent malgré leur absence d’activité enzymatique de favoriser et stabiliser la 

localisation nucléaire de Pgm, pour permettre une élimination précise des IES. Il a été proposé 

que les PgmL forment un complexe avec Pgm, et que c’est cet ensemble qui permet de cibler 

correctement les extrémités des IES : s’il manque des partenaires, le complexe n'est pas (ou 

incorrectement) actif (Figure 42). L’ensemble de ces protéines sont exprimées pendant 

l’élimination des IES, et sont localisées dans le génome des MAC en formation.  

 
Figure 42 : Le complexe de Pgm et des Pgm like nécessite tous les PgmL. Avec tous les partenaires, le complexe Pgm-PgmL se 
forme correctement et a une activité normale. La suppression de PgmL1 ou 3 ne permet pas une activité correcte, et la 
suppression de PgmL2, 4 ou 5 supprime totalement l’activité de Pgm. D’après Bischerour J et al. Elife. 2018. 
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Comme nous l’avons vu, PiggyMac est une transposase dérivée de la transposase 

PiggyBac. Et comme cette dernière, elle a pour substrat les séquences TA aux extrémités des IES 

et laisse après coupure un site TA sur le chromosome (Elick et al., 1996). Leurs mécanismes 

catalytiques semblent donc être très semblables. Il a de plus été montré que l’élimination des IES 

par Pgm nécessite une interaction entre les deux extrémités TA des IES (Gratias et al., 2008).  

Enfin, il a été montré qu’un partenaire essentiel à la coupure par Pgm n’était autre que 

Ku70/80, le premier acteur du NHEJ (Marmignon et al., 2014) (Figure 43).  

 
Figure 43 : L’activité de Pgm nécessite son interaction avec Ku70/80c. Pour être actif, Pgm doit se lier à Ku70/80c (et 
possiblement d’autres partenaires), ce qui permet l’introduction de CDB et le chargement de Ku70/80 sur les extrémités d’ADN. 
Cependant, bien qu’une interaction soit possible entre le complexe Pgm et le dimère Ku70/80a, celle-ci ne favorise pas l’activité 
de Pgm. D’après Abello A et al. PLoS Genet. 2020  

 

6.2.2.2.3.3 La réparation des CDB introduites par PiggyMac 

À la suite de l’introduction des CDB par Pgm, il est indispensable de les réparer, dans 

le génome du MAC mais aussi au sein des IES, qui doivent être circularisées pour permettre 

la formation des iesRNA. 

Comme le suggère l’implication de Ku70/80 dans le clivage des extrémités des IES 

par PiggyMac, il semble que le système utilisé pour réparer ces CDB repose sur le NHEJ 

(Figure 44). En effet, il a été montré que le clivage par Pgm ne peut pas se faire sans Ku70/80, 

en particulier Ku70a et Ku80c, qui sont surexprimés lors des réarrangements du génome 
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(Abello et al., 2020; Marmignon et al., 2014). Cela a amené à la conclusion que la réparation 

des CDB induites par Pgm est couplée à leur introduction : dès que le dommage est introduit, 

sa réparation commence. D’autres partenaires connus du NHEJ ont été identifiés parmi les 

protéines pouvant faire partie du système de réparation de ces CDB : Lig4p/XRCC4p 

(Kapusta et al., 2011), DNA-PKcs (Betermier and Duharcourt, 2014). Dès lors, il semble 

logique de penser que le système de réparation de ces CDB programmées repose sur le NHEJ. 

 
Figure 44 : Modèle d'introduction des CDB par Pgm et de leur réparation impliquant des protéines du NHEJ. PiggyMac (Pgm) 
et ses homologues PgmL introduisent des CDB aux extrémités des IES, avec le dimère Ku70/80c. Ce dimère est ensuite chargé 
sur les extrémités de l’ADN endommagé, et recrute d’autres partenaires du NHEJ classique, comme DNA-PKcs et Lig4p-
XRCC4p, ce qui permet la réparation des CDB introduites. D’après Dubois E et al. Int J Evol Biol. 2012 

Ce système de réparation a cependant une particularité de taille en comparaison avec 

le NHEJ classique : il ne fait pas d’erreurs.  
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développement des MAC descendants ; l’ADN polymérase Xb est légèrement surexprimée de 

la méiose des MIC au développement des MAC, et les ADN polymérases Xc et d sont 

exprimées de façon constitutive (Figure 46).  

 
Figure 46 : Niveau d’expression moyen des 4 ADN polymérases X de P. tetraurelia au cours du cycle de vie de la cellule, 
mesuré par RNA-seq. VEG : cycle végétatif ; MEI : méiose des MIC, FRG : fragmentation du MAC, DEV1/2/3/4 : 
développement du MAC. D’après Arnaiz O et al. BMC Genomics. 2017. 

L’hypothèse de départ de mes travaux de thèse est la suivante : les ADN polymérases 

X de Paramecium sont centrales dans la fidélité du système de réparation des cassures 

double brins introduites par PiggyMac. Par conséquent, au cours de mes travaux, j’ai 

cherché à répondre à la question suivante : quelle est la fidélité des ADN polymérases X 

impliquées dans la réparation des cassures double brins programmées chez 
Paramecium tetraurelia et comment expliquer cette fidélité en termes moléculaires ? 

Les chapitres suivants seront consacrés à l’étude de cette hypothèse : je 

commencerai par situer les ADN polymérases X de Paramécie dans cette famille d’enzymes 

(Chapitre 1), en actualisant la classification des ADN polymérases de la famille X, ce qui 

permettra d’émettre deux hypothèses sur la grande fidélité de ces enzymes. Ensuite, après 

avoir détaillé l’expression, la production et la purification de certaines constructions de ces 

polymérases, je présenterai une étude de leur activité (Chapitre 2). Après avoir montré la 

grande fidélité de ces ADN polymérases, j’étudierai les deux mécanismes pouvant en être à 

l’origine.  

Un chapitre additionnel, basé sur un article publié pendant ma thèse, portera sur un 

projet secondaire : la reclassification des ADN polymérases de la famille A, ainsi que la 

caractérisation fonctionnelle de deux ADN polymérases issues de nouveaux sous-groupes 

de cette famille. 
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Chapitre 1 

La classification des 

ADN polymérases de 

la famille X
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1 Introduction 

Les cellules eucaryotes contiennent au moins 15 ADN polymérases différentes (Weill and 

Reynaud, 2008). Pour faciliter leur étude, celles-ci sont classées selon les similitudes entre leurs 

séquences et leurs structures, parmi plusieurs familles (Bebenek and Kunkel, 2004; Filée et al., 

2002; Raia et al., 2019) :  

- A : ADN polymérases de réplication et de réparation (ex : Pol g eucaryote, T7 ADN 

polymérase, Pol I d’Escherichia coli) portant des activités 5’-3’ et 3’-5’ exonucléases, 

avec un repliement de type « Klenow-fold » (Czernecki et al., 2023) ;  

- B : ADN polymérases réplicatives et de réparation (ex : Pol a, d et e, PolB des 

archées) avec une activité 3’-5’ exonucléase et une structure de type « Klenow-fold » ; 

- C : ADN polymérases réplicatives bactériennes (ex : Pol III) avec une activité 5’-3’ 

exonucléase et une structure de type « Pol b-like » ; 

- D : ADN polymérases d’archées (ex : PolD d’archées comme Pyrococcus abyssii 

(Madru et al., 2020)) avec une activité 3’-5’ exonucléase, et une structure de type 

« two-beta-barrel » ; 

- Y : ADN polymérases de translésion (tolérant les lésions de l’ADN lors de la 

synthèse), avec une faible fidélité (ex : Pol h eucaryote) (Yang, 2014), avec une 

structure de type « Klenow-fold » ; 

- Primpol (Guilliam et al., 2015) : ADN polymérases de réplication, impliquées dans 

l’initiation de la réplication (y compris dans des génomes viraux) (X. Chen et al., 

2020), mais aussi dans certains mécanismes de réparation, avec une structure de type 

« Archaeo-Eukaryotic-Primase » (AEP) ; 

- Transcriptases inverses : ADN polymérases de rétrovirus utilisant de l’ARN comme 

matrice pour synthétiser de l’ADN ; 

- X : le sujet principal de ces travaux. 

Les ADN polymérases de la famille X ont un repliement de type « Pol b-like », et sont 

spécialisées dans la réparation de certains dommages de l’ADN. En comparaison avec d’autres 

ADN polymérases, elles sont généralement considérées comme peu fidèles (Yamtich and 

Sweasy, 2010). Elles sont actives en présence d’ions Mg2+ mais tolèrent aussi le Mn2+ (qui 
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modifie leur activité), comme d’autres ADN polymérases impliquées dans des systèmes de 

réparation (Vashishtha et al., 2016; Wang and Konigsberg, 2022). Leur rôle est de remplir des 

vides (gaps) allant de 1 à plusieurs nucléotides lors de la réparation de certains dommages de 

l’ADN (Yamtich and Sweasy, 2010).  

Jusqu’à aujourd’hui, les 4 ADN polymérases X humaines (b, l, µ et Terminal 

deoxynucleotidyl transferase ou Tdt) ont été les plus étudiées. En effet, leur implication dans la 

réparation des dommages de l’ADN en fait des cibles de choix pour la compréhension et le 

traitement de certaines maladies humaines (Wallace et al., 2012; Zhao et al., 2020). Des 

homologues de ces ADN polymérases X sont retrouvés chez tous les eucaryotes (Uchiyama et 

al., 2009)  - même si dans certains cas comme chez Saccharomyces cerevisiae, seul un 

représentant est présent - : plantes, champignons et animaux ; et même chez certaines bactéries 

(Lecointe et al., 2004).  

De façon générale, les ADN polymérases X partagent des caractéristiques structurales 

communes (Ghosh and Raghavan, 2021) : ce sont de petites protéines (d’une masse de 30 à 70 

kDa), qui portent un domaine de 8 kDa et un domaine polymérase composé de sous-domaines 

« pouce », « paume » et « doigts ». Le domaine de 8-kDa et les doigts du domaine polymérase 

portent chacun un motif « hélice-épingle à cheveux-hélice », qui servent à interagir avec l’ADN, 

respectivement en aval des dommages et avec le brin amorce. Le site actif du domaine 

polymérase est formé d’un motif DxD (x étant un acide aminé variable) et d’un autre aspartate 

dans un motif RxDx(F/+1), tous situés dans le domaine « paume ». 

Dans ce premier chapitre, je détaille mes travaux réalisés par des méthodes de bio-

informatique. La première et plus grande partie concerne la classification des ADN polymérases 

X sur la base d’analyses de séquences, que j’ai mise à jour en utilisant une approche plus large 

que celle utilisée jusqu’ici. L’objectif de la seconde partie de ce chapitre a été d’étudier les ADN 

polymérases X de Paramecium tetraurelia en essayant de déterminer leur place dans la 

 

 

1 F représente un acide aminé hydrophobe (fréquemment une leucine ou isoleucine) ; + représente un acide aminé 
chargé positivement (arginine ou lysine) 
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classification des PolX, afin de dégager des hypothèses pouvant expliquer leur grande fidélité au 

sein du système de réparation des CDB programmées chez P. tetraurelia. 

1.1 Les ADN polymérases X des métazoaires (animaux multicellulaires) 

1.1.1 L’ADN polymérase b 

L’ADN polymérase b a été découverte en 1974 (Matsukage et al., 1974), et a longuement 

été étudiée depuis, entre autres par Samuel Wilson et son groupe (Beard and Wilson, 2014; 

Hanawalt, 2020; Van Houten, 2020; Whitaker and Freudenthal, 2020). Elle est impliquée dans 

le système de réparation BER (Krokan and Bjørås, 2013). Au sein de ce système de réparation, 

l’ADN polymérase b a pour rôle de synthétiser la base manquante après la suppression de la base 

endommagée par une ADN glycosylase et le retrait du site abasique. Ce système nécessite une 

grande fidélité, ce qui fait de l’ADN polymérase b la plus fidèle des ADN polymérases X de 

métazoaires. Cette fidélité s’explique de plusieurs façons. 

Premièrement, comme l’ADN polymérase l et à l’inverse de l’ADN polymérase µ et 

surtout de la Tdt, l’ADN polymérase b est une ADN polymérase ADN dépendante. Cela signifie 

qu’elle prend ses instructions d’un brin d’ADN matrice (ou instructeur ou template), et qu’elle 

synthétise de l’ADN en ajoutant des dNTPs sur un brin amorce. Elle ne peut pas ajouter de NTPs 

sur un brin d’ADN (on parle de discrimination contre les NTPs). Cette discrimination repose sur 

la présence dans son site catalytique d’un steric gate ou filtre stérique (composé des résidus 

YFTGS). Ces résidus, via leurs chaînes latérales et leur squelette peptidique, entrent en collision 

avec le groupement 2’OH des ribonucléotides entrant dans le site actif, ce qui empêche le bon 

placement de la base du nucléotide face à la base du brin d’ADN matrice : ainsi, le steric gate 

interdit l’incorporation de NTPs, malgré leur plus grande concentration dans les cellules (Brown 

et al., 2010). 

De plus, il a été montré que la grande fidélité de l’ADN polymérase b humaine repose 

sur un mécanisme unique chez les ADN polymérases X appelé induced fit (Beard et al., 2014). 

La polymérase doit passer par des points de contrôle avant de former un complexe enzyme-

substrat actif. Ces points de contrôle sont les suivants : l’ADN doit se placer correctement dans 

le site actif, et le bon dNTP doit se placer dans le site actif en respectant la géométrie lui 
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Enfin, une séquence de 3 acides aminés appelée SD2 située dans son domaine « pouce » 

(Sequence Determinant region 2) permet de différencier les quatre ADN polymérases X (Romain 

et al., 2009) humaines : dans le cas de l’ADN polymérase b, le SD2 est un motif NEY (le 

glutamate et la tyrosine sont d’ailleurs impliqués dans le mécanisme induced-fit). 

1.1.2 Les ADN polymérases X impliquées dans le NHEJ 

Les ADN polymérases l, µ et la Tdt sont quant à elles impliquées dans le NHEJ (Capp 

et al., 2006; Lee et al., 2004), où leur rôle est d’ajouter des nucléotides à l’ADN endommagé 

avant la ligation des deux brins lésés par le complexe Ligase IV / XRCC4. 

L’implication de ces polymérases dans le NHEJ dépend de leur domaine N-terminal 

BRCT (BReast cancer Carboxy Terminal associated), qui leur permet de former des complexes 

avec Ku70/80 (DeRose et al., 2007; Ramsden and Asagoshi, 2012). 

Ces trois ADN polymérases, bien que proches, ont cependant des caractéristiques 

structurales et fonctionnelles différentes. 

1.1.2.1 L’ADN polymérase l 

L’ADN polymérase l est la plus similaire à l’ADN polymérase b (34% d’identité de 

séquence). Elles partagent en effet de nombreuses caractéristiques, comme l’activité dRP lyase 

(García-Díaz et al., 2001), la reconnaissance des groupements 5’ phosphates par le domaine 8-

kDa, et le steric gate (qui fait de l’ADN polymérase l une ADN polymérase ADN dépendante). 

Elles ont également un domaine polymérase très similaire d’un point de vue structural. 

Cependant, elles se différencient par plusieurs points, dont la présence d’un domaine BRCT et 

l’absence d’induced-fit mechanism chez l’ADN polymérase l: cette dernière reste en 

conformation fermée tout au long du cycle catalytique (Garcia-Diaz et al., 2005b). Le motif SD2 

de l’ADN polymérase l est formé par les résidus SEH. 

De plus, l’ADN polymérase l porte à son extrémité C-terminale une boucle appelée 

boucle 3, spécifique des ADN polymérases l, qui pourrait être liée à un mécanisme de fidélité 

(Jamsen et al., 2022). Il a été observé que cette boucle réalise un mouvement lors de la catalyse : 

en absence d’un nucléotide correct, elle n’est pas au contact de l’ADN et peut même être assez 
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flexible ; en présence d’un nucléotide correct, elle est au contact de l’ADN instructeur et stabilise 

sa position au sein du site actif.  

L’ADN polymérase l est active au sein du NHEJ grâce à son domaine BRCT, mais aussi 

au sein du BER, comme l’ADN polymérase b (Lee et al., 2004), et même dans la réparation par 

synthèse translésionnelle (TLS) (Blanca et al., 2004; Yoon et al., 2021). Elle intervient dans le 

NHEJ lorsqu’il y a une microhomologie de 2 à 4 paires de bases entre les deux brins d’ADN 

séparés par la cassure (Pryor et al., 2015; Ramsden et al., 2022). Contrairement à la Tdt (et à 

l’ADN polymérase µ), elle a toujours besoin d’un brin instructeur pour synthétiser de l’ADN 

(Nick McElhinny et al., 2005). 

1.1.2.2 L’ADN polymérase µ 

L’ADN polymérase µ a été découverte en même temps que l’ADN polymérase l en 2000 

(Aoufouchi et al., 2000), d’après des analyses de séquences qui ont révélé l’existence de deux 

nouvelles ADN polymérases de la famille X, l’une proche de l’ADN polymérase b (l’ADN 

polymérase l), et l’autre proche de la Tdt (l’ADN polymérase µ). L’ADN polymérase µ est 

construite globalement comme l’ADN polymérase l, avec le domaine polymérase classique des 

ADN polymérases X et un domaine BRCT N-terminal. Cependant, l’ADN polymérase µ est 

assez différente de l’ADN polymérase l: son domaine 8-kDa ne porte pas d’activité dRP lyase, 

mais lui permet d’interagir avec des substrats ADN portant un groupement 5’ phosphate ; et elle 

n’a pas de steric gate (la séquence équivalente est GWTGS), ce qui lui permet d’incorporer des 

ribonucléotides (Ghosh and Raghavan, 2021) : elle est donc considérée comme une ADN/ARN 

polymérase ADN dépendante. Cette capacité est un avantage, étant donnée la concentration 

cellulaire en NTPs, qui est bien supérieure à celle des dNTPs (Ferraro et al., 2010; Traut, 1994) ; 

et il a été observé que l’incorporation de NTPs par l’ADN polymérase µ facilite la ligation par 

le complexe XRCC4-Ligase 4 (Nick McElhinny and Ramsden, 2003; Pryor et al., 2018).  De 

plus, l’ADN polymérase µ porte comme la Tdt une boucle de 17 à 21 résidus appelée boucle 1, 

variable en longueur et en séquence, qui lui confère une activité terminal transférase (la 

possibilité d’ajouter des nucléotides sans brin instructeur) en présence d’ions Mn2+ (Domínguez 

et al., 2000; Juárez et al., 2006) , et qui lui permet aussi de prendre ses instructions depuis un 

brin instructeur situé en aval de la coupure (sans micro-homologie). Il a aussi été montré que 
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cette boucle 1 sert à la polymérase à vérifier que le nucléotide présent dans le site actif est correct, 

en stabilisant l’ADN en aval de la cassure pour permettre au nucléotide d’interagir avec lui, après 

quoi l’ADN en amont de la cassure entre lui aussi dans le site actif, la boucle 1 est déplacée, et 

la catalyse peut avoir lieu (Loc’h et al., 2019). De plus, une courte séquence située juste après 

cette boucle 1, appelée SD1 (Substrate Specificity Sequence Determinant 1), sert à maintenir la 

micro-homologie en place ; et permet de différencier l’ADN polymérase µ (DHFQKCF) de la 

Tdt (DAFERSF) (Gouge et al., 2015). Enfin, l’ADN polymérase µ a pour motif SD2 la séquence 

NSH. 

Elle est spécialisée au sein du NHEJ avec les substrats présentant des petites micro-

homologies (0-1 pb) (Ramsden et al., 2022). 

1.1.2.3 La Terminal déoxynucléotidyltransférase (Tdt) 

Dès le début des années 1960, la Tdt a été l’une des premières ADN polymérases 

humaines à être étudiées (Bollum, 1960). La Tdt est très similaire à l’ADN polymérase µ (44% 

d’identité de séquence) : elle porte elle aussi un domaine BRCT, une boucle 1 (à l’origine de sa 

spécificité de substrat (Romain et al., 2009)), un motif SD1 de séquence DAFERSF, n’a pas 

d’activité dRP lyase et pas de steric gate, mais n’a pas non plus de capacité à fixer les 

groupements 5’ phosphate des substrats ADN. La séquence de son motif SD2 est DNH. 

Cependant, la Tdt présente une activité particulière, qui est liée à sa spécialisation dans 

la recombinaison V(D)J : elle présente naturellement une activité nucléotidyltransférase (Kato et 

al., 1967). Elle n’a donc pas besoin d’un brin d’ADN matrice pour synthétiser de l’ADN, et peut 

donc en synthétiser de façon aléatoire. Cela lui permet de réaliser des « N-additions » de 2 à 20 

nucléotides aux jonctions V-D et D-J des gènes des chaines lourdes des immunoglobulines et des 

récepteurs des lymphocytes T, ce qui contribue à la diversité du répertoire immunitaire.  

Il a été montré que la Tdt peut assembler une synapse avec une micro-homologie de 1 pb 

après une CDB (Gouge et al., 2015) et avoir une activité matrice-dépendante en trans (Loc’h et 

al., 2016), c’est-à-dire qu’elle utilise l’information du brin template en aval de la cassure pour 

ajouter des nucléotides sur le brin amorce en amont, comme les ADN polymérase µ ou l. 
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1.2 Les ADN polymérases X des Fungi (champignons et levures) 

Chez les Fungi, les eucaryotes les plus proches des métazoaires, trois sous-groupes de 

polymérases de la famille X sont identifiés à ce jour :  

- l’ADN polymérase l (chez les champignons) 

- l’ADN polymérase µ (chez les champignons) 

- l’ADN polymérase IV (chez les levures) 

1.2.1 Les ADN polymérases l et µ de champignons  

En 2007, Sakamoto et al, lors de travaux sur la méiose chez le coprin cendré (Coprinus 

cinereus), ont identifié de nombreuses protéines impliquées dans la réplication du génome lors 

de la méiose, dans la réparation de l’ADN et dans la recombinaison. Parmi celles-ci, en cherchant 

des homologues des ADN polymérases X humaines, ils ont identifié des séquences proches de 

l’ADN polymérase l (28% d’identité) et de l’ADN polymérase µ (24% d’identité), qu’ils ont 

ensuite produites et étudiées (Sakamoto et al., 2007). 

Ces deux séquences portent chacune un domaine BRCT et un domaine polymérase 

proche des ADN polymérases X connues. Ils ont pu montrer que ces deux protéines avaient bien 

une activité ADN polymérase en présence de Mn2+, mais pas d’activité terminal transférase. Ils 

ont de plus montré que ces deux polymérases pourraient avoir une activité d’extension d’amorce 

lors de la formation de boucles D lors de la méiose, ce qui les rapproche d’un autre système de 

réparation : la recombinaison homologue. 

1.2.2 Les ADN polymérases IV de levures 

Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, seule une ADN polymérase de la famille X a 

été identifiée, en 1993 (Prasad et al., 1993) : l’ADN polymérase IV (Bebenek et al., 2005). Elle 

porte plusieurs activités : dRP lyase, gap-filling, ADN/ARN polymérase, a un taux d’erreurs 

élevé et n’a pas besoin de reconnaitre un 5’ phosphate en aval des cassures de l’ADN. Ces 

différentes caractéristiques semblent empruntées aux 4 ADN polymérases X des métazoaires. 

Cette ADN polymérase porte un domaine BRCT N-terminal et interagit avec des partenaires du 

NHEJ in vivo, ce qui lui permet de remplir des trous entre des brins d’ADN présentant une micro-



74 

homologie (Wilson and Lieber, 1999). Elle semble de plus être active au sein de la voie de 

réparation BER (McInnis et al., 2002). 

1.3 Les ADN polymérases X des Viridiplantae  

Chez les plantes vertes, seul un gène codant pour une ADN polymérase X a été identifié, 

en 2004 (Uchiyama et al., 2004). Dans ces travaux portant sur Oryza sativa (le riz), une séquence 

codant pour ce qui a été catégorisé comme une ADN polymérase l a été identifiée. Cette 

séquence porte un domaine BRCT et un domaine polymérase proche de ceux connus chez les 

ADN polymérases X. Un gène équivalent a été identifié chez Arabidopsis thaliana, un organisme 

modèle classique en biologie végétale. Ces deux séquences partagent environ 60% d’identité, et 

seulement 29% avec l’ADN polymérase l humaine. Après avoir produit et purifié ces deux 

enzymes, ils ont montré qu’elles ont une activité ADN polymérase plus efficace avec des ions 

Mn2+ que Mg2+, ce qui est caractéristique des ADN polymérases impliquées dans la réparation 

(Wang and Konigsberg, 2022), et qu’elles ont aussi une faible activité terminal transférase, et 

une activité dRP lyase. 

Afin de confirmer ces résultats et de les élargir aux plantes en général, cette même 

séquence a été recherchée et trouvée chez l’organisme modèle Chlamydomonas 

reinhardtii (Uchiyama et al., 2009): il semble donc que les plantes en général n’aient qu’une 

ADN polymérase X, considérée comme proche d’une ADN polymérase l. 

1.4 Les ADN polymérases X bactériennes 

1.4.1 Les ADN polymérase X bactériennes canoniques 

En 2004, des travaux portant sur la bactérie Deinococcus radiodurans, une bactérie 

particulièrement résistante aux agents endommageant l’ADN, ont montré qu’elle portait dans 

son génome une séquence codant pour une protéine proche des ADN polymérase X connues 

(Lecointe et al., 2004) : 24 % d’identité avec l’ADN polymérase l humaine, 25% avec l’ ADN 

polymérase b humaine, et 26% avec l’ADN polymérase IV de S. cerevisiae. Des protéines 

proches ont ensuite été trouvées chez d’autres bactéries, comme Bacillus subtilis ou Thermus 

thermophilus, et même chez certaines archées (Aravind and Koonin, 1999, 1998). Ces travaux 

ont montré que ces protéines ne possèdent pas de domaine BRCT, mais qu’elles présentent un 
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steric gate équivalent à ceux des ADN polymérases l ou b, et qu’elles portent en C-terminal un 

domaine PHP (Polymérase / Histidinol Phosphatase).  

Ils ont montré que cette protéine avait bien une activité ADN polymérase, amplifiée en 

présence d’ions Mn2+ (des ions présents en grandes quantités dans le cytoplasme de D. 

radiodurans (Daly et al., 2004)), et indispensable à la réparation des CDB. Ces ADN 

polymérases portent une activité 3’-5’ exonucléase modulée par la structure de l’ADN, elle aussi 

importante pour la réparation des CDB (Blasius et al., 2006), ainsi qu’une activité AP-

endonucléase (pour supprimer les sites abasiques), une activité 3’-phosphodiestérase et 3’-

phosphatase. Ces activités sont portées par le domaine PHP (Baños et al., 2010, 2008; Nakane 

et al., 2012b, 2009), en particulier par un ensemble de résidus basiques (Rodríguez et al., 2019). 

1.4.2 Les ADN polymérase X bactériennes non canoniques  

Plus récemment, en 2022, des travaux de bio-informatique plus exhaustifs sur les ADN 

polymérase X procaryotes ont montré que de nombreuses bactéries portent ces ADN polymérase 

X, mais qu’une part non négligeable (27,5%) de ces polymérases semblent « non-canoniques », 

car elles ont perdu plusieurs caractéristiques du site actif d’ADN polymérase (absence d’un ou 

plusieurs résidus catalytiques, pas de steric gate, mutations dans la poche de fixation des dNTPs), 

et qu’elles n’ont plus d’activité ADN polymérase (Prostova et al., 2022). Leur domaine 

« paume » est fréquemment tronqué. Ces protéines semblent en revanche avoir conservé un 

domaine PHP intègre et pleinement fonctionnel (Prostova et al., 2022). 

De façon surprenante, ces ADN polymérase X non canoniques sont retrouvées 

principalement chez des bactéries des groupes Thermus et Deinococcus, ce qui suggère une 

origine commune, mais aussi plus rarement chez d’autres groupes, suggérant des transferts 

horizontaux (ce qui est aussi le cas pour certaines ADN polymérase X bactériennes canoniques 

(Bienstock et al., 2014)). Il existe cependant d’autres groupes de bactéries et même des archées 

qui présentent ces ADN polymérase X non canoniques. 

2 Révision de la classification des ADN polymérases de la famille X 

Jusqu’ici, peu d’analyses phylogénétiques des ADN polymérases de la famille X, incluant 

les ADN polymérase X ne provenant pas des métazoaires ont été réalisées. On peut cependant 



76 

citer une étude de l’équipe de Samuel Wilson (Bienstock et al., 2014), qui a réalisé une analyse 

phylogénétique incluant des ADN polymérase X bactériennes et provenant des Fungi. Ils ont 

notamment proposé une hypothèse sur l’origine et l’évolution des ADN polymérase X, allant des 

ADN polymérase X bactériennes les plus ancestrales (chez Bacillus subtilis) aux ADN 

polymérase X de métazoaires. Cependant, le plus souvent, lorsque de nouvelles séquences ont 

été étudiées, elles n’ont pas été intégrées dans le paysage global de cette famille, mais comparées 

à quelques ADN polymérase X connues par des alignements de séquences. Par exemple, lors de 

la découverte des ADN polymérase X de plantes, elles ont été rapidement catégorisées comme 

des ADN polymérases l, or comme nous le verrons, elles présentent des différences majeures 

avec les ADN polymérases l de métazoaires. Pour d’autres familles de polymérases, l’étude 

phylogénétique s’est jusqu’ici limitée à l’utilisation d’arbres phylogénétiques ; or ces méthodes 

utilisent une « horloge moléculaire » (Van Der Wal and Ho, 2019) fixée a priori, qui suppose 

que l’évolution de telles séquences ne se fait que verticalement (d’un organisme parent vers sa 

descendance). Or, et c’est par exemple le cas pour les ADN polymérases X bactériennes, on sait 

que des transferts horizontaux ont eu lieu au cours de l’évolution. De tels transferts (et de 

nombreux autres facteurs (Drake, 1999)) sont évidemment un problème pour ces méthodes 

d’analyse. 

Durant mon doctorat, j’ai eu l’occasion de découvrir un outil de classification de 

séquences de protéines appelé CLANS (Frickey and Lupas, 2004), basé sur l’algorithme de 

Fruchterman-Reingold (Fruchterman and Reingold, 1991), et permettant d’étudier des séquences 

par clustering. Le but de cette méthode d’analyse n’est pas de donner les relations 

phylogénétiques entre les séquences à la façon d’un arbre, mais plutôt de regrouper (dans un 

espace tridimensionnel) les séquences proches d’après leur similarité, sans a priori. Ce 

programme fonctionne en deux grandes étapes : un calcul et une visualisation. Il commence par 

calculer les similarités entre chaque paire de séquence donnée (par exemple : avec 7000 

séquences en entrée, il calcule la similarité de chaque séquence avec les 6999 autres) en utilisant 

le programme BLAST (Altschul et al., 1990), et à partir des scores de similarité, il dérive des 

pseudo-forces. Ces forces sont à la base du fonctionnement de l’algorithme de Fruchterman-

Reingold pour révéler des clusters éventuels : le programme projette les séquences (sous forme 

de points) dans un espace tridimensionnel de façon aléatoire, puis utilise les pseudo-forces 

calculées précédemment pour attirer les séquences proches les unes des autres, jusqu’à atteindre 
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une convergence lorsque les séquences proches sont regroupées de façon stable en clusters 

individuels. CLANS permet donc, à partir d’un ensemble de séquences, de rassembler les 

séquences proches, et cela indépendamment de toute hypothèse phylogénétique. Cette méthode 

a été utilisée récemment pour étudier les polymérases de la famille B et de la superfamille AEP, 

ce qui a permis de découvrir de nouvelles sous-familles (Kazlauskas et al., 2020, 2018). Elle a 

également été utilisée par Dariusz Czernecki et moi-même au sein du laboratoire pour étudier 

les ADN polymérases de la famille A au début de mon doctorat et révéler l’existence de sous 

familles nouvelles et jusqu’ici non étudiées (Czernecki et al., 2023). 

2.1 Matériel et méthodes 

2.1.1 Obtention et clustering des séquences d’ADN polymérases X 

A partir de la séquence de la première ADN polymérase X de P. tetraurelia étudiée 

(appelée PolXa / séquence ParameciumDB ID : PTET.51.1.P0210235), une recherche de 

séquences par PSI-BLAST (Altschul et al., 1997) a été lancée sur le serveur du NCBI (Wheeler 

et al., 2003) le 25 Janvier 2023. Les séquences ont été triées selon leur query coverage, c’est-à-

dire la proportion de chaque séquence qui couvre la séquence donnée en entrée, et les 6500 

premières séquences ont été extraites (pour la dernière séquence sélectionnée : query coverage 

= 52% ; e-value = 2.10-37 ; % identité = 32,02%). Cette base de données incluait des ADN 

polymérase X de métazoaires, de plantes, de champignons, mais pas d’ADN polymérases IV de 

levures, ni d’ADN polymérase X bactériennes. Afin d’avoir une base de données plus exhaustive 

permettant d’étudier les similitudes entre des représentants de toutes les ADN polymérase X 

connues à ce jour, 250 séquences de PolIV, 250 séquences d’ADN polymérase X bactériennes 

canoniques, et 250 non canoniques ont donc été recherchées (par PSI-BLAST, dans les mêmes 

conditions, avec en entrée l’ADN polymérase X canonique de Thermus thermophilus [NCBI ID : 

WP_096410530.1], l’ADN polymérase X non canonique de Deinococcus radiodurans [NCBI 

ID : WP_010887112.1] et l’ADN polymérase IV de Saccharomyces cerevisiae [NCBI ID : 

AJP37443.1]) et ajoutées. Le fichier fasta contenant les 7250 séquences a été traité sur l’outil 

CLANS intégré dans le serveur MPI Bioinformatics Toolkit (Gabler et al., 2020; Zimmermann 

et al., 2018), et le fichier obtenu a permis de lancer une simulation dans la version Java de 

CLANS. Les paramètres par défaut ont été utilisés, en particulier la non-utilisation d’un seuil de 

p-value, car d’autres simulations faites en utilisant des seuils de p-value à 10-10 et 10-20 se sont 
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avérées moins claires, et ne permettaient pas toujours de retrouver des indices de la classification 

connue des ADN polymérase X de métazoaires, or celle-ci devait servir de témoin pour valider 

les résultats obtenus. Le clustering a été lancé, et les clusters formés ont convergé après quelques 

centaines d’itérations. Le clustering a été poursuivi jusqu’à 20 000 itérations et répété, sans 

changements. Des simulations ont été réalisées sans les séquences bactériennes et de levures 

ajoutées, et la distribution des 6500 séquences restantes est restée équivalente. La recherche de 

clusters automatique par l’outil Java n’a pas permis de détecter les clusters pourtant bien présents 

visuellement, donc la sélection des clusters a dû être réalisée manuellement : chacun des nuages 

de points discernables à l’œil nu a été sélectionné indépendamment. 

2.1.2 Analyses des séquences, phylogénie et analyses structurales 

Pour chaque cluster, l’ensemble des séquences a été sélectionné et extrait. Tout d’abord, 

l’origine monophylétique de chaque cluster a été testée : des séquences représentatives de chaque 

cluster ont été obtenues avec l’outil HHFilter (Remmert et al., 2011) du MPI Bioinformatics 

Toolkit (90% d’identité maximum au sein de chaque cluster) ; puis ces séquences ont été traitées 

avec l’outil IQ-Tree (Trifinopoulos et al., 2016) (paramètres : Ultrafast Bootstrap, 1000 

alignements, 1000 itérations) pour obtenir des arbres phylogénétiques, qui ont ensuite été 

visualisés grâce à iTOL (Letunic and Bork, 2021), ce qui a permis de vérifier, en se référant à la 

base de données du NCBI, que les séquences les moins similaires au sein de chaque cluster (donc 

les plus éloignées sur chaque arbre) provenaient bien des mêmes clades, supposant que 

l’ensemble des séquences appartiennent aussi à ce clade. Plusieurs séquences ont également été 

sélectionnées au hasard dans chaque groupe afin de vérifier leur organisme d’origine. Pour 

comparer les longueurs des séquences de chaque cluster, le nombre de résidus dans chaque 

séquence a été extrait, et pour chaque cluster la moyenne des tailles des séquences a été calculée, 

ainsi que l’écart type. Ces données ont ensuite été représentées sous forme d’histogrammes grâce 

au logiciel GraphPad Prism 9. Les séquences de chaque cluster ont ensuite été alignées avec 

MAFFT (Katoh et al., 2019; Kuraku et al., 2013), en utilisant les paramètres par défaut. Chaque 

fichier d’alignement a ensuite été traité avec WebLogo3 (Crooks et al., 2004; Schneider and 

Stephens, 1990), avec les paramètres suivants : unité : kcal/mol ; pas de barres d’erreurs, schéma 

de couleurs : chimie. Cela a permis d’obtenir des motifs consensus caractéristiques des séquences 

de chaque cluster. Une séquence représentative de chaque cluster a ensuite été extraite, et 

l’ensemble des séquences représentatives choisies ont été alignées avec PSI-Coffee (Di 
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Tommaso et al., 2011). Plusieurs versions de ces alignements ont été réalisées, avec toutes les 

séquences ou non : séquences entières, domaines N-terminaux, domaines C-terminaux. Enfin, 

pour chacune de ces séquences, des structures expérimentales connues ont été recherchées dans 

la Protein Data Bank (PDB) (Berman et al., 2000). Lorsque de telles structures n’existaient pas, 

une version de l’outil de prédiction de structures AlphaFold2 (Jumper et al., 2021) accessible 

depuis ChimeraX (Goddard et al., 2018; Pettersen et al., 2021) (version 1.6.dev202301310903, 

ColabFold 1.3.0) a été utilisé pour obtenir des modèles 3D des protéines concernées. La 

différence entre ColabFold et AlphaFold2 est l’algorithme utilisé pour obtenir des alignements 

de séquences : AlphaFold2 utilise HMMER et ColabFold utilise MMseqs2. Enfin, pour 

visualiser et comparer ces structures, Chimera X a été utilisé. Les comparaisons des structures 

ont été réalisées séparément sur les domaines BRCT, 8-kDa et polymérase. Pour chacun de ces 

domaines, et pour chaque ADN polymérase X concernée, les prédictions AlphaFold2 choisies 

ont été comparées à 10 autres modèles proposés par AlphaFold2, et à 15 modèles proposés par 

Rosetta2 (un autre outil de prédiction de structures utilisant le moteur HHblits pour aligner les 

séquences) - tous générés grâce à l’aide du Dr Pierre Legrand - en les superposant sur ChimeraX 

pour obtenir une mesure du RMSD (Root-Mean-Square Deviation). Cette mesure indique ici la 

différence entre les différentes structures, en donnant la distance moyenne entre chaque carbone 

a homologue entre les modèles prédits et le modèle choisi comme référence.  

2.2 Résultats 

2.2.1 Les ADN polymérase X se divisent en 12 groupes monophylétiques 

À partir de la séquence d’une des ADN polymérase X de Paramecium tetraurelia, j’ai pu 

obtenir 6500 séquences d’ADN polymérase X par une recherche dans la base de données du 

NCBI via un PSI-BLAST. J’ai ajouté à ces séquences 250 séquences de PolIV de levures, 250 

séquences d’ADN polymérase X bactériennes canoniques, et 250 séquences non canoniques. J’ai 

pu ensuite réaliser un clustering de ces 7250 séquences grâce à l’outil CLANS. Après 20000 

itérations, des clusters de séquences se sont formés de façon stable, formant 12 clusters distincts.  
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Rhizaria)), et j’ai donc considéré que toutes les séquences de ces clusters provenaient également 

de ces mêmes phyla.  

Tableau 2 : Nombre de séquences sélectionnées dans chaque cluster, et nombre de séquences initial de chaque cluster 

Cluster Nombre de séquences 
représentatives 

Nombre de séquences 
initial 

1 114 338 
2 149 451 
3 346 1045 
4 144 512 
5 176 925 
6 830 1463 
7 14 14 
8 90 503 
9 18 18 
10 146 146 
11 338 526 
12 188 188 

 

2.2.2 La distribution des séquences connues correspond à celle attendue 

Le principal contrôle utilisé pour valider ces résultats était la comparaison avec les 

connaissances actuelles sur les ADN polymérases X connues et leurs relations. 

Tout d’abord, j’ai donc recherché les ADN polymérases X connues, qui m’ont servi de 

références. J’ai pu associer chaque cluster avec une séquence de référence. J’ai donc pu associer 

la grande majorité des clusters à des protéines connues : les clusters 1, 2, 4, 5, 8, 9, 10, 11 et 12 

ont ainsi pu être catégorisés facilement. Après les avoir annotés, j’ai donc pu chercher si les 

relations entre ces clusters correspondaient à celles attendues. En étudiant la distribution, il 

semble clair que le cluster 5 (ADN polymérases l de métazoaires) est proche du cluster 8 (ADN 

polymérases b de métazoaires), ce qui est une relation attendue compte tenu des connaissances 

actuelles sur les ADN polymérases X. Le cluster 4 (ADN polymérases X de Viridiplantae) 

semble lui aussi proche du cluster 5. Les clusters 1 et 2 sont très proches, voire entremêlés, ce 

qui est attendu pour des séquences d’ADN polymérase µ et de Tdt de métazoaires. Enfin, les 

clusters de ADN polymérase X bactériennes sont à part, ce qui n’est pas très surprenant compte 

tenu de leur distance phylogénétique avec les autres séquences, presque toutes eucaryotes. Elles 

sont cependant plus proches du cluster 8, ce qui est logique puisque ce sont les seules ADN 
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polymérase X sans domaine BRCT. On remarque de plus que les deux clusters de séquences 

bactériennes semblent former un continuum, avec les séquences canoniques plus proches des 

ADN polymérases X eucaryotes. Enfin, le cluster 10 correspondant aux ADN polymérases IV 

de levures semble lui tout à fait à part, alors que dans la littérature, ces enzymes ont longtemps 

été décrites comme proches des ADN polymérases X  de métazoaires.  

2.2.3 La prédiction des structures des ADN polymérases X représentatives n’ayant pas de 

structure connue dans la PDB 

Pour les clusters 3, 4, 6, 7, 9 et 10, aucune structure expérimentale n’était présente dans 

la PDB au moment de ces travaux. J’ai cependant pu profiter de l’essor d’AlphaFold2, qui dès 

2021 a commencé à se montrer particulièrement efficace pour prédire des structures de protéines. 

Pour chaque séquence, j’ai d’abord utilisé l’outil AlphaFold2 accessible depuis ChimeraX pour 

obtenir un modèle de référence (ou bien, pour les clusters 4 et 10, j’ai pu trouver des prédictions 

existantes sur la base de données AlphaFoldDB).  

 

 

 

 

 





84 

La figure 49 présente les modèles de référence des prédictions des structures des 

séquences choisies, et des données indiquant la confiance des modèles. Les éléments en vert 

représentent l’erreur sur la position entre tous les résidus de la protéine (Predicted Aligned Error, 

PAE). Plus l’intersection entre les coordonnées de deux résidus est foncée, plus la PAE est faible, 

donc leur proximité est certaine. Les résidus d’un même domaine sont donc regroupés dans des 

carrés vert foncé, séparés des autres domaines. A partir de ces informations, ChimeraX a pu 

séparer les différents domaines pour chaque protéine : ces domaines sont dans des couleurs 

différentes dans la structure présentée en bas à gauche de chaque panneau. On remarque que 

à l’exception des séquences de virus, toutes les séquences ont une extension N-terminale 

présentant au moins un domaine, en plus du cœur polymérase, toujours indiqué en pourpre. 

Enfin, la structure présentée à droite est la même, mais colorée en fonction du score pLDDT de 

chaque résidu de la protéine, qui reflète le niveau de confiance du modèle. Ce score, compris 

entre 0 (orange) et 100 (bleu), est un témoin de la précision de la prédiction de chaque résidu au 

sein de chaque structure secondaire : plus il est élevé, plus on considère que la prédiction est de 

qualité (Mariani et al., 2013). Pour tous les modèles prédits ici, on remarque que les domaines 

détectés par l’analyse précédente ont un score pLDDT élevé, on peut donc être confiant dans les 

modèles proposés, au moins en ce qui concerne les parties structurées. Cependant, les séquences 

liant les domaines ont généralement un score pLDDT assez faible, et le PAE semble indiquer 

une assez grande incertitude quant à la position de ces résidus vis-à-vis des autres résidus de 

chaque protéine : on ne peut donc pas avoir une grande confiance dans la prédiction de ces 

parties, et dans les positions de chaque domaine vis-à-vis des autres. D’après ces informations, 

on peut donc globalement avoir confiance en ces prédictions, tant qu’on s’en tient aux domaines 

structurés. 

Avec l’aide du Dr Pierre Legrand, j’ai ensuite pu obtenir pour chaque séquence 

10 prédictions AlphaFold2 et 15 prédictions RosettaFold, différentes des modèles de références 

présentés ci-dessus. En plus des données fournies par AlphaFold2 indiquant la crédibilité des 

modèles de références, j’ai superposé les domaines structurés (BRCT, polymérase) de chaque 

modèle de référence avec ses homologues prédits par AlphaFold2 et RosettaFold. Pour chaque 

comparaison [Référence VS Modèle], j’ai ainsi obtenu une mesure de RMSD, indiquant la 

distance moyenne entre les carbones a homologues des deux structures comparées. J’ai ensuite 
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moyenné les mesures entre les modèles de références et leurs homologues AlphaFold2 et 

RosettaFold. 

Tableau 3 : Statistiques des alignements pour chaque cluster entre le modèle de référence et 10 prédictions AlphaFold2 ou 15 
prédictions RosettaFold. Les modèles de référence AlphaFold2 ont été comparés par superposition à 10 modèles AlphaFold2 
obtenus indépendamment et 15 modèles RosettaFold. Pour chaque cluster, le RMSD moyen et le nombre de carbones a 
homologues concernés par ce RMSD sont indiqués. Pour les modèles présentant plusieurs domaines, les statistiques des 
différents domaines sont indiquées séparément. 

Comme l’indique le tableau 3, pour les domaines structurés des modèles obtenus, on 

n’observe aucun RMSD supérieur à 1,264 angströms (Å). Cela suppose que toutes les prédictions 

obtenues sont proches, et ce peu importe leur provenance (AlphaFold2 ou RosettaFold). Cette 

information, en plus des données fournies par AlphaFold2 pour les modèles de référence, indique 

que ces modèles sont assez crédibles, puisque deux algorithmes de prédiction structurale 

différents prédisent des repliements très proches. 

2.2.4 Analyse des séquences des différents clusters 

Après avoir sélectionné un ensemble de séquences représentatives pour chaque cluster, 

j’ai pu analyser l’ensemble des séquences dans chaque cluster. Dans un premier temps, j’ai voulu 

connaitre la longueur moyenne des séquences de chaque cluster, et la variabilité au sein des 

clusters. 

Cluster 10 : PolIVCluster 9 : PolX SarCluster 7 : Polb VirusCluster 6 : Poll  likeCluster 4 : PolX ViridiplantaeCluster 3 : Polµ like
AJP37443.1XP_001439407.1QTF49230.1GKZ72300.1NP_172522.2RMJ22786.1

RosettaFoldAlphaFold2RosettaFoldAlphaFold2RosettaFoldAlphaFold2RosettaFoldAlphaFold2RosettaFoldAlphaFold2RosettaFoldAlphaFold2
PolBRCTPolBRCTPolBRCTPolBRCTPolPolPolBRCTPolBRCTPolBRCTPolBRCTPolBRCTPolBRCT
1,2480,8390,5240,3701,1130,8080,6270,3641,1210,7171,2640,8830,6240,2411,0830,7250,5540,2650,8760,8090,3040,396RMSD moyen (Å)
240,6103,5307,0113,7239,685,8323,4100,4177,4260,2189,788,0311,092,0250,894,9253,797,5315,183,7356,0100,0Nombre de paires d'atomes comparées
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Figure 50 : Tailles moyennes des séquences des 12 clusters. En haut, le tableau indique les tailles moyennes des séquences des 
12 clusters (en nombre d’acides aminés), ainsi que l’écart type et le nombre de séquences de chaque cluster. En bas, les mêmes 
informations sont représentées sous forme d’histogramme. 

Concernant la longueur des séquences, quatre clusters semblent se démarquer : les 

clusters 3, 6, 7 et 8. Concernant le cluster 7, cela n’est pas surprenant, les ADN polymérases b 

de métazoaires n’ayant pas de domaine BRCT, elles sont plus courtes que les autres. On peut 

donc supposer que les ADN polymérases X de virus (cluster 8) se rapprochent des ADN 

polymérases b. Concernant les clusters 3 et 6, cela est plus surprenant, car ces séquences sont 

annotées comme des ADN polymérases µ et l, et devraient donc être plus proches des clusters 

2 et 5 respectivement. On note cependant que c’est aussi dans ces deux clusters que la variabilité 

est la plus grande : l’écart-type est de 134,64 résidus pour le cluster 3, et de 150,17 résidus pour 

le cluster 6, alors que pour les autres séquences, cet écart type est inférieur à 90 résidus. Cela 

suppose que parmi les très nombreuses séquences présentes dans ces clusters, certaines sont plus 

longues de façon aberrante. Les autres clusters semblent tous présenter des séquences avec des 

tailles relativement similaires, autour de 500-550 résidus. 

Afin d’essayer de caractériser les séquences présentes dans ces clusters, j’ai ensuite 

réalisé avec PSI-Coffee des alignements des séquences représentatives choisies, que j’ai 

complété avec des alignements structuraux à partir des structures et des modèles connus, ou à 

partir de prédictions AlphaFold2. Les premiers alignements globaux ont indiqué que les 

séquences des clusters 7, 11 et 12 ne portent pas de domaine BRCT, tout comme les ADN 

N° du cluster 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
Moyenne 

(nombre d’acides 
aminés) 

496,43 493,4 653,29 536,68 563,95 781,78 350,14 343,14 621,44 576,99 569 566,46 

Écart-type 29,2 34,33 134,64 86,39 61,52 150,17 17,86 51,97 83,72 83,03 38 18,28 
Nombre de 
séquences 
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polymérases b de métazoaires du cluster 8 ; et que seules les séquences bactériennes (clusters 11 

et 12) possédaient une extension C-terminale, correspondant au domaine PHP décrit en 

introduction. 

2.2.4.1 Les domaines BRCT 

Dans un premier temps, j’ai donc réalisé un alignement des séquences des séquences 

situées en N-terminal des domaines catalytiques des séquences représentatives des clusters 1, 2, 

3, 4, 5, 6, 9 et 10. 

Comme le montre la figure 51, ces domaines N-terminaux présentent une assez grande 

variabilité de séquence. En particulier, certains d’entre eux présentent de longues insertions dans 

des boucles qui chez les ADN polymérases X connues sont peu structurées et qui font la liaison 

entre les structures secondaires importantes. On peut cependant noter que certains patchs de 

résidus hydrophobes sont très bien conservés, parmi toutes les séquences alignées ici. Cette 

observation est cohérente avec les connaissances actuelles sur les domaines BRCT (Leung and 

Glover, 2011).  

 

 

 Cependant, les séquences des domaines BRCT étant variables, le meilleur moyen de 

déterminer si les ADN polymérases X étudiées ici ont bien un domaine BRCT est de comparer 

1                                                                               
PTET.51.1.P0210235 M                                                                                FKD............................................................................
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NP_037416.1       M                                                                                LPKRRRAR.......................................................................
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Figure 51 : Alignement des séquences des domaines N-terminaux des protéines représentatives des clusters 1, 2, 3 ,4, 5, 6, 9 et 10, 
obtenu par PSI-Coffee. Les structures secondaires du domaine BRCT de l’ADN polymérase l humaine sont indiquées (en bleu : hélices 
a ; en vert : brins b). Les séquences linker entre ces domaines et les domaines catalytiques ne sont pas montrées. 



88 

leurs structures. J’ai donc réalisé un alignement des structures de ces ADN polymérases X, en 

utilisant des structures expérimentales ou des prédictions AlphaFold2.  

 

Comme le montre la figure 52, le repliement global de ces extensions N-terminales est 

très proche pour toutes les structures comparées. Celles-ci incluant des ADN polymérase X 

connues pour porter un domaine BRCT (ADN polymérase l, µ, Tdt, ADN polymérase IV), on 

peut affirmer que toutes ces polymérases ont bien un domaine BRCT en N-terminal. On retrouve 

les structures secondaires caractéristiques des domaines BRCT : un feuillet b central (4 brins) 

entouré d’une hélice a d’un côté, et 2 de l’autre. Comme évoqué plus haut avec les alignements 

de séquences, on observe cependant une certaine variabilité au niveau des boucles liant les 

structures secondaires (avec en particulier une grande insertion chez l’ADN polymérase l-like 

de Aspergillus ; chez cette même polymérase, le domaine BRCT est d’ailleurs précédé d’une 

longue séquence, non structurée d’après AlphaFold2). Toutes ces informations sont cohérentes 

avec les connaissances actuelles sur les domaines BRCT (Leung and Glover, 2011). La présence 

de domaines BRCT chez les polymérase moins connues (ADN polymérases l de Fungi, ADN 

polymérases µ de Fungi, ADN polymérases X de Viridiplantae, de Sar) suppose que ces ADN 

polymérases X sont impliquées dans le NHEJ, ou du moins qu’elles peuvent interagir avec des 

protéines impliquées dans le NHEJ, comme les ADN polymérases X connues. 

2.2.4.2 Les domaines catalytiques 

La partie la plus approfondie des comparaisons entre ces ADN polymérases X se focalise 

sur leurs domaines catalytiques. Comme pour les domaines BRCT, j’ai commencé par aligner 

Figure 52 : Alignement structural des domaines N-terminaux des protéines représentatives des clusters 1, 2, 3,4, 5, 6, 9 et 10, 
réalisé sur ChimeraX. Le repliement global de tous ces domaines est très similaire, sauf en ce qui concerne les régions faisant 
le lien entre les structures secondaires. 
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Chez les ADN polymérases X connues, ce domaine catalytique porte plus qu’un cœur 

catalytique avec une activité ADN polymérase. Mon objectif a donc été de trouver plusieurs 

particularités, pouvant être spécifiques de certaines activités ou de certaines polymérases :  

- Résidus impliqués dans la reconnaissance du 5’P et l’activité dRP lyase 

- Le motif DxD catalytique  

- La boucle 1  

- Le motif SD1 

- La boucle 2 

- Le motif RxDx(F/+) catalytique  

- Le steric gate 

- Le motif SD2 

- La boucle 3 

 

Dans cette partie, je me suis attardé sur les différentes séquences représentatives étudiées 

en précisant la présence ou l’absence de chacune de ces caractéristiques, puis j’ai étendu ces 

observations à l’ensemble des séquences des clusters associés pour esquisser une description de 

chacun des groupes d’ADN polymérases X (je recommande donc de se référer à la figure 53 

pour simplifier la lecture).  
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2.2.4.2.1 Cluster 8 : Les ADN polymérases b de Metazoa (séquence représentative : 

AAA60133.1) 

Les séquences du cluster 8, en particulier celle de l’ADN polymérase b humaine, sont 

bien connues, puisqu’elles sont étudiées depuis plus de 40 ans. La séquence choisie ici pour 

détailler les spécificités de ce cluster est justement celle de l’ADN polymérase b humaine.  

   

Figure 54 : Structure de l’ADN polymérase b humaine (PDB : 5tb8). Entouré : domaine 8 kDa, pour lequel les résidus impliqués 
dans l’activité dRP lyase et la reconnaissance des groupements 5’P sont indiqués en batônnets. À droite : domaine polymérase. 
Les différents points d’intérêt sont indiqués comme suit : les résidus des motifs catalytiques DxD et RxDx(F/+) sont indiqués en 
bâtonnets, de la couleur du modèle ; la boucle 2 est représentée en vert ; le steric gate est représenté en cyan ; le motif SD2 est 
représenté en noir. 

Celle-ci ne présente pas de domaine BRCT, et a donc en N-terminal un domaine 8-kDa, 

qui porte tous les résidus impliqués dans la reconnaissance des groupements 5’P et dans l’activité 

dRP lyase, principalement des résidus chargés, surtout des tyrosines et arginines. Pour l’étude 

des autres clusters, ce sont ces résidus qui ont été recherchés dans le domaine 8-kDa. Le motif 

catalytique de l’ADN polymérase b est un DMD associé à un motif RIDIR. Ce second motif 

porte non seulement un résidu aspartate catalytique, mais aussi une arginine (en position 5) 

impliquée dans le mécanisme induced-fit de l’ADN polymérase b. Ce mécanisme ne repose 

cependant pas que sur ce résidu, mais aussi sur les résidus du motif SD2 (NEY). L’ADN 

polymérase b porte un steric gate YFTGS, bloquant l’entrée aux NTPs dans le site actif. Enfin, 

elle ne possède pas de boucle 1 ou 3 ni de motif SD1 mais a une courte boucle 2.  

Domaine 8-kDa 
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Pour confirmer si ces observations étaient généralisables aux séquences de ce cluster, j’ai 

généré une visualisation « Logo » des séquences de ce cluster. Dans ce type de visualisation, plus 

un acide aminé est fréquent à sa position parmi les séquences données, plus il prend de place : si 

un résidu est grand, c’est donc qu’il est très conservé. 

 

 

 

 

 

D’après la figure 55, l’ensemble des observations présentées ci-dessus peuvent être 

généralisées aux ADN polymérases b de métazoaires présentes dans ce cluster.  

2.2.4.2.2 Cluster 1 : Les Tdt de métazoaires (séquence représentative : 

CAA48634.2) 

Le cluster 1 représente lui aussi un groupe d’ADN polymérases X bien caractérisées, 

puisque la Tdt humaine est étudiée depuis les années 1960. Ces ADN polymérases X ne portent 

pas d’activité dRP lyase, ni de capacité à reconnaitre les groupements 5’P, contrairement aux 

ADN polymérases l et b. La comparaison avec les autres séquences montre l’absence des résidus 

impliqués dans ces activités. 

Figure 55 : Motifs d’intérêt des séquences du cluster 8. La taille de chaque résidu est proportionnelle à sa fréquence, et la couleur 
des résidus dépend de leur catégorie chimique (rouge : résidu acide ; bleu : résidu basique ; vert : résidu polaire ; noir : résidu 
hydrophobe ; violet : résidu neutre) 

Steric gate 

Motif catalytique 
RxDx(F/+) 
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Figure 56 : Structure de la Tdt humaine (PDB : 4qz8). Entouré : domaine 8 kDa, pour lequel les équivalents des résidus 
impliqués dans l’activité dRP lyase et la reconnaissance des groupements 5’P sont indiqués en batônnets. À droite : domaine 
polymérase. Les différents points d’intérêt sont indiqués comme suit : les résidus des motifs catalytiques DxD et RxDx(F/+) sont 
indiqués en bâtonnets, de la couleur du modèle ; la boucle 1 est représentée en bleu ; le motif SD1 en magenta ; la boucle 2 est 
représentée en vert ; l’équivalent du steric gate est représenté en cyan ; le motif SD2 est représenté en noir. 

Le premier motif catalytique, ici un DVD, partage l’activité polymérase avec un dernier 

aspartate catalytique situé dans un motif RVDLV. On note ensuite la présence d’une boucle 1. 

Cette boucle est connue pour permettre à la polymérase d’assembler une synapse avec un brin 

template plus court que le brin primer. Cette boucle 1 est suivie du motif SD1, formé des résidus 

DHFQKC, impliqué lui aussi dans les mêmes rôles. La Tdt porte aussi une boucle 2, dont le rôle 

n’est pas déterminé à ce jour. En aval, juste après le second motif catalytique, la Tdt porte un 

motif GWTGS, ne présentant pas les résidus YF formant le steric gate des ADN polymérases 

l et b : la Tdt peut donc incorporer des NTPs (Boulé et al., 2001). Le motif SD2, qui permet de 

discriminer les ADN polymérases X, est pour la Tdt un DNH. Enfin, la Tdt ne porte pas de 

boucle 3. 

Domaine 8-kDa 
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Figure 57 : Motifs d’intérêt des séquences du cluster 1. La taille de chaque résidu est proportionnelle à sa fréquence, et la 
couleur des résidus dépend de leur catégorie chimique (rouge : résidu acide ; bleu : résidu basique ; vert : résidu polaire ; noir : 
résidu hydrophobe ; violet : résidu neutre) 

D’après la figure 57, il semble que la majorité des observations ci-dessus est généralisable 

aux Tdt de métazoaires. Il semble que la boucle 1 soit assez peu variable, contrairement à la 

boucle 2. Le rôle de la première étant principalement structural, cela n’est pas surprenant : il a 

été montré que la conservation des résidus de la boucle 1 de la Tdt est ce qui permet de garder 

sa conformation tout au long du cycle catalytique (Loc’h et al., 2019) ; concernant la boucle 2 

cependant, son rôle n’étant pas déterminé, il est difficile de conclure.  

2.2.4.2.3 Cluster 2 : Les ADN polymérases µ de métazoaires (séquence 

représentative : NP_037416.1) 

Cette fois encore, ce cluster regroupe des ADN polymérases bien caractérisées, puisque 

l’ADN polymérase µ humaine est connue et étudiée depuis 2000.  

Steric gate 

Motif catalytique 
RxDx(F/+) 
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Figure 58 : Structure de l’ADN polyméraseµ humaine (PDB : 6ak8). Entouré : domaine 8 kDa, pour lequel les équivalents des 
résidus impliqués dans la reconnaissance des groupements 5’P sont indiqués en batônnets. À droite : domaine polymérase. Les 
différents points d’intérêt sont indiqués comme suit : les résidus des motifs catalytiques DxD et RxDx(F/+) sont indiqués en 
bâtonnets, de la couleur du modèle ; la boucle 1 est représentée en bleu ; le motif SD1 en magenta ; la boucle 2 est représentée 
en vert ; l’équivalent du steric gate est représenté en cyan ; le motif SD2 est représenté en noir. 

 

Bien qu’elle ne porte pas d’activité dRP lyase, l’ADN polymérase µ a une poche lui 

permettant de reconnaitre les groupements 5’P dans son domaine 8-kDa, mais ne porte pas 

d’équivalents de tous les résidus de l’ADN polymérase b (6 résidus chez l’ADN polymérase b, 

3 chez l’ADN polymérase µ). On retrouve cependant bien les motifs catalytiques DVD et 

RVDLV, et la boucle 1 (absente de la structure présentée car trop flexible dans la structure 

déposée dans la PDB). Elle est directement suivie du motif SD1, formé des résidus DAFERS. 

L’ADN polymérase µ semble également porter une boucle 2, non visible ici, comme la boucle 

1. Le motif du steric gate montre là encore une absence des résidus bloquant le 2’ OH du sucre 

des ribonucléotides (GWTGS, comme pour la Tdt). Le motif SD2 de la Polµ est un NSH, et cette 

polymérase ne présente pas non plus de boucle 3.  

Domaine 8-kDa 
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Comme pour la Tdt, la plupart des observations faites ci-dessus semblent généralisable, 

d’après la figure 59. Cependant, la boucle 1 semble beaucoup plus variable que chez la Tdt, et la 

boucle 2 encore plus (elle semble même pouvoir varier en longueur, comme on peut le voir aux 

quelques résidus rares présents dans la figure 58). 

2.2.4.2.4 Cluster 5 : Les ADN polymérases l de métazoaires (séquence 

représentative : AAH68529.1) 

Comme les clusters 1, 2 et 8, ce cinquième cluster contient des séquences bien 

caractérisées, comme l’ADN polymérase l humaine. Celle-ci présente dans son domaine de 8 

kDa tous les éléments lui conférant une activité dRP lyase. Ses motifs catalytiques sont formés 

des résidus DVD et RVDII, elle ne porte pas de boucle 1 ni de SD1 mais porte une courte boucle 

2 et a un steric gate (YFTGS) lui permettant de bloquer l’incorporation de NTPs. Son motif SD2 

est formé des résidus SEH, et elle a une boucle 3.  

Figure 59 : Motifs d’intérêt des séquences du cluster 2. La taille de chaque résidu est proportionnelle à sa fréquence, et la couleur 
des résidus dépend de leur catégorie chimique (rouge : résidu acide ; bleu : résidu basique ; vert : résidu polaire ; noir : résidu 
hydrophobe ; violet : résidu neutre) 

Steric gate 

Motif catalytique 
RxDx(F/+) 



97 

 
Figure 60 : Structure de l’ADN polymérase l humaine (PDB : 1rzt). Entouré : domaine 8 kDa, pour lequel les résidus impliqués 
dans l’activité dRP lyase et la reconnaissance des groupements 5’P sont indiqués en batônnets. À droite : domaine polymérase. 
Les différents points d’intérêt sont indiqués comme suit : les résidus des motifs catalytiques DxD et RxDx(F/+) sont indiqués en 
bâtonnets, de la couleur du modèle ; la boucle 2 est représentée en vert ; l’équivalent du steric gate est représenté en cyan ; le 
motif SD2 est représenté en noir ; la boucle 3 est représentée en pourpre. 

Comme le montre la figure 61, toutes ces observations sont généralisables aux ADN 

polymérases l de métazoaires en général. 

 

 

 
 

 

Figure 61 : Motifs d’intérêt des séquences du cluster 5. La taille de chaque résidu est proportionnelle à sa fréquence, et la couleur 
des résidus dépend de leur catégorie chimique (rouge : résidu acide ; bleu : résidu basique ; vert : résidu polaire ; noir : résidu 
hydrophobe ; violet : résidu neutre) 

Steric gate 

Motif catalytique 
RxDx(F/+) 

Domaine 8-kDa 
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2.2.4.2.5 Cluster 3 : les ADN polymérases µ-like de Fungi (séquence représentative 

: RMJ22786.1) 

Ce troisième cluster est le premier à présenter des ADN polymérases qui ont été peu 

caractérisées par le passé. L’analyse de la séquence choisie s’est donc faite sans a priori sur 

l’activité de ces polymérases, et je vais donc relever ici les particularités de cette ADN 

polymérase X et en déduire les éventuels impacts sur son activité. 

 
Figure 62 : Structure de l’ADN polymérase X d'Aspergillus sp. HF37 (prédiction AlphaFold2). Entouré : domaine 8 kDa, pour 
lequel les équivalents des résidus impliqués dans la reconnaissance des groupements 5’P sont indiqués en batônnets. À droite : 
domaine polymérase (l’ADN est celui de la structure de l’ADN polymérase λ 1rzt). Les différents points d’intérêt sont indiqués 
comme suit : les résidus des motifs catalytiques DxD et RxDx(F/+) sont indiqués en bâtonnets, de la couleur du modèle ; la 
boucle 1 est représentée en bleu ; le motif SD1 en magenta ; la boucle 2 est représentée en vert ; l’équivalent du steric gate est 
représenté en cyan ; le motif SD2 est représenté en noir; la boucle 3 est représentée en pourpre. 
 

Que ce soit via sa structure ou via sa séquence, on remarque que cette ADN polymérase 

a des caractéristiques globalement proches des versions métazoaires de la Tdt ou de l’ADN 

polymérase µ. Tout d’abord, elle semble porter dans son domaine 8 kDa des vestiges de résidus 

impliqués dans la reconnaissance du 5’P, comme l’ADN polymérase µ. Son motif catalytique est 

un DVD, associé à un RVDII, à mi-chemin entre les ADN polymérases µ et l de métazoaires. 

Elle porte bien une boucle 1, un motif SD1 (DTLDKA), et une boucle 2. Elle n’a pas de steric 

gate, mais la séquence du motif associée est un GWSGS, proche du GWTGS de l’ADN 

Domaine 8-kDa 
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polymérase µ métazoaire. Son motif SD2 la différencie de toutes les ADN polymérases X 

connues (DSS), et elle semble porter une boucle 3, comme l’ADN polymérase l métazoaire.  

 

 

Comme le montre la figure 63, ces observations sont généralisables à l’ensemble des 

séquences de ce cluster, même si la boucle 1 et surtout la boucle 2 semblent très variables en 

longueur (de 5 à 20 résidus). 

L’ensemble de ces caractéristiques en font une ADN polymérase X proche de l’ADN 

polymérase µ, donc son activité est probablement proche de cette dernière : grâce à son domaine 

BRCT elle est probablement impliquée dans le NHEJ chez les Fungi chez qui elle est présente, 

elle peut incorporer des NTPs et présente probablement une faible fidélité (voire une activité 

terminal transférase en présence d’ions Mn2+). Cependant, les différences, en termes de motif 

SD2 et de présence d’une boucle 3, ne permettent pas d’affirmer qu’il s’agit d’un cluster 

regroupant des ADN polymérases µ. C’est pourquoi ces séquences sont ici nommées ADN 

polymérases µ-like. 

Cependant, ce cluster pourrait probablement être subdivisé dans de futures études plus 

poussées sur ces polymérases encore peu étudiées. 

2.2.4.2.6 Cluster 4 : Les ADN polymérases X de Viridiplantae (séquence 

représentative : NP_172522.2) 

Comme indiqué plus haut, ce cluster est le seul à contenir des ADN polymérases X 

provenant de plantes, dont les ADN polymérases X nommées jusqu’ici ADN polymérases 

l (Uchiyama et al., 2004). Cependant, la séquence choisie ici montre des différences avec les 

ADN polymérases l de métazoaires.  

Figure 63 : Motifs d’intérêt des séquences du cluster 5. La taille de chaque résidu est proportionnelle à sa fréquence, et la 
couleur des résidus dépend de leur catégorie chimique (rouge : résidu acide ; bleu : résidu basique ; vert : résidu polaire ; noir : 
résidu hydrophobe ; violet : résidu neutre) 

Steric gate 

Motif catalytique 
RxDx(F/+) 
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Figure 64 : Structure de l’ADN polymérase X d’Arabidopsis thaliana (prédiction AlphaFold2). Entouré : domaine 8 kDa, pour 
lequel les équivalents des résidus impliqués dans la reconnaissance des groupements 5’P sont indiqués en batônnets. À droite : 
domaine polymérase (l’ADN est celui de la structure de l’ADN polymérase λ 1rzt). Les différents points d’intérêt sont indiqués 
comme suit : les résidus des motifs catalytiques DxD et RxDx(F/+) sont indiqués en bâtonnets, de la couleur du modèle ; la 
boucle 1 est représentée en bleu ; le motif SD1 en magenta ; la boucle 2 est représentée en vert ; l’équivalent du steric gate est 
représenté en cyan ; le motif SD2 est représenté en noir; la boucle 3 est représentée en pourpre. 

Cette ADN polymérase semble avoir presque tous les résidus nécessaires à une activité 

dRP lyase, ainsi que tous les résidus catalytiques impliqués dans l’activité polymérase (DLD et 

RIDFK). Elle n’a pas de boucle 1, ni de motif SD1 ou de boucle 2, ce qui la différencie clairement 

des Tdt et ADN polymérases µ. Là où cette polymérase se différencie le plus des ADN 

polymérases X connues, c’est au niveau du steric gate. Ici la séquence est un motif AWTGN, ce 

qui diffère des YFTGS et GWTGS très conservés retrouvés habituellement. Cependant, cela 

semble plus proche de la séquence GWTGS retrouvée chez la Tdt et l’ADN polymérase µ. On 

peut donc supposer que cette enzyme peut incorporer des NTPs, ce qui la différencie clairement 

des ADN polymérases l. Enfin, cette ADN polymérase a un motif SD2 formé des résidus DDT, 

et semble avoir une boucle 3, spécifique des séquences proches de l’ADN polymérase l. De 

façon intéressante, cette prédiction structurale est aussi la seule pour laquelle la localisation du 

domaine BRCT semble proche de celle du domaine polymérase (figure 48). D’après les 

connaissances sur les ADN polymérases X et la flexibilité du linker liant ces deux domaines, 
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cette prédiction est probablement fausse, mais il serait intéressant d’étudier cette possible 

interaction 

 

 

 

 

Toutes ces observations semblent généralisables aux ADN polymérases X présentes dans 

le cluster 4 (voir figure 65), et semblent indiquer que ces ADN polymérases X ne sont pas des 

ADN polymérases l, contrairement à ce qui était proposé jusqu’ici. En effet, l’absence de steric 

gate est incompatible avec une description d’ADN polymérase l, et le motif SD2 différencie 

aussi ces ADN polymérases X des ADN polymérases l connues jusqu’ici. Dans ces travaux, ce 

cluster sera donc considéré comme un cluster regroupant les ADN polymérases X de plantes, en 

absence d’appellation fixe pour ces polymérases à mi-chemin entre les ADN polymérases l et µ. 

2.2.4.2.7 Cluster 6 : Les ADN polymérases l-like de Fungi (séquence 

représentative : GKZ72300.1) 

Le cluster 6 représente l’autre versant des ADN polymérases X de Fungi présentes dans 

ce clustering. Là encore, ces ADN polymérases X ont été peu étudiées, ce qui permet une analyse 

de leurs séquences sans a priori. 

Figure 65 : Motifs d’intérêt des séquences du cluster 4. La taille de chaque résidu est proportionnelle à sa fréquence, et la couleur 
des résidus dépend de leur catégorie chimique (rouge : résidu acide ; bleu : résidu basique ; vert : résidu polaire ; noir : résidu 
hydrophobe ; violet : résidu neutre) 
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Figure 66 : Structure de la PolX d'Aspergillus niger (prédiction AlphaFold2). Entouré: domaine 8 kDa, pour lequel les 
équivalents des résidus impliqués dans la reconnaissance des groupements 5’P sont indiqués en batônnets. À droite : domaine 
polymérase (l’ADN est celui de la structure de l’ADN polymérase λ 1rzt). Les différents points d’intérêt sont indiqués comme 
suit : les résidus des motifs catalytiques DxD et RxDx(F/+) sont indiqués en bâtonnets, de la couleur du modèle ; la boucle 1 
est représentée en bleu ; le motif SD1 en magenta ; la boucle 2 est représentée en vert ; l’équivalent du steric gate est représenté 
en cyan ; le motif SD2 est représenté en noir; la boucle 3 est représentée en pourpre. 

Tout d’abord, la séquence étudiée ici semble clairement contenir les résidus essentiels à 

l’activité dRP lyase. Ensuite, cette polymérase a des motifs catalytiques formés des acides 

aminés DID et RIDLL. Elle n’a pas de boucle 1 ni de motif SD1, mais a une boucle 2 et une 

steric gate YFTGN, qui empêche probablement l’incorporation de NTPs. Son motif SD2 est de 

séquence NQR, et elle porte une boucle 3. Mis à part le motif SD2, qui la différencie des ADN 

polymérases l de métazoaire, cette polymérase partage de nombreuses caractéristiques avec les 

ADN polymérases l connues.  

 

 

 

 

Figure 67 : Motifs d’intérêt des séquences du cluster 6. La taille de chaque résidu est proportionnelle à sa fréquence, et la couleur 
des résidus dépend de leur catégorie chimique (rouge : résidu acide ; bleu : résidu basique ; vert : résidu polaire ; noir : résidu 
hydrophobe ; violet : résidu neutre). 
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Ces observations semblent généralisables aux séquences de ce cluster d’après la figure 

67, bien que les boucles 2 et 3 semblent de tailles et de séquences variables. La forte similarité 

avec les caractéristiques des ADN polymérases l de métazoaires (steric gate et boucle 3) en font 

donc un groupe appelé ici ADN polymérases l-like. 

Tout comme pour le cluster 3, ce cluster pourrait cependant être divisé en deux dans de 

futures études visant à mieux caractériser les ADN polymérases X chez les Fungi. 

2.2.4.2.8 Cluster 7 : Les ADN polymérases X de virus (séquence représentative : 

QTF49230.1) 

Le septième cluster obtenu à partir des données montrées ici semble être une nouveauté, 

du fait de son origine virale (principalement des Megavirus ou « virus géants »). D’abord, du 

point de vue de sa séquence, la polymérase choisie ici ressemble beaucoup à une ADN 

polymérase b. En effet, elle ne porte pas de domaine BRCT ou d’extension N-terminale, a 

presque tous les résidus nécessaires à une activité dRP lyase, n’a pas de boucles 1, 2 ou 3 ou de 

SD1, mais elle a bien un steric gate (YFTGP), et son motif SD2 est le même que pour les ADN 

polymérases b de métazoaires : NEY. Ses motifs catalytiques sont également très proches des 

ADN polymérases b métazoaires : DID et RIDIR.  
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Figure 68 : Structure de l’ADN polymérase X de Mimivirus reunion (prédiction AlphaFold2). Entouré : domaine 8 kDa, pour 
lequel les résidus impliqués dans l’activité dRP lyase et la reconnaissance des groupements 5’P sont indiqués en batônnets. À 
droite : domaine polymérase (l’ADN est celui de la structure de l’ADN polymérase λ 1rzt). Les différents points d’intérêt sont 
indiqués comme suit : les résidus des motifs catalytiques DxD et RxDx(F/+) sont indiqués en bâtonnets, de la couleur du modèle 
; le steric gate est représenté en cyan ; le motif SD2 est représenté en noir. 

Ces observations sont généralisables aux autres séquences de ce cluster (même s’il est 

petit : 14 séquences seulement), donc nous parlerons ici d’ADN polymérase b de virus.  

 

 

 

Plus précisément, les séquences de ce cluster appartiennent à des virus géants, des virus 

infectant des amibes (eucaryotes unicellulaires). Ces virus sont connus pour avoir un grand 

génome (jusqu’à 2,5 Mb) contenant des gènes codants pour des protéines du métabolisme ou de 

la réparation du génome (Raoult et al., 2004; Yoshida et al., 2011). Il semble donc que parmi 

ces protéines, on puisse trouver des ADN polymérases X, en particulier des ADN polymérases b. 

Figure 69 : Motifs d’intérêt des séquences du cluster 7. La taille de chaque résidu est proportionnelle à sa fréquence, et la couleur 
des résidus dépend de leur catégorie chimique (rouge : résidu acide ; bleu : résidu basique ; vert : résidu polaire ; noir : résidu 
hydrophobe ; violet : résidu neutre). 
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2.2.4.2.9 Cluster 9 : Les ADN polymérases X de Sar (séquence représentative : 

XP_001439407.1) 

Le cluster 9 est celui qui présente entre autres les ADN polymérases X de Paramecium 

tetraurelia qui sont au centre des travaux de cette thèse, mais aussi d’autres séquences issues du 

clade Sar qui regroupe les Stramenopiles, Alveolata et Rhizaria, comme Tetrahymena 

thermophila. Ces ADN polymérases X semblent à mi-chemin entre les ADN polymérases l et b 

de métazoaires.  

 

Figure 70 : Structure de l’ADN polymérase X a de Paramecium tetraurelia (prédiction AlphaFold2). Entouré : domaine 8 kDa, 
pour lequel les équivalents des résidus impliqués dans l’activité dRP lyase et la reconnaissance des groupements 5’P sont 
indiqués en batônnets. À droite : domaine polymérase (l’ADN est celui de la structure de l’ADN polymérase λ 1rzt). Les différents 
points d’intérêt sont indiqués comme suit : les résidus des motifs catalytiques DxD et RxDx(F/+) sont indiqués en bâtonnets, de 
la couleur du modèle ; le steric gate est représenté en cyan ; le motif SD2 est représenté en noir. 

Tout d’abord, cette ADN polymérase X semble avoir dans son domaine 8-kDa tous les 

résidus impliqués dans la reconnaissance des groupements 5’P et à une activité dRP lyase. Elle 

ne présente pas de boucles 1 et 2 ni de motif SD1. Ses motifs catalytiques sont formés des résidus 

DMD et RIDLK. Elle semble avoir un steric gate (YFTGS) similaire aux ADN polymérases l et 

b de métazoaires, et son motif SD2 est un SDH. De plus, elle porte une boucle 3. Enfin, comme 
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pour les autres clusters, ces observations peuvent être généralisées à l’ensemble des 18 séquences 

de ce cluster. 

 

 

 

2.2.4.2.10 Cluster 10 : Les ADN polymérases IV (séquence représentative : 

AJP37443.1) 

L’analyse phylogénétique a montré que le cluster 10 contient presque exclusivement des 

séquences de levures proches de Saccharomyces cerevisiae, annotées comme des ADN 

polymérases IV. Celles-ci ont souvent été considérées comme proches des ADN polymérases X 

métazoaires, mais il semble qu’il y ait plusieurs différences, surtout visibles en comparant les 

structures de ces polymérases. Tout d’abord, il semble que l’ADN polymérase IV étudiée ici ait 

dans son domaine 8-kDa certains des résidus permettant de reconnaitre un 5’P. Ses motifs 

catalytiques sont un DID et un RLDFF.  

 
Figure 72 : Structure de l’ADN polymérase IV de Saccharomyces cerevisiae (prédiction AlphaFold2). Entouré : domaine 8 kDa, 
pour lequel les équivalents des résidus impliqués dans l’activité dRP lyase et la reconnaissance des groupements 5’P sont 
indiqués en batônnets. À droite : domaine polymérase (l’ADN est celui de la structure de l’ADN polymérase λ 1rzt). Les différents 
points d’intérêt sont indiqués comme suit : les résidus des motifs catalytiques DxD et RxDx(F/+) sont indiqués en bâtonnets, de 
la couleur du modèle ; le steric gate est représenté en cyan ; le motif SD2 est représenté en noir. Les résidus correspondant à 
l’insertion « boucle 1 -SD1 – boucle 2) sont représentés selon leur score pLDDT obtenu lors de la prédiction de la structure par 
AlphaFold2 : en rouge les régions avec un score élevé ; en bleu les régions avec un score faible et possiblement mal prédites. 

Figure 71 : Motifs d’intérêt des séquences du cluster 9. La taille de chaque résidu est proportionnelle à sa fréquence, et la couleur 
des résidus dépend de leur catégorie chimique (rouge : résidu acide ; bleu : résidu basique ; vert : résidu polaire ; noir : résidu 
hydrophobe ; violet : résidu neutre). 
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2.2.4.2.11 Clusters 11 et 12 : Les ADN polymérases X bactériennes  

Les deux derniers clusters forment un continuum à part des clusters de séquences 

eucaryotes et virales. En effet, il semble que les ADN polymérases X bactériennes, probablement 

en raison de leur domaine PHP C-terminal, se classent à part. Cependant, comme indiqué en 

introduction, la littérature fait état de 2 catégories d’ ADN polymérases X bactériennes : 

canoniques et non canoniques. Ici, ces ADN polymérases X sont représentées respectivement 

par des séquences de Thermus thermophilus et de Deinococcus radiodurans. 

2.2.4.2.11.1 Les domaines PHP 

La principale caractéristique communes aux séquences de ces deux clusters est une 

extension C-terminale, caractérisée dans la littérature comme un domaine PHP (Rodríguez et al., 

2019). Les domaines PHP de ces deux ADN polymérases X partagent en effet la grande majorité 

des résidus catalytiques, ce qui leur confère leurs activités nucléases, très conservées tout comme 

le repliement de ce domaine. 
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Figure 74 : Alignement des séquences des domaines C-terminaux des protéines représentatives des clusters 11 et 12, obtenu par 
PSI-Coffee. Les résidus catalytiques sont indiqués par des marqueurs verts. 
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Figure 75 : Alignement structural des domaines C-terminaux des protéines représentatives des clusters 11 et 12, réalisé sur 
ChimeraX. Les résidus impliqués dans l’activité nucléase sont indiqués en bâtonnets. 

Ces deux clusters semblent donc avoir en commun le domaine PHP, très conservé, ce qui 

est en accord avec la littérature. 

2.2.4.2.11.2 Cluster 11 : Les ADN polymérases X bactériennes canoniques 

(séquence représentative : WP_096410530.1) 

Ce cluster est le plus proche des séquences eucaryotes parmi les ADN polymérases X 

bactériennes, en particulier vis-à-vis du cluster des ADN polymérases b de métazoaires. En effet, 

le domaine catalytique de ces ADN polymérases X partage de nombreuses caractéristiques des 

ADN polymérases b, comme la majorité des résidus impliqués dans l’activité dRP lyase, la 

présence d’un résidu basique en position 5 du second motif catalytique (QVDLR), une partie des 

résidus du steric gate (YLTGS) et un motif SD2 de séquence SEY. Son premier motif catalytique 

est un DLD, et cette séquence ne porte pas de boucle 2. 
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Figure 76 : Structure de l’ADN polymérase X canonique de Thermus thermophilus (code PDB : 3au2). À gauche : domaine 8 
kDa, pour lequel les équivalents des résidus impliqués dans l’activité dRP lyase et la reconnaissance des groupements 5’P sont 
indiqués en batônnets. À droite : domaine polymérase (avec l’ADN de la structure de l’ADN polymérase λ 1rzt). Les différents 
points d’intérêt sont indiqués comme suit : les résidus des motifs catalytiques DxD et RxDx(F/+) sont indiqués en bâtonnets, de 
la couleur du modèle ; le steric gate est représenté en cyan ; le motif SD2 est représenté en noir. 

Ces observations sont généralisables à toutes les séquences de ce cluster, qui sont donc 

des ADN polymérases X canoniques puisqu’elles portent tous les motifs leur permettant d’avoir 

une activité d’ADN polymérase. Il existe cependant une certaine variabilité sur deux points : le 

steric gate, qui semble avoir en majorité un motif YFTGS et non YLTGS comme dans l’exemple 

choisi ci-dessus ; et le motif SD2 qui semble pouvoir varier entre SEY et NEY (ce dernier étant 

caractéristique des ADN polymérases b). 

 

 

 

 

 

Figure 77 : Motifs d’intérêt des séquences du cluster 11. La taille de chaque résidu est proportionnelle à sa fréquence, et la couleur des 
résidus dépend de leur catégorie chimique (rouge : résidu acide ; bleu : résidu basique ; vert : résidu polaire ; noir : résidu hydrophobe ; 
violet : résidu neutre). 

Steric gate 

Motif catalytique 
RxDx(F/+) 



111 

2.2.4.2.11.3 Cluster 12 : les ADN polymérases X bactériennes non canoniques 

(séquence représentative : WP_010887112.1) 

Ce dernier cluster regroupe lui aussi des séquences bactériennes, mais est plus éloigné 

des ADN polymérases X eucaryotes. Cependant, les séquences de ce cluster présentent au niveau 

du domaine catalytique de nombreuses différences avec toutes les séquences présentées ci-

dessus, y compris les bactériennes. Tout d’abord, le domaine 8-kDa ne présente pas tous les 

résidus impliqués dans la reconnaissance du 5’P, et le domaine polymérase ne présente pas les 

caractéristiques conférant une activité polymérase. En effet, cette polymérase n'a pas les résidus 

catalytiques habituels : les motifs catalytiques sont ici composés des résidus AAE et PVEIA. Elle 

ne présente pas non plus de steric gate (LLRSG), son motif SD2 est formé des résidus TAG, et 

elle ne porte pas de boucle 1 ou 2 ni de motif SD1. Comme indiqué dans la littérature, cette 

dégénérescence semble indiquer une perte de l’activité ADN polymérase (Prostova et al., 2022). 

 

Figure 78 : Structure de l’ADN polymérase X non canonique de Deinococcus radiodurans (code PDB : 2w9m). À gauche : 
domaine 8 kDa, pour lequel les équivalents des résidus impliqués dans l’activité dRP lyase et la reconnaissance des groupements 
5’P sont indiqués en batônnets. À droite : domaine polymérase (avec l’ADN de la structure de l’ADN polymérase λ 1rzt). Les 
différents points d’intérêt sont indiqués comme suit : les résidus des motifs DxD et RxDx(F/+) sont indiqués en bâtonnets, de la 
couleur du modèle ; l’équivalent du steric gate est représenté en cyan ; le motif SD2 est représenté en noir. 

Ces observations semblent généralisables aux autres séquences de ce cluster, mais 

contrairement aux autres clusters, c’est ici parce que tous les motifs d’intérêt dans le domaine 

polymérase présentent une très haute variabilité : aucun résidu n’est conservé, même dans le 

motif SD2. Ces ADN polymérases X ne présentent donc que les caractéristiques attendues pour 
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Pour classifier toutes les ADN polymérases X, la méthode utilisée ici a été de rechercher 

des motifs dans leurs séquences (motifs catalytiques, boucles 1, 2 et 3, steric gate, motifs SD1 

et 2, résidus liés à une activité dRP lyase), ainsi que des domaines particuliers (BRCT et PHP). 

Cela a permis de définir un ensemble de motifs caractéristiques de chaque groupe. En premier 

lieu, la présence d’un domaine BRCT permet d’exclure une appartenance aux groupes « b like » 

(ADN polymérases b métazoaires, ADN polymérases b virales et ADN polymérases X 

bactériennes), et suppose un lien avec le système NHEJ. Concernant le premier motif catalytique 

(DxD), il est toujours présent sauf chez les ADN polymérases X bactériennes non canoniques, 

qui n’ont pas d’activité ADN polymérase (Prostova et al., 2022). Le second motif catalytique 

(RxDx(F/+)) permet de séparer plusieurs classes d’ADN polymérases X. Les ADN polymérases 

X bactériennes n’ont pas d’arginine en position 1 de ce motif. Le résidu catalytique, en position 

3, est quant à lui conservé puisqu’il s’agit d’un aspartate (ou d’un glutamate conservé chez les 

ADN polymérases X bactériennes non canoniques). Le résidu qui permet le mieux de distinguer 

les différentes classes, d’un point de vue phylogénétique et fonctionnel, est le dernier : chez 

toutes les ADN polymérases b, il s’agit d’une arginine (ADN polymérases b métazoaires, ADN 

polymérases b virales et ADN polymérases X bactériennes). La grande majorité des classes 

restantes portent un résidu hydrophobe à cette position, à l’exception des ADN polymérases X 

de plantes et de Sar, qui portent une lysine. Les seules ADN polymérases X à avoir une boucle 1 

et un motif SD1 sont les ADN polymérases µ et Tdt de métazoaires, et les ADN polymérases µ-

like de Fungi, ce qui est cohérent avec les informations connues sur l’ADN polymérase µ et la 

Tdt chez les eucaryotes. La boucle 2 est présente dans davantage de groupes, puisqu’en plus des 

3 précédents, elle est aussi présente chez les ADN polymérases l et b de métazoaires et les ADN 

polymérases l like de Fungi. Les ADN polymérases IV de levures portent un ensemble « boucle 

1- boucle 2 » qui semble fortement se différencier des ADN polymérases X citées ci-dessus, et 

dont on ne connait pas encore la fonction. Un des motifs permettant le mieux de distinguer les 

ADN polymérases X est le steric gate. En effet, il permet de faire la distinction entre les ADN 

polymérases « b/l like » (n’incorporant pas de ribonucléotides) et « µ/Tdt like » (qui peuvent 

incorporer des NTPs). Les ADN polymérases X bactériennes canoniques, ADN polymérases X 

de virus, de Sar, les ADN polymérases l like de Fungi ainsi que les ADN polymérases b et l de 

métazoaires ont un steric gate de type « YFTGS », et ne peuvent donc pas incorporer de NTPs. 

Les ADN polymérases X de plantes, les ADN polymérases µ like de Fungi, les ADN polymérases 
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L’ensemble des motifs et domaines recherchés ici ont donc permis de construire une 

classification des ADN polymérases X plus compréhensive et large qu’auparavant, tout en 

respectant la classification déjà connue. Cependant, il existe une grande variabilité dans certains 

groupes, en particulier chez les Fungi, qui pourrait être étudiée de façon approfondie dans des 

travaux dédiés. En effet, les deux clusters d’ADN polymérases X de Fungi étudiés ici pourraient 

probablement être divisés en deux, en étudiant en profondeur leurs différences. De plus, 

contrairement aux travaux sur les ADN polymérases de la famille A publiés récemment et 

présentés dans un chapitre additionnel de cette thèse, les séquences utilisées pour le clustering 

présenté ici ont été obtenues en utilisant la séquence de l’ADN polymérases Xa de P. tetraurelia 

et une recherche par BLAST pour obtenir des séquences proches. Pour les ADN polymérases A, 

l’ensemble des séquences annotées comme ADN polymérases A avec HMMER ont été utilisées, 

ce qui semble plus exhaustif. Cette même méthode pourrait être utilisée pour confirmer les 

résultats présentés ici, si l’algorithme HMMER est capable de reconnaitre des motifs de ADN 

polymérases X, y compris chez des séquences distantes comme les ADN polymérases X 

bactériennes non canoniques.
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Figure 82 : Motifs d’intérêt des séquences de tous les groupes d’ADN polymérases X. La taille de chaque résidu est proportionnelle à sa fréquence, et la couleur des résidus dépend de leur 
catégorie chimique (rouge : résidu acide ; bleu : résidu basique ; vert : résidu polaire ; noir : résidu hydrophobe ; violet : résidu neutre) 

Motif catalytique 
RxDx(F/+) 





118 

 
Figure 84 : Niveau d’expression moyen des 4 ADN polymérases X de P. tetraurelia au cours du cycle de vie de la cellule, 
mesuré par RNA-seq. VEG : cycle végétatif ; MEI : méiose des MIC, FRG : fragmentation du MAC, DEV1/2/3/4 : 
développement du MAC. D’après Arnaiz O et al. BMC Genomics. 2017. 

L’objectif des travaux décrits dans cette partie a été d’analyser en détails les séquences 

de ces ADN polymérases, afin de dégager des hypothèses pouvant expliquer leur fidélité. 

3.1 Matériel et méthodes 

La majorité des résultats analysés ici sont tirés de ceux de la partie précédente sur la 

classification des ADN polymérases X. Pour comparer plus en profondeur les ADN 

polymérases X de P. tetraurelia avec des ADN polymérases X connues, un alignement de 

séquences a été réalisé grâce à PSI-Coffee, incluant de nouvelles séquences. Les structures de 

leurs domaines catalytiques ont ensuite été comparées sur ChimeraX (Prédiction AlphaFold2 

de l’ADN polymérase X a présentée dans la partie précédente ; codes PDB : ADN polymérase 

l = 1rzt ; ADN polymérase b =5tb8). Une comparaison centrée sur le site actif de l’ADN 

polymérase b (code PDB : 1bpy) et l’ADN polymérase X a ensuite été réalisée. Cette fois, c’est 

une prédiction SwissModel de l’ADN polymérase X a qui a été utilisée, car les rotamères 

proposés pour les chaines latérales des résidus d’intérêt semblaient plus cohérents. 
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Figure 86 : Alignement des séquences d’ADN polymérases X avec les ADN polymérases X de P. tetraurelia centré sur les 
domaines BRCT et 8kDa, obtenu par PSI-Coffee. Les résidus impliqués dans la reconnaissance des groupements 5’P (et activité 
dRP lyase)sont indiqués en vert . Les structures secondaires de l’ADN polymérase l humaine (PDB 2JM5 et 7M43) sont 
indiquées au-dessus de l’alignement.  

Le domaine catalytique porte quant à lui un steric gate, un motif SD2 unique (SDH) et 

une boucle 3, en plus des résidus catalytiques, comme l’indique la figure 87. 
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3.2.2 Les ADN polymérases X de Paramecium tetraurelia sont proches des ADN 

polymérases l de métazoaires, et pourraient partager avec elles un mécanisme de 

fidélité 

A première vue, ces ADN polymérases X semblent être similaires aux ADN 

polymérases l : le principal argument est la présence du domaine BRCT et du steric gate, mais 

étant donnée la ressemblance entre les domaines polymérases des ADN polymérases l et 

b (comme le steric gate ou la présence des résidus impliqués dans la reconnaissance des 

groupements 5’ phosphate et l’activité dRP lyase), il faut s’attarder sur les détails des séquences. 

Par exemple, le motif SD2 des ADN polymérases X de Paramecium (SDH) est plus proche de 

celui de l’ADN polymérase l (SEH) que de l’ADN polymérase b (NEY). De plus, la présence 

d’une boucle 3 indique une similitude avec les ADN polymérases l. 

On sait encore peu de choses au sujet de cette boucle 3. Dans un article publié en 2022 

(Jamsen et al., 2022), en cherchant à observer l’incorporation de nucléotides incorrects par 

l’ADN polymérase l, les auteurs ont observé que l’ADN se place incorrectement dans le site 

actif en présence d’un nucléotide incorrect. En effet, le nucléotide template est situé 2,5 Å en 

aval de son emplacement optimal, et sa base est tournée de 22°, ce qui ne permet pas 

l’hybridation avec un nucléotide entrant. En cherchant à comprendre cette observation, ils se 

sont rendu compte que la boucle 3 avait un placement très différent selon la nature du nucléotide 

entrant. Si le nucléotide entrant est correct, la boucle 3 est au contact de l’ADN tout au long de 

la catalyse (comme le montrent les structures PDB 7M43 à 7M4C), et peut stabiliser son 

positionnement au sein du domaine catalytique. En revanche, si le nucléotide entrant est 

incorrect, cette boucle est déstructurée pendant la catalyse et n’est pas au contact de 

l’ADN (PDB 7M4D à 7M4K): celui-ci se place donc mal, ce qui rend plus difficile 

l’incorporation du nucléotide incorrect. Ce mécanisme est encore mal compris, mais il pourrait 

être lié à la fidélité de l’ADN polymérase l, qui est comparable à celle de l’ADN polymérase 

b mais apparemment dépendante d'une séquence riche en sérines et prolines situées en N-

terminal du domaine catalytique (Bebenek et al., 2003; Fiala et al., 2006; Garcı́a-Dı́az et al., 

2002; Ramadan et al., 2002; Yamtich and Sweasy, 2010). 
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Figure 88 : La nature du nucléotide entrant a un impact sur le placement de l’ADN et de la boucle 3 chez l’ADN polymérase 
l humaine. L’ADN polymérase est colorée selon son RMSD après superposition des trois structures. En haut à gauche : vue 
centrée sur le nucléotide template avant une incorporation correcte. Ici le nucléotide entrant et l’ADN sont sur le même plan 
et leur orientation peut permettre l’incorporation. La boucle 3 est au contact de l’ADN template et stabilise son placement 
dans le domaine catalytique. En haut à droite : vue centrée sur le nucléotide template avant une incorporation incorrecte. Ici, 
le nucléotide template est décalé de 2,5 Å en aval de la cassure et tourné de 22° : il n’est plus dans un plan permettant 
l’hybridation avec le nucléotide entrant. Ici, la boucle 3 est dans une position différente, à distance de l’ADN, et est flexible. 
En bas : vue centrée sur le nucléotide template au sein du site actif de l’ADN polymérase l, en absence de nucléotide entrant. 
Le nucléotide template est placé comme en présence d’un nucléotide incorrect, et la boucle 3 n’est pas au contact de l’ADN. 

 Cette boucle 3 est conservée dans peu de groupes d’ADN polymérases X : les ADN 

polymérases l de métazoaires, l like de champignons, les ADN polymérases X de Viridiplantae 

et de Sar. Elle semble d’ailleurs être davantage chargée positivement chez Paramecium. Par 

conséquent, il semble possible que les ADN polymérases X de Paramecium partagent ce 

mécanisme de l’ADN polymérase l. Si c’est le cas, il pourrait être à l’origine de la fidélité des 

ADN polymérases X de Paramecium.  

3.2.3 Les ADN polymérases X de P. tetraurelia pourraient utiliser un mécanisme 

similaire à celui de l’ADN polymérase b pour améliorer leur fidélité  

3.2.3.1 L’induced-fit mechanism de l’ADN polymérase b  

Dans son motif RxDx(F/+), l’ADN polymérase b porte une arginine en position 5 

(RIDIR). Cette arginine est à l’origine d’un mécanisme à l’origine de la fidélité de cette enzyme, 

meilleure que celle des autres ADN polymérases de la famille X (Beard et al., 2014). En effet, 

elle a pour particularité de changer d’état conformationnel au cours de la catalyse : en absence 

7M43 : Nucléotide correct, avant la catalyse 7M4D : Nucléotide incorrect, avant la catalyse

1XSL : Pas de nucléotide
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En comparant les logos réalisés pour résumer les séquences de chaque cluster (figure 

91), on constate que 5 clusters portent un résidu chargé positivement en position 5 du motif 

RxDx(F/+), et un résidu chargé négativement en position 2 du motif SD2 : les ADN 

polymérases b de métazoaires, les ADN polymérases b virales, les ADN polymérases X 

bactériennes canoniques, les ADN polymérases X de Sar, mais aussi les ADN polymérases X 

de plantes. Cependant, en étendant la comparaison à la recherche de la phénylalanine du steric 

gate, je me suis rendu compte que les ADN polymérases X de plantes ont à cette position un 

tryptophane. Les seuls groupes d’ADN polymérases X présentant l’ensemble des résidus 

impliqués dans ce mécanisme sont donc les ADN polymérases b de métazoaires, de virus, et 

les ADN polymérases bactériennes canoniques, soit les groupes proches de celui disposant du 

mécanisme induced-fit. J’en ai conclu que cet ensemble de résidus est une signature des ADN 

polymérases X disposant de ce mécanisme. 

Figure 91 : Motifs caractéristiques des séquences des 12 clusters, centrés sur les motifs catalytiques, le steric gate et le motif SD2. 
La taille de chaque résidu est proportionnelle à sa fréquence, et la couleur des résidus dépend de leur catégorie chimique (rouge : 
résidu acide ; bleu : résidu basique ; vert : résidu polaire ; noir : résidu hydrophobe ; violet : résidu neutre). 

Motif catalytique 
RxDx(F/+) 
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3.2.4 Le linker séparant les domaines BRCT et catalytique 

Enfin, malgré ces éléments permettant de relier les ADN polymérases de P. tetraurelia 

aux ADN polymérases l et b, un élément reste unique chez ces enzymes : la séquence liant le 

domaine BRCT au domaine catalytique. Comme indiqué précédemment, parmi les 12 clusters 

d’ADN polymérases X obtenus et étudiés, trois présentent une séquence plus longue que la 

moyenne : les deux clusters d’ADN polymérases de Fungi, et celui des ADN polymérases X de 

Sar. Les longueurs des séquences de ce dernier clusters sont moins variables, ce qui suggère 

que cette moyenne élevée n’est pas due à des séquences longues de façon aberrante. Surtout, 

en comparaison avec les autres ADN polymérases X (figure 85), cette grande longueur semble 

provenir de la séquence liant les domaines BRCT et catalytiques. 

Parmi les ADN polymérases X déjà connues ayant un domaine BRCT, il n’y a que pour 

les ADN polymérases l de métazoaires que la séquence équivalente a été étudiée. En effet, ce 

groupe de polymérases porte une séquence non structurée riche en sérines et prolines, dont le 

rôle n’est pas encore clair, malgré des études suggérant un ciblage pour des modifications post 

traductionnelles protégeant la polymérase de la dégradation, un rôle modulateur de l’activité en 

situation de synthèse translésionnelle, et même un rôle dans la fidélité de la polymérase (Fiala 

et al., 2006; Garcia-Diaz et al., 2005a). 

Or comme l’indique l’alignement de séquences en figure 85, la séquence liant le 

domaine BRCT au domaine catalytique chez les ADN polymérases de Paramecium ne semble 

pas particulièrement riche en sérines et prolines, mais semble en revanche très conservée, et 

surtout plus longue que chez les autres ADN polymérases X. Le rôle de ce linker n’est pas 

encore connu, mais il est possible d’émettre plusieurs hypothèses. Premièrement, ce long linker 

pourrait au sein de la machinerie NHEJ spécialisée de Paramecium permettre à la polymérase 

de reconnaitre ses partenaires plus facilement, en les « cherchant » plus loin. Comme nous 

l’avons vu précédemment, les prédictions structurales d’AlphaFold et de RosettaFold semblent 

indiquer que ce linker n’est pas structuré. C’est possible, mais pas certain : le fonctionnement 

de ces algorithmes de prédiction repose sur l’existence de séquences similaires pour lesquelles 

la structure est connue, donc s’il n’existe pas telle séquence, l’algorithme peut avoir du mal à 

prédire correctement la structure. Il est aussi possible que ce linker ne soit structuré qu’en 

présence de ses partenaires, ou en présence d’ADN. En effet, la machinerie NHEJ spécialisée 

de Paramecium a plusieurs avantages sur le NHEJ classique : l’ADN adopte toujours la même 

forme lors de la coupure par PiggyMac, la machinerie NHEJ est recrutée immédiatement, et par 
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conséquent tout le processus est toujours le même. Il est donc possible que ce long linker ait 

pour rôle de se lier aux partenaires protéiques ou à l’ADN pour rigidifier l’ensemble. 

3.3 Conclusion : Les explications possibles de la fidélité des ADN polymérases X 

de Paramecium tetraurelia 

Pour rappel, la question principale des travaux de ma thèse est la suivante : comment 

expliquer que les ADN polymérases X impliquées dans la réparation des cassures double brins 

programmées chez Paramecium tetraurelia sont aussi fidèles ? Au cours des travaux décrits 

dans ce premier chapitre, j’ai pu définir deux hypothèses. 

La première hypothèse est celle liant la présence de la boucle 3 chez les ADN 

polymérases X de Paramecium à un mécanisme permettant de stabiliser l’ADN dans le site 

actif, uniquement en présence d’un nucléotide correct. En effet, si comme chez l’ADN 

polymérase l cette boucle permet de stabiliser l’ADN template au sein du site actif, sa 

conservation chez les ADN polymérases X de Paramecium pourrait indiquer sa participation 
à la fidélité de ces polymérases. 

La seconde hypothèse repose sur l’existence possible d’un mécanisme équivalent au 

mécanisme induced fit expliquant la fidélité des ADN polymérases b. Par conséquent, si les 

ADN polymérases X de Paramecium utilisent un mécanisme similaire, cela pourrait aussi être 

une explication de leur fidélité. Cela a donc conduit à l’hypothèse suivante : les ADN 
polymérases X de Paramecium utilisent un mécanisme d’activation à deux étapes, qui leur 
confère une grande fidélité. Celui-ci reposerait sur une lysine en position 5 du motif 

RxDx(F/+) (K534), sur la phénylalanine du steric gate (F548), et sur l’ensemble des résidus 

du motif SD2 (S570, D571 et H572). 

Au cours des expériences détaillées dans les chapitres suivants, j’ai pu étudier ces deux 

hypothèses, et montrer que les deux mécanismes observés chez les ADN polymérases b et l ne 

sont pas cumulables (en tout cas pas tels quels), et que les ADN polymérases X de Paramecium 

portent des formes variantes mécanismes retrouvés chez les ADN polymérases b et l. 
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Chapitre 2 

Étude expérimentale des ADN 

polymérases X de Paramecium 

tetraurelia et de leur fidélité
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1 Matériel et Méthodes 

1.1 Production, purification et études biochimiques et enzymatiques des ADN 

polymérases de la famille X de Paramecium tetraurelia 

1.1.1 Les constructions des ADN polymérases X de Paramecium tetraurelia étudiées 

Pour l’étude des ADN polymérases X de Paramecium tetraurelia, le premier objectif a 

été de produire au moins un représentant de chaque sous-groupe (a/b et c/d), sous deux formes : 

complète (FL ou Full-Length), ou uniquement le domaine catalytique (sans le domaine BRCT 

ni le linker). Toutes les protéines étudiées dans ces travaux ont été exprimées en système 

bactérien, fusionnées à une étiquette (tag) de 14 histidines, clivable à l’aide de la protéase TEV 

(Tobacco Etch Virus, virus de la gravure du tabac). 

Seule une construction a pu être étudiée sous forme complète, pour l’ADN polymérase 

Xd (identifiant de la séquence sur ParameciumDB : PTET.51.1.P1010039), nommée PolXdFL. 

PolXdFL a un poids moléculaire de 76588 Da avec son tag de 14 histidines, et de 72345 Da 

après clivage de ce tag. 

 
Figure 92 : Constructions des ADN polymérases X de Paramecium tetraurelia produites et étudiées. Le losange violet indique 
l’étiquette de 14 histidines. La séquence indiquée en haut est celle liant cette étiquette à la séquence de la protéine produite. 
Le site de clivage de la protéase TEV est indiqué avec un triangle rouge. Les domaines BRCT, 8 kDa et polymérase sont 
indiqués respectivement dans des rectangles bleu, vert et jaune. Les résidus inclus dans chaque construction sont indiqués sous 
la construction associée. 

Plusieurs constructions, n’incluant que le domaine catalytique, ont été produites et 

purifiées dans ces travaux. La purification de ces protéines tronquées est supposée faciliter la 

cristallisation de ces protéines, comme cela a pu être fait pour d’autres ADN polymérases de la 

famille X (Gouge et al., 2013; Jamsen et al., 2022; Moon et al., 2007). En effet, le domaine 

BRCT 8 kDa Polymérase

…ASTGENLYFQGTGDGS…

Protéase TEV

PolXdFL

8 kDa Polymérase
PolXaDBRCT
PolXbDBRCT
PolXdDBRCT

1 616

616267

14 His tag
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BRCT et le linker sont trop flexibles pour permettre à ces protéines de cristalliser. Trois 

constructions tronquées d’ADN polymérases X de Paramecium tetraurelia ont pu être 

obtenues, pour les ADN polymérases Xa (PTET.51.1.P0210235), Xb (PTET.51.1.P0360066) et 

Xd. Elles ont donc été nommées respectivement PolXaDBRCT, PolXbDBRCT et 

PolXdDBRCT, et comprennent toutes les résidus 267 à 616 de chacune des protéines sauvages. 

PolXaDBRCT, lorsqu’elle est fusionnée à son étiquette de 14 histidines, a une masse 

moléculaire de 45026 Da (40798 Da après clivage de ce tag). Pour PolXbDBRCT, cette valeur 

est de 45016 Da avec le tag, et de 40773 Da après son élimination. Enfin, pour PolXdDBRCT, 

la masse moléculaire avant clivage du tag est de 45243 Da (et de 40999 Da après ce clivage). 

1.1.2 Les constructions des ADN polymérases X humaines produites pour les tests 

enzymatiques 

1.1.2.1 L’ADN Polymérase b 

L’ADN polymérase b humaine (Uniprot P06746) a été produite sous sa forme sauvage 

complète. Avec le tag, son poids moléculaire est de 42895 Da. Après clivage du tag, sa masse 

moléculaire est de 38652 Da.  

 
Figure 93 : Construction de l’ADN polymérase b humaine produite et étudiée. Le losange violet indique l’étiquette de 14 
histidines. La séquence indiquée en haut est celle liant cette étiquette à la séquence de la protéine produite. Le site de clivage 
de la protéase TEV est indiqué avec un triangle rouge. Les domaines 8 kDa et polymérase sont indiqués respectivement dans 
des rectangles vert et jaune. Les résidus inclus sont indiqués sous ces rectangles. 

1.1.2.2 L’ADN Polymérase l 

Dans la première partie de ces travaux, l’ADN polymérase l humaine (Uniprot 

Q9UGP5) a été produite sous sa forme complète de 68069 Da en présence du tag 14 histidines et 

de 63825 Da sans ce tag.  

8 kDa Polymérase
3351

ADN polymérase b

14 His tag

…ASTGENLYFQGTGDGS…

Protéase TEV



133 

 
Figure 94 : Construction de l’ADN polymérase l humaine produite et étudiée. Le losange violet indique l’étiquette de 14 
histidines. La séquence indiquée en haut est celle liant cette étiquette à la séquence de la protéine produite. Le site de clivage 
de la protéase TEV est indiqué avec un triangle rouge. Les domaines BRCT, 8 kDa et polymérase sont indiqués respectivement 
dans des rectangles bleu, vert et jaune. Les résidus inclus sont indiqués sous ces rectangles. 

1.1.3 Préparation des plasmides d’expression  

1.1.3.1 PolXdFL 

Le gène synthétique permettant d’exprimer PolXdFL a été optimisé pour son expression 

dans E. coli et synthétisé grâce au service ThermoFisher GeneArt. Les séquences de 

reconnaissance des enzymes de restriction BamHI (5’-GGATCC-3’) et NotI (5’-GCGGCCGC-

3’) ont été ajoutées aux extrémités 5’ et 3’ du gène d’intérêt respectivement.  

Deux méthodes de clonage ont été utilisées pour ce gène : le clonage par restriction-

ligation et par la méthode de Gibson assembly. 

1.1.3.1.1 Clonage par restriction-ligation 

Une fois reçu, le plasmide portant le gène (résistant à l’ampicilline) a été utilisé pour 

transformer par choc thermique des bactéries chimiocompétentes E. coli DH5a (voir Annexe 

1.2.1 page III et 1.3 page V). L’objectif à cette étape est de surproduire le plasmide dans les 

bactéries en les cultivant dans du milieu LB (Lysogeny Broth) à 37°C en présence d’ampicilline 

(100 µg/mL). Le plasmide a ensuite été récupéré et purifié (kit NucleoSpin Plasmid, Macherey 

Nagel), et le gène a été cloné dans le plasmide LS05 (un plasmide pRSF-Duet modifié, voir 

Annexe 1.1, page II) par la méthode de STRU-cloning (Bellini et al., 2011) (voir Annexe 1.4.1, 

page VI) en utilisant les enzymes de restriction BamHI et NotI (New England Biolabs).  

Après transformation de bactéries E. coli Top10 (Annexe 1.2.2, page IV) et culture en 

présence de kanamycine (50 µg/mL), l’insertion du gène d’intérêt a été vérifiée par PCR 

(Polymerase Chain Reaction ou amplification génique) sur colonie, en utilisant les amorces 

permettant le séquençage du plasmide LS05 : ACYCDuetUP1 (5’-

GGATCTCGACGCTCTCCCT-3’) et DuetDown1 (5’-GATTATGCGGCCGTGTACAA-3’), 

BRCT 8 kDa Polymérase

…ASTGENLYFQGTGDGS…

Protéase TEV

ADN polymérase l
1 575

14 His tag
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chacune à une concentration de 250 nM. L’ADN polymérase utilisée était la DreamTaq 

(ThermoFisher) à une concentration de 25 mU/µL, avec un mélange de dNTPs à une 

concentration finale de 200 µM pour chaque dNTP. Plusieurs colonies ont été placées dans 10 

µL de milieu LB, et 1 µL de ces cultures a été utilisé pour une réaction de PCR dans 50 µL. 

Chaque réaction a été incubée 3 min à 95°C, suivie de 25 cycles (30 secondes à 95°C, 30 sec à 

55°C, 1 min à 72°C) et l’incubation a été terminée par 5 min d’élongation à 72°C. 

Après la PCR, les échantillons ont été mélangés avec du SybrGreen 2X et séparés par 

électrophorèse sur gel d’agarose 1%. Le gel a été visualisé sous lumière ultraviolette, et les 

échantillons présentant des bandes de la taille attendue pour le gène d’intérêt ont été choisis. 

Les colonies bactériennes associées ont été repiquées dans du milieu LB liquide en présence de 

kanamycine, cultivées une nuit à 37°C, et l’ADN en a été extrait, purifié et séquencé (service 

Eurofins NightXpress) avec les mêmes amorces que pour la PCR. 

Si les résultats de séquençage étaient corrects, c’est-à-dire si le gène d’intérêt avait bien 

été intégré dans le plasmide avec la séquence attendue, le plasmide purifié était alors conservé 

à -20°C pour être utilisé plus tard. 

Les plasmides obtenus pour PolXdFL par cette méthode ont pu être utilisés dans un 

premier temps, mais les rendements obtenus lors des purifications étaient très faibles, et il a été 

décidé de recommencer ce clonage, par la méthode de Gibson assembly (Gibson et al., 2009). 

1.1.3.1.2 Clonage par Gibson Assembly 

Cette méthode est décrite en détails dans l’annexe 1.4.2, page VI. En résumé, une PCR 

a été réalisée avec des amorces (créées selon les règles décrites dans l’Annexe 1.4.3, page VIII) 

permettant de linéariser le plasmide LS05 receveur et d’isoler le gène d’intérêt. Cette PCR a été 

réalisée avec l’ADN polymérase Q5 High Fidelity Hot Start 1X (New England Biolabs), avec 

ou sans ajout de GC enhancer. Les amorces ont été utilisées à une concentration de 500 nM, et 

la masse de plasmide utilisée était d’environ 10 ng pour une réaction faite dans un volume final 

de 50 µL. Les mélanges ont été incubés 3 min à 98°C, puis ont suivi 30 cycles (10 sec à 98°C, 

30 sec à différentes températures testées en gradient entre 55 et 72 °C, 30 sec/kb à 72°C) et la 

PCR s’est terminée par 2 min d’élongation à 72°C. La taille des ADN amplifiés par PCR a été 

contrôlée par électrophorèse sur gel d’agarose 1%, comme indiqué précédemment.  
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Le kit NEBuilder HiFi DNA Assembly (New England Biolabs) a ensuite été utilisé pour 

insérer le gène de PolXdFL dans le plasmide LS05. Des bactéries DH5a ont été transformées 

avec le plasmide obtenu, et ont été cultivées une nuit à 37°C sur gélose en présence de 

kanamycine, puis des colonies ont été repiquées dans 5 mL de milieu LB liquide et cultivées à 

nouveau une nuit, toujours à 37°C en présence de kanamycine. L’ADN a ensuite été purifié et 

séquencé, comme dans la méthode précédente, et si la séquence du plasmide était correcte, il a 

été stocké à -20°C pour une utilisation future. 

1.1.3.2 Les constructions n’incluant que le domaine catalytique (PolXaDBRCT, 

PolXbDBRCT, PolXdDBRCT) 

Les gènes synthétiques permettant d’exprimer les constructions «DBRCT » ont été 

optimisés et synthétisés grâce au service ThermoFisher GeneArt. Pour PolXaDBRCT et 

PolXdDBRCT, la méthode de Gibson Assembly (Gibson et al., 2009) a été utilisée, de la même 

manière que pour PolXdFL. 

PolXbDBRCT a pu être cloné correctement par la méthode de restriction-ligation, de la 

même façon que pour le clonage initial de PolXdFL. 

1.1.3.3 Les ADN polymérase b et l humaines 

Les plasmides LS05 permettant l’expression des ADN polymérases b et l humaines ont 

été synthétisés par GenScript. Une fois reçus, ils ont été utilisés pour transformer des bactéries 

compétentes DH5a, de façon à les produire en grandes quantités, les purifier et les séquencer 

comme décrit précédemment. Une fois leurs séquences validées, ces plasmides ont été stockés 

à -20°C. 

1.1.4 Production des ADN polymérases X de Paramecium tetraurelia et Homo sapiens 

en système bactérien  

Pour produire en système bactérien de grandes quantités des protéines étudiées, un 

protocole commun a été utilisé.  
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Figure 95 : Schéma du protocole général utilisé pour produire les protéines en système bactérien. Des bactéries E.coli 
BL21star sont transformées avec le plasmide LS05 portant le gène d’intérêt, et cultivées sur milieu LB gélosé et supplémenté 
en kanamycine. Une colonie est repiquée dans un petit volume de LB liquide supplémenté en kanamycine, puis cette préculture 
est utilisée pour ensemencer de grands volumes de culture. Quand la DO800nm atteint une valeur située entre 0,5 et 1, de l’IPTG 
est ajouté pour induire la production de protéines par les bactéries. Après une nuit à 20°C, les bactéries sont récupérées par 
centrifugation et congelées. Figure créée sur BioRender. 

Pour chaque construction, des bactéries E. coli BL21star (DE3) (Annexe 1.2.3, page III) 

ont été transformées avec le plasmide LS05 contenant le gène à exprimer. Après avoir été 

cultivées une nuit à 37°C sur milieu LB gélosé en présence de kanamycine, une colonie a été 

repiquée dans du milieu LB liquide en présence de kanamycine et cultivée une nuit à 37°C. Le 

lendemain, cette préculture a été utilisée pour inoculer du milieu LB-kanamycine en grand 

volume (de 2 L à 16 L, par erlenmeyers de 2L), à raison de 25 mL de préculture saturée par litre 

de culture. Ces cultures ont ensuite été incubées à 37°C sous agitation (130 rpm), et leur densité 

optique à 600 nm (DO600) a été mesurée régulièrement. Lorsqu’elle était inférieure à 0,5 la 

culture à 37°C était poursuivie. Lorsqu’elle se situait entre 0,5 et 1, l’IPTG (isopropyl β-D-1-

thiogalactopyranoside) était ajouté à une concentration finale de 1 mM pour induire la 

production de la protéine d’intérêt dans les bactéries, et les cultures ont été incubées à 20°C 

sous agitation jusqu’au lendemain. Les cultures ont été récupérées, centrifugées 20 min à 

3000 g, les culots ont été resuspendus dans du milieu de culture et centrifugés à nouveau, puis 

conservés à -20°C. 
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1.1.5 Purification des protéines produites  

Toutes les purifications présentées dans ces travaux ont suivi les mêmes étapes 

principales, et ont été réalisées à 4°C. 

Après la lyse des bactéries, toutes les purifications ont été réalisées avec des colonnes 

(His-Trap FF 5 mL, HiTrap Heparin HP 5 mL, S200/S75, Cytiva) branchées sur un système 

Äkta Pure (Cytiva), permettant de suivre les chromatographies (suivi de l’absorbance à 280 nm 

(A280nm), de la conductance, des gradients appliqués, etc). Dans certains cas (chromatographies 

faisant suite à une incubation avec la protéase TEV), une étape a pu être réalisée en chambre 

froide à l’aide d’une pompe péristaltique. 

Les tampons utilisés lors des purifications sont indiqués en Annexe 1.6 (page X), et les 

principes de toutes ces étapes sont détaillés en Annexe 1.7 (page X). 

1.1.5.1 Lyse des bactéries et récupération des protéines solubles 

Pour lyser les bactéries ayant produit les protéines, deux méthodes ont pu être utilisées : 

la sonication et la French Press (ou CellDisruptor). Les principes de ces deux méthodes sont 

Figure 96 : Schéma du protocole général utilisé pour purifier les protéines étudiées. Après l’étape de lyse bactérienne, l’échantillon est 
centrifugé et la fraction soluble est injectée sur des colonnes His-Trap et Héparine pour purifier la protéine d’intérêt. À chaque étape, la 
qualité et la quantité de protéine purifiée sont estimées par SDS-PAGE et mesure d’absorbance à 280 nm. Dans le cas des protéines 
purifiées dans le but de faire des tests d’activité, les échantillons sont ensuite concentrés et conservés à -20°C. Dans le cas de protéines 
produites dans le but d’étudier leur structure, le tag de 14 histidines est supprimé lors d’une dialyse en présence de protéase TEV, puis la 
protéine est purifiée par chromatographie d’exclusion stérique. Les fractions présentant la protéine d’intérêt sont analysées par SDS-PAGE 
et leur concentration est mesurée, puis elles sont concentrées et conservées à -20°C. Figure créée sur BioRender 
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respectivement détaillés en Annexe 1.7.1 et 1.7.2 (pages X et XI). Dans les deux cas, les 

bactéries ont tout d’abord été décongelées et resuspendues dans un tampon de lyse (tampon A 

supplémenté avec un cocktail d’antiprotéases et de la benzonase, une endonucléase permettant 

d’éliminer les acides nucléiques), à raison de 50 mL de tampon de lyse par litre de culture. La 

méthode de French Press n’a été utilisée que pour PolXdFL, en raison de sa tendance à agréger 

lors de la sonication. Après nettoyage de l’appareil avec du tampon de lyse, la suspension 

bactérienne a subi 3 cycles à une pression de 1,4 kbar dans l’appareil. Pour toutes les autres 

constructions, la méthode de sonication a été utilisée. La suspension bactérienne a été refroidie 

par un mélange d’eau et de glace, et la sonication a été faite en 5 cycles (1 seconde ON/ 1 

seconde OFF, pendant une minute, suivie d’une minute de pause). 

Les suspensions bactériennes ont ensuite été centrifugées 30 min à 20 000 g, pour 

séparer les protéines insolubles qui forment un culot des protéines solubles, qui restent alors en 

solution. Les fractions solubles ont été récupérées et filtrées à 0,22 µm. 

1.1.5.2 Chromatographies d’affinité His-Trap  

Pour chaque purification, l’extrait soluble filtré a été injecté sur une colonne His-Trap 

de 5 mL contenant une résine NiNTA par la pompe S de l’appareil Äkta Pure, à un débit de 

3 mL/min. Après injection, la résine a été lavée avec 5 volumes de tampon A, puis l’élution a 

été réalisée avec un gradient de tampon B, permettant d’injecter sur la colonne des quantités 

croissantes d’imidazole (ces étapes ont été réalisées à un débit de 5 mL/min). Le suivi de 

l’absorbance à 280 nm par l’appareil de purification a permis de savoir dans quelles fractions 

de 1 mL la concentration en protéines était la plus élevée, et ces fractions ont été analysées en 

SDS-PAGE (Laemmli, 1970) (Annexe 1.7.4.1, page XIV).  

1.1.5.3 Chromatographies sur résine Héparine  

Les fractions contenant la protéine d’intérêt ont été rassemblées et diluées dans du 

tampon C, jusqu’à ce que leur concentration en NaCl soit inférieure à celle du tampon 

d’équilibration de la résine Héparine (tampon D). Elles ont ensuite été injectées de la même 

manière que pour l’étape His-Trap, et la résine a été lavée avec 5 volumes de tampon D. 

L’élution a été réalisée avec un gradient de tampon E, donc avec une concentration croissante 

de NaCl. Les fractions contenant le plus de protéine d’intérêt d’après le chromatogramme et 

l’analyse SDS-PAGE ont été rassemblées. 
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Dans le cas des protéines exprimées en vue de tests d’activité, la purification a pu se 

terminer après une étape de concentration (par diafiltration) de la protéine en tube concentrateur 

(Vivaspin ou Amicon) avec un seuil de poids moléculaire inférieur d’au moins 10 kDa au poids 

moléculaire de la protéine purifiée. Une fois la protéine purifiée, elle a été congelée dans l’azote 

liquide et conservée à -20°C. 

Pour les protéines purifiées en vue d’essais de cristallogenèse, deux étapes ont été 

ajoutées : un clivage du tag de 14 histidines par la protéase TEV et une chromatographie 

d’exclusion stérique. 

1.1.5.4 Clivage de l’étiquette 14 histidines 

Après l’étape de chromatographie sur résine Héparine, les fractions rassemblées ont été 

mélangées avec des aliquots de protéase TEV à 10 mg/mL (1 aliquot de 100 µL pour 15 mL 

d’échantillon). Ce mélange a été dialysé une nuit à 4°C dans le tampon de stockage de la 

protéine d’intérêt (tampon F) supplémenté avec 2 mM de b-mercaptoéthanol, sous agitation. La 

dialyse a été réalisée soit avec un tube de dialyse, soit avec une cassette de dialyse, dans les 

deux cas avec un seuil de poids moléculaire inférieur à celui de la protéine d’intérêt sans son 

tag. Le lendemain, l’échantillon dialysé a été récupéré et injecté sur la colonne His-Trap, comme 

indiqué précédemment. Les fractions, en particulier celles issues du lavage de la colonne et de 

la charge de l’échantillon, ont été analysées par SDS-PAGE, et celles contenant la protéine 

d’intérêt sans son tag de 14 histidines ont été conservées et concentrées. 

1.1.5.5 Chromatographies d’exclusion stérique 

Les chromatographies d’exclusion stérique ont été réalisées avec des colonnes 

Superdex200 10/300 ou 16/60. Dans tous les cas, un échantillon concentré a été injecté sur la 

colonne équilibrée avec du tampon F, et les protéines ont été séparées avec un débit allant de 

0,5 à 1 mL/min, selon les spécifications de la colonne. Les fractions correspondant aux pics 

d’absorbance à 280 nm ont été analysées par SDS-PAGE, et celles contenant les protéines 

d’intérêt ont été rassemblées, concentrées, congelées dans l’azote liquide et conservées à -20°C. 

1.1.5.6 Contrôle de la qualité des protéines purifiées 

La qualité des protéines purifiées a pu être vérifiée au cours des purifications par SDS-

PAGE (Annexe 1.7.4.1, page XIV) et par mesure du spectre d’absorbance des échantillons entre 
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220 nm et 350 nm (NanoDrop) (Annexe 1.7.4.2, page XIV), qui permet d’obtenir des 

informations sur la concentration de la protéine, sur l’éventuelle contamination des échantillons 

par des acides nucléiques, et sur l’agrégation des protéines contenues dans ces échantillons. 

En fin de purification, la qualité des échantillons a pu être vérifiée de façon plus 

approfondie dans certains cas, grâce à la PlateForme de Biophysique Moléculaire et 

d’Interactions (PFBMI, Institut Pasteur). Deux méthodes additionnelles ont alors été utilisées : 

une mesure précise de la masse moléculaire par spectrométrie de masse MALDI-TOF (Matrix 

Assisted Laser Desorption Ionization – Time Of Flight (Annexe 1.7.4.3, page XV)) et une 

mesure de la dispersité des espèces en solution par DLS (Dynamic Light Scaterring ou diffusion 

dynamique de la lumière) (Annexe 1.7.4.4, page XVI). 

1.1.6 Caractérisation de l’activité des ADN polymérases X de Paramecium tetraurelia 

Après les avoir purifiées, la première étape de l’étude expérimentale des ADN 

polymérases X de Paramecium tetraurelia a eu pour but de déterminer les contextes dans 

lesquels ces polymérases peuvent être actives ainsi que de les caractériser d’un point de vue 

cinétique. 

1.1.6.1 Contextes testés 

Dans un premier temps, l’objectif a été de déterminer les activités possibles des ADN 

polymérases X de P. tetraurelia, comme cela a pu être fait pour d’autres polymérases (Moran 

and Wilson, 2022). Plusieurs substrats ont donc été choisis et préparés.  

- Extension d’amorce: le contexte principal des ADN polymérases réplicatives.  

 
Figure 97 : Schéma du substrat ADN mimant un contexte d’extension d’amorce. L’amorce à étendre est indiquée par une 
flèche. 

- « Microhomology mediated end joining » (« MMEJ ») : un contexte mimant une 

cassure double brins, avec une homologie de 10 paires de bases (pb) entre les ADN 

situés en amont et en aval de la cassure, permettant à la polymérase d’ajouter un 

nucléotide grâce au brin matrice situé sur le brin d’ADN en trans : si la polymérase 

5’
5’

3’
3’
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doit étendre l’ADN du duplexe situé en amont du dommage, elle prend son 

information modèle sur le duplexe en aval. Ici l’homologie est théoriquement assez 

grande pour que les deux duplexes d’ADN soient liés et forment un quadruplexe en 

solution, et l’amorce située en aval de la cassure porte un groupement phosphate en 

5’, nécessaire pour une réparation correcte par l’ADN polymérase l. 

 
Figure 98 : Schéma du substrat ADN mimant un contexte de MMEJ. L’amorce à étendre est indiquée par une flèche, et le brin 
amorce en aval du dommage porte un groupement phosphate en 5’, indiqué par un P. 

- NHEJ : un contexte similaire, avec une microhomologie de seulement 2 pb (ne 

permettant pas à l’ADN seul de former un quadruplexe en solution) et un 

groupement phosphate en 5’ de l’amorce en aval. 

 
Figure 99 : Schéma du substrat ADN mimant un contexte de NHEJ. L’amorce à étendre est indiquée par une flèche, et le brin 
amorce en aval du dommage porte un groupement phosphate en 5’, indiqué par un P. 

- « Gap-filling » : ici, le brin matrice est continu, et le brin amorce est en deux parties 

séparées par un trou (gap) de 1 nucléotide. La polymérase doit donc ajouter 

1 nucléotide. Ce contexte est celui principalement rencontré par l’ADN polymérase 

b, mais il a aussi été utilisé pour caractériser l’ADN polymérase l. Le brin amorce 

en aval du dommage porte un groupement 5’P. 

 
Figure 100 : Schéma du substrat ADN mimant un contexte de gap-filling. L’amorce à étendre est indiquée par une flèche, et 
le brin amorce en aval du dommage porte un groupement phosphate en 5’, indiqué par un P. 

- « NHEJ-cis » : le contexte rencontré par les ADN polymérases X de P. tetraurelia 

lors de la réparation des cassures double brins programmées (Figure 44). Ce contexte 

diffère du NHEJ décrit plus haut car la microhomologie de 2 pb est strictement 
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composée d’un dinucléotide 5’-TA-3’, et surtout l’ADN polymérase lit le brin 

template en cis, c’est-à-dire que pour étendre l’ADN en amont de la cassure, elle 

utilise comme modèle l’ADN directement complémentaire, lui aussi situé en amont 

de la cassure (comme dans le contexte d’une extension d’amorce). Cependant, pour 

que l’extension ait lieu de façon correcte, l’enzyme ne doit ajouter qu’un nucléotide : 

si elle en ajoute plusieurs, cela suppose que la microhomologie n’a pas été 

conservée, et que le duplexe en aval a été déplacé. Ce duplexe en aval comporte un 

groupement 5’P. 

 
Figure 101 : Schéma du substrat ADN mimant un contexte de NHEJ-cis. L’amorce à étendre est indiquée par une flèche, et le 
brin amorce en aval du dommage porte un groupement phosphate en 5’, indiqué par un P. 

- Terminal transférase : Ici, l’ADN polymérase doit étendre une amorce plus longue 

que son template, voire une amorce sans template. La Tdt est la seule ADN 

polymérase de la famille X à être active naturellement dans ce contexte, mais l’ADN 

polymérase µ peut aussi être active, en présence d’ions Mn2+. 

 
Figure 102 : Schéma du substrat ADN mimant un contexte nécessitant l’activité terminal transférase. L’amorce à étendre est 
indiquée par une flèche, et le brin amorce en aval du dommage porte un groupement phosphate en 5’, indiqué par un P. 

1.1.6.2 Préparation des substrats d’ADN testés 

Les oligonucléotides utilisés (détaillés en Annexe 2, page XVII) ont été synthétisés par 

Eurogentec, Eurofins ou Biomers. Dans tous les cas, ils ont été suspendus dans du tampon TE 

(10 mM Tris-HCl pH8, 1 mM EDTA) à une concentration de 100 µM et conservés à -20°C. 

Ces oligonucléotides ont ensuite été mélangés dans un tampon d’hybridation (10 mM 

Tris-HCl pH8, 1 mM EDTA, 50 mM NaCl), pour obtenir une concentration finale de 10 µM de 

duplexe (extension d’amorce, terminal transférase), triplex (gap-filling) ou quadruplex (NHEJ, 

NHEJ-cis et MMEJ). Les mélanges ont été incubés à 95°C pendant 10 min puis refroidis 

progressivement (-1°C/min) jusqu’à 20°C, puis conservés à -20°C. Chaque complexe d’ADN 
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comportait un marquage fluorescent FAM en 5’ sur l’amorce devant être étendue par les ADN 

polymérases. 

1.1.6.3 Préparation des ADN polymérases testées 

Dans ces tests, les ADN polymérases testées ont été les suivantes : PolXaDBRCT, 

PolXbDBRCT, PolXdDBRCT, PolXdFL, ADN polymérase l et µ humaines (cette dernière a 

été produite et purifiée par le Dr Sophia Missoury au laboratoire). 

Toutes les ADN polymérases testées ont été préparées pour ces tests de la même 

manière : après avoir été décongelées à 4°C, elles ont été centrifugées 10 min à 21 000g à 4°C 

pour éliminer les agrégats éventuels, puis leur concentration molaire a été calculée à partir de 

leur absorbance à 280 nm mesurée au Nanodrop. Elles ont ensuite été diluées dans du tampon 

d’activité 1X jusqu’à 10 fois la concentration utilisée dans les tests. 

1.1.6.4 Tests d’activité et obtention des résultats  

Les tests d’activité ont tous été réalisés dans un volume de 10 µL, soit en barrette de 

tubes PCR, soit en plaque 96 puits, avec 1 µM d’ADN hybridé. Des nucléotides ont été ajoutés 

à une concentration finale de 250 µM, ainsi que les ADN polymérases et du tampon d’activité 

(1X final). Pour la grande majorité des tests d’activité, le tampon utilisé était composé de 50 

mM de Tris-HCl pH 7,5, 50 mM de KCl, 5 mM de MgCl2, 1 mM de DTT et 5% de glycérol. 

Cependant, dans le cadre des tests de l’activité terminal transférase, le MgCl2 a été remplacé 

par du MnCl2, le manganèse étant l’ion permettant à l’ADN polymérase µ utilisée ici en contrôle 

d’avoir une activité nucléotidyltransférase (Martin et al., 2013). Ces deux tampons ont été 

préparés 10 fois concentrés (10X) et utilisés à une concentration de 1X lors des tests. 

Les mélanges ont été incubés pendant 30 min à 27°C pour les ADN polymérases de 

P. tetraurelia (la température optimale de croissance de l’organisme), ou à 37°C pour les ADN 

polymérases humaines. Les réactions ont été arrêtées par ajout de 20 µL de solution d’arrêt (10 

mM EDTA, 98% formamide, 1 mg/ml bleu de bromophénol), chauffées à 95°C pendant 10 

min, et conservées à -20°C.  

Pour être analysées, les réactions arrêtées ont été chauffées à nouveau 10 min à 95°C 

puis déposées sur des gels urée-polyacrylamide (Albright and Slatko, 1994). Des témoins 

négatifs ont été utilisés comme marqueurs de taille, et correspondaient à l’ADN testé n’ayant 
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pas été en contact avec les ADN polymérases. Les électrophorèses ont été réalisées à 2000V (et 

40 mA par gel) pendant des durées allant jusqu’à 4h. Les résultats d’électrophorèses ont été 

révélés en scannant les gels au Typhoon FLA 9000, et traités avec le logiciel ImageJ. 

1.1.6.4.1 Problèmes rencontrés et solutions employées 

Dans certains cas, les résultats sur gels ont montré des bandes additionnelles, 

correspondant à des tailles d’ADN inhabituelles, y compris pour les témoins négatifs, non 

traités par les enzymes testées. Nous avons d’abord pensé à un problème de conservation des 

stocks d’oligonucléotides, mais des analyses par spectrométrie de masse ont montré que les 

oligonucléotides utilisés avaient bien la masse attendue et n’étaient pas dégradés.  

Ces bandes provenaient d’une mauvaise dénaturation des échantillons : les complexes 

d’ADN se séparaient mal malgré la présence de formamide et le chauffage à 95°C, donc leur 

migration sur gel était modifiée. La solution utilisée a été l’ajout d’un excès (10X) d’un ADN 

compétiteur au moment d’arrêter les réactions, identique à l’amorce étendue par les ADN 

polymérases mais sans marquage fluorescent. Ainsi, le brin template lié à l’amorce marquée 

s’en détache lors du chauffage et se lie préférentiellement à l’ADN non marqué (présent en 

excès).  

1.1.7 Test de l’activité dRP lyase d’une ADN polymérase X de Paramecium tetraurelia 

1.1.7.1 Principe de l’expérience  

L’objectif ici est de placer une ADN polymérase X de P. tetraurelia dans un contexte où 

il est possible de constater les effets de son activité dRP lyase. J’ai donc choisi de reconstituer 

in vitro un équivalent du système BER short-range. Dans ce cas précis, après que l’ADN 

polymérase ait supprimé le groupement dRP, elle peut ajouter un nucléotide, et une ADN ligase 

peut rétablir la liaison phosphodiester, donc l’ADN retrouve sa taille initiale. 

J’ai donc reconstitué un duplexe d’ADN (la séquence est détaillée dans la figure 103) 

présentant une déoxyuridine (dU) sur un brin marqué en 3’ par fluorescence FAM. Celui-ci a 

été mélangé avec les composants du kit USER3 (New England Biolabs). Ce kit contient une 

Uracile-Glycosylase, qui a pour rôle d’éliminer le dU, laissant un site abasique. La seconde 

enzyme du kit, l’endonucléase IV, a pour rôle d’éliminer ce site abasique, en laissant un espace 

de 1 nt, suivi en aval d’un groupement dRP. 
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L’ADN polymérase testée est ensuite ajoutée avec des nucléotides, et son activité dRP 

lyase est supposée éliminer le groupement dRP, lui permettant ensuite d’ajouter un nucléotide. 

L’ADN ligase du phage T4 est ensuite ajoutée avec de l’ATP, et a pour rôle de rétablir la liaison 

phosphodiester manquante, ce qui rend sa taille initiale à l’ADN. Ainsi, on peut suivre grâce à 

la fluorescence de l’ADN marqué sa coupure (après utilisation du kit USER3), puis le 

rétablissement de sa taille initiale, qui ne peut avoir lieu que si la polymérase a supprimé le 

groupement dRP et ajouté un nucléotide, et si l’ADN ligase a pu rétablir la liaison 

phosphodiester, ce qui n’est pas possible en présence du dRP. 

 
Figure 104 : Schéma des étapes du test de l’activité dRP lyase. La première étape (suppression du dU et remplacement pas un 
groupement dRP) est réalisée par les composants du kit USER3 (New England Biolabs). Les deux activités indiquées en gras 
sont celles de la polymérase (si elle dispose bien de l‘activité dRP lyase, comme c’est le cas pour l’ADN polymérase b). L’étape 
de ligation (en gris) est réalisée par la T4 DNA ligase, avec de l’ATP. 

1.1.7.2 Test d’activité 

Les oligonucléotides ont été hybridés de la même façon que précédemment, de façon à 

obtenir un mélange à 50 µM. 4 pmoles d’ADN hybridé ont été mélangées aux enzymes du kit 

3’ GACGTCGACTACGCGACATGCCTAGGGGCCCATG 5’
5’ CTGCAGCTGATGCGCUGTACGGATCCCCGGGTAC 3’ FAM

3’ GACGTCGACTACGCGACATGCCTAGGGGCCCATG 5’
5’ CTGCAGCTGATGCGC GTACGGATCCCCGGGTAC 3’ FAM

dRP/

USER3

3’ GACGTCGACTACGCGACATGCCTAGGGGCCCATG 5’
5’ CTGCAGCTGATGCGC GTACGGATCCCCGGGTAC 3’ FAM

P

dRP lyase

3’ GACGTCGACTACGCGACATGCCTAGGGGCCCATG 5’
5’ CTGCAGCTGATGCGCTGTACGGATCCCCGGGTAC 3’ FAM

Gap filling
+ T4 DNA ligase

+ dNTPs
+ ATP

Figure 103 : Activité des enzymes du kit USER3 (New England Biolabs).Une uracile glycosylase a pour rôle de supprimer le 
dU présent sur l’ADN, en le remplaçant par un site abasique (AP). L’endonucléase IV a ensuite pour rôle de supprimer le site 
abasique en laissant un espace de 1 nt suivi d’un groupement dRP. 
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USER3 et au tampon ThermoPol (20 mM Tris-HCl pH 8,8, 10 mM (NH4)2SO4, 10 mM KCl, 2 

mM MgSO4, 0.1% Triton® X-100), et l’ensemble a été incubé à 65°C pendant 2h. 

En parallèle, PolXaDBRCT et l’ADN polymérase b humaine ont été décongelées, 

centrifugées et diluées dans le tampon d’activité jusqu’à une concentration de 500 nM. 

Dans un volume de 10 µL, 1 µM d’ADN traité par USER3 a été mélangé à 250 µM de 

dNTPs, 400 unités d’ADN ligase T4 et 50 nM de chaque ADN polymérase, dans un tampon 

d’activité (50 mM Tris-HCl pH 7,5, 5 mM MgCl2, 50 mM KCl, 1 mM DTT et 1 mM ATP). Le 

mélange a été incubé à 27°C pendant 30 min, puis la réaction a été arrêtée et le résultat a été 

visualisé sur gel comme indiqué précédemment. Des témoins négatifs ont été réalisés : un 

premier n’incluant que l’ADN initial non traité par les enzymes du kit USER3, un second avec 

l’ADN traité, une réaction sans ADN polymérase, et une réaction sans ligase. Le témoin positif 

était quant à lui le test réalisé avec l’ADN polymérase b. 

1.1.8 Caractérisation cinétique des ADN polymérases X de Paramecium tetraurelia 

Pour comparer les ADN polymérases X de Paramecium tetraurelia aux ADN 

polymérases l et b humaines, l’objectif suivant a été de les caractériser du point de vue 

cinétique. Dans la littérature, cela a été réalisé pour les deux enzymes humaines en contexte de 

gap-filling (Chagovetz et al., 1997; Garcia-Diaz et al., 2004). Bien que ce contexte ne 

corresponde pas à la réalité biologique pour les ADN polymérases X de P. tetraurelia (ni pour 

l’ADN polymérase l), j’ai donc choisi de faire cette caractérisation dans ce contexte de cassure 

simple brin, afin de pouvoir comparer mes résultats à ceux de la littérature scientifique. 

Ici, seules deux enzymes de P. tetraurelia ont été caractérisées : PolXaDBRCT et 

PolXdDBRCT, l’objectif étant de comparer les deux sous-groupes a/b et c/d. Pour chaque ADN 

polymérase, ces tests ont été réalisés au moins 3 fois. 

1.1.8.1 Test enzymatique 

Les mêmes oligonucléotides hybridés que pour les tests de gap-filling présentés 

précédemment ont été utilisés, à une concentration finale de 1 µM. L’ADN a été mélangé à 

5 nM de chacune des ADN polymérases testées, avec du tampon d’activité (50 mM Tris-HCl 

pH 7,5, 50 mM KCl, 5 mM MgCl2, 1 mM DTT et 5% glycérol). Le nucléotide supposé être 

incorporé dans ce contexte (dGTP) a été ajouté à des concentrations allant de 200 nM à 10 µM, 



147 

et l’ensemble a été incubé à 27°C pendant 10 min. Les réactions ont été arrêtées comme 

précédemment, et déposées sur gel urée-PAGE pour être analysées. 

1.1.8.2 Obtention des résultats bruts 

Une fois les gels visualisés, ils ont été analysés avec le logiciel ImageJ. Chaque piste a 

été analysée grâce à la fonction Plot lanes. Une ligne de base a été tracée pour chaque piste de 

façon à séparer les pics d’intensité des bandes, de la manière la plus constante possible. La 

fonction Wand - Magic tool a ensuite été utilisée pour mesurer les aires sous la courbe pour 

chaque pic, correspondant à l’intensité des bandes mesurées. 

Pour chaque piste, le traitement a ensuite été réalisé sur Microsoft Excel par la méthode 

suivante (Gahlon and Sturla, 2019) : une mesure du bruit de fond a été soustraite aux intensités 

des bandes +1 (bande avec ajout d’un nucléotide), puis l’intensité des bandes +1 a été divisée 

par la somme de l’intensité des bandes 0 (bande initiale sans ajout de nucléotides) et +1. Cela 

a permis d’obtenir l’intensité des bandes +1 relative à l’intensité totale des bandes. Cette mesure 

correspondant à la quantité d’ADN présent dans la bande +1 rapportée à la quantité totale 

d’ADN (0 et +1), la multiplier par la quantité totale d’ADN dans le test permet de connaitre la 

quantité d’ADN que l’ADN polymérase a étendu, donc la concentration de produit. Cette 

quantité de produit formé a ensuite été divisée par la durée du test en minutes afin d’obtenir la 

mesure de vélocité de l’enzyme (en nM/min) pour chaque piste, donc pour chaque concentration 

de dGTP testée. 

1.1.8.3 Traitement des résultats 

Ces valeurs ont ensuite été traitées grâce au logiciel GraphPad Prism 10. Les données 

ont été analysées par régression non linéaire de façon à obtenir une approximation du modèle 

de Michaelis-Menten (Johnson and Goody, 2011) (𝑣 = 𝑣 [ ][ ]), avec pour objectif 

d’obtenir les constantes Km et kobs (Annexe 3, page XIX) des deux enzymes (donc 𝑣 =[𝐸 ]𝑘 [ ][ ]), en définissant initialement la concentration totale d’enzyme.  

1.1.8.4 Critique de la méthode 

Dans le cas de la caractérisation de ces enzymes, il a été possible d’obtenir des résultats 

assez reproductibles. Cependant, dans d’autres cas j’ai pu être confronté à des traitements de 

données similaires qui ont posé plusieurs problèmes. La première étape de préparation des gels 
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peut être source de résultats variables : l’expérience au sein du laboratoire a montré que les 

mêmes échantillons déposés sur deux gels différents peuvent aboutir à des résultats légèrement 

différents, en termes de contraste, de finesse des bandes, etc. Il est également difficile de traiter 

toujours exactement de la même façon les images de gels sur ImageJ : l’étape critique est ici le 

tracé de la ligne de base, car c’est à cette étape qu’on peut introduire beaucoup 

d’approximations qui se répercutent sur l’analyse des résultats a posteriori. Certains résultats 

obtenus par cette méthode doivent donc être observés avec prudence, et en gardant un esprit 

critique. C’est pourquoi les résultats présentés ci-après ont été obtenus en reproduisant plusieurs 

fois les mêmes expériences (de 3 à 12 réplicats).  

Cependant, d’autres méthodes peuvent permettre d’obtenir des résultats plus 

reproductibles induisant moins de variabilité. On peut par exemple citer les travaux réalisés par 

Kelly Zatopek (Zatopek et al., 2020) et Leonardo Betancurt-Anzola (Betancurt-Anzola et al., 

2023), qui avec un appareil séquenceur Sanger modifié et une électrophorèse capillaire 

obtiennent des chromatogrammes très résolutifs permettant une analyse de brins d’ADN au 

nucléotide près, avec une ligne de base très reproductible. De plus, cette méthode permet un 

bien meilleur débit, puisque l’analyse d’un échantillon ne prend que quelques minutes, et que 

ce type d’appareil peut analyser plusieurs dizaines d’échantillons à la suite. 

1.1.9 Comparaison de la fidélité des ADN polymérases X de Paramecium tetraurelia et 

de l’ADN polymérase l humaine 

La première question de ces travaux était la suivante : les ADN polymérases X de P. 

tetraurelia sont-elles à l’origine de la grande fidélité du système de réparation des CDB 

programmées chez cet organisme ?  

Un de mes objectifs a donc été de tester la fidélité de ces ADN polymérases X, en 

particulier en comparaison avec l’ADN polymérase l. La majorité des travaux réalisés sur 

l’ADN polymérase l se reposaient sur des études « Pré steady-state » de constructions 

tronquées de cette ADN polymérase, impliquant des temps expérimentaux très courts, qu’il 

m’était impossible techniquement de réaliser. Cependant, une étude publiée en 2004 (Fiala et 

al., 2004) indiquait un protocole incluant des temps plus longs qu’il m’a été possible de suivre 

pour observer des incorporations erronées de l’ADN polymérase l. 
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Le substrat utilisé était celui utilisé dans les tests de gap-filling. Les ADN polymérases 

ont été testées en conditions de single turnover, donc en excès d’enzyme par rapport aux 

concentrations d’ADN. 120 nM des différentes ADN polymérases ont donc été mélangés à 30 

nM d’ADN et 120 µM de chaque nucléotide incorrect. Le tampon utilisé contenait 50 mM de 

Tris-HCl pH 8,4, 2% de glycérol, 5 mM de MgCl2, 100 mM de NaCl, 5 mM de DTT, 0,1 mg/mL 

de BSA, et 0,1 µM d’EDTA. L’ensemble a été incubé 50 minutes à 37°C pour les constructions 

de l’ADN polymérase l humaine, et à 27°C pour les ADN polymérases X de Paramecium 

tetraurelia. Quatre ADN polymérases ont été testées : l’ADN polymérase l humaine, une 

construction tronquée (construction lmut, décrite en détails dans la seconde partie de ces 

travaux), PolXaDBRCT et PolXdFL. Les échantillons ont ensuite été déposés sur gel urée-

PAGE et analysés comme précédemment. 

1.1.10 Essais de cristallogenèse des ADN polymérases X de Paramecium tetraurelia 

Dans le cas de PolXaDBRCT et PolXdDBRCT, plusieurs essais de cristallisation ont été 

réalisés, avec l’aide de la plateforme de cristallographie de l’Institut Pasteur. 

1.1.10.1 Essais réalisés avec PolXaDBRCT 

Trois campagnes de criblage de conditions de cristallisation ont été réalisées pour 

PolXaDBRCT, avec différents partenaires (ADN et nucléotides) inspirés d’expériences proches 

ayant permis d’obtenir les structures cristallographiques des ADN polymérases b (PDB 1RZT 

(Garcı́a-Dı́az et al., 2002)) et l (PDB 7M43 (Jamsen et al., 2022)) humaines. 

Tableau 4 : Complexes utilisés dans les campagnes de criblage de conditions de cristallisation pour PolXaDBRCT. 

Concentration de la 
protéine 

Oligonucléotides utilisés et structure 
mimée 

Nucléotide utilisé 

8 mg/mL 

5’-CAGTG-3’ 

5’-pCGTCG-3’ 

5’-CGACGACACTG-3’ 

Gap-filling 

(1 nt) 
dTpCpp 

10 mg/mL 

5’-CAGTAC-3’ 

5’-pGCCG-3’ 

5’-CGGCAGTACCTG-3’ 

Gap-filling 

(1 nt) 

PDB 7M43 

dTTP 

10 mg/mL 

5’-GTGCG-3’ 

5’-pGCCG-3’ 

5’-CGGCAACGCAC-3’ 

Gap-filling 

(2 nt) 

PDB 1RZT 

dTTP 
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Dans chaque cas, les oligonucléotides ont été hybridés comme décrit précédemment. Ils 

ont été mélangés avec PolXaDBRCT et les nucléotides indiqués dans le tableau ci-dessus à des 

ratios de concentrations molaires [protéine : ADN : nucléotide] de [1 :1,2 :2]. D’autres 

échantillons ont été préparés, en ne mélangeant que la protéine et l’ADN, ou avec la protéine 

seule. 

Ces mélanges ont ensuite été déposés dans des plaques Greiner 96 puits, pour former 

des gouttes de 400 nL (200 nL de préparation de protéine, 200 nL de solution précipitante) en 

goutte assise, à l’aide d’un robot Genesis Workstation 150 (Tecan). Les solutions précipitantes 

provenaient des 7 kits suivants : Crystal Screen 1 et 2 (Hampton), JBScreen Wizard 1 et 2 (Jena 

Biosciences), Structure Screen 1 et 2 (Molecular Dimensions), JBSCreen 1 à 8 (Jena 

Biosciences), Salt RX 1 et 2 (Hampton) et PEGion 1 et 2 (Hampton). 

Les plaques préparées ont été stockées à 18°C, et des photos de chaque goutte ont été 

réalisées régulièrement à l’aide d’un robot Formulatrix RockImager. 

1.1.10.2 Essais réalisés avec PolXdDBRCT 

Des campagnes de criblage de conditions de cristallisation ont également été réalisées 

pour PolXdDBRCT, avec les mêmes substrats que pour PolXaDBRCT et d’autres. 
Tableau 5 : Complexes utilisés dans les campagnes de criblage de conditions de cristallisation pour PolXdDBRCT. 

Concentration 
de la protéine Oligonucléotides utilisés et structure mimée Nucléotide utilisé 

10 mg/mL 

5’-CTGATGCGC-3’ 
5’-pGTCGG-3’ 

5’-CCGACGGCGCATCAG-3’ 

Gap-filling (1 nt) ddCTP 
5’-GCTGATGCGC-3’ 

5’-pGTCGG-3’ 
5’-CCGACGGCGCATCAGC-3’ 

5’-CGCTGATGCGC-3’ 
5’-pGTCGG-3’ 

5’-CCGACGGCGCATCAGCG-3’ 
10 mg/mL    

10 mg/mL 
5’-CAGTG-3’ 
5’-pCGTCG-3’ 

5’-CGACGACACTG-3’ 
Gap-filling (1 nt) ddTTP 

10 mg/mL 
5’-CAGTAC-3’ 
5’-pGCCG-3’ 

5’-CGGCAGTACCTG-3’ 

Gap-filling (1 nt) 
PDB 7M43 dTTP 

10 mg/mL 
5’-GTGCG-3’ 
5’-pGCCG-3’ 

5’-CGGCAACGCAC-3’ 

Gap-filling (2 nt) 
PDB 1RZT dTTP 



151 

Ces mélanges ont été réalisés, mélangés avec les solutions de cristallisation et observés 

régulièrement de la même façon que pour PolXaDBRCT. 

1.2 Productions, purifications et études enzymatiques et structurales de versions 

mutantes de l’ADN polymérase l humaine  

1.2.1 Constructions mutantes de l’ADN polymérase l humaine étudiées 

1.2.1.1 Les mutations utilisées communes à toutes les constructions produites  

D’après des travaux de 2022 (Jamsen et al., 2022), trois mutations permettent soit de 

faciliter la cristallisation de l’ADN polymérase l humaine, soit d’améliorer la résolution 

obtenue lors des expériences de diffraction des rayons X : la délétion de l’extension N-terminale 

(domaine BRCT et linker, résidus 0-241), trop flexible pour permettre d’obtenir des cristaux ; 

la modification de la boucle 1 (remplacement des résidus 464-472 par l’équivalent chez l’ADN 

polymérase b : KGET) pour améliorer la résolution obtenue lors des expériences de diffraction 

des rayons X ; la mutation C544A qui permet de faciliter la cristallisation. Une construction 

mutante de l’ADN polymérase l humaine portant l’ensemble de ces mutations a été produite et 

nommée lmut. 

Figure 105 : Comparaison de l’ADN polymérase l humaine sauvage et du mutant lmut produit et étudié. Le losange violet 
indique l’étiquette de 14 histidines. La séquence indiquée au-dessus haut est celle liant cette étiquette à la séquence de la 
protéine produite. Le site de clivage de la protéase TEV est indiqué avec un triangle rouge. Les domaines BRCT, 8 kDa et 
polymérase sont indiqués respectivement dans des rectangles bleu, vert et jaune. Les résidus inclus dans chaque construction 
sont indiqués sous la construction associée. Les résidus mutés dans la construction lmut sont indiqués au-dessus de celle-ci, 
et leurs équivalents dans la protéine sauvage sont indiqués sur celle-ci. 

8 kDa Polymérase

…ASTGENLYFQGTGDGS…

Protéase TEV

lmut
242 575

14 His tag

…KGET…
Boucle 1

A544

BRCT 8 kDa PolyméraseADN polymérase l
1 575

Boucle 1
C544…SQEENGQQQ…
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1.2.1.2 Les mutations visant à conférer à l’ADN polymérase l le mécanisme de 

fidélité de l’ADN polymérase b ou des ADN polymérases X de Paramecium 

tetraurelia  

Quatre constructions mutantes de l’ADN polymérase l ont été produites. Deux visaient 

à conférer le mécanisme connu retrouvé chez l’ADN polymérase b et ont été nommées 

lmutR (mutation I493R) et Polb-like (mutation I493R et mutation des résidus 529 à 531 (motif 

SD2) en NEY). Les deux autres constructions visaient à tester de la même manière le possible 

mécanisme des ADN polymérases X de Paramecium tetraurelia : lmutK (mutation I493K) et 

Ptet-like (mutations I493K et E530D). 

 

Figure 106 : Comparaison de l’ADN polymérase l humaine sauvage et des mutants lmutR, Polβ like, lmutK et Ptet-like. Le 
losange violet indique l’étiquette de 14 histidines. La séquence indiquée au-dessus haut est celle liant cette étiquette à la 
séquence de la protéine produite. Le site de clivage de la protéase TEV est indiqué avec un triangle rouge. Les domaines BRCT, 
8 kDa et polymérase sont indiqués respectivement dans des rectangles bleu, vert et jaune. Les résidus inclus dans chaque 
construction sont indiqués sous la construction associée. Les mutations communes à toutes les constructions sont indiquées 
au-dessus de celles-ci, et leurs équivalents dans la protéine sauvage sont indiqués sur celle-ci. Les mutations spécifiques de 
chaque mutant sont indiquées en gras sous ce mutant, et leurs équivalents dans la protéine sauvage sont indiqués sur celle-ci. 
Les résidus d’intérêt sont indiqués : résidus catalytiques en orange, résidus impliqués dans l’activation/inactivation du site 
catalytique en bleu, résidus du steric gate en rouge, et résidus du motif SD2 en vert. 

…DVD…RLDII…YFTGS…SEH…

BRCT 8 kDa PolyméraseADN polymérase l
1 575

Boucle 1
C544…SQEENGQQQ…

8 kDa Polymérase

…ASTGENLYFQGTGDGS…

Protéase TEV

mutR
242 575

14 His tag

…KGET…
Boucle 1
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…DVD…RLDIR…YFTGS…SEH…

8 kDa Polymérase
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Protéase TEV

Polb like
242 575
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…KGET…
Boucle 1

A544

…DVD…RLDIR…YFTGS…NEY…

8 kDa Polymérase

…ASTGENLYFQGTGDGS…

Protéase TEV

mutK
242 575

14 His tag

…KGET…
Boucle 1
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…DVD…RLDIK…YFTGS…SEH…

8 kDa Polymérase
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Paramecium like
242 575

14 His tag

…KGET…
Boucle 1

A544

…DVD…RLDIK…YFTGS…SDH…
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Tableau 6 : Poids moléculaires des cinq constructions mutées de l’ADN polymérase l étudiées 

Nom de la construction 
mutante 

Poids moléculaire avant 
clivage du tag (Da) 

Poids moléculaire après 
clivage du tag (Da) 

lmut 40947 36703 

mutR 40990 36875 

Polb-like 41043 36800 

mutK 40962 36847 

Ptet-like 40948 36704 

 

1.2.2 Préparation des plasmides d’expression  

Pour obtenir l’ensemble des constructions mutantes présentées ci-dessus, des 

mutagenèses dirigées ont été réalisées successivement, en partant du plasmide LS05 portant le 

gène de l’ADN polymérase l humaine, utilisé dans la première partie de ces travaux.  

Pour la mutation D1-241 (nommée DBRCT), une PCR a été réalisée comme 

précédemment avec l’ADN polymérase Q5 avec des amorces s’hybridant à chaque extrémité 

de la séquence à éliminer (le principe est détaillé en Annexe 1.5.1, page VIII). Cela a pour but 

d’amplifier le plasmide, à l’exception de la partie située entre les deux amorces, qui correspond 

aux résidus 1 à 241. Après la PCR, la taille des fragments a été contrôlée par électrophorèse en 

gel d’agarose 1%. Lorsque le plasmide linéarisé avait la taille attendue, il a été incubé avec le 

mélange d’enzymes KLD (pour Kinase, Ligase, DpnI, (New England Biolabs)) pendant 5 min 

à température ambiante. Après cette réaction, des bactéries DH5a ont été transformées avec le 

plasmide recircularisé, et ont été cultivées à 37°C sur un milieu LB gélosé, puis des colonies 

ont été repiquées en milieu liquide. L’ADN plasmidique a été purifié et séquencé, comme dans 

les méthodes précédentes, et si sa séquence était correcte, il a été stocké à -20°C. 

Pour l’ensemble des autres mutations, une méthode basée sur la PCR avec l’ADN 

polymérase Q5 a également été utilisée, avec des amorces crées pour amplifier l’ensemble du 

plasmide en intégrant la mutation à réaliser (principe en Annexe 1.5.2, page VIII). Comme 

précédemment, la taille du plasmide amplifié et linéarisé a été contrôlée par électrophorèse en 

gel d’agarose 1%, puis le mélange KLD a été utilisé pour le recirculariser. Ce plasmide a été 

produit en bactéries DH5a, purifié, et séquencé, comme précédemment. 
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1.2.4 Caractérisation enzymatique des constructions mutées de l’ADN polymérase l 

humaine : cinétique et fidélité 

Ici, l’objectif a été de caractériser l’activité enzymatique des constructions mutantes de 

l’ADN polymérase l humaine, pour comprendre l’impact des mutations réalisées sur l’activité 

et la fidélité de cette enzyme. Ces constructions ont été testées de la même façon que 

PolXaDBRCT et PolXdDBRCT. 

Les mêmes oligonucléotides hybridés que pour les tests de gap-filling présentés 

précédemment ont été utilisés, à une concentration finale de 200 nM. Cet ADN a été mélangé 

à 5 nM de chacune des ADN polymérases testées, avec du tampon d’activité (50 mM Tris-HCl 

pH 8, 10 mM MgCl2, 1 mM DTT, 0,1 mg/mL BSA et 4% glycérol). Du dGTP a été ajouté à des 

concentrations croissantes allant de 200 nM à 10 µM, et l’ensemble a été incubé à 37°C pendant 

5 min. Pour les tests avec les autres dNTPs, ceux-ci ont été ajoutés à des concentrations 

croissantes allant de 200 nM à 10 mM, et l’ensemble a été incubé à 37°C pendant 1h. Les 

réactions ont été arrêtées comme précédemment, et déposées sur gel urée-PAGE pour être 

analysées. L’analyse cinétique a été réalisée comme précédemment (Chapitre 2, 1.1.8, page 

146). 

1.2.5 Caractérisation structurale des complexes étudiés  

1.2.5.1 Cristallisation des complexes protéine-ADN-nucléotide 

 
Figure 108 : Schéma du protocole général utilisé pour obtenir des cristaux des constructions étudiées. L’échantillon est 
d’abord préparé, en mélangeant les différents partenaires (protéine, ADN et nucléotide), puis est utilisé pour préparer une 
plaque de conditions de cristallisation en goutte suspendue. Une fois la plaque préparée, elle est incubée à 4°C et fréquemment 
observée pour surveiller l’apparition de cristaux. Figure créée sur BioRender 

1.2.5.1.1 Substrats utilisés  

L’ADN utilisé était un substrat de gap-filling, avec un brin template de 11 nucléotides 

(nts) (5′- CGGCAGTACTG−3′) hybridé à une amorce « amont » de 6 nts (5′-CAGTAC-3′) et 
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une amorce « aval » phosphorylée en 5’ de 4 nts (5’-pGCCG-3’). Ces oligonucléotides ont été 

synthétisés et purifiés (HPLC) par Biomers. Après avoir été suspendus dans du tampon TE 

(10 mM Tris-HCl pH 7,5, 1 mM EDTA) pour obtenir une concentration de 10 mM, les trois 

oligonucléotides ont été mélangés au ratio 1 :1 :1 dans un tampon d’hybridation, pour obtenir 

un complexe concentré à 3,33 mM. Le mélange a été chauffé à 95°C pendant 10 min puis 

refroidi progressivement (1°C/min) jusqu’à 20°C. Il a ensuite été conservé à -20°C. 

Le nucléotide utilisé était du dTTP à 100 mM (Sigma), car la base modèle sur l’ADN 

est un dA. Dans le cas de la construction Ptet-like, l’expérience de cristallisation a également 

été réalisée avec du dCTP à 100 mM (Sigma). 

1.2.5.1.2 Préparation des complexes protéine-ADN-nucléotide 

Pour préparer les complexes, chaque protéine a été décongelée à 4°C, centrifugée 10 

min à 21 000 g à 4°C pour éliminer d’éventuels agrégats, puis sa concentration a été calculée à 

partir de son absorbance à 280 nm mesurée au NanoDrop en utilisant des dilutions sérielles. 

Lorsque leur concentration n’était pas suffisante, certains mutants ont été reconcentrés. 

Un mélange de 120 µL a ensuite été préparé, contenant 16 mg/mL de protéine (430 µM), 

ainsi que deux fois plus d’ADN (860 µM). Ce mélange a été incubé à 4°C pendant 2h, puis 

2 mM de dTTP (ou de dCTP) ont été ajoutés, ainsi que 10 mM de CaCl2. Après une autre 

incubation de 2h, ce mélange a été utilisé pour préparer des gouttes de cristallisation dans 

différentes conditions. 

1.2.5.1.3 Conditions de cristallisation testées  

À partir de cette étape, jusqu’à l’affinement des données cristallographiques, toutes les 

expériences ont été réalisées avec l’aide du Dr Ahmed Haouz et de la plateforme de 

cristallographie de l’Institut Pasteur. Le principe de la cristallogenèse est détaillé en Annexe 4.1 

(page XX). 

Les conditions de cristallisation utilisées étaient proches de celles utilisées dans l’article 

de 2022 (Jamsen et al., 2022) (20 mM bicine pH 7,5, 14–20% PolyPure PEG, 300 mM Na-K 

tartrate). Cependant, le PolyPure PEG (PolyEthylène Glycol) n’étant pas disponible 

commercialement, nous avons choisi de modifier le protocole en utilisant 4 PEG de poids 

moléculaires différents, pour générer une matrice sur une plaque 24 puits (avec 1 mL de solution 
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par puits). Ces plaques VDX ont été préparées à l’aide d’un robot MatrixMaker (Emerald 

Biosystems). Dans tous les cas, la cristallisation a été réalisée à 4°C. 

Tableau 7 : Première matrice de conditions de cristallisation testée, produite en plaque VDX 24 puits par la Plateforme de 
Cristallographie de l’Institut Pasteur 

Dans certains cas, lorsque de nombreux cristaux de petite taille ont été obtenus, il a été 

nécessaire de préparer une nouvelle matrice, pour optimiser les conditions de cristallisation. 

Dans ces conditions, des mélanges de PEG de tailles différentes (PEG Smear) ont été utilisés 

Tableau 8 : Deuxième matrice de conditions de cristallisation testée pour l’optimisation de la cristallisation de certaines 
constructions, produite en plaque VDX 24 puits par la Plateforme de Cristallographie de l’Institut Pasteur 

1 2 3 4 5 6 

A 
20 mM bicine pH 7,5 
300 mM Na-K tartrate 

10%  PEG Smear  Low  22,5% 

B 
20 mM bicine pH 7,5 
300 mM Na-K tartrate 

10%  PEG Smear  Medium  22,5% 

C 
20 mM bicine pH 7,5 
300 mM Na-K tartrate 

10%  PEG Smear  High  22,5% 

D 
20 mM bicine pH 7,5 
300 mM Na-K tartrate 

10%  PEG Smear  Broad2  22,5% 

 1 2 3 4 5 6 

A 
20 mM bicine pH 7,5 
300 mM Na-K tartrate 

14%  PEG 600   20% 

B 
20 mM bicine pH 7,5 
300 mM Na-K tartrate 

14%  PEG 1000   20% 

C 
20 mM bicine pH 7,5 
300 mM Na-K tartrate 

14%  PEG 10K   20% 

D 
20 mM bicine pH 7,5 
300 mM Na-K tartrate 

14%  PEG 20K   20% 
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Enfin, dans le cas du mutant lmutK, de nombreux cristaux de petite taille ont été 

obtenus dans ces conditions, mais n’ont pas permis d’atteindre une résolution satisfaisante (7 

Å). Il a donc été décidé de les reproduire, en ajoutant à la meilleure condition (20 mM bicine 

pH 7,5, 300 mM Na-K tartrate, 17,5% PEG 20K) des additifs. Ce screening a été réalisé par la 

plateforme de cristallographie de l’Institut Pasteur. Le kit utilisé était le kit Additive Screen HT 

(Hampton Research). Afin de réduire le nombre de cristaux pouvant apparaitre, la concentration 

de protéine a été abaissée à 10 mg/mL, et la concentration d’ADN a été adaptée en conséquence. 

1.2.5.1.4 Préparation des gouttes 

Pour lancer les expériences de cristallogenèse, les complexes préparés ont ensuite été 

mélangés aux conditions de chaque puits, à différents ratios de volumes [complexe : solution 

de cristallisation] (1 µL:1 µL, 1:2, 2:1). Ces mélanges ont été déposés sur des lamelles de verre, 

et scellés sur les puits correspondants, pour une cristallisation par échange de vapeur en goutte 

suspendue. Les plaques VDX 24 puits ont été conservées à 4°C, et analysées régulièrement 

pour observer l’apparition de cristaux.  

Dans le cas de l’optimisation de conditions pour la cristallisation du mutant lmutK, une 

plaque 96 puits a été préparée, avec des gouttes de 400 nL (200 nL de préparation de protéine, 

200 nL de solution précipitante), en goutte assise dans une plaque Greiner 96 puits, à l’aide 

d’un robot Genesis Workstation 150 (Tecan). 

1.2.5.2 Collecte et intégration des données de diffraction  

 
Figure 109 : Schéma global du protocole utilisé pour obtenir les clichés de diffraction des rayons X pour les protéines étudiées. 
Une fois les cristaux obtenus, ils sont congelés dans l’azote liquide après trempage dans une solution protectrice, et sont 
amenés au synchrotron SOLEIL. Le rayonnement synchrotron est utilisé pour émettre un faisceau de rayons X qui est projeté 
sur le cristal. Des clichés de diffraction sont obtenus et enregistrés par le détecteur. Figure créée sur BioRender 
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Une fois des cristaux obtenus, ils ont été récupérés si leur taille le permettait. Cette étape 

très délicate a été réalisée par Ahmed Haouz, avec des boucles de nylon de différentes tailles, 

selon la taille des cristaux. Une fois chaque cristal récupéré, il a été « lavé » avec un passage 

dans sa solution de cristallisation, puis passé dans une solution cryoprotectrice (25% éthylène 

glycol pour tous les cristaux sauf ceux obtenus pour lmutK après le criblage d’additifs qui ont 

été congelés avec 25% de glycérol ) et congelé dans de l’azote liquide (à -195°C). 

Les cristaux congelés ont été analysés sur les lignes Proxima-1 et Proxima-2 du 

Synchrotron SOLEIL (St Aubin). Ils ont été placés par un robot sous un flux d’azote gazeux, et 

centrés dans le faisceau en faisant varier les positions de la tête goniométrique servant de 

support aux boucles. Un faisceau de rayons X avec une longueur d’onde l = 0,980112 Å a été 

projeté sur les cristaux, et les clichés de diffraction ont été enregistrés avec un détecteur Eiger 

(Dectris Ltd.). 3600 clichés de diffraction ont été obtenus, par rotation du cristal d’un angle de 

0,1° entre chaque image. Les intensités des tâches de diffractions ont ensuite été intégrées par 

Ahmed Haouz à l’aide du script xdsme basé sur le logiciel XDS (Kabsch, 2010). Ce script 

permet d’indexer les données en déterminant la maille cristalline, le groupe d’espace (voir 

Annexe 4.2, page XXI), puis d’intégrer et de moyenner les intensités des facteurs de structures, 

conduisant aux statistiques de collection du jeu de données.  

Il était intéressant ici de connaître le groupe d’espace des cristaux obtenus. En effet, les 

expériences réalisées se basaient sur d’autres et n’incluaient que de petites modifications : 

théoriquement, on s’attend donc à obtenir une organisation similaire des molécules au sein du 

cristal. Si ce n’est pas le cas, cela peut supposer des changements d’organisation des protéines 

dans l’espace.  

Les données obtenues avec certains cristaux étaient anisotropes et ont été traitées avec 

le serveur Staraniso par Pierre Legrand. Une fois les données brutes traitées, il a été possible de 

les utiliser pour résoudre les structures des complexes. 
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1.2.5.3 Construction des modèles structuraux  

 

Figure 110 : Schéma général du protocole utilisé pour l’obtention des modèles structuraux des protéines étudiées. Une fois les 
clichés de diffraction obtenus, ils sont traités à l’aide du logiciel XDS, puis le phasage est réalisé par remplacement 
moléculaire, ce qui permet d’obtenir un modèle initial et une carte de densité électronique. Le modèle est ensuite affiné via un 
processus itératif : le logiciel Buster permet au modèle de coïncider le mieux possible avec les données expérimentales (la 
carte de densité électronique), et le modèle produit est ensuite corrigé manuellement. Lorsque le modèle obtenu coïncide avec 
les données expérimentales, le modèle final est obtenu. Figure créée sur BioRender 

1.2.5.3.1 Phasage par remplacement moléculaire 

Pour obtenir une carte de densité électronique correspondant aux clichés de diffractions 

obtenus, il faut obtenir la phase des réflexions (voir Annexe 4.3, page XXI). Ici, les expériences 

réalisées visent à obtenir les structures de mutants, et sont basées sur des expériences ayant déjà 

permis d’obtenir la structure d’une version sauvage de l’ADN polymérase l. Par conséquent, 

la structure d’une protéine très proche existe (PDB 7M43), et a donc été utilisée pour réaliser 

un remplacement moléculaire. Le remplacement moléculaire a été réalisé avec le logiciel Phaser 

(Evans, 2006), après détermination du coefficient de Matthews pour connaitre le nombre de 

molécules par unité asymétrique (voir Annexe 4.4, page XXII). À l’issue de cette étape, une 

carte de densité est obtenue et le modèle initial doit être affiné pour correspondre autant que 

possible aux données expérimentales. 

1.2.5.3.2 Affinement  

Ici, tous les affinements ont été réalisés à l’aide du logiciel Buster (Bricogne G. et al. 

(2017). BUSTER version 2.10.4. Cambridge, United Kingdom: Global Phasing Ltd.). 

Le rôle de ce logiciel est de calculer des facteurs de structure à partir du modèle (Fcalc) 

et de les comparer aux facteurs de structure observés dans les données expérimentales (Fobs). Il 

fait cela de manière itérative, en modifiant le modèle initial pour diminuer la différence entre 
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les deux. Les modifications apportées doivent respecter des contraintes de géométrie protéique 

et chimique.  

Pour les affinements réalisés ici, plusieurs fonctions de Buster ont été utilisées (leurs 

rôles sont détaillés en Annexe 4.5, page XXII) : l’affinement Rigid-Body, l’utilisation des 

informations de symétries non cristallines, l’utilisation de tenseurs TLS (Translation Rotation 

and Screw rotation), l’utilisation d’une cible d’affinement, et le placement de molécules d’eau.  

À chaque cycle, le logiciel calcule deux cartes de densité électronique : 2Fobs-

Fcalc (densité positive indiquant par où le modèle doit passer) et Fobs-Fcalc (densités positives et 

négatives indiquant les incohérences entre le modèle et les données expérimentales). Ces deux 

cartes et le modèle sont inspectés en utilisant le logiciel Coot. Le modèle est ajusté 

manuellement de façon itérative. La conformation de la chaine principale doit correspondre à 

des angles f et j énergétiquement favorables pour tous les résidus, en accord avec le diagramme 

de Ramachandran (Ramachandran et al., 1963). 

 
Figure 111 : Diagramme de Ramachandran. D’après https://www.cryst.bbk.ac.uk/PPS95/course/3_geometry/rama.html 

Après chaque cycle d’affinement et de traitement du modèle à la main, un autre peut 

être commencé, et ainsi de suite jusqu’à obtenir un modèle satisfaisant. L’accord entre modèle 

obtenu et données expérimentales est indiqué par deux valeurs : Rwork et Rfree (voir Annexe 4.6, 

page XXIII). 

Lorsque le modèle est en accord avec les données expérimentales, les valeurs de Rwork 

et Rfree baissent. La valeur de Rfree est calculée sur un ensemble de réflexions qui ne sont pas 

Feuillet b 

Hélice a droite 

Hélice a gauche 
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utilisées pour l’affinement ; elle doit diminuer au cours des affinements de la même façon que 

Rwork, mais l’écart entre ces deux valeurs doit être aussi faible que possible (<5%). On considère 

que l’affinement est correct quand les valeurs de Rwork et Rfree sont les plus basses possibles, et 

correspondent aux valeurs obtenues pour d’autres protéines de la même gamme de résolution 

(Read et al., 2011). 

1.2.5.4 Analyse des modèles structuraux obtenus 

Une fois obtenues, les structures cristallographiques affinées ont été visualisées sur le 

logiciel UCSF ChimeraX (version 1.6.dev202301310903). Elles ont également pu être 

comparées, et les figures associées ont été créées sur ce logiciel. 

1.3 Production, purification et étude enzymatique de constructions mutantes de 

l’ADN polymérase X a de Paramecium tetraurelia et de l’ADN polymérase l 

humaine 

1.3.1 Constructions mutantes étudiées 

1.3.1.1 Construction mutante de l’ADN polymérase X a de Paramecium tetraurelia 

Cette construction est basée sur la construction PolXaDBRCT étudiée précédemment. 

Dans cette nouvelle construction appelée PolXaDBRCT-Loop3b, la séquence de la boucle 3 a 

été remplacée par son équivalent chez l’ADN polymérase b. Les résidus 581 à 588 ont donc été 

remplacés par la séquence GVA. Cette construction a un poids moléculaire de 44262 Da en 

présence de son tag de 14 histidines. Cette étiquette n’a jamais été supprimée dans ces travaux. 

 
Figure 112 : Comparaison de la construction PolXaDBRCT et de la construction PolXaDBRCT-Loop3b. Le losange violet 
indique l’étiquette de 14 histidines. Les domaines 8 kDa et polymérase sont indiqués respectivement dans des rectangles vert 
et jaune. Les résidus inclus dans chaque construction sont indiqués sous la construction associée. La séquence de la boucle 3 
est indiquée pour chaque construction. 

8 kDa PolymérasePolXaDBRCT-Loop3b
616267

Boucle 3
…GVA…

8 kDa PolymérasePolXaDBRCT
616267

14 His tag

Boucle 3
…AHNKKLWK…
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1.3.1.2 Construction mutante de l’ADN polymérase l humaine 

Cette construction est basée sur la construction de l’ADN polymérase l complète 

étudiée précédemment (Chapitre 2, 1.1.2.2, page 132). Dans cette nouvelle construction appelée 

lLoop3b, la séquence de la boucle 3 a été remplacée par son équivalent chez l’ADN polymérase 

b. Ainsi, les résidus 539 à 547 ont été remplacés par la séquence GVA. Cette construction a un 

poids moléculaire de 67402 Da en présence de son étiquette de 14 histidines. Cette étiquette n’a 

jamais été supprimée dans ces travaux. 

 
Figure 113 : Comparaison de la construction initiale de l’ADN polymérase l et de la construction lLoop3b. Le losange violet 
indique l’étiquette de 14 histidines. Les domaines 8 kDa et polymérase sont indiqués respectivement dans des rectangles vert 
et jaune. Les résidus inclus dans chaque construction sont indiqués sous la construction associée. La séquence de la boucle 3 
est indiquée pour chaque construction. 

1.3.2 Préparation des plasmides d’expression 

 Pour obtenir les plasmides permettant d’exprimer ces constructions mutantes, des 

mutagenèses dirigées ont été réalisées de la même manière que précédemment (Chapitre 2, 

1.2.2, page 154). Pour chaque mutant, une PCR a été réalisée en utilisant des amorces 

s’hybridant de part et d’autre de la séquence à éliminer sur un plasmide parental (LS05-

PolXaDBRCT et LS05-ADN polymérase l). Une fois la taille de l’ADN amplifié contrôlée par 

électrophorèse en gel d’agarose 1%, le mélange d’enzymes KLD a été utilisé pour circulariser 

les plasmides, qui ont ensuite été surproduits par des bactéries E. coli DH5a, purifiés et 

séquencés. Les plasmides portant la mutation ont été conservés à -20°C. 

1.3.3 Production et purification des constructions mutées  

Pour produire en système bactérien de grandes quantités des protéines étudiées, le même 

protocole que précédemment a été utilisé (Chapitre 2, 1.1.4, page 135).  

BRCT 8 kDa PolyméraseADN polymérase l
1 575

14 His tag

BRCT 8 kDa PolyméraselLoop3b
1 575

Boucle 3
…NTHGCKVGP…

Boucle 3
…GVA…
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Les purifications de ces constructions ont également été réalisées suivant les mêmes 

étapes que décrites précédemment (Chapitre 2, 1.1.5, page 137). Les tampons utilisés sont 

décrits en Annexe 1.6 (page X). 

1.3.4 Comparaison de la fidélité des ADN polymérases X mutées avec les constructions 

non mutées  

L’objectif ici a été de déterminer si les mutations réalisées sur la boucle 3 avaient un 

impact sur la fidélité de l’ADN polymérases X a et de l’ADN polymérase l. Les constructions 

mutées ont été testées et comparées aux constructions sauvages (Chapitre 2, 1.1.9, page 148). 

120 nM des quatre ADN polymérases ont été mélangés à 30 nM d’ADN et 120 µM de 

chaque nucléotide incorrect. Le tampon utilisé contenait 50 mM de Tris-HCl pH 8,4, 2% de 

glycérol, 5 mM de MgCl2, 100 mM de NaCl, 5 mM de DTT, 0,1 mg/mL de BSA, et 0,1 µM 

d’EDTA. L’ensemble a été incubé 50 minutes à 37°C pour les constructions de l’ADN 

polymérase l humaine, et à 27°C pour les ADN polymérases X de Paramecium tetraurelia. Les 

échantillons ont ensuite été déposés sur gel urée-PAGE et analysés comme précédemment. 
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2 Résultats 

2.1 Caractérisation biochimique et enzymatique des ADN polymérases de la famille 

X de Paramecium tetraurelia 

Dans le but de caractériser les ADN polymérases X de Paramecium tetraurelia, celles-

ci ont été produites et purifiées, ainsi que les ADN polymérases b et l humaines. Une 

caractérisation enzymatique a été réalisée, pour déterminer dans quels contextes ces enzymes 

sont actives. Certaines ADN polymérases X ont d’autres activités, comme les ADN 

polymérases b et l qui portent une activité dRP lyase. Cette activité a été testée pour la 

construction PolXaDBRCT, puis deux constructions (PolXaDBRCT et PolXdDBRCT) ont été 

caractérisées du point de vue cinétique. Enfin, la fidélité des ADN polymérases X de 

Paramecium tetraurelia a été comparée à celle de l’ADN polymérase l, pour répondre à la 

première question de ces travaux : ces ADN polymérases sont-elles particulièrement fidèles ? 

2.1.1 Expression et purification des ADN polymérases X de Paramecium tetraurelia et 

Homo sapiens étudiées 

Les tampons utilisés dans les purifications sont détaillés en Annexe 1.6, page X. 

2.1.1.1 PolXdFL 

Le gène codant pour PolXdFL a été cloné dans le plasmide LS05 par la méthode de 

restriction-ligation, de manière à pouvoir exprimer la protéine en système bactérien. La 

production de cette construction a longtemps été difficile : les bactéries produisaient peu de 

protéine, et de façon peu soluble. Bien que le séquençage du plasmide utilisé (couvrant la 

séquence codant pour la protéine) fût correct, il a été décidé de refaire le clonage des gènes 

d’intérêt dans le plasmide LS05. En effet, il est possible que des éléments importants pour 

l’expression protéique aient été altérés ou manquants. Ce second clonage a été réalisé avec la 

méthode de Gibson assembly, ce qui a permis d’obtenir un plasmide fonctionnel pour 

l’expression de cette protéine.  

Une fois le plasmide obtenu et sa séquence confirmée, PolXdFL a été produite en 

bactéries E. coli BL21star(DE3), en induisant sa production à 20°C avec 1 mM d’IPTG. 



 
166 

La purification a ensuite été réalisée plusieurs fois, en suivant le protocole global énoncé 

en Matériel et Méthodes (page 137). Je présente ici les résultats d’une purification réalisée à 

partir d’une production de 5L de culture bactérienne. La lyse bactérienne a été réalisée au CellD, 

et après centrifugation la fraction soluble a été chargée sur une colonne HisTrap équilibrée avec 

du tampon A, puis l’élution a été réalisée avec un gradient de tampon B. 

 

 

 
Figure 114 : Les deux premières étapes de la purification de PolXdFL. En haut à gauche : Chromatogramme de l'étape 
HisTrap de la purification de PolXdFL (centré sur l’étape d’élution). L’absorbance à 280 nm (en mUA) est indiquée en bleu ; 
la concentration du tampon B (en %) est indiquée en rouge. En haut à droite : Chromatogramme de l'étape Héparine de la 
purification de PolXdFL (centré sur l’étape d’élution). L’absorbance à 280 nm (en mUA) est indiquée en bleu ; la concentration 
du tampon E (en %) est indiquée en rouge. En bas : SDS-PAGE. Les fractions liées à l’étape Histrap sont indiquées par un 
trait bleu ; celles de l’Héparine par un trait orange ; M : Marqueur de poids moléculaire (les bandes correspondant aux masses 
moléculaires de 75 et 50 kDa sont indiquées ; NS : fraction non soluble ; L : load, fraction soluble chargée sur la résine; FT : 
Flow-Through, protéines non fixées sur la résine ; W : wash, fraction correspondant au lavage de la colonne ; Les volumes 
indiquent des fractions choisies d’après le chromatogramme de l’étape associée. 

Les fractions allant de 195 mL à 227 mL ont été rassemblées et diluées avec du tampon C 

(voir Annexe 1. 6, page X), et cet échantillon a été chargé sur une colonne Héparine équilibrée 

avec du tampon D. L’élution a été réalisée avec un gradient de tampon E. Une analyse SDS-

PAGE a été réalisée avec des fractions issues de ces deux étapes, montrant une bande 
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correspondant au poids moléculaire attendu pour PolXdFL (75 kDa environ). La protéine 

d’intérêt était aussi présente dans la fraction de lavage (W), indiquant qu’elle s’était mal fixée 

à la résine dans ces conditions. Cependant, la majorité de la protéine d’intérêt était présente 

dans les fractions éluées correspondant aux pics visibles sur les chromatogrammes associés. 

Ces fractions montraient aussi la présence de protéines contaminantes. À l’issue de la 

chromatographie sur résine Héparine, les fractions de 178 mL à 208 mL ont été rassemblées, et 

l’ensemble montrait une absorbance à 280 nm (A280nm) de 0,353. L’échantillon a été dialysé en 

présence de protéase TEV afin de supprimer l’étiquette de 14 histidines. Le lendemain, 

l’échantillon a été injecté sur la colonne His-Trap, et les fractions ont été déposées sur gel SDS-

PAGE. L’ajout de la protéase semble bien avoir permis la suppression de l’étiquette, comme 

l’indique la légère baisse de poids moléculaire observée. Les fractions Flow-Through (FT) et 

Wash (W) contenant les protéines non fixées à la résine présentaient bien une bande 

correspondant à la protéine sans son étiquette, et l’éluat obtenu avec 500 mM d’imidazole ne 

présentait que les bandes correspondant aux protéines contaminantes. 

 
Figure 115 : SDS-PAGE de l’étape de purification à la suite du clivage du tag de PolXdFL par la protéase TEV. M : Marqueur 
de poids moléculaire ; Les fractions correspondant à l’échantillon avant et après l’incubation avec la TEV sont indiquées ; L : 
load, fraction soluble chargée sur la résine ; FT : Flow-Through, protéines non fixées sur la résine ; W : wash, fraction 
correspondant au lavage de la colonne ; E : élution de la résine avec 500 mM d’imidazole. 

Les fractions contenant la protéine ont été concentrées, jusqu’à un volume final de 5 mL 

à une absorbance de 2,076 à 280 nm, soit 2,17 mg/mL. L’échantillon a été aliquoté et congelé, 

puis stocké à -20°C. La pureté de l’échantillon était suffisante pour des tests d’activité. 
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2.1.1.2 PolXaDBRCT 

Une fois le plasmide LS05-PolXaDBRCT obtenu par la méthode de Gibson assembly et 

sa séquence confirmée, la protéine a été produite en bactéries E. coli BL21star(DE3). 

La purification a ensuite été réalisée plusieurs fois, en suivant le protocole global énoncé 

en Matériel et Méthodes. Je présente ici les résultats d’une purification réalisée à partir d’une 

production de 8L de culture bactérienne. La lyse bactérienne a été réalisée au sonicateur, et 

l’échantillon a suivi les mêmes étapes de purifications que PolXdFL. 

 

 
Figure 116 : Trois premières étapes de purification de PolXaDBRCT. En haut à gauche : Chromatogramme de l'étape HisTrap 
de la purification de PolXaDBRCT (centré sur l’étape d’élution). L’absorbance à 280 nm (en mUA) est indiquée en bleu ; la 
concentration du tampon B (en %) est indiquée en rouge. En haut à droite : Chromatogramme de l'étape Héparine de la 
purification de PolXaDBRCT (centré sur l’étape d’élution). L’absorbance à 280 nm (en mUA) est indiquée en bleu ; la 
concentration du tampon E (en %) est indiquée en rouge. EN bas : SDS-PAGE. Les fractions liées à l’étape Histrap sont 
indiquées par un trait bleu ; celles de l’Héparine par un trait orange ; celles de l’étape de clivage du tag par la TEV sont en 
vert. M : Marqueur de poids moléculaire (les bandes correspondant aux masses moléculaires de 50 et 37 kDa sont indiquées ; 
NI : bactéries avant induction de la production de protéines à l’IPTG ; NS : fraction non soluble ; L : load, fraction soluble 
chargée sur la résine; FT : Flow-Through, protéines non fixées sur la résine ; W : wash, fraction correspondant au lavage de 
la colonne ; Les volumes indiquent des fractions choisies d’après le chromatogramme de l’étape associée ; Pool : mélange des 
fractions rassemblées à la fin de la chromatographie Héparine ; +TEV : mélange de protéines après dialyse avec la protéase 
TEV. 

À l’issue de la chromatographie d’affinité His-Trap, les fractions allant de 507 mL à 560 

mL ont été rassemblées et diluées avec du tampon C. Cet échantillon de 350 mL avait une 
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absorbance à 280 nm de 0,338, et un rapport A260nm/A280nm de 0,74, n’indiquant pas de 

contamination par des acides nucléiques. Il a été chargé sur colonne Héparine et élué avec un 

gradient de NaCl. Les fractions de 377 mL à 420 mL ont été rassemblées, et l’ensemble montrait 

une A280nm de 1,133, avec un rapport A260nm/A280nm de 0,60. Cet échantillon a été dialysé à 4°C, 

après y avoir ajouté 4 aliquots de 100 µL de protéase TEV à 10 mg/mL environ. Le lendemain, 

l’échantillon a été récupéré et séparé sur HisTrap. Une analyse SDS-PAGE a été réalisée sur 

des fractions des trois étapes précédentes, et montrait une bande majoritaire correspondant à la 

masse moléculaire attendue avant l’ajout de la protéase (45 kDa environ), ainsi qu’une bande 

de plus faible poids moléculaire après l’incubation avec cette protéase (40,7 kDa). Cela indique 

que la protéase a bien clivé la protéine de fusion et éliminé le tag. Cependant, une bande 

correspondant à la masse de la protéine était aussi visible dans la fraction éluée de la His-Trap 

après incubation avec la protéase, signe que ce clivage n'avait pas été totalement efficace.  

Les fractions contenant la protéine séparée de son tag ont été concentrées jusqu’à un 

volume de 4 mL, avec une absorbance à 280 nm de 7,213. Ces 4 mL ont été injectés sur une 

colonne S200 16/600 PG, et les fractions séparées ont été récoltées et analysées par SDS-PAGE. 

 
Figure 117 : Étape de chromatographie par exclusion de taille de la purification de PolXaDBRCT. À gauche : 
Chromatogramme. L’absorbance à 280 nm (en mUA) est indiquée en bleu. SDS-PAGE. M : Marqueur de poids moléculaire 
(les bandes correspondant aux masses moléculaires de 50 et 37 kDa sont indiquées ; L : load, fraction soluble chargée sur la 
résine; Les volumes indiquent des fractions choisies d’après le chromatogramme. 

Les fractions les plus pures, ont été rassemblées et concentrées, jusqu’à un volume final 

de 950 µL à une absorbance de 10,969 à 280 nm, soit 10,21 mg/mL. L’échantillon a été aliquoté 

et congelé, puis stocké à -20°C.  

Suite à une autre purification de similaire de PolXaDBRCT, un contrôle qualité de la 

protéine a été réalisé par la plateforme de biophysique de l’Institut Pasteur (PFBMI). Le spectre 

d’absorption, obtenu avec un échantillon dilué au 1/10e, montre bien l’absence de 
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contamination aux acides nucléiques (A260nm/A280nm = 0,51) ainsi que l’absence d’agrégats 

(A340nm ≈ 0). La mesure par spectrométrie de masse montre deux types d’ions : monochargés, 

donnant une mesure m/z de 40797,29 (soit un poids moléculaire de 40,797 kDa); et doublement 

chargés, donnant un m/z de 20430,827 (soit un poids moléculaire de 40,862 kDa). La masse 

attendue étant de 40,798 Da, on peut considérer que la protéine obtenue est bien présente et 

complète. Enfin, la mesure en DLS de l’échantillon montre une population très majoritaire 

(>99%), ce qui indique que la protéine est bien homogène en solution dans le tampon choisi, et 

a un rayon hydrodynamique d’environ 3,2 nm.  

 
Abs 260 nm Abs 280 nm Abs 340 nm 

0,433 0,855 0,007 
Figure 118 : Spectre d’absorption de l’échantillon de PolXaDBRCT entre 240 et 340 nm (les valeurs d’absorbance à 260 nm, 
280 nm et 340 nm sont indiquées en dessous) 

 
Figure 119 : Spectre de masse obtenu par MALDI-TOF de l’échantillon de PolXaDBRCT 
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 Rayon 

(nm) 
Poids Moléculaire 

(kDa) % d’intensité % de masse 

Pic 1 3,2 52,9 50,9 99,2 
Pic 2 15,2 1972,8 25 0,5 
Pic 3 249,9 1372342,4 24,1 0,3 

 

Figure 120 : Mesure de la dispersité de l’échantillon de PolXaDBRCT. Le tableau en dessous indique les valeurs obtenues de 
rayon hydrodynamique, de poids moléculaire (approximatif), d’intensité, et de masse pour chaque espèce. 

2.1.1.3 PolXbDBRCT 

Le plasmide LS05 permettant d’exprimer PolXbDBRCT a été produit de la même façon 

que pour PolXaDBRCT, puis a été utilisé pour produire la protéine en bactéries E. coli 

BL21star(DE3), de la même manière. 

Je présente ici les résultats d’une purification réalisée à partir d’une production de 4L 

de culture bactérienne. Après la lyse des bactéries et une centrifugation, la fraction soluble a été 

chargée sur une colonne His-Trap. Des essais ont montré que lors de cette étape, l’absorbance 

à 260 nm restait très élevée (rapport A260nm/A280nm = 1,71), indiquant une forte contamination 

aux acides nucléiques. Il a donc été décidé d’utiliser un tampon de lavage (Annexe 1.6, page 

X) pour éliminer l’ADN (Schneider et al., 2023).  
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Figure 121 : Première étape (HisTrap) de purification de PolXaDBRCT. À gauche : Chromatogramme (centré sur l’étape 
d’élution). L’absorbance à 280 nm (en mUA) est indiquée en bleu ; la concentration du tampon B (en %) est indiquée en rouge. 
À droite : SDS-PAGE. M : Marqueur de poids moléculaire (les bandes correspondant aux masses moléculaires de 50 et 37 
kDa sont indiquées ; NI : bactéries avant induction de la production de protéines à l’IPTG ; ET : extrait total, obtenu après 
lyse bactérienne et avant séparation des fractions solubles et insolubles ; NS : fraction non soluble ; L : load, fraction soluble 
chargée sur la résine; FT : Flow-Through, protéines non fixées sur la résine ; W : wash, fraction correspondant au lavage de 
la colonne ; Les volumes indiquent des fractions choisies d’après le chromatogramme de l’étape associée. 

L’analyse SDS-PAGE a été réalisée avec les fractions de cette chromatographie, qui ont 

montré une bande correspondant à la masse attendue (45 kDa environ). Le pic en début 

d’élution (vers 325 mL) ne contenait pas de protéine, mais probablement des acides nucléiques. 

Le pic obtenu à partir de 330 mL environ contenait quant à lui bien la protéine d’intérêt. Les 

fractions allant de 336 mL à 417 mL ont ensuite été rassemblées, et diluées avant d’être chargées 

sur une colonne Héparine. Cet échantillon de 600 mL avait une absorbance à 280 nm de 0,19, 

et un rapport A260nm/A280nm de 0,94, n’indiquant pas de contamination aux acides nucléiques.  

 
Figure 122 : Deuxième étape (Héparine) de purification de PolXaDBRCT. À gauche : Chromatogramme (centré sur l’étape 
d’élution). L’absorbance à 280 nm (en mUA) est indiquée en bleu ; la concentration du tampon E (en %) est indiquée en rouge. 
À droite : : SDS-PAGE. M : Marqueur de poids moléculaire (les bandes correspondant aux masses moléculaires de 50 et 37 
kDa sont indiquées ; L : load, fraction soluble chargée sur la résine; FT : Flow-Through, protéines non fixées sur la résine ; 
W : wash, fraction correspondant au lavage de la colonne ; Les volumes indiquent des fractions choisies d’après le 
chromatogramme de l’étape associée. 

Une analyse SDS-PAGE a été réalisée sur les fractions issues de la chromatographie sur 

colonne Héparine, et a montré une bande majoritaire correspondant à la masse moléculaire 

attendue (45 kDa environ). Les fractions de 654 mL à 695 mL ont été rassemblées, et l’ensemble 
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avait une A280nm de 0,202, avec un rapport A260nm/A280nm de 0,65. Bien que le gel indique la 

présence de protéines au-delà de 695 mL, l’absorbance à 260 nm était haute dans les fractions 

suivantes, qui n’ont donc pas été utilisées pour la suite. Les fractions rassemblées ont été 

concentrées, jusqu’à un volume final de 3 mL à une absorbance de 2,617 à 280 nm, soit 2,38 

mg/mL. L’échantillon a été aliquoté et congelé, puis stocké à -20°C.  

2.1.1.4 PolXdDBRCT 

Le clonage du gène codant pour PolXdDBRCT a été réalisé par Gibson assembly. Une 

fois le plasmide obtenu et sa séquence confirmée par séquençage, la protéine a été produite en 

bactéries E. coli BL21 star, en induisant la production de la protéine à 20°C avec 1 mM d’IPTG. 

Les résultats présentés ici correspondent à une purification réalisée à partir de 6L de 

culture bactérienne. La lyse bactérienne a été réalisée au sonicateur, et après centrifugation, la 

fraction soluble a été chargée sur une colonne HisTrap.  

 
Figure 123 : Première étape (HisTrap) de purification de PolXdDBRCT. À gauche : Chromatogramme (centré sur l’étape 
d’élution). L’absorbance à 280 nm (en mUA) est indiquée en bleu ; la concentration du tampon B (en %) est indiquée en rouge. 
À droite : SDS-PAGE. Marqueur de poids moléculaire (les bandes correspondant aux masses moléculaires de 50 et 37 kDa 
sont indiquées ; NI : bactéries avant induction de la production de protéines à l’IPTG ;ET : extrait total, ensemble des 
protéines solubles et insolubles obtenues après la lyse bactérienne ; NS : fraction non soluble ; L : load, fraction soluble 
chargée sur la résine; FT : Flow-Through, protéines non fixées sur la résine ; W : wash, fraction correspondant au lavage de 
la colonne ; Les volumes indiquent des fractions choisies d’après le chromatogramme de l’étape associée ; Pool : mélange des 
fractions rassemblées à la fin de la chromatographie. 

Les fractions éluées ont été analysées par SDS-PAGE, et montraient une bande 

correspondant à la masse moléculaire attendue (45 kDa environ). Cependant, une bande 

correspondant possiblement au poids moléculaire de la protéine était aussi présente dans la 

fraction non soluble, indiquant qu’une petite partie avait été perdue lors de la lyse des bactéries. 

Les fractions éluées de 432 mL à 481 mL ont été rassemblées et diluées jusqu’à une 
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concentration en NaCl de 70 mM environ. L’échantillon a été chargé sur une colonne Héparine 

et l’élution a été réalisée avec un gradient de NaCl. 

 
Figure 124 : Deuxième étape (Héparine) de purification de PolXdDBRCT. À gauche : Chromatogramme (centré sur l’étape 
d’élution). L’absorbance à 280 nm (en mUA) est indiquée en bleu ; la concentration du tampon E (en %) est indiquée en rouge. 
À droite : SDS-PAGE. M : Marqueur de poids moléculaire (les bandes correspondant aux masses moléculaires de 50 et 37 
kDa sont indiquées ; L : load, fraction soluble chargée sur la résine; FT : Flow-Through, protéines non fixées sur la résine ; 
W : wash, fraction correspondant au lavage de la colonne ; Les volumes indiquent des fractions choisies d’après le 
chromatogramme de l’étape associée ; Pool : mélange des fractions rassemblées à la fin de la chromatographie. 

L’analyse SDS-PAGE a montré une bande majoritaire correspondant au poids 

moléculaire attendu pour cette protéine (45 kDa environ). Les fractions de 451 mL à 482 mL 

ont été rassemblées, et l’ensemble avait une A280nm de 2,845, avec un rapport A260nm/A280nm de 

0,56. L’ensemble a été dialysé une nuit après ajout de 100 µL de protéase TEV concentrée à 10 

mg/mL. Le lendemain, le dialysat a été séparé sur une colonne His-Trap. Les protéines fixées 

ont été éluées avec 500 mM d’imidazole.  

 
Figure 125 : SDS-PAGE de l’étape de purification à la suite du clivage du tag de PolXdDBRCT par la protéase TEV. M : 
Marqueur de poids moléculaire; La fraction correspondant à l’échantillon avant l’incubation avec la TEV est indiquée; L : 
load, fraction soluble chargée sur la résine; FT : Flow-Through, protéines non fixées sur la résine ; W : wash, fraction 
correspondant au lavage de la colonne ;E : élution de la résine avec 500 mM d’imidazole. 

L’analyse SDS-PAGE indique que l’échantillon chargé sur la colonne présente très 

majoritairement une protéine d’un poids moléculaire inférieur à l’échantillon avant dialyse, ce 
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qui confirme que l’étiquette 14-histidines a été coupée. La fraction obtenue avec 500 mM 

d’imidazole présente cependant une bande correspondant au poids moléculaire de 

PolXdDBRCT avec son tag (indiquant que la protéase n’a pas été entièrement efficace), mais 

également de nombreux contaminants. L’absorbance à 280 nm des fractions contenant la 

protéine clivée a été mesurée, et était de 1,167. Elles ont donc été concentrées jusqu’à un volume 

final de 3 mL avec une absorbance de 23,8 à 280 nm environ, soit 20 mg/mL environ. Deux 

injections de 1,5 mL ont été faites sur une colonne de chromatographie d’exclusion stérique 

S200 16/600 PG. 

 
Figure 126 : Étape de chromatographie d’exclusion de taille de la purification de PolXdDBRCT. À gauche : Chromatogramme. 
L’absorbance à 280 nm (en mUA) est indiquée en bleu. SDS-PAGE M : Marqueur de poids moléculaire (les bandes 
correspondant aux masses moléculaires de 50 et 37 kDa sont indiquées ; La fraction non concentrée issue du clivage du tag 
14 histidines est indiquée « Avant concentration » ; L : load, fraction soluble chargée sur la résine; Les volumes indiquent des 
fractions choisies d’après le chromatogramme. 

Après chaque chromatographie et vérification de leur pureté par SDS-PAGE, les 

fractions allant de 60 mL à 93,5 mL ont été rassemblées, et avaient une A280nm de 0,69. Elles 

ont été concentrées jusqu’à une 24,92 mg/mL, 16 aliquots de 100 µL ont été congelés et stockés, 

et une partie a également été diluée pour congeler 25 aliquots de 20 µL à 4,984 mg/mL. 

2.1.1.5 L’ADN polymérase b humaine 

Le clonage du gène codant pour l’ADN polymérase b a été réalisé par GenScript. Une 

fois le plasmide obtenu et sa séquence confirmée, la protéine a été produite en bactéries E. coli 

BL21star(DE3), en induisant sa production à 20°C avec 1 mM d’IPTG. 

La purification a ensuite été réalisée, en suivant le protocole global énoncé en Matériel 

et Méthodes, à partir d’une production de seulement 2L de culture bactérienne. La lyse 
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bactérienne a été réalisée au sonicateur, et après centrifugation, la fraction soluble a été chargée 

sur une colonne HisTrap, et les protéines fixées ont été éluées.  

 
Figure 127 : Première étape (HisTrap) de purification de l’ADN polymérase b. À gauche : Chromatogramme (centré sur 
l’étape d’élution). L’absorbance à 280 nm (en mUA) est indiquée en bleu ; la concentration du tampon B (en %) est indiquée 
en rouge. À droite : SDS-PAGE. M : Marqueur de poids moléculaire (les bandes correspondant aux masses moléculaires de 
50 et 37 kDa sont indiquées ; NI : bactéries avant induction de la production de protéines à l’IPTG ;ET : extrait total, ensemble 
des protéines solubles et insolubles obtenues après la lyse bactérienne ; NS : fraction non soluble ; L : load, fraction soluble 
chargée sur la résine; FT : Flow-Through, protéines non fixées sur la résine ; W : wash, fraction correspondant au lavage de 
la colonne ; Les volumes indiquent des fractions choisies d’après le chromatogramme de l’étape associée. 

Certaines fractions ont été analysées par SDS-PAGE, et une bande correspondant au 

poids moléculaire attendu (43 kDa environ) était présente. Les fractions allant de 132 mL à 186 

mL ont été rassemblées. La fraction issue du lavage de la colonne (W) présentait aussi une 

bande correspondant à la protéine d’intérêt, qui ne s’était pas fixée correctement sur la résine. 

La quantité de protéines y étant minoritaire et l’objectif étant des tests d’activité nécessitant de 

faibles quantités de protéine, cela n’a pas posé de problème. L’ensemble rassemblé avait une 

A280nm de 0,714 avec un rapport A260nm/A280nm de 0,68, n’indiquant pas de contamination aux 

acides nucléiques. Il a été dilué et chargé sur une résine Héparine. 

 
Figure 128 : Deuxième étape (Héparine) de purification de l’ADN polymérase b. À gauche : Chromatogramme (centré sur 
l’étape d’élution). L’absorbance à 280 nm (en mUA) est indiquée en bleu ; la concentration du tampon E (en %) est indiquée 
en rouge. À droite : SDS-PAGE. M : Marqueur de poids moléculaire; L : load, fraction soluble chargée sur la résine; FT : 
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Flow-Through, protéines non fixées sur la résine ; W : wash, fraction correspondant au lavage de la colonne ; Les volumes 
indiquent des fractions choisies d’après le chromatogramme de l’étape associée. 

Après avoir été analysées par SDS-PAGE, les fractions de 420 mL à 458 mL ont été 

regroupées et concentrées, jusqu’à une concentration de 183,23 µM (A280nm = 4,557). 

L’échantillon a été dialysé après ajout de protéase TEV concentrée à 10 mg/mL. Le lendemain, 

le dialysat a été injecté sur une colonne HisTrap, et les fractions contenant les protéines non 

fixées à la résine ont été mélangées et concentrées jusqu’à 3 mL à 2,4 mg/mL. Afin de contrôler 

que l’étiquette avait bien été retirée, un contrôle qualité a été réalisé sur l’échantillon. La masse 

moléculaire a été mesurée par spectrométrie de masse MALDI-TOF, le spectre d’absorption a 

été obtenu, et la monodispersité de l’échantillon a été estimée par DLS. 

 

Abs 260 nm Abs 280 nm Abs 340 nm 
0,243 0,350 0,072 

Figure 129 : Spectre d’absorption de l’échantillon de l’ADN polymérase b humaine entre 240 et 340 nm (les valeurs 
d’absorbance à 260 nm, 280 nm et 340 nm sont indiquées en dessous) 

 
Figure 130 : Spectre de masse obtenu par MALDI-TOF de l’échantillon de l’ADN polymérase b humaine 
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Rayon 
(nm) 

Poids 
Moléculaire 

(kDa) 
% d’intensité % de 

masse 

Pic 1 3,5 64,3 88,8 100 
Pic 2 73,5 78409,4 11,2 0 

Figure 131 : Mesure de la dispersité de l’échantillon de l’ADN polymérase b humaine. Le tableau en dessous indique les 
valeurs obtenues de rayon hydrodynamique, de poids moléculaire (approximatif), d’intensité, et de masse pour chaque espèce. 

Le spectre d’absorption, réalisé avec un échantillon dilué au 1/10e, montre bien 

l’absence de contamination aux acides nucléiques (A260nm/A280nm = 0,69) ainsi que l’absence 

d’agrégats (A340 ≈ 0,07). La mesure de spectrométrie de masse montre deux types d’ions : 

monochargés, donnant un m/z de 38622,352 (soit un poids moléculaire de 38,622 kDa); et 

doublement chargés, donnant un m/z de 19353,186 (soit un poids moléculaire de 38,706 kDa). 

La masse attendue étant de 38,652 Da, la protéine obtenue a bien la masse attendue, avec 

l’incertitude des mesures en particulier pour les ions doublement chargés, le MALDI-TOF 

n’étant pas adapté pour ces ions. Enfin, la mesure en DLS de l’échantillon montre une 

population très majoritaire (100%), ce qui indique que la protéine est bien homogène en solution 

dans le tampon choisi, et a un rayon hydrodynamique d’environ 3,5 nm. L’échantillon a été 

aliquoté et conservé à -20°C. 

2.1.1.6 L’ADN polymérase l humaine 

Comme pour l’ADN polymérase b, le plasmide d’expression a été synthétisé par 

GenScript. Une fois le plasmide obtenu et sa séquence confirmée, la protéine a été produite en 

bactéries E. coli BL21star(DE3). 

La purification a ensuite été réalisée en suivant le protocole global énoncé en Matériel 

et Méthodes, à partir d’une production de 2L de culture bactérienne. La lyse bactérienne a été 

réalisée au sonicateur, et après centrifugation, la fraction soluble a été chargée sur une colonne 

His-Trap, et les protéines fixées ont été éluées avec un gradient d’imidazole.  
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Figure 132 : Première étape (HisTrap) de purification de l’ADN polymérase l. À gauche : Chromatogramme (centré sur 
l’étape d’élution). L’absorbance à 280 nm (en mUA) est indiquée en bleu ; la concentration du tampon B (en %) est indiquée 
en rouge. À droite : SDS-PAGE M : Marqueur de poids moléculaire (les bandes correspondant aux masses moléculaires de 50 
et 37 kDa sont indiquées) ; NI : bactéries avant induction de la production de protéines à l’IPTG ;ET : extrait total, ensemble 
des protéines solubles et insolubles obtenues après la lyse bactérienne ; NS : fraction non soluble ; L : load, fraction soluble 
chargée sur la résine; FT : Flow-Through, protéines non fixées sur la résine ; W : wash, fraction correspondant au lavage de 
la colonne ; Les volumes indiquent des fractions choisies d’après le chromatogramme de l’étape associée. 

Certaines fractions ont été analysées par SDS-PAGE. Une bande correspondant au poids 

moléculaire attendu (65 kDa environ) était bien présente, donc les fractions allant de 130 mL à 

171 mL ont été rassemblées. La protéine était également présente dans la fraction non soluble, 

indiquant qu’une partie de la protéine produite avait été perdue lors de la lyse bactérienne, et 

que cette étape pourrait être optimisée. L’ensemble des fractions rassemblées avait une A280nm 

de 0,57 avec un rapport A260nm/A280nm de 0,75, n’indiquant pas de contamination aux acides 

nucléiques. Ces fractions ont été diluées et injectées sur une colonne Héparine.  

 
Figure 133 : Deuxième étape (Héparine) de purification de l’ADN polymérase l. À gauche : Chromatogramme (centré sur 
l’étape d’élution). L’absorbance à 280 nm (en mUA) est indiquée en bleu ; la concentration du tampon E (en %) est indiquée 
en rouge. À droite : SDS-PAGE. M : Marqueur de poids moléculaire; L : load, fraction soluble chargée sur la résine; FT : 
Flow-Through, protéines non fixées sur la résine ; W : wash, fraction correspondant au lavage de la colonne ; Les volumes 
indiquent des fractions choisies d’après le chromatogramme de l’étape associée ; Stock : fractions de 17 mL à 47 mL 
mélangées. 
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L’analyse SDS-PAGE ayant montré que la protéine d’intérêt y était présente en large 

majorité, les fractions allant de 17 mL à 47 mL ont été rassemblées et concentrées jusqu’à une 

absorbance à 280 nm de 1,447 (24,4 µM, ce qui est suffisant en vue de tests d’activité). Des 

aliquots de 50 µL ont été congelés et stockés à -20°C. 

2.1.1.7 Récapitulatif  

Les expériences décrites ici ont permis d’obtenir sous forme soluble toutes les protéines 

étudiées, à différents niveaux de pureté. Concernant les purifications des ADN polymérases X 

de Paramecium, les rendements ont été variables. En particulier pour PolXdFL, les purifications 

réalisées avant le re clonage (indiquées en gris dans le tableau 9) ont donné des rendements très 

faibles. L’ADN polymérase µ humaine a été purifiée au laboratoire par le Dr Sophia Missoury. 

Tableau 9 : Résumé des purifications réalisées pour les PolX de Paramecium tetraurelia (celles indiquées en gris ont été 
réalisées avant de re générer des plasmides d’expression). La colonne Volume de culture indique le volume de culture 
bactérienne utilisé dans la purification associée. La colonne Tag indique la présence du tag 14 histidines (Oui) ou son absence 
(Non) sur les protéines produites. Le niveau de purification indique à quelle étape la purification a été arrêtée. La colonne QC 
indique si un QC a été réalisé et s’il a garanti la qualité de la protéine (ok). 

Construction 

Volume de 

culture utilisé 
(L) 

Aliquots 

Tag Niveau de purification QC Utilisation 

Rendement 

(mg/L de 
culture) 

Nombre 
Volume 

(µL) 

Concentration 
(mg/mL) 

PolXaDBRCT 

8 19 50 10,21 Non 
GF (chromatographie 

d’exclusion stérique) 
 

Essais de 

cristallisation 
1,21 

4 18 50 2,17 Oui GF ok Tests d’activité 0,488 

8 42 50 8,27 Non GF ok 
Essais de 

cristallisation 
2,17 

PolXbDBRCT 
4 60 50 2,617 Oui Héparine  Tests d’activité 1,96 

8 40 50 0,882 Oui Héparine  Tests d’activité 0,220 

PolXdDBRCT 

6 
16 100 24,92 Non GF  

Essais de 

cristallisation 7,06 

25 20 4,984 Non GF  Tests d’activité 

10 

37 50 10,22 Non GF  
Essais de 

cristallisation 
0,91 

1 20 20,3 Non GF  
Essais de 

cristallisation 

PolXdFL 

4 40 50 7,5 Non GF ok Tests d’activité 3,75 

5 50 100 2,17 Non Héparine + TEV  Tests d’activité 2,17 

5 
2 50 17,19 Oui GF  Tests d’activité 

1,15 
4 50 20,06 Oui Héparine  Tests d’activité 

5 16 50 2,05 Oui GF  Tests d’activité 0,32 

8 1 130 0,82 Oui GF  Tests d’activité 0,013 

ADN 

polymérase b 
2 

37 50 7,73 Oui Héparine  Tests d’activité 
10,77 

60 50 2,421 Non Héparine+TEV ok Tests d’activité 

ADN 

polymérase l  
2 111 50 1,58 Oui Héparine  Tests d’activité 4,38 
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2.1.2 Caractérisation enzymatique des ADN polymérases X de Paramecium tetraurelia 

dans différents contextes  

Une fois produites et purifiées, ces ADN polymérases ont été testées dans différents 

contextes, de façon à caractériser leur activité enzymatique, et les situer parmi les ADN 

polymérases X déjà caractérisées.  

2.1.2.1 Extension d’amorce 

Dans les conditions d’extension d’amorce, deux tests ont été réalisés, à haute (1 µM) et 

basse (1 nM) concentration pour les ADN polymérases X de P. tetraurelia. 

À haute concentration, les ADN polymérases X (y compris humaines) semblent être 

actives dans ce contexte, mais ne parviennent pas à étendre entièrement l’amorce : l’ADN 

polymérase l ajoute 10 nt, mais cette activité reste partielle ; l’ADN polymérase µ ajoute 2 à 3 

dNTPs ; et les ADN polymérases X de Paramecium ajoutent au maximum 6 dNTPs. En 

présence du premier dNTP seul, toutes les enzymes testées semblent fidèles puisqu’elles 

n’ajoutent qu’un nucléotide. Les deux ADN polymérases X humaines se montrent cependant 

capables d’utiliser des ribonucléotides avec une activité faible, mais pas les ADN polymérases 

X de Paramecium. 

T- dNTPs dCTP      NTPs CTP dNTPs dCTP      NTPs CTP dNTPs dCTP      NTPs CTP dNTPs dCTP      NTPs CTP dNTPs dCTP     NTPs CTP dNTPs dCTP      NTPs CTP

PolXaDBRCT PolXbDBRCT PolXdDBRCT PolXdFL Poll Polµ

20 nt

Polymérases : 1 µM
ADN : 1 µM
Nucléotides : 250 µM
Tampon : 

50 mM Tris pH 7,5
5% Glycérol
5 mM MgCl2
50 mM KCl
1 mM DTT 

Incubation 30 min à 27°C

3’ TTAACAGTATTCGAATACGCGTCGATGGGG 5’
FAM 5’ AATTGTCATAAGCTTATGCG 3’

A

B C

Figure 134 : : Test d'activité - Extension d'amorce à haute concentration. A : Résultat du test. Les polymérases testées sont indiquées, ainsi 
que les nucléotides testés. (T- : témoin négatif, 20 nt). B : conditions expérimentales. C : Duplex d’ADN testé. Le marquage FAM en 5’ de 
l’amorce est indiqué. 
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À basse concentration, les ADN polymérases X de P. tetraurelia ne semblent pas 

actives : elles ajoutent très faiblement une molécule de dCTP, sauf PolXbDBRCT qui présente 

une activité plus élevée en présence de ce nucléotide. La reproductibilité de ce résultat semble 

indiquer une activité particulière, qui pourrait reposer sur une affinité particulièrement élevée 

de cette enzyme pour ce nucléotide. 

2.1.2.2 NHEJ 

Le substrat utilisé ici est particulièrement adapté à l’ADN polymérase µ. En effet, parmi 

les ADN polymérases testées ici, elle seule peut accommoder des micro-homologies inférieures 

à 2 pb, alors que l’ADN polymérase l peut réparer des substrats présentant des micro-

homologies plus longues.  

T- dNTPs dCTP           NTPs CTP dNTPs dCTP            NTPs CTP dNTPs dCTP           NTPs CTP dNTPs dCTP           NTPs CTP T-

PolXaDBRCT PolXbDBRCT PolXdDBRCT PolXdFL

20 nt

Polymérases : 1 nM
ADN : 1 µM
Nucléotides : 250 µM
Tampon : 

50 mM Tris pH 7,5
5% Glycérol
5 mM MgCl2
50 mM KCl
1 mM DTT 

Incubation 30 min à 27°C

3’ TTAACAGTATTCGAATACGCGTCGATGGGG 5’
FAM 5’ AATTGTCATAAGCTTATGCG 3’

A

B C

Figure 135 : Test d'activité - Extension d'amorce à basse concentration. A : Résultat du test. Les polymérases testées sont indiquées, ainsi 
que les nucléotides testés. (T- : témoin négatif, 20 nt). B : conditions expérimentales. C : Duplex d’ADN testé. Le marquage FAM en 5’ 
de l’amorce est indiqué. 
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l’ADN polymérase µ d’être actives dans ce contexte ce substrat (Freudenthal et al., 2013; Loc’h 

et al., 2019; Shock et al., 2017). 

2.1.2.3 MMEJ 

Les ADN polymérases X de Paramecium tetraurelia ont été testées dans un contexte 

proche appelé ici MMEJ, pour Microhomology Mediated End Joining. Il s’agit d’un substrat 

proche du substrat NHEJ, mais avec une micro-homologie bien plus longue, de 10 nt. 

Figure 137 : Test d'activité – MMEJ. A : Résultat du test. Les polymérases testées sont indiquées, ainsi que les nucléotides 
testés. (T- : témoin négatif, 35 nt). B : conditions expérimentales. C : Duplex d’ADN testé. Le marquage FAM en 5’ de l’amorce 
est indiqué. 

Les quatre constructions d’ADN polymérases X testées ici semblent actives dans ce 

contexte. À concentration équivalente, cette activité est plus forte lorsque le nucléotide correct 

à incorporer (dGTP) est seul qu’en présence des trois autres dNTPs. Cela indique que in vitro 

l’activité de l’enzyme est ralentie par les nucléotides incorrects. De plus, aucune des ADN 

polymérases X de P. tetraurelia n’incorpore de ribonucléotides malgré leur haute concentration 

(proche des concentrations cellulaires) et un temps de 30 min.  

2.1.2.4 Terminal transférase 

L’activité de terminal transférase est une particularité de la Tdt et de l’ADN polymérase 

µ (pour cette dernière, cette activité est dépendante de la présence d’ions Mn2+). Ce sont les 

seules ADN polymérases de la famille X à avoir cette activité, de façon dépendante de leur 

T- dNTPs dGTP              NTPs GTP dNTPs dGTP                NTPs GTP dNTPs dGTP             NTPs GTP dNTPs dGTP              NTPs GTP

PolXaDBRCT PolXbDBRCT PolXdDBRCT PolXdFL

Polymerases : 1 nM
ADN : 1 µM
Nucleotides : 250 µM
Buffer : 

50 mM Tris pH 7,5
5% Glycerol
5 mM MgCl2
50 mM KCl
1 mM DTT 

Incubation 30 min at 27°C

3’ TTAGTGGTCATGCGCGGCAACGCAG TAGACTGCAGCGCGGTACTGCGGTTCTGGTCC 5’
FAM 5’ AATCACCAGTACGCGCCGTTGCGTCGATCTGACGTC CGGCATGACGCCAAGACCAGG 3’

P

35 nt

A

B C
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boucle 1 (Juárez et al., 2006). Les ADN polymérases X de Paramecium, n’ayant pas cette 

boucle (comme l’ADN polymérase l), ne devraient logiquement pas présenter cette activité. 

 

Figure 138 : Test d'activité – Terminal Transférase. A : Résultat du test. Les polymérases testées sont indiquées, ainsi que les 
nucléotides testés. (T- : témoin négatif, 20 nt). B : conditions expérimentales. C : Duplex d’ADN testé. Le marquage FAM en 
5’ de l’amorce est indiqué. 

Tout d’abord, on observe que l’ADN polymérase µ semble active en présence de 

manganèse, que ce soit avec les dNTPs ou les NTPs, comme attendu (Domínguez et al., 2000). 

L’ADN polymérase l semble avoir une très faible activité polymérase, mais montre une activité 

de pyrophosphorolyse. Les ADN polymérases X de Paramecium n’ont pas non plus d’activité 

dans ce contexte, et pour certaines elles dégradent aussi l’amorce (PolXb∆BRCT et PolXdFL), 

et ce malgré la présence de manganèse. 

Ce résultat semble indiquer que les ADN polymérases X de Paramecium sont plus 

proches de l’ADN polymérase l que de l’ADN polymérase µ. 

T- dNTPs NTPs

PolXaDBRCT PolXbDBRCT PolXdDBRCT PolXdFL Poll Polµ

Polymérases : 1 µM
ADN : 1 µM
Nucléotides : 250 µM
Tampon : 

50 mM Tris pH 7,5
5% Glycérol
5 mM MnCl2
50 mM KCl
1 mM DTT 

Incubation 30 min à 27°C

dNTPs NTPs dNTPs NTPs dNTPs NTPs dNTPs NTPs dNTPs NTPs

3’ TTAACAGTATTCGAA 5’
FAM 5’ AATTGTCATAAGCTTATGCG 3’

20 nt

A

B C
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2.1.2.5 Gap-filling 

J’ai également testé les ADN polymérases X de P. tetraurelia en contexte de gap-filling, 

dans lequel un nucléotide doit être incorporé dans un brin d’ADN discontinu, hybridé à un brin 

continu. Ici, leur rôle est d’ajouter un nucléotide, sans déplacer l’amorce en aval du dommage. 

C’est le substrat retrouvé dans la réparation BER, qui implique l’ADN polymérase b, mais c’est 

aussi un contexte utilisé pour caractériser l’ADN polymérase l. 

Figure 139 : Test d'activité – Gap-filling. A : Résultat du test. Les polymérases testées sont indiquées, ainsi que les nucléotides 
testés. (T- : témoin négatif, 20 nt). B : conditions expérimentales. C : Duplex d’ADN testé. Le marquage FAM en 5’ de l’amorce 
est indiqué. 

Ici, l’ADN polymérase l a été testée dans des conditions légèrement différentes, décrites 

dans la littérature (Garcia-Diaz et al., 2005a). 

 
Figure 140 : Test d'activité – Gap-filling (ADN polymérase l). A : Résultat du test. Les nucléotides testés sont indiqués (T- : 
témoin négatif, 20 nt). B : conditions expérimentales. C : Duplex d’ADN testé. Le marquage FAM en 5’ de l’amorce est indiqué. 

dNTPs        dGTP             NTPs GTP

Poll

22 nt

Polymérase : 50 nM
ADN : 1 µM
Nucléotides : 250 µM
Tampon : 

50 mM Tris pH 7,5
5% Glycérol
5 mM MgCl2
50 mM KCl
1 mM DTT 

Incubation à 37°C, 5 min

3’ TTAGTGGTCATGCGGCAACGCACATAGCGGTACTGCGCCAAGACCAGG 5’
FAM 5’ AATCACCAGTACGCCGTTGCGT TATCGCCATGACGCGGTTCTGGTCC 3’

P

T-

A B

C

T- dNTPs dGTP              NTPs GTP dNTPs dGTP            NTPs GTP dNTPs dGTP            NTPs GTP dNTPs dGTP           NTPs GTP T-
PolXaDBRCT PolXbDBRCT PolXdDBRCT PolXdFL

Polymérases : 1 nM
ADN : 1 µM
Nucléotides : 250 µM
Tampon : 

50 mM Tris pH 7,5
5% Glycérol
5 mM MgCl2
50 mM KCl
1 mM DTT 

Incubation 30 min à 27°C

22 nt

3’ TTAGTGGTCATGCGGCAACGCACATAGCGGTACTGCGCCAAGACCAGG 5’
FAM 5’ AATCACCAGTACGCCGTTGCGT TATCGCCATGACGCGGTTCTGGTCC 3’

P

A

B C
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Comme attendu, l’ADN polymérase l a bien une activité de gap-filling, et n’incorpore 

pas de NTPs. Le résultat semble le même pour les ADN polymérases X de Paramecium : elles 

incorporent un désoxynucléotide, sans déplacer l’amorce en aval et sans incorporer de NTPs. 

2.1.2.6 NHEJ-cis 

Le substrat utilisé ici est le plus proche de celui rencontré à la suite de l’élimination des 

IES chez P. tetraurelia. Il s’agit d’une cassure double brins, mais ici la base instructive est sur 

le duplexe d’ADN que la polymérase doit étendre (en cis). Il s’agit d’un substrat proche d’une 

extension d’amorce, mais l’ADN polymérase doit maintenir la micro-homologie avec le 

duplexe d’ADN en trans, sans déplacer le brin amorce en aval, comme en gap-filling. 

Le test a d’abord été réalisé avec de basses concentrations d’ADN polymérases.  

Figure 141 : Test d'activité – NHEJ-cis à basse concentration. A : Résultat du test. Les polymérases testées sont indiquées, 
ainsi que les nucléotides testés. (T- : témoin négatif, 20 nt). B : conditions expérimentales. C : Duplex d’ADN testé. Le marquage 
FAM en 5’ de l’amorce est indiqué. 

T- dNTPs dGTP           NTPs GTP dNTPs dGTP              NTPs GTP dNTPs dGTP            NTPs GTP dNTPs dGTP            NTPs GTP T-

PolXaDBRCT PolXbDBRCT PolXdDBRCT PolXdFL

Polymérases : 1 nM
ADN : 1 µM
Nucléotides : 250 µM
Tampon : 

50 mM Tris pH 7,5
5% Glycérol
5 mM MgCl2
50 mM KCl
1 mM DTT 

Incubation 30 min à 27°C

3’ TTAGTGGTCATGCGGCAACGCACAT GCGGTACTGCGCCAAGACCAGG 5’
FAM 5’ AATCACCAGTACGCCGTTGCGT TATCGCCATGACGCGGTTCTGGTCC 3’

P

22 nt

A

B C
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Dans ces conditions, les ADN polymérases testées ne sont pas actives. Cependant, ces 

enzymes étant surexprimées lors des réarrangements du génome de P. tetraurelia, nous avons 

choisi de tester des concentrations croissantes d’enzyme (uniquement avec l’une d’entre elles : 

PolXaDBRCT). 

Figure 142 : Test d'activité – NHEJ-cis. A : Résultat du test. La polymérase testée et ses concentrations sont indiquées, ainsi 
que les nucléotides testés. (T- : témoin négatif, 20 nt). B : conditions expérimentales. C : Duplex d’ADN testé. Le marquage 
FAM en 5’ de l’amorce est indiqué. 

En augmentant la concentration de l’enzyme, celle-ci est capable d’ajouter un nucléotide 

(dès 250 nM). Par ailleurs, on remarque que même à haute concentration elle n’incorpore pas 

de NTPs, et n’ajoute pas plus d’un nucléotide, signe qu’elle maintient la micro-homologie TA, 

puisqu’elle pourrait étendre une amorce sur plus de 1 nt dans ce contexte (Chapitre 2, 2.1.2.1, 

page 182). 

Ce résultat semble cohérent : les ADN polymérases X de Paramecium ne sont actives 

avec leur substrat « naturel » que lorsqu’elles sont à relativement haute concentration et 

conservent leur fidélité. Cette activité spécifique à haute concentration peut être mise en lien 

avec la surexpression de l’ADN polymérase X a chez P. tetraurelia lors des réarrangements 

programmés du génome, ou avec le recrutement de ces ADN polymérases par leurs partenaires 

protéiques comme Ku70/80, qui peut augmenter leur concentration locale (d’autant plus dans 

un contexte épigénétique où les régions endommagées sont regroupées au sein du noyau 

(Arnould et al., 2021; Marnef and Legube, 2017)).  

2.1.2.7 Conclusion 

L’ensemble de ces tests ont permis de définir dans quels contextes les ADN polymérases 

X de Paramecium sont actives. 

T- dNTPs dGTP        NTPs GTP T-

PolXaDBRCT

ADN : 1 µM
Nucléotides : 250 µM
Tampon : 

50 mM Tris pH 7,5
5% Glycérol
5 mM MgCl2
50 mM KCl
1 mM DTT 

Incubation 30 min à 27°C

3’ TTAGTGGTCATGCGGCAACGCACAT GCGGTACTGCGCCAAGACCAGG 5’
FAM 5’ AATCACCAGTACGCCGTTGCGT TATCGCCATGACGCGGTTCTGGTCC 3’

P

22 nt

dNTPs dGTP         NTPs GTP dNTPs dGTP        NTPs GTP dNTPs dGTP         NTPs GTP dNTPs dGTP        NTPs GTP

10 nM 250 nM 500 nM 750 nM 1 µM

A

B C
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Tableau 10 : Récapitulatif des contextes dans lesquels les ADN polymérases X de Paramecium tetraurelia sont actives (+ : 
activité présente ; - : pas d’activité) 

Contexte Activité Fidélité Note 

Extension d’amorce + + Activité dépendante de 
la concentration 

NHEJ (2pb MH) -   

MMEJ (10pb MH) + +  

Terminal transférase -   

Gap-filling + +  

NHEJ-cis (2pb MH) + + Activité dépendante de 
la concentration 

Les ADN polymérases X de P. tetraurelia semblent être actives dans les mêmes 

contextes que ceux connus pour l’ADN polymérase l, alors que dans les contextes spécifiques 

de l’ADN polymérase µ, elles ne sont pas actives. De plus, elles ont montré dans tous ces tests 

une bonne discrimination contre les ribonucléotides, contrairement à la l’ADN polymérase µ ; 

et dans le cadre du test d’extension d’amorce à haute concentration, l’ADN polymérase l 

incorpore des NTPs, mais pas les ADN polymérases X de P. tetraurelia. Celles-ci semblent 

donc avoir une meilleure capacité à discriminer le type de nucléotides qu’elles incorporent. 

Elles ont également montré une activité correcte, dépendante de leur concentration dans le test 

avec le substrat NHEJ-cis. Cela peut être mis en lien avec leur surexpression lors des 

réarrangements du génome chez P. tetraurelia, ou avec leur recrutement par leurs partenaires 

protéiques. 

2.1.3 Test de l’activité dRP lyase d’une ADN polymérase X de Paramecium tetraurelia  

L’activité dRP lyase a pour rôle de retirer un groupement désoxyribose-phosphate d’une 

extrémité 5’ d’ADN. Cette activité est essentielle pour les ADN polymérases l et b, qui ont 

besoin de reconnaitre un groupement 5’P pour synthétiser les bases manquantes. 

Cette activité a une importance particulière au sein du système de réparation BER 

(Allinson et al., 2001). En effet, ce système de réparation produit après ses premières étapes 

une cassure simple brin suivie en aval d’un groupement 5’dRP, créé par l’activité d’une ADN 

glycosylase. Or, dans le cadre de la réparation BER Short-range, l’étape suivante est la synthèse 

par l’ADN polymérase b du nucléotide manquant (Figure 47). Le groupement dRP doit donc 

être remplacé par un groupement phosphate par l’activité dRP lyase de l’ADN polymérase b. 
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Cette activité est portée par quelques résidus situés dans le domaine de 8 kDa des ADN 

polymérases X, les mêmes que ceux impliqués dans la reconnaissance des groupements 5’P. 

Des équivalents de ces résidus sont trouvés chez l’ADN polymérase l, mais aussi chez les ADN 

polymérases X de P. tetraurelia, comme indiqué dans le chapitre 1 (page 103). L’existence de 

résidus équivalents aux ADN polymérases X humaines chez Paramecium m’a poussé à 

chercher l’existence de l’activité dRP lyase chez ces ADN polymérases. Pour cela, j’ai réalisé 

une expérience visant à reconstituer in vitro un équivalent du système de réparation BER 

(Chapitre 2, 1.1.7.1, page 144). Un duplexe d’ADN portant un dU a été mis en contact avec une 

uracile glycosylase et une endonucléase de façon à éliminer le dU, en laissant un espace de 1 nt 

suivi d’un groupement dRP en 5’ de l’ADN en aval. Les ADN polymérases X a de Paramecium 

tetraurelia et b humaine ont été incubées avec cet ADN, des nucléotides et une ADN ligase. 

Les ADN polymérases ne peuvent ajouter un nucléotide (comme en gap-filling) que si le 

groupement dRP est supprimé par leur activité dRP lyase. Par conséquent, si elles portent bien 

cette activité, elles peuvent ajouter un nucléotide, puis l’ADN ligase peut rétablir la liaison 

phosphodiester de l’ADN. La taille de l’ADN est suivie pendant l’expérience par fluorescence : 

sa mise en contact avec l’ADN glycosylase et l’endonucléase réduit sa taille visualisée sur gel, 

mais la réparation par les ADN polymérases et ligase doit lui rendre sa taille d’origine. 

 
Figure 143 : Résultat du test d’activité dRP lyase de PolXaDBRCT. Contrôles : 1 : ADN initial non traité par les enzymes du 
kit USER3 ; 2 : ADN traité par les enzymes USER3 ; 3 : réaction sans ADN ligase ; 4 : réaction sans ADN polymérase ; 5 : 
contrôle positif réalisé avec l’ADN polymérase b. 

Les contrôles 1 et 2 permettent de vérifier que l’ADN initial est de plus grande taille 

qu’après son traitement par le kit USER3 : c’est bien le cas ici, après utilisation du kit USER3, 

la taille de l’ADN baisse. Dans le troisième contrôle négatif, en absence d’ADN ligase l’ADN 

Controls PolXaDBRCT
1            2           3            4          5
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reste de petite taille malgré un possible ajout de nucléotide par l’ADN polymérase. Le 

quatrième contrôle montre que sans ADN polymérase, la ligation et le retour de l’ADN a sa 

taille initiale ne sont pas possibles. Le cinquième contrôle est quant à lui un contrôle positif 

réalisé avec l’ADN polymérase b humaine : celle-ci a une activité dRP lyase, comme attendu 

(Allinson et al., 2001). L’ensemble de ces contrôles indiquent que le protocole de test est 

correct. Le test réalisé avec la construction PolXaDBRCT montre un résultat similaire à celui 

obtenu avec l’ADN polymérase b humaine. Cela indique que l’ADN polymérase X a de 

Paramecium tetraurelia porte bien une activité dRP lyase. Enfin, puisque les quatre ADN 

polymérases X de P. tetraurelia présentent les mêmes résidus impliqués dans cette activité 

d’après les analyses de séquences, il est très probable que ces quatre enzymes aient cette même 

activité. 

2.1.4 Caractérisation cinétique des ADN polymérases X de Paramecium tetraurelia 

Deux constructions d’ADN polymérases X de Paramecium tetraurelia (PolXaDBRCT 

et PolXdDBRCT) ont été caractérisées du point de vue cinétique en contexte de gap-filling, de 

façon à les comparer aux ADN polymérases l et b humaines. Les deux enzymes ont été testées 

en présence de quantités croissantes de dGTP, le nucléotide à incorporer sur le substrat d’ADN 

présent dans l’expérience. Ces expériences ont permis d’obtenir un profil cinétique en accord 

avec le modèle de Michaelis-Menten. Les valeurs de kobs et de Km ont donc pu être obtenues, 

ainsi que les valeurs bornes des intervalles de confiance à 95%. 
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Figure 144 : Analyse cinétique de l’incorporation de dGTP dans un substrat de gap-filling par PolXaDBRCT et PolXdDBRCT. 
En haut : représentation de Michaelis de la vélocité des enzymes en fonction de la concentration en dGTP. En bas : Valeurs 
de kobs, Km et obtenues par approximation du modèle de Michaelis Menten avec les données expérimentales (et valeurs limites 
de l’intervalle de confiance à 95%), valeurs de kcat et Km connues dans la littérature pour la PollDBRCT humaine et pour la 
Polb humaine en gap-filling, et valeurs d’efficacité catalytique calculées. 

 Les valeurs de kobs et Km obtenues pour PolXdDBRCT, bien qu’elles soient du même 

ordre de grandeur que pour PolXaDBRCT, en diffèrent car PolXdDBRCT semble plus rapide 

que PolXaDBRCT. Cependant, PolXaDBRCT a un Km de 1095 nM, trois fois plus faible que 

PolXdDBRCT (3151 nM), qui semble indiquer une meilleure affinité pour le substrat testé (ici 

le dGTP). Leurs efficacités catalytiques sont donc comparables malgré des paramètres 

cinétiques différents. 

Ces valeurs kobs et Km semblent similaires à celles connues pour l’ADN polymérase λ 

(sans domaine BRCT et linker) humaine, mais diffèrent drastiquement de celles de l’ADN 

polymérase b humaine, qui semble beaucoup plus rapide avec un kcat 10 à 20 fois plus élevé, et 

un Km 5 à 15 fois plus faible, suggérant une forte affinité pour le nucléotide entrant. Au vu des 

similitudes entre les ADN polymérases X de P. tetraurelia et l’ADN polymérase l humaine, 

cela semble logique : contrairement à l’ADN polymérase b, elles ne sont pas spécialisées dans 

le gap-filling, et sont donc moins efficaces dans ce contexte. Il est également possible qu’une 

différence de mécanisme soit à l’origine de ces différences. L’ADN polymérase b est connue 

pour être la seule ADN polymérase X de métazoaire à alterner des formes ouvertes et fermées 

 PolXaDBRCT PolXdDBRCT 
hPollDBRCT 

(Garcia-Diaz et 
al., 2004) 

hPolb  
(Chagovetz et 

al., 1997) 

kcat (min-1) 6,30 (5,779 - 6,843) 19,57 (15,59 - 26,25) 2,1 ± 0,546 120 ± 24 

Km (nM) 1095 (886,5 – 1357) 3151 (1857 – 6198) 1500 ± 44 200 ± 100 

Efficacité 
catalytique 

(min-1.µM-1) 
5,75 6,21 1,4 600 
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au cours de son cycle catalytique. Cette alternance facilite l’entrée des substrats (ADN et 

nucléotide entrant) dans le site actif, ce qui augmente son affinité pour ces molécules. Les 

informations cinétiques obtenues ici semblent indiquer que les ADN polymérases X de 

Paramecium tetraurelia sont plus proches de l’ADN polymérase l du point de vue cinétique. 

Il est donc possible que comme l’ADN polymérase l, leur domaine catalytique reste sous forme 

fermée tout au long de la catalyse.  

2.1.5 Comparaison de la fidélité des ADN polymérases X de Paramecium tetraurelia et 

de l’ADN polymérase l humaine  

Comme indiqué en introduction de ces travaux, mon hypothèse pour expliquer le très 

faible taux d’erreurs du système NHEJ spécialisé de Paramecium tetraurelia repose sur les 

ADN polymérases X impliquées, qui pourraient être très hautement fidèles. J’ai donc cherché 

à observer cette fidélité en les comparant directement à l’ADN polymérase l, avec laquelle 

elles partagent de nombreuses similitudes (contextes d’activité, activité dRP lyase, constantes 

cinétiques, présence d’un domaine BRCT, etc.). La caractérisation initiale de l’ADN 

polymérase l humaine indiquait que sa fidélité dépend en partie de son extension N-terminale 

(Fiala et al., 2006). J’ai donc comparé deux constructions de l’ADN polymérase l (entière (FL) 

et sans extension N-terminale (construction lmut, étudiée dans la seconde partie de ces 

travaux)) à deux constructions équivalentes d’ADN polymérases X de P. tetraurelia 

(PolXaDBRCT et PolXdFL).  

 
Figure 145 : Test d’incorporation de nucléotides incorrects – Gap-filling. A : Résultat du test. Les polymérases testées sont 
indiquées, ainsi que les nucléotides testés. (T- : témoin négatif, 20 nt). B : conditions expérimentales. C : Duplex d’ADN testé. 
Le marquage FAM en 5’ de l’amorce est indiqué. 

Polymérases : 120 nM
ADN : 30 nM
Nucléotides : 120 uM
Tampon : 

50 mM Tris pH 8,4
2% Glycérol
5 mM MgCl2
100 mM NaCl
5 mM DTT 
0,1 mg/mL BSA
0,1 µM EDTA

Incubation à 37°C ou 27°C, 50 min

T-

Poll
FL

3’ TTAGTGGTCATGCGGCAACGCACATAGCGGTACTGCGCCAAGACCAGG 5’
FAM 5’ AATCACCAGTACGCCGTTGCGT TATCGCCATGACGCGGTTCTGGTCC 3’

P

Primer

+1 nt

Poll
DBRCT

PolXa 
DBRCT

PolXd
FL

dATP

A

B C

dGTP dTTP dCTP T- dATPdGTP dTTP dCTP T- dATPdGTP dTTP dCTP dATPdGTP dTTP dCTPT-
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Toutes les constructions testées incorporent du dGTP, ce qui indique qu’elles sont bien 

actives. La seule construction testée ici qui réalise des incorporations incorrectes semble être la 

version tronquée de l’ADN polymérase l humaine, qui incorpore des dATP, dTTP et dCTP 

après 50 min. Dans le cas du dTTP, on remarque même une double incorporation incorrecte. 

Cela peut être dû à une activité de déplacement de brin. Cette même construction incorpore 

également plusieurs molécules de dGTP, de façon incorrecte. La version sauvage de cette même 

polymérase l humaine ne semble ici pas faire autant d’erreurs, même si elle incorpore 

faiblement un dATP. Les deux constructions d’ADN polymérases X de P. tetraurelia testées ici 

ont cependant un comportement similaire dans ce test : ces enzymes ne semblent pas incorporer 

de nucléotides incorrects, et ce indépendamment de la présence ou absence des éléments 

présents en N-terminal (linker et domaine BRCT). 

La différence entre les deux constructions testées pour l’ADN polymérase l a déjà été 

étudiée (Fiala et al., 2006), dans des travaux qui ont montré une différence de fidélité entre les 

versions complètes et tronquées de cette ADN polymérase. Cette différence n’est pas justifiée 

par la présence ou l’absence du domaine BRCT, qui n’a aucune fonction catalytique, mais peut 

être expliquée par la présence ou l’absence d’une séquence riche en sérines et prolines présente 

dans le linker de l’ADN polymérase l. Cependant, le rôle exact de cette séquence est encore 

mal compris. Les résultats observés pour la version complète de cette polymérase sont cohérents 

avec les premières publications sur cette polymérase (Garcı́a-Dı́az et al., 2002), qui indiquaient 

que ses erreurs sont plus fréquemment des transitions (intégration d’une purine à la place de 

l’autre (A=G) ou d’une pyrimidine à la place de l’autre (C=T)) que des transversions 

(intégrations de purines à la place de pyrimidines et inversement(A/G=C/T)). 

Les résultats obtenus pour PolXaDBRCT et PolXdFL indiquent que les ADN 

polymérases X de P. tetraurelia sont au moins aussi fidèles que la forme sauvage de l’ADN 

polymérase l humaine, qui est presque aussi fidèle que l’ADN polymérase b humaine avec des 

taux d’erreurs du même ordre, à savoir 1 erreur toutes les 104 à 105 bases (Bebenek et al., 2003; 

Fiala et al., 2006; Garcı́a-Dı́az et al., 2002; Ramadan et al., 2002; Yamtich and Sweasy, 2010). 

Une autre information d’importance est que cette fidélité des ADN polymérases X de 

Paramecium n’est pas influencée par un élément situé en N-terminal comme pour l’ADN 

polymérase l, mais qu’elle a pour origine le domaine catalytique lui-même, puisque la 

suppression de toute la partie située en N-terminal ne modifie pas la fidélité observée dans ces 

expériences. 
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2.1.6 Essais de cristallogenèse des ADN polymérases X de Paramecium tetraurelia 

Après avoir caractérisé l’activité des ADN polymérases X de Paramecium tetraurelia, 

l’objectif était d’obtenir leur structure cristallographique à haute résolution pour comprendre 

les bases structurales de la fidélité de ces ADN polymérases. Plusieurs campagnes de criblage 

de conditions de cristallisation des construction PolXaDBRCT et PolXdDBRCT ont été 

réalisées, dans des conditions inspirées par les articles ayant permis d’obtenir les structures des 

ADN polymérases l et b. Plus de 23000 conditions de cristallisation (dans différentes 

conditions physico-chimiques, avec différents oligonucléotides et nucléotides entrants) ont été 

testées avec l’aide de la plateforme de cristallographie de l’Institut Pasteur, mais aucune n'a 

permis d’obtenir de cristaux avec ces protéines. 

2.1.7 Conclusion  

Les expériences décrites dans cette première partie ont permis de produire et purifier 

quatre constructions protéiques basées sur les ADN polymérases X sauvages de Paramecium 

tetraurelia.  

Ces constructions ont pu être caractérisées d’un point de vue enzymatique. Les ADN 

polymérases X de P. tetraurelia semblent partager des points communs avec l’ADN polymérase 

l humaine. Elles sont en effet inactives dans les mêmes contextes (terminal transférase, NHEJ 

avec une courte microhomologie) et actives dans les mêmes contextes (gap-filling, « MMEJ »). 

Leurs caractéristiques cinétiques sont du même ordre que l’ADN polymérase l. Les ADN 

polymérases X de Paramecium ont également une activité dRP lyase, comme les ADN 

polymérases l et b. Il semble également que leur activité dans le contexte le plus proche de leur 

activité physiologique (NHEJ-cis) soit dépendante de leur concentration, ce qui pourrait être 

mis en lien avec leur surexpression lors des réarrangements du génome de P. tetraurelia, ou 

avec leur recrutement au sein du système de réparation.  

Dans tous les contextes testés, les enzymes de P. tetraurelia ont montré une meilleure 

capacité que l’ADN polymérase l humaine à bloquer l’incorporation de NTPs. Elles semblent 

être au moins aussi fidèles que l’ADN polymérase l, et il semble que leur fidélité soit liée à 

leur domaine catalytique, tandis que la fidélité de l’ADN polymérase l repose au moins en 

partie sur une séquence en N-terminal. L’objectif était de comprendre l’origine de la fidélité du 

système de réparation des cassures doubles brin programmées chez P. tetraurelia. Il semble que 
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cette fidélité repose au moins en partie sur celle des ADN polymérases impliquées. Pour 

comprendre le fonctionnement de la fidélité de ces enzymes, nous avons essayé d’en obtenir 

des cristaux pour les étudier d’un point de vue structural. Cela n’a pas fonctionné, et nous avons 

donc opté pour une approche indirecte. 

2.2 Étude indirecte d’un mécanisme de fidélité des ADN polymérases X de 

Paramecium tetraurelia reposant sur l’activation du site catalytique 

Les criblages de conditions de cristallogenèse réalisés sur les constructions d’ADN 

polymérases X de Paramecium tetraurelia n’ont pas permis d’obtenir de cristaux et de structure 

cristallographique permettant d’expliquer la fidélité observée chez ces enzymes. Une autre 

approche a donc été employée pour étudier un des possibles mécanismes de fidélité porté par 

ces enzymes : le mécanisme d’activation / inactivation (ou fermeture / ouverture) du site 

catalytique. S’il existe, ce mécanisme doit être proche de celui rencontré chez l’ADN 

polymérase b humaine lui permettant d’activer ou non son site catalytique, mécanisme qui 

semble dépendre essentiellement d’un pont salin entre la position 5 du second motif catalytique 

et le résidu central du motif SD2. Pour rappel, la fidélité de l’ADN polymérase b humaine 

repose sur un mécanisme d’ouverture-fermeture du site catalytique (voir page 122) : sous forme 

ouverte, le site catalytique est inactif, et les substrats (ADN et dNTP correct) peuvent se placer, 

et lorsque leur géométrie permet la catalyse, le domaine catalytique se referme, et la catalyse 

peut avoir lieu. Ces mécanismes reposent sur quelques résidus : les aspartates catalytiques, 

séparés en deux motifs (DMD et RIDIR), un résidu arginine situé à la fin du motif RIDIR, la 

phénylalanine du steric gate YFTGS, et le motif SD2, qui chez l’ADN polymérase b est un 

motif NEY. Comme nous l’avons vu dans le chapitre 1, les ADN polymérases X de P. tetraurelia 

portent quant à elles de façon unique parmi les ADN polymérases X des résidus équivalents : 

DMD, RIDLK, YFTGS et SDH (motif SD2). Nous pensons donc qu’elles pourraient disposer 

d’un mécanisme similaire. 

Nous avons cherché à conférer ce possible mécanisme (et son homologue de l’ADN 

polymérase b) à l’ADN polymérase l humaine par mutagenèse dirigée. Les expériences 

réalisées sur les constructions similaires à l’ADN polymérase b devaient servir de témoin : s’il 

est possible de donner à l’ADN polymérase l le mécanisme de l’ADN polymérase b (incluant 

les changements au niveau des résidus du site catalytique et les changements conformationnels 

globaux), il est normalement possible d’observer un mécanisme similaire présent chez les ADN 
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polymérases X de P. tetraurelia en réalisant des expériences équivalentes. La structure de 

l’ADN polymérase l a été étudiée en 2022 (Jamsen et al., 2022) par cristallographie, en utilisant 

un protocole permettant d’obtenir de façon reproductible des cristaux de bonne qualité. Nous 

avons appliqué ce protocole à plusieurs constructions mutantes de cette enzyme, et obtenu des 

cristaux qui ont permis d’étudier l’impact des mutations réalisées sur l’activité de l’ADN 

polymérase l humaine. 

2.2.1 Rappel des constructions étudiées 

Cinq constructions mutées basées sur l’ADN polymérase l humaine ont été produites. 

Toutes présentaient des mutations permettant de faciliter la cristallisation ou l’obtention d’une 

meilleure résolution lors des expériences de diffraction des rayons X : délétion de l’extension 

N-terminale (domaine BRCT et linker, résidus 0-241), modification de la boucle 1 

(remplacement des résidus 464-472 par l’équivalent chez l’ADN polymérase b : KGET) et 

mutation C544A). Les mutants lmutR et Polb-like portaient de plus les résidus impliqués dans 

le mécanisme de fidélité de l’ADN polymérase b, de façon incomplète pour lmutR (I492R) et 

complète pour Polb-like (I492R et résidus 529 à 531 (motif SD2) mutés en NEY). Les mutants 

lmutK et Ptet-like portaient les équivalents retrouvés chez les ADN polymérases X de 

P. tetraurelia, de façon incomplète pour lmutK (I492K) et complète pour Ptet-like (I492K et 

E530D). 
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Figure 146 : Schéma des constructions basées sur l’ADN polymérase l produites et étudiées. Le losange violet indique 
l’étiquette de 14 histidines. La séquence indiquée au-dessus haut est celle liant cette étiquette à la séquence de la protéine 
produite. Le site de clivage de la protéase TEV est indiqué avec un triangle rouge. Les domaines 8 kDa et polymérase sont 
indiqués respectivement dans des rectangles verts et jaunes. Les résidus inclus dans chaque construction sont indiqués sous la 
construction associée. Les mutations communes à toutes les constructions sont indiquées au-dessus de celles-ci, et leurs 
équivalents dans la protéine sauvage sont indiqués sur celle-ci. Les mutations spécifiques de chaque mutant sont indiquées en 
gras sous ce mutant, et leurs équivalents dans la protéine sauvage sont indiqués sur celle-ci. Les résidus d’intérêt sont 
indiqués : résidus catalytiques en orange, résidus impliqués dans l’activation/inactivation du site catalytique en bleu, résidus 
du steric gate en rouge, et résidus du motif SD2 en vert. 

2.2.2 Expression et purification de constructions mutantes de l’ADN polymérase l 

humaine 

Les cinq constructions mutantes de l’ADN polymérase l étudiées ici ont été obtenues 

par des mutagenèses dirigées successives réalisées à partir du plasmide LS05 ayant permis de 

produire l’ADN polymérase l humaine. Une fois les plasmides permettant l’expression des 

mutants obtenus et leur séquence confirmée, il a été possible de les produire en système 

bactérien (E.coli BL21star(DE3)) par induction avec 1 mM d’IPTG et culture à 20°C. Les 

purifications ont pu être réalisées, de façon très reproductible entre toutes les constructions. Un 

exemple de purification, réalisée sur la construction lmutR, est présenté ici. 

8 kDa Polymérase

…ASTGENLYFQGTGDGS…

Protéase TEV

mutR
242 575

14 His tag

…KGET…
Boucle 1

A544

…DVD…RLDIR…YFTGS…SEH…

8 kDa Polymérase

…ASTGENLYFQGTGDGS…

Protéase TEV

Polb like
242 575

14 His tag

…KGET…
Boucle 1

A544

…DVD…RLDIR…YFTGS…NEY…

8 kDa Polymérase

…ASTGENLYFQGTGDGS…

Protéase TEV

mutK
242 575

14 His tag

…KGET…
Boucle 1

A544

…DVD…RLDIK…YFTGS…SEH…

8 kDa Polymérase

…ASTGENLYFQGTGDGS…

Protéase TEV

Paramecium like
242 575

14 His tag

…KGET…
Boucle 1

A544

…DVD…RLDIK…YFTGS…SDH…

8 kDa Polymérase

…ASTGENLYFQGTGDGS…

Protéase TEV

lmut
242 575

14 His tag

…KGET…
Boucle 1

A544
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2.2.2.1 Exemple : la purification de la construction lmutR 

La purification a été réalisée en suivant le protocole global énoncé en Matériel et 

Méthodes. Je présente ici les résultats d’une purification réalisée à partir d’une production de 

2L de culture bactérienne. La lyse bactérienne a été réalisée au sonicateur, et la fraction 

contenant les protéines solubles a été injectée sur une colonne de chromatographie His-Trap. 

Les fractions présentant la plus haute concentration en protéine (d’après le chromatogramme, 

les mesures d’absorbance et l’analyse SDS-PAGE) ont été diluées et chargées sur une colonne 

Héparine. Les fractions contenant la protéine d’intérêt ont été récupérées, puis dialysées une 

nuit en présence de protéase TEV, de façon à éliminer le tag de 14 histidines. Le dialysat a été 

injecté sur la colonne His-Trap, et les fractions contenant les protéines non fixées à la résine ont 

été analysées. Celles contenant la protéine d’intérêt ont été concentrées jusqu’à 10 mg/mL et 

un volume de 5 mL, et injectées sur une colonne de chromatographie par exclusion stérique 

(GF) S200 16/60 PG. Les fractions présentant la protéine d’intérêt ont été concentrées jusqu’à 

16 mg/mL, et conservées à -20 °C. 

 
 

 
Figure 147 : Résumé d’une purification de Poll-mutR. En haut à gauche : Chromatogramme de l'étape HisTrap. L’absorbance à 280 
nm (en mUA) est indiquée en bleu ; la concentration du tampon B (en %) est indiquée en rouge. En haut à droite : Chromatogramme 
de l'étape Héparine (centré sur l’étape d’élution). L’absorbance à 280 nm (en mUA) est indiquée en bleu ; la concentration du tampon 
E (en %) est indiquée en rouge. En bas à gauche : Chromatogramme de l'étape de chromatographie d’exclusion stérique (GF). 
L’absorbance à 280 nm (en mUA) est indiquée en bleu. En bas à droite : SDS-PAGE des étapes de clivage du tag et de gel filtration. 
M : Marqueur de poids moléculaire (les bandes correspondant aux masses moléculaires de 50 et 37 kDa sont indiquées ; Les fractions 
avant et après l’incubation avec la protéase TEV sont indiquées en vert ; FT/W : mélange des fractions FT et W issues de la 
chromatographie HisTrap réalisée après le clivage par la protéase TEV ; Élution : fraction éluée avec 500 mM d’imidazole ; Les 
fractions issues de l’étape de gel filtration sont indiquées en noir ; L : load, fraction soluble chargée sur la résine; Les volumes 
indiquent des fractions choisies d’après le chromatogramme. 

His-Trap Héparine 

Chromatographie d’exclusion stérique (GF) 
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2.2.2.2 Récapitulatif  

Les purifications de toutes ces constructions ont pu être réalisées de la même manière 

de façon reproductible. Seule une purification réalisée pour le mutant Ptet-like a donné un 

rendement plus faible, en raison d’un souci rencontré sur l’appareil de purification. 

Tableau 11 : Résumé des purifications réalisées pour les constructions basées sur l’ADN polymérases λ humaine. La colonne 
Volume de culture indique le volume de culture bactérienne utilisé dans la purification associée. La colonne Tag indique la 
présence du tag 14 histidines (Oui) ou son absence (Non) sur les protéines produites. Le niveau de purification indique à quelle 
étape la purification a été arrêtée.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Construction 
Volume 

de 
culture 

(L) 

Aliquots 
Tag Niveau de 

purification Utilisation 
Rendement 

(mg/L de 
culture) Nombre Volume 

(µL) 
Concentration 

(mg/mL) 

lmut 4 18 200 16 

Non 
Chromatographie 

d’exclusion 
stérique 

 

Essais de 
cristallisation 

 

14,4 

lmutR 
2 6 200 16 9,6 

4 40 100 14,5 14,5 

lmutK 
2 12 50 27,11 8,13 

4 40 100 24,37 24,37 

Ptet-like 
4 25 100 1,29 0,8 

4 15 100 20,79 7,79 

Polb-like 2 14 100 10,27 7,19 
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2.2.3 Caractérisation enzymatique des constructions mutantes de l’ADN polymérase l 

humaine: cinétique et fidélité  

Une fois les constructions mutantes produites, elles ont été caractérisées d’un point de 

vue enzymatique. Elles ont été testées de la même façon que les ADN polymérases X de 

P. tetraurelia de façon à obtenir des informations sur leur cinétique d’incorporation d’un 

nucléotide correct dans un substrat de gap-filling, et des informations qualitatives sur leur 

fidélité.  

2.2.3.1 Construction lmut 

 

 

 

 

 

 

Les expériences réalisées avec du dGTP ont permis d’obtenir la vélocité de la 

polymérase en fonction de la concentration en dGTP, et ces informations ont été analysées pour 

approximer le modèle de Michaelis-Menten et obtenir le kobs, le Km et la Vmax. Les valeurs 

obtenues (kobs = 3,103 min-1 ; Km = 1,893 µM ; Vmax = 15,52 nM/min) correspondent à celles 

connues dans la littérature (Garcia-Diaz et al., 2004) pour cette version tronquée de l’ADN 

polymérase l (l’efficacité catalytique est ici de 1,64 nM-1.min-1) Dans les conditions de ce test, 

cette enzyme n’a cependant pas montré d’incorporations incorrectes, malgré un long temps 

d’incubation et de hautes concentrations de dNTPs, contrairement au test en conditions single 

turnover réalisé précédemment (Chapitre 2, 2.1.5, page 194). 

Primer
+1 nt

dGTP dNTPs

-

200          250          300          350      400           500          750             1               5              10 200          500           1             10          100           1               10

nM µM nM µM mM

  95% IC 

kobs (min-1) 3,103 2,304 – 4,447 

Km (nM) 1893 949,4 - 4602 

Vmax (nM/min) 15,52  
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Figure 148 : Analyse cinétique de l’incorporation de dGTP dans un substrat de gap-filling par la construction lmut. En haut : Gel 
urée-PAGE du test d’incorporation de dGTP et de dNTPs incorrects. Les concentrations de chaque dNTP sont indiquées. - : témoin 
négatif (20 nt). En bas à gauche : représentation de Michaelis de la vélocité de l’enzyme en fonction de la concentration en dGTP. En 
bas à droite : Valeurs de kobs, Km et Vmax obtenues par approximation du modèle de Michaelis Menten avec les données expérimentales 
(et valeurs limites de l’intervalle de confiance à 95% pour les valeurs de kobs et Km). 
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2.2.3.2 Construction lmutR 

 

 

 

 

 

 

Les expériences réalisées avec ce mutant ont montré que sa vélocité maximale était 

atteinte avec des concentrations de dGTP plus faibles, et même au maximum cette activité est 

elle aussi plus faible. Cela se traduit respectivement par un Km plus faible (92,22 nM), et par 

une Vmax et un kobs beaucoup plus faibles, de 8,291 nM/min et 1,658 min-1 respectivement. 

L’efficacité catalytique de ce mutant est de 16,91 nM-1.min-1, bien supérieure à celle de la 

construction « sauvage », λmut. Là encore, aucune incorporation incorrecte n’a pu être 

observée. 

 

 

 

 

 

 

Primer
+1 nt

dGTP dNTPs

-

200          250          300          350      400           500          750             1               5              10 200          500           1             10          100           1               10

nM µM nM µM mM

  95% IC 

kobs (min-1) 1,658 1,396 – 1,946 

Km (nM) 98,22 19,40 – 205,7 

Vmax (nM/min) 8,291  

Figure 149 : Analyse cinétique de l’incorporation de dGTP dans un substrat de gap-filling par la construction lmutR. En haut : 
Gel urée-PAGE du test d’incorporation de dGTP et de dNTPs incorrects. Les concentrations de chaque dNTP sont indiquées. - : 
témoin négatif (20 nt). En bas à gauche : représentation de Michaelis de la vélocité de l’enzyme en fonction de la concentration en 
dGTP. En bas à droite : Valeurs de kobs, Km et Vmax obtenues par approximation du modèle de Michaelis Menten avec les données 
expérimentales (et valeurs limites de l’intervalle de confiance à 95% pour les valeurs de kobs et Km). 
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2.2.3.4 Construction lmutK 

 

 

 

 

 

 

 

Ce mutant, comme la construction lmutR, ne présente qu’une partie des mutations 

supposées conférer le mécanisme de transition « actif-inactif » au site catalytique de l’ADN 

polymérase l. L’expérience réalisée ici montre des erreurs d’incorporation, y compris avec le 

dGTP seul. En effet, ce mutant semble ajouter du dGTP, mais au lieu d’ajouter un nucléotide, 

il en ajoute deux. En plus d’être surnuméraire dans le contexte de gap-filling, le second 

nucléotide ajouté est incorrect, puisqu’il est supposé être hybridé à un dA. En présence des 

nucléotides incorrects, ce mutant semble également pouvoir étendre l’amorce d’une base, de 

façon peu efficace. L’incorporation de 2 dGTP a permis d’obtenir les paramètres cinétiques de 

ce mutant, qui sont proches de ceux du mutant lmut, sauf le Km qui est 3,8 fois plus faible. Son 

efficacité catalytique est donc de 6,46 nM-1.min-1. 

 

 

 

 

 

Primer
+1 nt
+2 nt

dGTP dNTPs

-

200          250          300          350      400           500          750             1               5              10 200          500           1             10          100           1               10

nM µM nM µM mM

  95% IC 

kobs (min-1) 3,190 2,510 – 3,952 

Km (nM) 494,7 237,7 – 913,3 

Vmax (nM/min) 15,95  
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Figure 151 : Analyse cinétique de l’incorporation de dGTP dans un substrat de gap-filling par la construction lmutK. En 
haut : Gel urée-PAGE du test d’incorporation de dGTP et de dNTPs incorrects. Les concentrations de chaque dNTP sont 
indiquées. - : témoin négatif (20 nt). En bas à gauche : représentation de Michaelis de la vélocité de l’enzyme en fonction de 
la concentration en dGTP. En bas à droite : Valeurs de kobs, Km et Vmax obtenues par approximation du modèle de Michaelis 
Menten avec les données expérimentales (et valeurs limites de l’intervalle de confiance à 95% pour les valeurs de kobs et Km). 
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2.2.3.5 Construction Paramecium Ptet-like 

 

 

 

 

 

 

 

Ce mutant porte l’ensemble des résidus supposés permettre aux ADN polymérases X de 

Paramecium d’activer ou non le site catalytique. Comme pour les constructions lmut et lmutR, 

on observe ici une incorporation unique du dGTP, qui a permis d’obtenir les paramètres 

cinétiques de l’enzyme. Ceux-ci sont du même ordre que pour la construction sauvage, sauf 

concernant le Km qui est 4,7 fois plus faible, ce qui donne une efficacité catalytique supérieure, 

de 9,94 nM-1.min-1. Ici, aucune incorporation incorrecte n’est observée, alors que la seule 

différence entre ce mutant et le mutant lmutK est une mutation d’un glutamate vers un aspartate 

dans le motif SD2. 

2.2.3.6 Discussion 

D’un point de vue qualitatif, seul le mutant lmutK a une activité particulière puisque 

c’est le seul à faire des incorporations erronées dans ces tests. Deux erreurs d’incorporation sont 

observées : l’incorporation de nucléotides incorrects dans le substrat gap-filling ; et 

l’incorporation de 2 dGTP au lieu d’un, pouvant supposer que ce mutant a une activité de 

déplacement de brin augmentée, et que sa capacité à incorporer des nucléotides incorrects 

entraine l’incorporation d’un dGTP au lieu d’un dTTP face à un dA. Cependant, le mutant Ptet-
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Figure 152 : Analyse cinétique de l’incorporation de dGTP dans un substrat de gap-filling par Poll Ptet-like. En haut : Gel 
urée-PAGE du test d’incorporation de dGTP et de dNTPs incorrects. Les concentrations de chaque dNTP sont indiquées. - : 
témoin négatif (20 nt). En bas à gauche : représentation de Michaelis de la vélocité de l’enzyme en fonction de la concentration 
en dGTP. En bas à droite : Valeurs de kobs, Km et Vmax obtenues par approximation du modèle de Michaelis Menten avec les 
données expérimentales (et valeurs limites de l’intervalle de confiance à 95% pour les valeurs de kobs et Km). 
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de kobs et de Vmax de la construction lmutR indiquent que l’enzyme réalise sa catalyse 

lentement, et sa valeur de Km peut indiquer une grande affinité de l’enzyme pour le dGTP. Cela 

peut être un signe d’une très forte stabilité du complexe enzyme-substrat, qui entraine un 

ralentissement de la catalyse pour former le produit et le séparer de l’enzyme. Ce mutant est 

cependant celui qui présente la meilleure efficacité catalytique. 

 Le mutant Polb-like, supposé permettre une activité normale (voire meilleure, en 

s’approchant du fonctionnement de l’ADN polymérase b) en présence du nucléotide entrant 

correct, présente les kobs et Vmax les plus bas, ce qui indique que son activité est très fortement 

réduite. Sa faible activité se traduit par son efficacité catalytique quasi nulle et peut avoir 

plusieurs origines : soit le mécanisme introduit ne fonctionne pas comme attendu, et un des 

résidus catalytiques pourrait être bloqué par l’arginine du motif RLDIR ; soit les substrats ne 

peuvent pas se placer correctement dans le site actif, ce qui peut limiter l’activité. 

 Le mutant lmutK présente des paramètres cinétiques proches de ceux de la construction 

lmut, en particulier concernant le kobs et la Vmax. Cela suppose que la mutation réalisée n’affecte 

pas directement la vitesse de catalyse. Cependant, le Km de ce mutant est plus faible que celui 

de la construction lmut, ce qui suppose une plus forte affinité pour le dGTP. Cela peut être le 

signe que ce substrat peut plus facilement entrer dans le site catalytique, en particulier si celui-

ci est sous une forme active. Ce mutant a donc une meilleure efficacité catalytique que la 

construction lmut, mais il fait des incorporations erronées. On peut alors supposer que la simple 

mutation du motif RLDII vers RLDIK permet d’obtenir une forme active du site catalytique, 

mais que celui-ci contrôle mal les nucléotides entrants. 

Enfin, le mutant Ptet-like présente les valeurs de kobs et de Vmax les plus élevées, ce qui 

suppose que c’est la construction testée la plus rapide pour réaliser sa catalyse en présence de 

dGTP. Son Km est cependant très proche de celui du mutant lmutK, ce qui peut être le signe de 

l’existence d’une forme du site actif permettant une fixation facilitée du substrat, qui se traduit 

par un Km plus faible que pour la construction lmut. Le fait que ce mutant soit parmi ceux testés 

le plus rapide tout en conservant une bonne fidélité peut être le signe que la mutation 

additionnelle du motif SD2 permet de garantir une bonne fidélité. On peut supposer que ces 

mutations permettent bien une alternance de formes du site actif : une forme inactive facilitant 

la fixation du dGTP, et une forme active facilitant la catalyse, et prenant fin après un cycle 

catalytique complet et correct. 
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2.2.4 Étude structurale de l’impact des mutations réalisées sur la catalyse des 

constructions mutantes de l’ADN polymérase l  

Afin de mieux comprendre les résultats obtenus lors des expériences de caractérisation 

enzymatique, nous avons résolu les structures cristallographiques des quatre constructions 

mutées de l’ADN polymérase l.  

2.2.4.1 Conditions d’obtention des cristaux  

Pour chacun des mutants étudiés, des cristaux ont pu être obtenus dans une des matrices 

préparées (voir Chapitre 2, 1.2.5.1, page 156). Ils ont ensuite été pêchés et congelés après 

trempage dans une solution cryoprotectrice. 

Tableau 12 : Conditions d’obtention des cristaux des différentes constructions de l’ADN polymérase l dont la structure a été 
obtenue 

Mutant Préparation Condition Cryoprotectant 

lmutR 

16 mg/mL 
+ ADN 
+ dTTP 
+ CaCl2 

20 mM bicine pH 7,5, 
300 mM Na-K tartrate, 
22,5% PEG Smear high 

Ethylène glycol 

Polb-like 

16 mg/mL 
+ ADN 
+ dTTP 
+ CaCl2 

20 mM bicine pH 7,5, 
300 mM Na-K tartrate, 

20% PEG 1000 
Ethylène glycol 

lmutK 

16 mg/mL 
+ ADN 
+ dTTP 
+ CaCl2 

20 mM bicine pH 7,5, 
300 mM Na-K tartrate, 

17,5% PEG 20K 
10 mM acétate de 

praséodyme 

Glycérol 

Ptet-like 

16 mg/mL 
+ ADN 
+ dTTP 
+ CaCl2 

20 mM bicine pH 7,5, 
300 mM Na-K tartrate, 

20% PEG 20K 
Ethylène glycol 

16 mg/mL 
+ ADN 

+ dCTP (incorrect) 
+ CaCl2 

20 mM bicine pH 7,5, 
300 mM Na-K tartrate, 

14% PEG 10K 
Ethylène glycol 
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Figure 154 : Exemples de cristaux obtenus dans différentes conditions testées pour les différents mutants : En haut à gauche : 
lmutR (condition B2, matrice 1) ; En haut à droite : lmutR, (condition D3, matrice 1) ; En bas à gauche : lmutK, (condition 
D4, matrice 1) ; En bas à droite : Ptet-like (dCTP) (condition C1, matrice 1). 

2.2.4.2 Construction des modèles  

Pour tous les mutants testés, un remplacement moléculaire a été réalisé en utilisant le 

modèle PDB 7M43, qui correspond à la structure d’une version sauvage de l’ADN polymérase 

l obtenue dans les mêmes conditions que les mutants étudiés. 

Les structures des 4 mutants ont ainsi pu être obtenues (dans deux conditions pour le 

mutant Ptet-like). Les statistiques des jeux de données et des affinements sont présentées dans 

le tableau 13. Le groupe d’espace obtenu a été le même pour la majorité des complexes étudiés : 

P 21 21 21 pour les mutants lmutR (+dTTP), lmutK (+dTTP), Ptet-like (+dTTP et +dCTP). 

Cependant, pour le mutant Polb-like, un groupe d’espace différent a été obtenu (R 3 2), à partir 

d’un jeu de données anisotrope, traité par le Dr Pierre Legrand sur le serveur Staraniso. 

Les données ont pu être obtenues à haute résolution pour tous les mutants, avec une 

résolution maximale de 2,12 Å pour le mutant Ptet-like (en présence de dTTP). Les données 

ont pu être affinées dans tous les cas jusqu’à des valeurs satisfaisantes de Rwork et Rfree.  
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Tableau 13 : Statistiques de collecte des données de diffraction et d’affinement des modèles 

  λmutR (dTTP) λSD2β λmutK d(TTP) λSD2Ptet (dTTP) λSD2Ptet (dCTP)

Groupe d'espace P 21 21 21 H32 P 21 21 21 P 21 21 21 P 21 21 21

a. b. c (Å) 56.28 62.51 140.22 149.904 149.904 272.154 56.03 62.49 141.37 56.4 62.47 139.57 56.35 62.76 139.72!. ". # (°) 90 90 90 90 90 120 90 90 90 90 90 90 90 90 90

Longueur d'onde (Å) 0.9801 0.9801 0.9801 0.9801 0.9801

Résolution (Å) 46.74  - 2.32 (2.38  - 2.32) 117.173  - 3.543 (4.018 - 3.543) 24.04  - 1.916 (2.118  - 1.916) 46.55  - 2.12 (2.18  - 2.12) 46.69  - 2.737 (2.987  - 2.737)

Limite estimée de résolution (Å)* 5.491 5.491 3.344

R-pim 0.040 (0.629) 1.514 (3.179) 0.052 (0.807) 0.038 (0.69) 0.204 (0.845)

Complétude (%) 99.9 (98.8) 100 (100) 93.3 (63.9) 99.8 (97.5) 86.4 (48.5)

Multiplicité 13.3 (13.7) 18.2 (19.2) 11.9 (11.7) 13.4 (13.7) 9.3 (9.2)

I/σ(I) 17.85 (1.99) 5.00 (0.70) 11.0 (1.70) 16.6 (1.6) 4.6 (1.40)

CC1/2 99.9% (82.0%) 65.7 % (63.9%) 99.6% (50.4%) 99.9% (79.4%) 97.5% (54.8%)

R-pim* 0.658 (1.192)

Complétude (%)* 91.7 (74.2)

Multiplicité* 17.7 (15.2)

I/σ(I)* 7.80 (1.80)

CC1/2* 80.5% (74.7%)

Nombre de réflections 22111 5991 25444 28561 8572

R work / Rfree 0.208 / 0.256 0.263 / 0.292 0.204 / 0.245 0.193 / 0.224 0.209 / 0.259

Macromolécules 2459 5036 2312 2514 2497

Ligands 47 0 31 47 28

Solvant 303 21 278 306 76

RMSD - liaisons (Å) 0.008 0.007 0.009 0.009 0.007

RMSD - angles (°) 0.89 0.81 0.87 0.95 0.83

Ramachandran  favorisés(%)** 97.47 96.54 96.04 94.10 96.54

Ramachandran aberrants (%)** 0.00 0.31 0.33 0.00 0.31

Rotamères aberrants (%)** 1.52 5.63 0.44 1.85 5.64

Clashscore 4 10 4 4 8

B-factor moyen 57.19 79.25 73.50 57.10 52.90

Macromolécules 60.92 79.81 49.67 60.89 43.27

Ligands 49.62 0 117.7 49.50 115.40

Solvant 61.03 78.68 53.14 60.92 20.66

Collecte des données

B-factor (Å²)

Géométrie protéique

Nombre d'atomes non hydrogène

Affinement
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2.2.4.3 Analyse des modèles structuraux obtenus par cristallographie 

L’analyse des structures obtenues a été réalisée en les comparant à la structure de la 

construction lmut publiée en 2022 (Jamsen et al., 2022) (PDB 7M43). L’objectif ici était de 

conférer à l’ADN polymérase λ le mécanisme d’alternance entre des formes ouverte/fermée du 

domaine catalytique de l’ADN polymérase β (et le mécanisme équivalent des ADN 

polymérases X de P. tetraurelia). Théoriquement, l’obtention de ces structures sans nucléotide 

entrant était supposée permettre d’obtenir une forme inactive et ouverte du domaine catalytique. 

Malheureusement, en absence de dTTP, aucune structure n’a pu être obtenue pour les mutants 

lmutR, lmutK et Ptet-like. Seules des structures en présence du nucléotide entrant ont été 

obtenues pour ces constructions, et toutes étaient sous forme fermée. 

2.2.4.3.1 Structure de la construction lmutR en présence de dTTP 

 Le repliement global du mutant lmutR est très proche de celui observé pour la 

construction lmut : on obtient sur ChimeraX un RMSD de 0,380 Å. Cette valeur représente 

l’écart de distance moyen entre les carbones a homologues des deux structures (ici entre chacun 

des 320 carbones a présents dans chaque structure). Cette valeur est très faible, donc on peut 

considérer que le repliement global est le même, et qu’aucun domaine ou structure secondaire 

n'est déplacé chez ce mutant.  

 

Figure 155 : Superposition des structures de la construction lmut (PDB 7M43, en beige, ADN en gris) et du mutant lmutR 
(en rose, ADN en bleu).  

lmut 

λmutR 
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 L’analyse du cœur catalytique de l’enzyme permet de mieux comprendre l’activité 

enzymatique observée. En effet, le résidu catalytique D490 est détourné du site actif, et lié par 

un pont salin à R492, l’arginine introduite par la mutation. Le reste des résidus d’intérêt ne 

semble cependant pas subir de changement conformationnel, tout comme l’ADN et le 

nucléotide entrant. 

   
Figure 156 : Comparaison des résidus d’intérêt au sein du site actif de la construction lmut (à gauche, en beige) et du mutant 
lmutR (à droite, en rose). Le nucléotide template est affiché, le nucléotide entrant est indiqué (TTP), et les résidus sont indiqués 
et entourés selon leur rôle : résidus catalytiques en orange ; résidu du steric gate en rouge, résidu d’intérêt du motif RxDx(F/+) 
en bleu, et motif SD2 en vert. Les ions placés dans le site catalytique sont indiqués en violet (Na) et vert (Ca). 

Ici, il semble donc qu’on observe un phénotype proche de celui de l’ADN polymérase 

b, avec un résidu aspartate détourné du site actif par l’arginine du motif RxDx(F/+). Cependant, 

chez l’ADN polymérase b, ce phénotype n’est observé qu’en absence d’un nucléotide correct, 

dans la forme ouverte de l’enzyme, et c’est un autre aspartate qui est lié à l’arginine (D192, 

équivalent de D429 chez l’ADN polymérase l). Dans les conditions utilisées ici (en présence 

d’ADN et de dTTP), on s’attendrait donc à observer une conformation active, avec l’arginine 

orientée vers le motif SD2. 

Ces observations peuvent expliquer le résultat obtenu lors des tests enzymatiques de ce 

mutant. Pour rappel, le mutant lmutR montrait dans ces essais des paramètres cinétiques (kobs, 

Vmax et Km) plus faibles que la construction lmut mimant l’ADN polymérase l sauvage. 

L’observation d’un aspartate catalytique détourné du site actif peut expliquer ces changements : 

le nucléotide peut entrer dans le site actif et s’y stabiliser parfaitement normalement, mais la 

catalyse ne peut pas avoir lieu normalement car un des aspartates catalytiques est détourné du 

site actif. Tout cela se traduit par une baisse d’activité enzymatique (kobs et Vmax faibles) et une 

augmentation de l’affinité de la polymérase pour le nucléotide entrant (Km faible). 

lmut λmutR 
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L’hypothèse initiale en utilisant ce mutant reposait sur l’idée que le mécanisme de 

fidélité de l’ADN polymérase b nécessite cette arginine, et que le motif SD2 (SEH) de l’ADN 

polymérase l était équivalent à celui de l’ADN polymérase b (NEY) pour se lier à l’arginine 

dans un contexte de nucléotide correct, ce qui permettrait à l’aspartate catalytique détourné de 

revenir dans le site actif pour réaliser la catalyse. La structure obtenue indique que dans ce 

contexte, il n’est pas possible pour l’arginine de quitter la liaison formée avec l’aspartate. J’ai 

donc émis l’hypothèse que le motif SD2 de l’ADN polymérase l n’était pas assez électrophile 

pour attirer l’arginine, ce qui a pu être testé avec le mutant Polb-like. 

2.2.4.3.2 Structure de la construction Polb-like en présence de dTTP 

Comme indiqué précédemment, la structure de ce mutant a pu être obtenue, mais de 

façon différente des autres mutants. En effet, les données de diffraction obtenues étaient 

anisotropes et ont dû être traitées avant d’être utilisées pour obtenir une structure à haute 

résolution. Cette construction montrait deux différences avec les autres mutants : le groupe 

d’espace obtenu et le nombre de molécules par unité asymétrique. Pour tous les autres mutants, 

le groupe d’espace obtenu était P 21 21 21, avec une molécule par unité asymétrique. Ici, le 

groupe d’espace est R 3 2, avec deux molécules par unité asymétrique. Le remplacement 

moléculaire et l’affinement ont donc été réalisés pour les deux molécules présentes. 

L’affinement a montré que le nucléotide entrant, bien que présent dans l’expérience de 

cristallogenèse, est absent du site actif des deux structures présentes dans l’unité asymétrique. 

La superposition directe des deux molécules avec la structure de référence (PDB 7M43) donne 

des RMSD globaux (incluant tous les carbones a des deux protéines) de 1,499 Å et 1,058 Å, 

respectivement, et pour des alignements optimisés (n’incluant pas les résidus déplacés de plus 

de 2 Å) ces RMSD sont respectivement de 0,562 Å (pour 308 Ca) et 0,576 Å (pour 311 Ca). 

Cela indique que l’ADN polymérase l mutée n’adopte pas une forme ouverte, malgré l’absence 

de dNTP dans le site actif, mais qu’une partie bien spécifique des résidus diverge : il s’agit 

essentiellement de la boucle 3, qui dans les deux structures du mutant n’est pas située au contact 

de l’ADN (contrairement à toutes les autres structures montrées ici), et présente les B-factors 

les plus élevés au sein des deux structures (de 130 à 260 Å2 environ), ce qui indique une grande 

flexibilité. De plus, l’ADN instructeur des structures Polb-like semble ne pas se superposer 

avec celui de la construction lmut au niveau du site actif. En particulier, le nucléotide template 

dA semble déplacé en amont du site catalytique. 
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Figure 157 : Comparaison des structures de la construction lmut (PDB 7M43, en beige, ADN en gris) et des deux structures 
obtenues pour le mutant Polb-like (en jaune et vert, ADN en rose et mauve en haut). En haut : superposition des trois structures. 
En bas à gauche : Superposition des deux structures obtenues pour le mutant Polb-like, colorées selon leur RMSD par rapport 
à la structure de référence (PDB 7M43). L’échelle est indiquée en bas à gauche, en Å. En bas à droite : superposition des deux 
structures obtenues pour le mutant Polb-like, colorées selon leur B-factor. L’échelle est indiquée en bas à droite, en Å2. 

Enfin, les résidus ciblés par les mutations adoptent des conformations différentes dans 

les deux molécules de l’unité asymétrique. Dans celle pour laquelle la boucle 3 est la plus 

proche de l’ADN, (Polb-like 2, en vert sur les figures), les trois aspartates catalytiques sont 

orientés vers le site catalytique, alors qu’aucun nucléotide n’est présent. La phénylalanine du 

steric gate adopte quant à elle une orientation différente de celles vues précédemment : ici, la 

conformation locale s’apparente plutôt à celle observée chez les ADN polymérases l et b 

lorsqu’elles sont sous forme inactive (forme ouverte), ce qui (chez l’ADN polymérase b) permet 

une interaction entre l’arginine du motif RIDIR et un résidu aspartate catalytique. Le 

lmut 

Polb-like-1 

Polb-like-2 

RMSD (Å) B-factor (Å2) 

Boucle 3 
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groupement guanidinium de cette arginine se place entre les aspartates catalytiques et le motif 

SD2, mais un de ses atomes d’azotes h est à une distance du motif SD2 et des aspartates 

catalytiques qui peut permettre de former des liaisons électrostatiques avec les deux motifs (3,5 

Å). Dans la seconde molécule (Polb-like 1, en jaune sur les figures), pour laquelle la boucle 3 

est à distance de l’ADN, un des aspartates catalytiques est détourné du site actif, alors que 

l’arginine 492 est orientée clairement vers le motif SD2, à une distance suffisamment faible 

pour permettre la formation de liaisons électrostatiques avec le glutamate (3,5 Å) et la tyrosine 

(3,8 Å). Là encore, le placement de la phénylalanine 506 du steric gate est proche de sa forme 

inactive et ouverte rencontrée chez les ADN polymérases l et b. Comme indiqué 

précédemment, dans ces deux structures le nucléotide entrant est absent, et l’ADN template 

n’est pas placé correctement, en particulier le nucléotide template dA qui est à distance de son 

placement optimal et n’est pas orienté correctement vers le site catalytique. 

 

  
Figure 158 : Comparaison des résidus d’intérêt au sein du site actif de la construction lmut (en haut, en beige) et les structures 
du mutant Polb-like (en bas, en vert et en jaune). Le nucléotide template est affiché, le nucléotide entrant est indiqué (TTP) 
lorsqu’il est présent, et les résidus sont indiqués et entourés selon leur rôle : résidus catalytiques en orange ; résidu du steric 
gate en rouge, résidu d’intérêt du motif RxDx(F/+) en bleu, et motif SD2 en vert. Les ions placés dans le site catalytique sont 
indiqués en violet (Na) et vert (Ca). 

 L’ensemble de ces observations peut être mis en lien avec les résultats obtenus lors des 

tests enzymatiques : pour rappel, la construction Polb-like a montré une activité quasi nulle. Il 

lmut 

Polb-like-1 Polb-like-2 
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semble que la perte d’activité observée soit due à une difficulté pour obtenir une bonne 

géométrie entre l’ADN template et le nucléotide entrant, qui ne peut alors pas être stabilisé.  

D’après les observations faites ici et les connaissances actuelles sur l’ADN polymérase 

l, il est possible que ce mauvais placement de l’ADN soit lié à la grande flexibilité observée 

pour la boucle 3. Celle-ci n’est pas au contact de l’ADN et ne peut pas stabiliser son placement 

dans le site actif, ce qui pourrait empêcher la catalyse. Cependant, dans le mutant lmutR, cette 

boucle était placée de façon normale, et l’ADN aussi. Cela suppose que la mutation 

supplémentaire réalisée (mutation du motif SD2 vers NEY) a eu un impact sur la forme prise 

par cette boucle 3. Comme indiqué précédemment, le rôle de cette boucle est encore mal connu, 

mais elle pourrait être liée à un mécanisme de stabilisation de l’ADN dans le site actif (Jamsen 

et al., 2022). Il semble donc que ce mécanisme de stabilisation de l’ADN polymérase λ (boucle 

3) et le mécanisme de fidélité de l’ADN polymérase b (alternance de formes ouverte/fermée) 

ne soient pas compatibles dans le contexte du reste de la séquence de l’ADN polymérase l: 

l’évolution a optimisé la séquence de l’ADN polymérase l en vue de stabiliser l’ADN au sein 

du site actif à l’aide de sa boucle 3 et non pas de permettre l’alternance des formes ouverte et 

fermée, comme dans l’ADN polymérase b ; la conformation fermée adoptée tout au long de la 

catalyse par l’ADN polymérase l « force » l’arginine 492 à se lier au motif SD2 (comme dans 

la forme fermée et active de l’ADN polymérase b). Il faudrait donc certainement plus de 

mutations que les deux utilisées ici pour autoriser l’alternance de formes ouvertes et fermées 

chez l’ADN polymérase l. 

2.2.4.3.3 Structure de la construction lmutK en présence de dTTP 

La structure globale de ce mutant est très proche de celle de la construction lmut : la 

superposition des structures λmut et lmutK indique un RMSD de 0,389 Å.  
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Figure 159 : Superposition des structures de la construction lmut (PDB 7M43, en beige, ADN en gris) et du mutant lmutK 
(en magenta, ADN en vert).  

Il semble que le résidu muté (K492) ait un impact sur la forme du site actif. La 

phénylalanine du steric gate adopte comme pour le mutant Polb-like une forme « inactive ». 

Cependant, ici la lysine 492 est orientée vers le motif SD2, et son groupement amine z est situé 

à 3,7 Å du carboxylate du glutamate 529, ce qui permet d’établir une liaison électrostatique. 

Par ailleurs, ce résidu E529 est orienté vers cette lysine. 

   
Figure 160 : Comparaison des résidus d’intérêt au sein du site actif de la construction lmut (à gauche, en beige) et du mutant 
lmutK (à droite, en magenta). Le nucléotide template est affiché, le nucléotide entrant est indiqué (TTP), et les résidus sont 
indiqués et entourés selon leur rôle : résidus catalytiques en orange ; résidu du steric gate en rouge, résidu d’intérêt du motif 
RxDx(F/+) en bleu, et motif SD2 en vert. Les ions placés dans le site catalytique sont indiqués en violet (Na) et vert (Ca). 

 Ces observations peuvent expliquer les résultats obtenus dans les tests enzymatiques 

réalisés avec ce mutant. Pour rappel, cette construction était la seule à faire des incorporations 

erronées, et montrait des caractéristiques cinétiques similaires à lmut, sauf concernant le Km, 

lmut 

λmutK 

lmut λmutK 
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qui était plus faible. Cela indique que le nucléotide se fixe plus facilement dans le site actif, 

mais que la catalyse n’est pas plus rapide.  

Cette fixation facilitée et ces incorporations erronées peuvent avoir une origine 

commune : le mauvais placement des résidus du steric gate. En effet, en situation normale, la 

phénylalanine de l’ADN polymérase l (ou β) est en conformation active et fermée lors de la 

fixation du nucléotide dans le site actif. Mais lorsque la phénylalanine du steric gate est sous 

forme ouverte (comme ici pour le mutant lmutK), l’ADN polymérase est inactive. Ici, la 

situation est une sorte d’entre deux : la phénylalanine est sous forme ouverte, mais aucun résidu 

catalytique n’est détourné du site actif, donc la catalyse peut avoir lieu normalement. La 

mauvaise orientation de cette phénylalanine peut permettre à des nucléotides incorrects d’entrer 

dans le site catalytique de façon mal contrôlée, et les résidus catalytiques peuvent alors 

facilement incorporer ces nucléotides. Il semble donc que la simple mutation du motif RLDII 

en RLDIK non seulement ne permet pas à la polymérase de profiter d’un mécanisme de fidélité, 

mais empire la situation en permettant des incorporations erronées. 

2.2.4.3.4 Structure de Poll Ptet-like 

Le dernier mutant étudié ici est supposé conférer à l’ADN polymérase l humaine le 

mécanisme d’alternance de formes actives (fermée) et inactives (ouverte) des ADN 

polymérases X de P. tetraurelia, ou du moins la possibilité de former un pont salin entre les 

motif 2 et SD2 ou entre les deux motifs catalytiques. Sa structure a pu être obtenue en présence 

du nucléotide entrant correct et en présence d’un nucléotide incorrect. 

2.2.4.3.4.1 En présence de dTTP, nucléotide correct 

Là encore, la structure globale de ce mutant est très proche de celle de lmut lorsque le 

nucléotide entrant correct est présent, avec un RMSD de seulement 0,499 Å. La forme obtenue 

est donc une forme fermée. 
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Figure 161 : Superposition des structures de la construction lmut (PDB 7M43, en beige, ADN en gris) et du mutant Ptet-like 
en présence de dTTP (en vert, ADN en rose).  

Lors de l’affinement de cette structure, il est apparu que deux formes locales du site actif 

coexistent dans le cristal : pour l’une la lysine introduite est orientée vers le motif SD2 et les 

aspartates catalytiques sont libres pour réaliser une catalyse (en vert dans les figures 162 et 

163); et dans l’autre la lysine est orientée vers un des aspartates catalytiques, qui est alors 

détourné du site actif (en rouge dans les figures 162 et 164). 

  
Figure 162 : Comparaison des résidus d’intérêt au sein du site actif de la construction lmut (à gauche, en beige) et du mutant 
Ptet-like en présence de dTTP (à droite, en vert ou rouge selon les formes possibles de certains résidus). Le nucléotide template 
est affiché, le nucléotide entrant est indiqué (TTP), et les résidus sont indiqués et entourés selon leur rôle : résidus catalytiques 
en orange ; résidu du steric gate en rouge, résidu d’intérêt du motif RxDx(F/+) en bleu, et motif SD2 en vert. Les ions placés 
dans le site catalytique sont indiqués en violet (Na) et vert (Ca). 
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Ptet-like 
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 Ces deux états locaux du site actif coexistent au sein d’une forme fermée du domaine 

catalytique. Dans la forme indiquée en vert, nommée forme active, les trois résidus aspartates 

catalytiques sont orientés vers le site catalytique et le nucléotide entrant. Leur position les rend 

donc disponibles pour la réaction enzymatique. La phénylalanine du steric gate est quant à elle 

encore dans un état proche de celui rencontré dans la structure de l’ADN polymérase l (ou β) 

inactive. Enfin, la lysine 492 semble ici s’orienter vers le motif SD2, à 5 Å du groupement 

carboxylate de l’aspartate 529. Cette distance ne permet qu’une interaction électrostatique plus 

faible que dans le mutant lmutK, dans lequel le glutamate, plus long que l’aspartate, permettait 

la formation d’un pont salin. Cependant, il semble qu’ici, un réseau de molécules d’eau permet 

de lier la lysine à l’aspartate via sa chaine latérale et son groupement carboxyle sur la chaine 

principale. 

 

Figure 163 : État du site actif dans la forme « active » du mutant Ptet-like en présence de dTTP. Les résidus d’intérêt sont 
indiqués, ainsi que les molécules d’eau (en sphères rouge), l’atome de calcium placé dans le site actif (en sphère verte), et le 
nucléotide entrant (TTP). Les liaisons hydrogène sont indiquées par des traits bleus en pointillés. 

 Dans la seconde forme, indiquée en rouge et appelée inactive, le motif SD2 est placé de 

façon identique, tout comme les résidus F506, D490 et D427. Cependant, ici la lysine 492 et 

l’aspartate 429 sont orientés l’un vers l’autre, et leurs groupements amine et carboxylate sont à 

seulement 3 Å l’un de l’autre, une distance permettant la mise en place d’un pont salin. 

Ptet-like 
Forme active 
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Figure 164 : État du site actif dans la forme « inactive » du mutant Ptet-like en présence de dTTP. Les résidus d’intérêt sont 
indiqués, ainsi que l’atome de calcium placé dans le site actif (en sphère verte), et le nucléotide entrant (TTP). La distance 
entre le groupement amine de la lysine 492 et le groupement carboxylate du glutamate 429 est indiquée en jaune (3 Å). 

2.2.4.3.4.2 En présence de dCTP (nucléotide incorrect) 

L’ajout d’un nucléotide incorrect ne semble pas altérer la structure globale de la 

protéine : l’écart moyen entre les carbones a homologues dans cette nouvelle structure par 

rapport à la structure de référence (PDB 7M43) est de seulement 0,422 Å. Un changement 

important serait pourtant attendu en présence d’un nucléotide incorrect si le passage vers une 

forme ouverte avait pu être induit par les mutations apportées, comme c’est le cas pour l’ADN 

polymérase β. 

 
Figure 165 : Superposition des structures de la construction lmut (PDB 7M43, en beige) et du mutant Ptet-like en présence 
de dCTP (en bleu). 

Ptet-like 
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Cependant, on remarque dans cette structure que le mutant Ptet-like semble moins bien 

stabiliser l’ADN : cette seconde structure présente des B-factors plus élevés que dans la 

structure avec le nucléotide correct, en particulier au niveau de la boucle 3, de l’ADN, et même 

du domaine de 8 kDa impliqué dans la stabilisation de groupement 5’P sur l’amorce en aval du 

dommage. Le dCTP présent dans le site actif a, quant à lui, les B-factors les plus élevés de cette 

structure, ce qui indique qu’il est présent mais mal stabilisé au sein du site actif. Cela n’était 

observé que pour les phosphates du nucléotide entrant dans les autres structures (qui sont 

d’ailleurs indiqués sous 2 conformations alternatives dans la structure de référence 7M43). 

 

     
Figure 166 : Comparaison des deux structures obtenues pour le mutant Ptet-like en présence de dTTP (à droite) et de dCTP 
(à gauche). L’ADN et le nucléotide entrant sont indiqués. Les deux structures sont colorées selon leur B-factor. L’échelle est 
indiquée en bas à droite, en Å2. 

 Comme dans la structure précédente, la phénylalanine du steric gate (F506) est en 

position « ouverte ». Le motif SD2 n’est pas lié à la lysine 492. Celle-ci est orientée vers 

l’aspartate 429, et son groupement amine est à seulement 2,7 Å du groupement carboxylate de 

l’aspartate, qui est donc détourné du site catalytique par un pont salin. Les deux autres aspartates 

catalytiques sont, quant à eux, dans une conformation normale. Concernant le nucléotide, qui 

est ici un dCTP, il n’est pas hybridé à l’adénine de l’ADN template. Il se place au fond du site 

actif, ce qui déplace les groupements phosphate à distance des aspartates catalytiques et ne 

permet plus l’entrée des ions catalytiques dans le site actif. Enfin, il n’est pas sur le même plan 

que la base template, mais presque 2 Å en aval.  

B-factor (Å2) B-factor (Å2) 



 
223 

    
Figure 167 : Comparaison des résidus d’intérêt au sein du site actif de la construction lmut (à gauche, en beige) et du mutant 
Ptet-like en présence de dCTP (à droite, en bleu). Le nucléotide template est affiché, le nucléotide entrant est indiqué (DCP), 
et les résidus sont indiqués et entourés selon leur rôle : résidus catalytiques en orange ; résidu du steric gate en rouge, résidu 
d’intérêt du motif RxDx(F/+) en bleu, et motif SD2 en vert. Les ions placés dans le site catalytique sont indiqués en violet (Na) 
et vert (Ca). La distance entre le groupement amine de la lysine 492 et le groupement carboxylate du glutamate 429 est indiquée 
en jaune (2,7 Å). 

L’ensemble des résultats structuraux obtenus pour le mutant Ptet-like peut être mis en 

lien avec les résultats obtenus lors de sa caractérisation cinétique. Celui-ci a montré en présence 

du nucléotide correct des caractéristiques cinétiques légèrement meilleures que lmut et le 

mutant lmutK concernant la vitesse de catalyse, et un Km du même ordre que celui de lmutK, 

meilleur que pour lmut. Ce mutant semble donc plus rapide que les autres constructions, et 

avec une meilleure affinité pour le dGTP, ce qui traduit une meilleure efficacité catalytique, De 

plus, ce mutant présente une meilleure fidélité que le mutant lmutK. Cela suppose que la 

mutation du motif SD2 (SEH vers SDH) empêche l’incorporation de nucléotides erronés.  

Dans le mutant lmutK, la lysine 492 partage une liaison électrostatique avec le 

glutamate du motif SD2, et ne peut donc pas changer de conformation pour empêcher la 

catalyse. Cependant, la phénylalanine du steric gate se positionne dans une conformation 

ouverte, qui peut limiter le contrôle du nucléotide entrant. Ce mutant semble donc être sous une 

forme active permanente mais modifiée, qui favorise les incorporations erronées. Le motif SD2 

du mutant Ptet-like présente un résidu aspartate et non un glutamate. Il semble que pour ce 

mutant deux formes puissent exister : une forme « inactive » dans laquelle la lysine 492 est liée 

à un aspartate catalytique (forme rencontrée en présence d’un nucléotide incorrect) ; et une 

forme « active » dans laquelle les trois aspartates catalytiques sont disponibles pour catalyser 

la réaction enzymatique, et où la lysine 492 est liée à l’aspartate du motif SD2, de façon moins 

forte que dans le mutant lmutK puisque cette liaison se fait via un réseau de molécules d’eau. 

L’existence de ces différentes formes suggère qu’il y a un passage d’une forme inactive à une 

forme active en présence d’un dNTP correct, pour permettre son insertion (la structure obtenue 

lmut Ptet-like 
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ici avec le dTTP est probablement un état intermédiaire, d’où l’existence des deux formes dans 

le cristal) ; mais que cette transition n’a pas lieu en présence d’un nucléotide incorrect, 

possiblement car le placement du nucléotide entrant ne permet pas d’atteindre la géométrie 

adéquate pour réaliser la catalyse. Ces transitions favorisent le bon placement du nucléotide 

correct au sein du site actif, ce qui se traduit par une augmentation de son affinité pour la 

polymérase (donc un Km plus faible), et facilitent aussi la catalyse, ce qui se traduit par une 

réaction plus rapide (kobs et Vmax augmentés). 

Ces résultats suggèrent une alternance entre deux formes active/inactive locales au sein 

du site catalytique mais sans mouvement global de domaines chez les ADN polymérases X de 

Paramecium tetraurelia, qui pourrait participer à leur grande fidélité en empêchant l’insertion 

de nucléotides incorrects. 

2.2.5 Discussion 

L’insertion d’une arginine en position 5 du motif RxDx(F/+) n’a pas suffi à conférer à 

l’ADN polymérase l le mécanisme de transition d’une forme ouverte à une forme fermée, 

observé chez l’ADN polymérase b. Le résultat est le blocage d’un résidu aspartate catalytique 

par cette arginine, comme dans la forme inactive de l’ADN polymérase b mais sans mouvement 

de domaines. Cette mutation a des effets sur l’activité enzymatique, avec une réduction 

drastique de la vitesse de catalyse et une rétention du nucléotide entrant dans le site catalytique 

de la polymérase. L’ajout de la mutation du motif SD2 en NEY, qui confère l’ensemble des 

résidus impliqués dans ce mécanisme chez l’ADN polymérase b, ne permet pas au nucléotide 

d’entrer dans le site catalytique, tout en conservant la forme fermée de l’ADN polymérase λ 

(alors qu’en absence du nucléotide, l’ADN polymérase b est sous forme ouverte). Cela est 

probablement dû au mauvais placement de la boucle 3, qui ne peut pas stabiliser l’ADN 

instructeur au sein du site actif. Cet ADN étant mal placé, le nucléotide ne peut pas être stabilisé 

dans le site catalytique, et la catalyse ne peut pas avoir lieu. Cela se traduit par une perte quasi-

totale d’activité enzymatique. Cela semble indiquer que le mécanisme de fidélité de l’ADN 

polymérase b n’est pas compatible avec l’ADN polymérase l, qui a besoin du mouvement de 

sa boucle 3 pour être active.  

L’insertion d’une lysine en position 5 du motif RxDx(F/+) entraine la formation d’un 

état actif permanent de l’ADN polymérase l, sans contrôle des nucléotides entrants par le steric 

gate : cette lysine forme un pont salin avec le glutamate du motif SD2, et la phénylalanine du 
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steric gate est déplacée. Cela se traduit par une fixation facilitée des nucléotides dans le site 

actif, une vitesse catalytique normale, mais surtout par des insertions erronées. La mutation 

additionnelle du motif SD2 de SEH vers SDH mime chez l’ADN polymérase λ la possibilité de 

former un pont salin comme chez les ADN polymérases X de Paramecium. Plusieurs états du 

site actif peuvent être observés, et indiquent qu’en présence d’un nucléotide incorrect, un résidu 

aspartate catalytique est détourné du site actif par la lysine ; alors qu’en présence du nucléotide 

correct, cette lysine se lie au motif SD2 via un réseau de molécules d’eau, et la catalyse peut 

avoir lieu normalement. Cela se traduit par une fixation facilitée du nucléotide entrant correct, 

et une catalyse légèrement plus rapide.  

L'absence totale d'activité enzymatique du mutant Polβ-like suggère que les mécanismes 

de fidélité des ADN polymérases λ (impliquant la boucle 3, étudié ci-après en partie 3, à partir 

de la page 229) et β ne sont pas directement compatibles. Comme discuté précédemment, il est 

probable que les ADN polymérases X de P. tetraurelia, contrairement à l’ADN polymérase β, 

ne subissent pas les changements conformationnels alternant entre les formes ouverte et fermée 

de leur domaine catalytique. Le mutant Polβ-like a montré une incapacité à passer à un état 

ouvert, malgré l’absence de nucléotide rentrant dans le site actif, et le mutant Ptet-like a montré 

une conformation fermée en présence d’un nucléotide incorrect : ces observations diffèrent du 

résultat attendu pour un mécanisme similaire à celui de l’ADN polymérase β, qui est sous forme 

ouverte dans ces deux cas. Ici, c’est probablement dû à l’ADN polymérase λ utilisée pour 

réaliser ces mutations, qui n'est pas en mesure d’alterner des formes ouvertes et fermées de son 

domaine catalytique. Cependant, malgré l’absence de ces grands changements 

conformationnels, le mutant Ptet-like a montré une capacité à alterner les ponts salins K492-

SD2 et K492-D429, selon le type de nucléotide entrant dans le site catalytique : si le nucléotide 

est correct, la lysine forme un pont salin avec le motif SD2 et la catalyse peut avoir lieu ; si le 

nucléotide est incorrect, la lysine se lie à l’aspartate catalytique 429, ce qui empêche la catalyse. 

Sans grand changement conformationnel, il semble donc que l’ensemble de résidus K492, D429 

et SDH permette quand même une alternance de formes actives et inactives de façon locale 

selon le nucléotide entrant chez le mutant Ptet-like. 

Ces résultats soulèvent de plus la question de l’absence des grands mouvements de 

domaines chez les ADN polymérases X de P. tetraurelia. Deux hypothèses pourraient expliquer 

cette absence. Tout d’abord, l’interaction entre la lysine du second motif catalytique et le motif 

SD2 (sous forme active) n’est peut-être pas assez forte pour provoquer un grand changement 

conformationnel. En effet chez l’ADN polymérase β cette interaction se fait entre une arginine 
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2.3 L’implication de la boucle 3 dans la fidélité des ADN polymérases X de 

Paramecium tetraurelia et de l’ADN polymérase l humaine 

2.3.1 Introduction  

Comme indiqué à la fin du chapitre 1 (page 127), deux hypothèses ont pu être émises 

pour expliquer la fidélité des ADN polymérases X de Paramecium tetraurelia : la première 

concerne le mécanisme d’activation du site catalytique par alternance entre deux formes 

(ouverte et fermée) et a été étudiée dans les expériences décrites précédemment ; et la seconde 

concerne la boucle 3. Cette boucle n’est présente que chez les ADN polymérases X proches des 

ADN polymérases l, et jusqu’en 2022 son rôle n’était pas connu. Des travaux publiés en 2022 

(Jamsen et al., 2022) étudient la fidélité de l’ADN polymérase l, et constatent un mouvement 

de la boucle 3 lors de la fixation de l’ADN et du nucléotide entrant dans le site actif. Ces travaux 

indiquent que cette boucle peut jouer un rôle important dans la catalyse réalisée par l’enzyme, 

et potentiellement dans sa fidélité. 

L’objectif des travaux décrits dans cette partie a donc été de déterminer si la boucle 3 

présente chez l’ADN polymérase l et chez les ADN polymérases X de Paramecium tetraurelia 

a un impact sur la fidélité de ces enzymes. Pour cela, des constructions mutantes de ces enzymes 

ont été produites et purifiées, et leur fidélité a été testée. Enfin, les structures des mutants étudiés 

précédemment ont également permis d’étudier le fonctionnement de la stabilisation de l’ADN 

par cette boucle. 

2.3.2 Expression et purification des constructions mutantes de l’ADN polymérase l 

humaine 

2.3.2.1 Construction PolXaDBRCT-Loop3b 

Cette construction mutante de l’ADN polymérase X a pour laquelle la boucle 3 a été 

remplacée par les résidus équivalents chez l’ADN polymérase b (Chapitre 2, 1.3.1.1, page 163) 

a été obtenue par mutagenèse dirigée du plasmide LS05- PolXaDBRCT. Une fois le plasmide 

permettant l’expression du mutant obtenu et sa séquence confirmée, il a été possible de produire 

cette construction en système bactérien (E.coli BL21star(DE3)) par induction avec 1 mM 

d’IPTG et culture à 20°C.  
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Une purification a été réalisée à partir d’une production de 8L de culture bactérienne. 

La purification a suivi le protocole global indiqué en Matériel et Méthodes (les tampons utilisés 

sont indiqués en Annexe 1.6, page X). Après la lyse des bactéries par sonication et une 

centrifugation, la fraction soluble a été chargée sur une colonne His-Trap, et les protéines fixées 

ont été éluées avec un gradient d’imidazole.  

  
Figure 169 : Première étape (HisTrap) de purification de PolXaDBRCT-Loop3b. À gauche : Chromatogramme (centré sur 
l’étape d’élution). L’absorbance à 280 nm (en mUA) est indiquée en bleu ; la concentration du tampon B (en %) est indiquée 
en rouge. À droite : SDS-PAGE. M : Marqueur de poids moléculaire (les bandes correspondant aux masses moléculaires de 
50 et 37 kDa sont indiquées ; ET : extrait total, obtenu après lyse bactérienne et avant séparation des fractions solubles et 
insolubles ; NS : fraction non soluble ; L : load, fraction soluble chargée sur la résine; FT : Flow-Through, protéines non 
fixées sur la résine ; W : wash, fraction correspondant au lavage de la colonne ; Les volumes indiquent des fractions choisies 
d’après le chromatogramme de l’étape associée. 

Une analyse SDS-PAGE a été réalisée avec les fractions issues de cette 

chromatographie, qui ont montré une bande correspondant à la masse attendue (45 kDa 

environ). Les fractions allant de 424 mL à 482 mL ont été rassemblées et diluées avant d’être 

chargées sur une colonne Héparine. L’élution a été réalisée avec un gradient de NaCl.  

  
Figure 170 : Deuxième étape (Héparine) de purification de PolXaDBRCT-loop3b. À gauche : Chromatogramme (centré sur 
l’étape d’élution). L’absorbance à 280 nm (en mUA) est indiquée en bleu ; la concentration du tampon E (en %) est indiquée 
en rouge. À droite : : SDS-PAGE. M : Marqueur de poids moléculaire (les bandes correspondant aux masses moléculaires de 
50 et 37 kDa sont indiquées ; L : load, fraction soluble chargée sur la résine; FT : Flow-Through, protéines non fixées sur la 
résine ; W : wash, fraction correspondant au lavage de la colonne ; Les volumes indiquent des fractions choisies d’après le 
chromatogramme de l’étape associée. 
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Une analyse SDS-PAGE a été réalisée, et a montré une bande majoritaire correspondant 

à environ 45 kDa. Les fractions de 360 mL à 409 mL ont été rassemblées, et l’ensemble avait 

une A280nm de 0,242, avec un rapport A260nm/A280nm de 0,60. Une partie des fractions rassemblées 

a été concentrée, jusqu’à un volume final de 10 mL à une absorbance de 0,854 à 280 nm, soit 

0,9 mg/mL. 10 mL ont été conservés à une concentration d’environ 0,25 mg/mL. Tous ces 

échantillons ont été aliquotés stockés à -20°C.  

2.3.2.2 Construction lLoop3b 

Cette construction mutante de l’ADN polymérase l pour laquelle la boucle 3 a été 

remplacée par les résidus équivalents chez l’ADN polymérase b (détaillée en Chapitre 2,1.3.1.2, 

page 164) a été obtenue par mutagenèse dirigée du plasmide LS05- ADN polymérase l. Une 

fois le plasmide permettant l’expression du mutant obtenu et sa séquence confirmée, il a été 

possible de produire cette construction en système bactérien (E.coli BL21star(DE3)) par 

induction avec 1 mM d’IPTG et culture à 20°C.  

Une purification a été réalisée à partir d’une production de 2L de culture. La purification 

a suivi le protocole global indiqué en Matériel et Méthodes (les tampons utilisés sont indiqués 

en Annexe 1.6, page X). Après la lyse des bactéries par sonication et une centrifugation, la 

fraction soluble a été chargée sur une colonne His-Trap, et les protéines fixées ont été éluées 

avec un gradient d’imidazole.  

  
Figure 171 : Première étape (HisTrap) de purification la construction lLoop3b. À gauche : Chromatogramme (centré sur 
l’étape d’élution). L’absorbance à 280 nm (en mUA) est indiquée en bleu ; la concentration du tampon B (en %) est indiquée 
en rouge. À droite : SDS-PAGE. M : Marqueur de poids moléculaire (les bandes correspondant aux masses moléculaires de 
50 et 37 kDa sont indiquées ; ET : extrait total, obtenu après lyse bactérienne et avant séparation des fractions solubles et 
insolubles ; NS : fraction non soluble ; L : load, fraction soluble chargée sur la résine; FT : Flow-Through, protéines non 
fixées sur la résine ; W : wash, fraction correspondant au lavage de la colonne ; Les volumes indiquent des fractions choisies 
d’après le chromatogramme de l’étape associée. 
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Une analyse SDS-PAGE a été réalisée avec les fractions issues de cette 

chromatographie, qui ont montré une bande correspondant à la masse attendue (75 kDa 

environ). Les fractions allant de 232 mL à 288 mL ont été rassemblées et diluées avant d’être 

chargées sur une colonne Héparine. L’élution a été réalisée avec un gradient de NaCl.  

   
Figure 172 : Deuxième étape (Héparine) de purification de la construction lLoop3b. À gauche : Chromatogramme (centré 
sur l’étape d’élution). L’absorbance à 280 nm (en mUA) est indiquée en bleu ; la concentration du tampon E (en %) est 
indiquée en rouge. À droite : : SDS-PAGE. M : Marqueur de poids moléculaire (les bandes correspondant aux masses 
moléculaires de 50 et 37 kDa sont indiquées ; L : load, fraction soluble chargée sur la résine; FT : Flow-Through, protéines 
non fixées sur la résine ; W : wash, fraction correspondant au lavage de la colonne ; Les volumes indiquent des fractions 
choisies d’après le chromatogramme de l’étape associée. 

Une analyse SDS-PAGE a été réalisée, et a montré une bande majoritaire correspondant 

à environ 75 kDa. Les fractions de 364 mL à 385 mL ont été rassemblées, et l’ensemble avait 

une A280nm de 1,163, avec un rapport A260nm/A280nm de 0,66. Les fractions rassemblées ont été 

concentrées, jusqu’à un volume final de 9,5 mL à une absorbance de 3,998 à 280 nm, soit 4,54 

mg/mL, puis aliquotées et stockées à -20°C. 

2.3.3 Comparaison de la fidélité d’une ADN polymérase X de P. tetraurelia et de l’ADN 

polymérase l avec et sans leurs boucles 3  

Après avoir produit et purifié les deux constructions ne portant plus de boucle 3, leur 

fidélité a été testée, de la même façon que pour les ADN polymérases X a et d de P. tetraurelia 

(Chapitre 2, 2.1.5, page 194). Elles ont été comparées à leurs homologues portant la boucle 3. 

L FT W 34
6 m

L

Héparine

50 kDa

37 kDa

M 35
4 

m
L

36
5 m

L
38

5 m
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Figure 173 : Test d’incorporation de nucléotides incorrects par des constructions de l’ADN polymérase l humaine et de l’ADN 
polymérase Xa de Paramecium tetraurelia portant ou non leur boucle 3 – Gap-filling. A : Résultat du test. Les ADN 
polymérases testées sont indiquées, ainsi que les nucléotides testés. (T- : témoin négatif, 20 nt). B : conditions expérimentales. 
C : Duplex d’ADN testé. Le marquage FAM en 5’ de l’amorce est indiqué. 

Les ADN polymérases testées portant leur boucle 3 montrent des résultats similaires à 

ceux déjà connus : l’ADN polymérase X a de P. tetraurelia ne fait pas d’incorporations 

erronées, mais étend la quasi-totalité de l’ADN présent dans le test en présence de dGTP. 

L’ADN polymérase l humaine semble faire quelques incorporations erronées en présence de 

dTTP et de dCTP, et incorpore très efficacement le dGTP sur l’ADN. Les constructions ne 

portant pas de boucle 3 semblent en revanche faire plus d’erreurs d’incorporation. La 

construction lLoop3β incorpore du dATP et du dTTP au lieu du dGTP, et on observe même 

deux incorporations en présence de dTTP, probablement parce que la base template après le gap 

est un dA. La construction PolXaDBRCT-Loop3b incorpore elle aussi du dATP, du dTTP (deux 

nucléotides incorporés) et du dCTP. Les deux constructions sans boucle 3 incorporent 

normalement le dGTP. La délétion de la boucle 3 chez ces ADN polymérases semble donc 

réduire leur fidélité. 

2.3.4 Apport de l’étude structurale des mutants de l’ADN polymérase λ visant à lui 

conférer le mécanisme d’activation du site catalytique 

Dans les structures obtenues et présentées précédemment, pour le mutant « Polβ-like » 

la boucle 3 est éloignée de l'ADN et présente une flexibilité accrue, contrairement aux autres 

structures où elle interagit avec l'ADN. Dans ces configurations, la boucle 3 s'engage avec 

l'ADN par le biais de liaisons impliquant ses résidus chargés positivement (K544, R538, H541), 

ainsi que le groupe carboxyle de G542, qui peut établir des liaisons électrostatiques avec un 

Polymérases : 120 nM
ADN : 30 nM
Nucléo des : 120 uM
Tampon : 

50 mM Tris pH 8,4
2% Glycérol
5 mM MgCl2
100 mM NaCl
5 mM DTT 
0,1 mg/mL BSA
0,1 µM EDTA

Incuba on à 37°C ou 27°C, 50 min

T-

lLoop3b

3’ TTAGTGGTCATGCGGCAACGCACATAGCGGTACTGCGCCAAGACCAGG 5’
FAM 5’ AATCACCAGTACGCCGTTGCGT TATCGCCATGACGCGGTTCTGGTCC 3’

P

Primer
+1 nt

ADN Polymérase l PolXaDBRCT-Loop3b PolXaDBRCT

dATP

A

B C

dGTPdTTP dCTP T-dATP dGTPdTTP dCTP dATP dGTPdTTP dCTP dATP dGTPdTTP dCTP
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la boucle 3 sont correctement positionnés. Cette différence peut être attribuée à son motif SD2 

(SDH), qui facilite potentiellement l'interaction de H530 avec l'ADN, stabilisant ce dernier 

même en présence d'un nucléotide incorrect. 

2.3.5 Discussion 

Ces résultats indiquent un rôle de la boucle 3 dans la fidélité de ces ADN polymérases. 

D’après les travaux publiés en 2022 (Jamsen et al., 2022), lors de la fixation d’un nucléotide 

entrant correct, la boucle 3 est proche du brin matrice de l’ADN et le stabilise dans une 

conformation optimale pour la catalyse. En absence d’un nucléotide entrant correct, cette boucle 

est à distance de l’ADN, qui est alors mal stabilisé. Les comparaisons des structures des 

constructions mutantes de l’ADN polymérase λ suggèrent que le mécanisme par lequel la 

boucle 3 stabilise l'ADN template dépend de l'interaction de l'ADN avec H530, le troisième 

résidu du motif SD2. L'interaction de H530 avec l'ADN semble être facilitée par la stabilisation 

du nucléotide entrant correct et par son hybridation avec le nucléotide modèle dans le site actif. 

Il a été démontré que l'hybridation du dNTP entrant déclenche le repositionnement de l'ADN 

modèle (Bebenek et al., 2008). Cela suggère un mécanisme selon lequel, lors de l'entrée d'un 

nucléotide entrant correct dans le site actif, il est stabilisé et s'hybride avec le nucléotide modèle, 

qui est également stabilisé par R514 et R517 (Jamsen et al., 2022). Cela repositionne l'ADN et 

le rapproche de H530, permettant l’interaction entre les deux, et déclenchant une interaction en 

cascade des résidus de la boucle 3 avec l'ADN. Lorsque la boucle 3 interagit avec l'ADN, elle 

achève sa stabilisation dans le domaine catalytique, facilitant ainsi l'incorporation du nucléotide 

correct. Des études antérieures (Bebenek et al., 2008; Foley et al., 2010) ont montré que lorsque 

R517 est muté, l'ADN ne se repositionne pas, pas plus que la boucle 3. Cela est probablement 

dû à la participation de R517 dans la pré-stabilisation de l’ADN et de la paire de base en 

formation. Étant donnée la conservation de la boucle 3 et sa forte charge positive chez les ADN 

polymérases X de P. tetraurelia (pI de 10,3 ; 8,23 chez l’ADN polymérase λ humaine), il est 

probable que son interaction avec l'ADN soit conservée et encore plus forte.  

Toutes ces observations montrent l’importance de cette boucle dans la fidélité des ADN 

polymérases l et des autres ADN polymérases X ayant une boucle équivalente, comme celles 

de Paramecium tetraurelia. 





 
236 

possiblement le même mécanisme. Il semble donc que les ADN polymérases λ (et les ADN 

polymérases X proches) aient divergé jusqu’à perdre ce mécanisme, adopter une forme fermée 

permanente du domaine catalytique, et qu’un autre mécanisme soit apparu, impliquant la 

boucle 3. 

Des expériences complémentaires seront nécessaires pour comprendre pleinement ce 

mécanisme de fidélité. Pour cela, l’étape suivante sera l’obtention de la structure du mutant 

λLoop3β. En absence de la boucle 3, il est possible en théorie que l’ADN ne parvienne pas à se 

stabiliser correctement au sein du site catalytique, et que dans la structure sa position soit 

incorrecte, voire qu’il soit absent. D’autres expériences pourraient apporter davantage 

d’informations : l’importance de l’histidine du motif SD2 pourrait être prouvée, en la mutant 

en alanine. Dans ce cas, on pourrait s’attendre d’un point de vue structural à ce que la boucle 3 

ne s’approche pas de l’ADN pour le stabiliser ; et d’un point de vue enzymatique, cela devrait 

donc affecter la fidélité de l’enzyme.  
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Cela m’a permis de comparer les ADN polymérases X de P. tetraurelia aux autres 

groupes, en particulier les ADN polymérases b et l de métazoaires. Des alignements de 

séquences réalisés avec des ADN polymérases X déjà caractérisées ont permis d’émettre 

plusieurs hypothèses pour expliquer la fidélité de ces enzymes :  

§ Un ensemble de résidus localisés dans des motifs connus (DxD, RxDx(F/+), steric 

gate et SD2) est similaire à ceux impliqués dans le mécanisme 

d’ouverture/fermeture di domaine catalytique permettant à l’ADN polymérase b 

d’être hautement fidèle, suggérant que la fidélité des ADN polymérases X de P. 

tetraurelia et b de métazoaire repose possiblement sur un mécanisme équivalent. 

§ Les ADN polymérases X partagent avec l’ADN polymérase l une boucle C-

terminale, possiblement impliquée dans un mécanisme de fidélité chez l’ADN 

polymérase l. Son rôle exact n’est pas connu, mais si cette boucle est liée à la 

fidélité de l’ADN polymérase l, les ADN polymérases X de Paramecium 

pourraient bénéficier du même mécanisme. 

Après avoir produit et purifié quatre constructions d’ADN polymérases de la famille X, 

j’ai pu les caractériser d’un point de vue enzymatique. Cela m’a permis de confirmer leur 

similarité avec l’ADN polymérase l, qui partage avec elles plusieurs activités ainsi que des 

caractéristiques cinétiques proches. J’ai enfin pu montrer que les ADN polymérases X de 

Paramecium tetraurelia sont plus fidèles que l’ADN polymérase l humaine, et que leur fidélité 

ne repose que sur leur domaine catalytique et non sur des éléments inclus dans le linker N-

terminal reliant ce domaine au domaine BRCT. Il n’a pas été possible d’obtenir la structure de 

ces ADN polymérases directement par cristallographie, malgré un grand nombre d’essais. 

J’ai donc employé une approche indirecte pour tester la première hypothèse sur les bases 

de la fidélité de ces enzymes, en produisant des constructions mutées de l’ADN polymérase l 

humaine. La caractérisation structurale et fonctionnelle de ces mutants a permis de montrer 

qu’une alternance de formes actives et inactives du site catalytique peut exister chez les ADN 

polymérases X de Paramecium tetraurelia, mais sans grand changement conformationnel par 

mouvement de domaines, comme chez l’ADN polymérase β. Ce mécanisme peut permettre 

d’améliorer la fidélité de ces enzymes, mais semble moins extensif que celui de l’ADN 

polymérase b, puisque celle-ci alterne des conformations ouvertes et fermées du domaine 
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Il est intéressant de noter que ce mouvement de la boucle 3 joue un rôle similaire au 

mouvement de fermeture du domaine catalytique observé chez l’ADN polymérase β : dans ces 

deux cas, le  résultat est la stabilisation de l’ADN instructeur au sein du domaine catalytique. 

Ces deux mécanismes semblent avoir des origines différentes, mais les deux dépendent du motif 

SD2 : chez l’ADN polymérase β, c’est la liaison de ce motif avec l’arginine du second motif 

catalytique qui provoque un déplacement du domaine pouce et la fermeture du domaine 

catalytique ; chez l’ADN polymérase λ, le motif SD2 commence la cascade d’interactions entre 

la boucle 3 et l’ADN, après une pré-stabilisation de ce dernier par d’autres résidus, permise par 

la forme fermée permanente du domaine catalytique.  

De façon surprenante, d'autres ADN polymérases de la famille X partagent les résidus à 

l'origine de ces deux mécanismes de fidélité : les ADN polymérases X des plantes présentent 

l'équivalent de l’arginine 258 de l’ADN polymérase β sous forme de lysine, ainsi qu’une boucle 

3, à l'instar de l’ADN polymérase λ. Leurs motifs steric gate (AWTGN) et SD2 (DDT) 

s'éloignent des séquences connues, mais en gardent les caractéristiques physico-chimiques, et 

ces enzymes pourraient donc présenter des mécanismes similaires. Certaines ADN polymérases 

fongiques "λ/µ-like" semblent également partager des équivalents de la boucle 3, mais avec des 

motifs SD2 plus divergents. Cela met en lumière l'évolution de ces mécanismes dans cette 

famille d'ADN polymérases, qui devra être étudiée plus en détail. Les ADN polymérases X 

présentant des mécanismes de fidélité similaires à ceux des ADN polymérases β et λ pourraient 

constituer un chaînon manquant dans l'évolution de cette famille d’ADN polymérases, entre les 

ADN polymérases β et λ. 

Un autre élément d’intérêt chez ces ADN polymérases X est le linker reliant le domaine 

BRCT N-terminal au domaine polymérase, qui est particulièrement long et conservé (ce qui 

suggère une importance fonctionnelle). Son rôle est inconnu, mais il pourrait être lié à 

l’organisation de la machinerie NHEJ spécialisée de Paramecium tetraurelia, pour former ou 

stabiliser des complexes avec les autres protéines impliquées (Ku 70/80) ou l’ADN.  

Enfin, l’interaction de ces ADN polymérases avec leurs partenaires protéiques devra 

être étudiée. La caractérisation biophysique de ces interactions pourrait être réalisée par 

ultracentrifugation analytique, et permettrait de mieux comprendre la formation des complexes 

de réparation des CDB programmées, ainsi que la spécialisation des quatre ADN polymérases 

X de Paramecium tetraurelia. 
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1 Introduction 

1.1 Les ADN polymérases de la famille A 

Historiquement, la première famille d’ADN polymérases à avoir été étudiée est la 

famille A (Lehman et al., 1958). Les ADN polymérases de cette famille sont constituées a 

minima de deux domaines : un domaine ADN polymérase et un domaine 3’-5’ exonucléase 

parfois inactivé (Aliotta et al., 1996). Ce dernier est dédié au contrôle et à la correction du brin 

d’ADN synthétisé (Ollis et al., 1985), ce qui assure la fidélité de sa réplication. Certains 

membres de cette famille possèdent également un domaine 5’-3’ exonucléase impliqué dans la 

dégradation des amorces ribonucléiques présentes dans les fragments d’Okazaki (Fukushima et 

al., 2007). 

Le membre le plus connu de cette famille est l’ADN polymérase I d’Escherichia coli, 

en particulier sous sa forme dérivée, le fragment de Klenow, dont le domaine 5’-3’ exonucléase 

a été supprimé (Klenow and Henningsen, 1970). Celui-ci a donné son nom au pli structural de 

ces polymérases.  

 
Figure 180 : Schéma global des ADN polymérases de la famille A, basé sur le fragment de Klenow (ADN polymérase I de 
E.coli). Les motifs impliqués dans l’activité de l’enzyme sont indiqués. 

La famille A regroupe des ADN polymérases très variées : certaines interagissent avec 

des thiorédoxines pour être actives (Hinkle and Richardson, 1975), et d’autres sont fusionnées 

à d’autres protéines ou domaines (Lindner et al., 2011; Newman et al., 2015; Stewart et al., 

2009). Certaines de ces ADN polymérases, grâce à leur thermostabilité (Abramson, 1995), sont 

fréquemment utilisées dans des approches de biologie moléculaire (Moser et al., 2012; Saiki et 

al., 1988). 

Au sein des cellules, les ADN polymérases de la famille A, connues pour leurs rôles 

dans la réplication, présentent également une fonction de réparation de l’ADN (Hernández-

Tamayo et al., 2019; Makiela-Dzbenska et al., 2009; Okazaki et al., 1971; Uphoff et al., 2013). 

L’ADN polymérase θ joue un rôle dans la réparation des CDB (Black et al., 2019). Cette ADN 

polymérase porte un domaine polymérase, un domaine 3’-5’ exonucléase inactif, ainsi qu’un 

TGR A B 6 C

928543542324

3’-5’ exonucléase ADN polymérase
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domaine supplémentaire en position N terminale, homologue aux hélicases, et une région 

centrale prédite comme désordonnée. Parmi ses nombreuses activités, l’ADN polymérase θ 

peut réparer des cassures doubles brins en présence de grandes microhomologies au sein du 

système MMEJ, ou ajouter un dA en face d’un site abasique (Black et al., 2019). 

1.2 Les ions impliqués dans l’activité des ADN polymérases 

Il est admis que l’activité des ADN polymérases dépend d’un mécanisme à deux ions, 

tel qu’il a été défini par Thomas Steitz en 1991 (Steitz, 1999). D’après ce modèle, deux ions 

divalents (généralement des ions Mg2+) sont stabilisés par des groupements carboxylates, situés 

sur des aspartates ou glutamates du site actif. Le premier ion (l’ion A) interagit avec le 

groupement 3’-OH du brin amorce et permet l’attaque sur le phosphate a du nucléotide 

triphosphate entrant. Les deux ions stabilisent l’état de transition de la réaction, et l’ion B se 

fixe aux phosphates b et g du nucléotide ajouté à l’amorce, et facilite leur sortie du site actif. Il 

a été proposé qu’un troisième ion pourrait être impliqué dans la catalyse par certaines ADN 

polymérases. D’après l’article de Yang Gao et Wei Yang (Gao and Yang, 2016), ce troisième 

ion serait nécessaire pour rompre la liaison entre les phosphates a et b du nucléotide entrant, et 

pour protoner le pyrophosphate produit par la réaction.  

 

Figure 181 : Mécanisme à deux ions (A) ou trois ions (B) des ADN polymérases. D’après Tsai, M.-D Protein Sci. (2019). (Tsai, 
2019) 

Cependant, cette hypothèse a été réfutée récemment par Jimin Wang et William Konigsberg, 

qui affirment plutôt que la présence de ce métal C n’est possible qu’à de hautes concentrations, 

inhibitrices pour l’activité de l’enzyme. Selon eux, la présence de ce troisième ion pourrait 

retenir le pyrophosphate normalement libéré du site actif, ce qui permettrait une réaction de 

pyrophosphorolyse (Wang and Konigsberg, 2022). 
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Les ions divalents pouvant être utilisés par les ADN polymérases sont variés (Vashishtha 

et al., 2016), mais la plupart de ces enzymes peuvent être actives en présence de Mg2+, de 

Mn2+ ou de Co2+. Cependant, les ions utilisés peuvent modifier l’activité de l’ADN 

polymérase, par exemple en modifiant l’affinité du site actif pour les nucléotides entrants 

(Vashishtha and Konigsberg, 2016) ou en modifiant la sélectivité de la polymérase pour les 

nucléotides (Goodman et al., 1983; Miyaki et al., 1977). Selon leur spécialisation, certaines 

ADN polymérases ont cependant besoin d’ions spécifiques, comme les ADN polymérases 

spécialisées dans la réparation NHEJ, dans la réparation par excision de base ou par synthèse 

translésionnelle (Balint and Unk, 2020; Blanca et al., 2003; Frank and Woodgate, 2007; Garcia-

Diaz et al., 2007; Gouge et al., 2013; Kirby et al., 2012; Kuznetsova et al., 2022; Martin et al., 

2013; Park et al., 2022; Wang et al., 1977) qui sont plus actives dans certains contextes en 

présence d’ions Mn2+. 

1.3 La reclassification des ADN polymérases de la famille A 

Malgré l’ancienneté de leur découverte, la classification des ADN polymérases de la 

famille A est soit incomplète car concentrée sur des sous familles (Chan et al., 2011; Schoenfeld 

et al., 2013), soit datée (Filée et al., 2002). De plus, les techniques de classifications utilisées 

jusqu’ici reposaient sur des alignements de séquences, qui perdent en intérêt face à la 

divergence des grandes quantités de données à analyser (Nuin et al., 2006; Pervez et al., 2014). 

Une nouvelle méthode de classification appelée CLANS (pour CLuster ANalysis of Sequences) 

a été utilisée récemment pour étudier la famille des ADN polymérases B et la superfamille AEP 

(Archaeo-Eukaryotic Primases). Cette classification a permis de découvrir de nouvelles sous 

familles (Kazlauskas et al., 2020, 2018). Cette méthode (Frickey and Lupas, 2004) est basée 

sur un algorithme (Fruchterman and Reingold, 1991) qui permet de projeter des séquences dans 

un espace tridimensionnel puis de les regrouper selon leur similarité. Pour déterminer la 

distance entre deux séquences, le programme utilise les scores de similarité produits par 

l’algorithme BLAST (Altschul et al., 1990). C’est également la méthode utilisée dans la 

première partie de cette thèse. 

Récemment, au sein du laboratoire, la méthode CLANS a été utilisée pour analyser une 

banque de données de séquences d‘ADN polymérases A. Les sous familles déjà connues ont 

été identifiées, et de nouveaux groupes non caractérisés ont été découverts. Les structures de 

représentants de ces groupes ont été prédites en utilisant Alphafold2 (Jumper et al., 2021), et 
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l’analyse de ces prédictions a permis de découvrir des particularités des ADN polymérases de 

ces nouveaux groupes.  

1.4 Contribution  

Ma contribution à ces travaux a été la production et la purification de deux ADN 

polymérases issues des nouveaux clusters d’ADN polymérases A, et leur caractérisation afin 

d’étudier leur activité. Ces expériences ont permis de proposer des spécialisations de ces deux 

ADN polymérases, basées sur leurs activités 3’-5’ exonucléase et ADN polymérase. Cette 

activité a été testée en présence de différents ions catalytiques, et c’est ce qui a permis de définir 

l’activité physiologique de réplication ou de réparation de ces ADN polymérases. 
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2 Conclusion 

Au cours de ces travaux, les ADN polymérases A de Streptomyces sp. CT34 et Ideonella 

dechloratans ont été utilisées comme références pour étudier les nouveaux clusters APEX et 

CHEAP. Après leur production et leur purification, leurs activités ont été testées in vitro.  

 
Figure 182 : Schéma global des ADN polymérases de la famille A étudiées dans ces travaux. Les deux enzymes portent un 
domaine exonucléase, mais pour l’ADN polymérase du cluster APEX, ce domaine est inactivé. Les motifs caractéristiques 
impliqués dans l’activité ADN polymérase de l’enzyme sont indiqués.  

L’ADN polymérase du cluster APEX présente un domaine 3’-5’ exonucléase inactivé, 

et n’a donc pas d’activité de correction. Les tests fonctionnels ont montré que cette enzyme 

nécessite des ions Mn2+ pour être pleinement active, et qu’elle n’est pas processive mais 

distributive. Ces résultats indiquent que cette ADN polymérase est impliquée in vivo dans la 

réparation de l’ADN : son contexte exact reste cependant à découvrir. Ces conclusions ont été 

étendues à l’ensemble du cluster correspondant à cette polymérase. L’ADN polymérase du 

cluster CHEAP a montré une forte processivité (meilleure que l’ADN polymérase I de E. coli), 

une activité 3’-5’ exonucléase, et une dépendance aux ions magnésium : ces éléments tendent 

à la catégoriser parmi les ADN polymérases réplicatives, tout comme le reste des séquences de 

son cluster. 

Cependant, d’autres ADN polymérases A restent non caractérisées à ce jour, et devront 

être l’objet de futurs travaux, comme celles du cluster 10. 
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1 Clonages des gènes et productions et purifications des protéines 

1.1 Vecteur plasmidique utilisé 

Le plasmide utilisé dans tous ces travaux est une construction optimisée basée sur le 

plasmide pRSF-Duet appelée LS05. 

 

 

Figure 183 : Carte du vecteur plasmidique utilisé. 

Ce plasmide a une origine de réplication RSF, qui lui permet d’être répliqué en un grand 

nombre de copies dans les bactéries. Il porte aussi un gène de résistance à la kanamycine, qui 

permet une sélection des bactéries transformées grâce à cet antibiotique. Deux sites multiples 

de clonage sont présents dans ce plasmide, et précédés de promoteurs de l’ARN polymérase du 

phage T7. Le premier, et le seul utilisé dans ces travaux, permet l’expression d’un gène fusionné 

à un tag de 14 histidines, avec un site de clivage par la protéase du virus de la gravure du tabac 

(ou TEV pour Tobacco Etch Virus), qui permet de séparer la protéine de son tag. Enfin, ce 

plasmide porte aussi le gène lacI, qui permet de produire le répresseur de l’opéron lactose. 

Celui-ci, en absence d’inducteur (lactose ou isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG), 
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analogue utilisé ici), se fixe sur l’opérateur lac, ce qui bloque la transcription du gène qu’il 

précède par l’ARN polymérase du phage T7. Cette répression est levée lors de l’ajout d’IPTG 

dans le milieu de culture. 

1.2 Souches bactériennes utilisées 

1.2.1 E. coli DH5a 

La première souche bactérienne chimiocompétente utilisée pour surproduire les 

plasmides était la souche DH5a. Celle-ci a plusieurs particularités, résumées dans son 

génotype (les éléments d’importance dans le cadre de ces travaux d’obtention de plasmides 

portant des gènes d’intérêt sont indiqués en gras):  

F– φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169 recA1 endA1 hsdR17(rK–, mK+) phoA 

supE44 λ–thi-1 gyrA96 relA1 

• F- : elle ne porte pas de facteur de conjugaison et ne peut donc pas transmettre de 

matériel génétique à ses voisines ;  

• φ80lacZΔM15 : délétion partielle du gène lacZ utile pour l’a-complémentation. Utile 

pour les méthodes de criblage blanc/bleu ;  

• Δ(lacZYA-argF)U169 : amélioration de la résistance au peroxyde d’hydrogène ; 

• recA1 : inactivation de la recombinase RecA, ce qui limite la recombinaison chez les 

bactéries entre les plasmides et le génome ;  

• endA1 : inactivation de l’endonucléase endA, ce qui limite la dégradation de l’ADN par 

la bactérie ; 

• hsdR17(rK–, mK+) : la bactérie n’a plus de système de restriction et de modification 

de l’ADN, et ne peut donc pas le modifier ou le dégrader. Elle peut cependant méthyler 

l’ADN ; 

• phoA : suppression de l’activité de la phosphatase alcaline ;  

• supE44 : suppression du codon stop « ambre » (UAG) ; 

• λ–thi-1 : mutation du métabolisme de la thiamine ; 

• gyrA96 : mutation d’une ADN gyrase permettant la résistance à l’acide nalidixique ;  

• relA1 : permet la synthèse d’ARN en absence de synthèse de protéines. 
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1.2.2 E. coli Top10 

La seconde souche bactérienne chimiocompétente utilisée était la souche Top10. Son 

génotype est le suivant :  

F- mcrA Δ( mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZΔM15 Δ lacX74 recA1 araD139 Δ( 

araleu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG 

• F- : elle ne porte pas de facteur de conjugaison et ne peut donc pas transmettre 

de matériel génétique à ses voisines ;  

• mcrA Δ( mrr-hsdRMS-mcrBC) : suppression d’un système de restriction de 

l’ADN ;  

• φ80lacZΔM15 : délétion partielle du gène lacZ utile pour l’a-complémentation. 

Utile pour les méthodes de criblage blanc/bleu ;  

• Δ lacX74 : suppression de l’opéron lactose ;  

• recA1 : inactivation de la recombinase RecA, ce qui limite la recombinaison 

chez les bactéries entre les plasmides et le génome ;  

• araD139 : blocage du métabolisme de l’arabinose ;  

• Δ( araleu) 7697 : les bactéries ne peuvent pas synthétiser de leucine, et donc ne 

peuvent pas pousser sur milieu minimum ; 

• galU galK : mutations du métabolisme du galactose ;  

• rpsL (StrR) : résistance à la streptomycine ;  

• endA1 : inactivation de l’endonucléase endA, ce qui limite la dégradation de 

l’ADN par la bactérie ; 

• nupG : permet l’expression constitutive de gènes permettant l’expression de 

desoxyribose, ce qui permet à la bactérie d’accepter de plus gros plasmides. 

1.2.3 E. coli BL21star(DE3) 

La souche bactérienne utilisée pour exprimer les protéines étudiées était la souche 

BL21star(DE3). Celle-ci a plusieurs particularités, résumées dans son génotype (les éléments 

d’importance pour cette étape d’expression des protéines sont indiqués en gras):  

F-ompT hsdSB(rB- mB-) gal dcm rne131 (DE3) 
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• F- : elle ne porte pas de facteur de conjugaison et ne peut donc pas transmettre 

de matériel génétique à ses voisines ;  

• ompT : la bactérie porte une version mutante d’une protéase, ce qui limite la 

dégradation des protéines produites ; 

• hsdSB (rB-mB-) : la bactérie n’a plus de système de méthylation ou de 

restriction de l’ADN, et ne peut donc pas le modifier ;  

• gal : le métabolisme du galactose est inefficace chez ces bactéries, qui ne 

peuvent donc pas se développer en présente de galactose uniquement ;  

• dcm : cette mutation empêche la bactérie de méthyler les cytosines ;  

• rne131 : une mutation dans la RNAse E limite la dégradation des ARN, ce qui 

augmente leur demi-vie et donc la synthèse des protéines ;  

• DE3 : la bactérie porte sous contrôle du promoteur lacUV5 (réprimé en absence 

de lactose ou analogue par le répresseur Lac) le gène de l’ARN polymérase du 

phage T7, ce qui permet l’expression des gènes sous le promoteur de cette 

polymérase (ce qui est le cas avec le vecteur LS05). 

 

1.3 Protocole de transformation de bactéries chimiocompétentes 

Pour obtenir des colonies bactériennes portant les plasmides produits, le protocole de 

transformation bactérienne suivant a été utilisé (en conditions stériles):  

• Décongeler un aliquot de 100 µL de bactéries compétentes, dans de la glace, 

pendant 15 min. 

• Y ajouter 3 µL de solution de plasmide, et mélanger délicatement. 

• Incuber à 4°C pendant 30 min. 

• Placer au bain marie à 42°C pendant 30 secondes. 

• Incuber à 4°C pendant 2 min. 

• Ajouter 1 mL de milieu SOC. 

• Incuber 1h à 37°C. 

• Étaler 100 µL de la culture sur une boite de petri contenant du milieu LB gélosé 

et de la kanamycine (ou autre antibiotique adapté). 

• Incuber une nuit à 37°C. 

 

Les colonies obtenus portent le plasmide utilisé. 
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1.4 Techniques de clonage moléculaire utilisées 

1.4.1 STRU-cloning 

Dans cette méthode (Bellini et al., 2011), 2 µg de plasmide donneur (résistant à 

l’ampicilline) sont mélangés avec 1 µg de plasmide receveur LS05 (résistant à la kanamycine) 

et les enzymes de restriction choisies et leur tampon. L’ensemble est incubé dans les conditions 

optimales (durée et température) d’activité de ces enzymes. Le mélange est ensuite chauffé à 

70°C pendant 10 min pour inactiver les enzymes, puis transféré dans un tube concentrateur 

(Vivaspin) avec une haute limite de poids moléculaire (100 kDa). La centrifugation permet de 

ne conserver que les plasmides linéarisés et les gènes d’intérêt, en se débarrassant de la 

séquence située entre les sites de restriction sur le plasmide receveur. Après centrifugation, le 

volume n’ayant pas traversé la membrane du concentrateur (contenant l’ADN) est récupéré, et 

transféré dans une réaction de ligation avec l’ADN ligase T4 en présence d’ATP. Après 

incubation à température ambiante pendant 30 min, des bactéries E. coli Top10 sont 

transformées avec le produit de ligation. Ces bactéries sont alors cultivées en milieu LB gélosé 

en présence de kanamycine, une nuit à 37°C. Ainsi, si elles ont été transformées avec le 

plasmide recircularisé par la ligation avec le gène d’intérêt, elles pourront pousser. Si la ligation 

n’a pas eu lieu, le plasmide reste linéaire et les bactéries ne peuvent théoriquement pas l’utiliser 

résister à la kanamycine. Si elles ont été transformées avec le plasmide donneur qui n’aurait pas 

été coupé par les enzymes de restriction, elles sont résistantes à l’ampicilline et non la 

kanamycine, et ne peuvent donc pas pousser. Cette sélection garantit donc en théorie que les 

seules colonies bactériennes sont celles issues de bactéries ayant intégré le plasmide souhaité : 

LS05 avec le gène d’intérêt inséré. 

1.4.2 Gibson assembly 

Des amorces de PCR sont créées et utilisées en PCR avec un gradient de températures 

d’hybridation en présence d’ADN polymérase Q5 Hot Start High Fidelity 1X (New England 

Biolabs), avec ou sans ajout de GC enhancer (un mélange permettant d’optimiser la PCR en 

cas de taux de GC élevé, composé entre autres d’un mélange de glycérol, de diméthylsulfoxyde 

et de tétraméthylammonium, trois composants réduisant la formation de structures secondaires 

dans l’ADN et facilitant la fixation des amorces). Cette PCR a pour but d’amplifier le gène 

depuis le plasmide donneur d’une part, et de linéariser le plasmide receveur d’autre part. Les 

amorces sont utilisées à une concentration de 500 nM, et les extrémités des amorces doivent 
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présenter des débordements correspondant aux séquences aux extrémités du site de clonage du 

plasmide (pour les amorces permettant d’amplifier le gène d’intérêt), et aux extrémités du gène 

d’intérêt (pour celles permettant d’amplifier le plasmide receveur). Chaque réaction est incubée 

3 min à 98°C, puis suit 30 cycles (10 secondes 98°C, 30 sec à différentes températures testées 

en gradient entre 55, 30 sec/kb 72°C) et termine l’incubation par 2 min d’élongation à 72°C. La 

taille des ADN amplifiés par PCR est ensuite contrôlée par électrophorèse sur gel d’agarose 1% 

comme indiqué précédemment. S’ils ont la bonne taille, les deux ADN linéaires (gène et 

plasmide) sont mélangés, à hauteur de 60 fmoles de vecteur pour 120 fmoles d’insert, avec un 

mélange d’enzymes et leur tampon (NEBuilder HiFi DNA Assembly, New England Biolabs), 

et incubés à 50°C pendant 15 minutes. Ce mélange contient une 5’ exonucléase, qui dégrade les 

extrémités 5’ de l’ADN pour révéler des extrémités 3’ débordantes. Celles-ci peuvent donc 

s’hybrider les unes aux autres, puisque les extrémités des ADN amplifiés contiennent des 

extensions compatibles, et une ADN polymérase étend les extrémités 3’ hybridées, jusqu’à 

rattraper l’exonucléase et la décrocher de l’ADN. Enfin, une ADN ligase rétablit les liaisons 

phosphodiester : le gène est cloné dans le vecteur. 

 

Figure 184 : Principe de la méthode NEBuilder HiFi DNA Assembly. D’après https://www.neb-online.fr/cloning-synthetic-
biology/dna-assembly/nebuilder-hifi-dna-assembly/ 

 

ADN double brin avec des extrémités chevauchantes

NEBuilder HiFi DNAAssembly

La5’exonucléasedégradelesextrémités5’

L’ADNpolyméraseallongelesextrémités3’

L’ADNligaserétablitlaliaisonphosphodiester

Hybridation

Incubation 50°C 15 min

ADN assemblé
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1.4.3 Règles pour la préparation des amorces de PCR 

La température d’hybridation des amorces doit être d’environ 60°C, leur taux de 

nucléotides G et C doit se situer entre 40 et 60%, et leur extrémité 3’ doit être composée d’au 

moins un nucléotide G ou C, de façon à stabiliser l’hybridation avec l’ADN plasmidique. 

1.5 Techniques de mutagenèse dirigée 

1.5.1 Les délétions de domaines ou de séquences 

Pour supprimer une partie d’une séquence, une PCR est réalisée avec l’ADN polymérase 

Q5, avec des amorces s’hybridant à chaque extrémité de la séquence à éliminer au sein du 

plasmide, avec les extrémités 3’ orientées vers la séquence à conserver. Cela permet d’amplifier 

la séquence, sauf la partie située entre les deux amorces. Une fois la PCR faite, la taille des 

fragments amplifiés est contrôlée par électrophorèse en gel d’agarose 1%. Si le plasmide 

linéarisé a la taille attendue, il est mélangé à un ensemble d’enzymes appelé KLD (pour Kinase, 

Ligase, DpnI, (New England Biolabs)) et incubé 5 min à température ambiante. Plusieurs 

réactions enzymatiques ont lieu à cette étape, pour permettre la circularisation du plasmide : 

une phosphorylation des extrémités de l’ADN, réalisée par la kinase, puis une ligation, qui 

permet de lier les extrémités d’ADN phosphorylées, et une dégradation de l’ADN parental par 

l’enzyme de restriction DpnI, qui reconnait les sites GATC méthylés. Ces méthylations étant 

réalisées par les bactéries au moment de la surproduction des plasmides, l’ADN néosynthétisé 

lors de la PCR n’est pas méthylé et n’est donc pas dégradé par DpnI. 

1.5.2 Les mutations ponctuelles 

Pour introduire des mutations ponctuelles, une méthode proche de la précédente est 

utilisée. Ici, les deux amorces utilisées sont « dos à dos », et l’une des deux intègre la mutation 

à réaliser. Le choix des codons à utiliser est fait en se référant aux tables d’usage des codons 

chez E. coli, afin d’éviter d’utiliser un codon rare. Dans certains cas, des optimisations des PCR 

doivent être réalisées, en faisant varier différents paramètres, le plus souvent la quantité d’ADN 

initiale. 
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Tableau 14 : Usage des codons chez E.coli. 2 : lettre entre parenthèse : code 1 lettre pour l’acide aminé ; 3 : fréquence moyenne 
du codon parmi 100 codons ; 4 : abondance du codon par rapport aux autres codons codant pour cet acide aminé. D’après 
https://2014.igem.org/Team:Penn_State/CodonOptimization 

 

Une fois la PCR réalisée, le protocole était le même que pour la délétion : vérification 

de la taille du plasmide par électrophorèse en gel d’agarose 1%, puis utilisation du mélange 

KLD. 
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1.6 Tampons utilisés lors des purifications 

Tampon 
ADN Polymérases X de 
Paramecium tetraurelia   

(et versions mutées) 

ADN polymérase 
l humaine                    

(et versions mutées) 

ADN polymérase 
b humaine 

A 
50 mM Tris-HCl pH 8, 
600 mM NaCl, 10 mM 

imidazole 

50 mM Tris-HCl pH 8, 1 
mM EDTA, 1 mM DTT, 

5% glycérol, 500 mM 
NaCl, 20 mM imidazole 

50 mM Tris-HCl pH8, 
500 mM NaCl, 20 mM 

imidazole 

Lavage 

Uniquement pour 
PolXbDBRCT : 

Sodium Phosphate 25 
mM pH8, NaCl 1M 

  

B 
50 mM Tris-HCl pH 8, 
600 mM NaCl, 500 mM 

imidazole 

50 mM Tris-HCl pH 8, 1 
mM EDTA, 1 mM DTT, 

5% glycérol, 500 mM 
NaCl, 500 mM imidazole 

50 mM Tris-HCl pH8, 
500 mM NaCl, 500 mM 

imidazole 

C 50 mM Tris-HCl pH 8 
50 mM Tris-HCl pH 8, 1 
mM EDTA, 1 mM DTT, 

5% glycérol 
50 mM Tris-HCl pH8 

D 50 mM Tris-HCl pH 8, 
100 mM NaCl 

50 mM Tris-HCl pH 8, 1 
mM EDTA, 1 mM DTT, 

5% glycérol, 100 mM 
NaCl 

50 mM Tris-HCl pH8, 
100 mM NaCl, 

E 50 mM Tris-HCl pH 8, 1 
M NaCl 

50 mM Tris-HCl pH 8, 1 
mM EDTA, 1 mM DTT, 
5% glycérol, 1 M NaCl 

50 mM Tris-HCl pH8, 1 
M NaCl 

F 50 mM Tris-HCl pH, 300 
mM NaCl 

50 mM Tris-HCl pH 8, 
100 mM NaCl 

50 mM Tris-HCl pH8, 
500 mM NaCl 

 

1.7 Techniques utilisées lors des purifications 

1.7.1 Sonication 

La sonication permet de lyser les cellules en utilisant des ultrasons dans une solution, ce 

qui provoque la formation de bulles qui implosent par cavitation. C’est cette implosion des qui 

endommage les membranes des bactéries, et provoque la lyse bactérienne. Cependant, ce 

processus génère une chaleur qui peut dénaturer les protéines, c’est pourquoi la sonication doit 

être faite à 4°C et de façon intermittente. 
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1.7.2 CellDisruptor (ou French Press)  

Cette méthode consiste quant à elle en l’utilisation d’une forte pression pour lyser les 

bactéries. En bref, la suspension bactérienne est poussée par une forte pression (1,4 kbar) à 

travers un trou, ce qui force le passage des bactéries et les fait exploser. 

1.7.3 Étapes des purifications 

1.7.3.1 Chromatographie d’affinité His-Trap 

Le tag de 14 histidines situé en N-terminal des protéines produites a une forte affinité 

pour les ions Ni2+, présents sur les résines Ni-NTA. Cela permet, lorsque la fraction de protéines 

solubles est injectée sur la résine de chromatographie, de fixer à la colonne de façon spécifique 

les protéines ayant une affinité pour ces ions. Une fois les protéines fixées sur la résine, on lave 

la colonne pour éliminer les protéines résiduelles fixées de façon aspécifique. Enfin, une 

concentration croissante d’imidazole est appliquée sur la résine, sous forme de gradient. 

L’imidazole, qui a une très forte affinité pour les ions Ni2+, a pour fonction de venir en 

compétition avec les protéines fixées à la résine, pour les décrocher et les remplacer. Les 

protéines éluées sont séparées en fractions de 1 mL sur une plaque 96 puits. 

 

Figure 185 : Principe de la chromatographie d'affinité Histrap. D’après https://www.iba-
lifesciences.com/applications/protein-affinity-chromatography/ 

1.7.3.2 Chromatographie sur résine Héparine 

Cette seconde étape de chromatographie est particulièrement adaptée aux protéines se 

liant à l’ADN. En effet, l’héparine utilisée pour fonctionnaliser la résine mime la structure de 
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l’ADN, puisqu’elle est recouverte d’anions sulfate, proches du squelette de phosphate de 

l’ADN.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Cette résine est donc à la fois une résine d’affinité et une résine échangeuse de cations 

pour les protéines qui se fixent à l’ADN. En effet, elles peuvent se fixer aux groupements sulfate 

grâce à leurs résidus arginine, lysine et histidine, chargés positivement. Cette étape permet 

également d’éliminer les contaminations aux acides nucléiques, puisque les ADN polymérases 

ont généralement une plus grande affinité pour l’héparine que l’ADN (Brennessel et al., 1978). 

1.7.3.3 Clivage de l’étiquette de 14 histidines 

Le plasmide LS05 utilisé pour exprimer toutes les protéines étudiées ici permet 

l’expression des protéines avec une étiquette de 14 histidines suivie d’un site de clivage par la 

protéase du virus de la gravure du tabac (TEV pour Tobacco Etch Virus), qui permet de ne 

laisser que quelques résidus (5 au maximum : GTGDS) fusionnés à la protéine d’intérêt. La 

protéase TEV a un site de reconnaissance constitués des résidus suivants : ENLYFQG. Elle a 

pour rôle de reconnaitre cette séquence et de couper la liaison peptidique en N-terminal de la 

glycine C-terminale. Cette protéase est produite et purifiée au sein du laboratoire, couplée à un 

tag de 6 histidines non clivable. 

1.7.3.4 Chromatographie d’exclusion stérique 

Cette étape de purification vise à faire passer l’échantillon dans un tamis moléculaire en 

3 dimensions, formé de billes de gel de taille homogène présentant des pores. Ainsi, lorsque 

Figure 186 : Comparaison des structures d’une molécule d’héparine (à gauche) et d’ADN (à droite). D’après 
https://www.york.ac.uk/chemistry/news/deptnews/cracking-the-chiral-code-of-dna-binding/ 
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l’échantillon est injecté sur ce type de colonne, les plus petites molécules, qui peuvent entrer 

dans les billes de gel, vont y être retardées, tandis que les plus grosse protéines vont traverser 

la colonne sans passer dans les pores, et donc sans être ralenties. On obtient ainsi une séparation 

selon le rayon hydrodynamique des protéines : les plus grosses protéines sortent de la colonne 

en premières, et les plus petites en dernières.  

 

 

 

 

1.7.4 Contrôle qualité des protéines purifiées 

1.7.4.1 SDS-PAGE (Laemmli, 1970) 

Les électrophorèses en gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes ou SDS-PAGE 

permettent d’obtenir des informations importantes sur la pureté des protéines. Cette méthode 

consiste en la dénaturation des protéines de l’échantillon par ajout de sels de sulfate (SDS ou 

Volume de colonne (CV)
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Équilibra on
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so
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Poids moléculaire 
intermédiaire Faible poids  
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D

Figure 187 : Principe de la chromatographie par exclusion de taille. A : La résine est formée de billes de gel poreuses. B : Les 
protéines peuvent entrer ou non dans les pores des billes, selon leur rayon hydrodynamique (résumé par leur poids moléculaire). 
C : Les protéines de plus grand rayon hydrodynamique ne rentrent pas dans les billes, n’y sont pas retardées, et sont éluées en 
premières. Plus une molécule est petite, plus elle va passer dans des billes et y être retardée, donc elle sera éluée plus tard. D : 
En suivant l’absorbance au cours de l’élution, on peut donc suivre la sortie de chaque protéine de la résine. D’après Size 
Exclusion Chromatography : Principles and Methods (Cytiva, accessible depuis 
https://www.cytivalifesciences.com/en/us/support/handbooks). 
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LDS), d’agent réducteur (Dithiothréitol ou DTT) et par chauffage de l’échantillon à 95°C 

pendant 5 minutes. Cette dénaturation linéarise les protéines et les couvre de charges négatives 

grâce aux ions sulfate. L’échantillon est alors déposé sur un gel réticulé de polyacrylamide, et 

un champ électrique est appliqué pour faire migrer les protéines vers une anode grâce à la charge 

du SDS dans le gel. La vitesse de migration des protéines ne dépend alors que de leur poids 

moléculaire : plus une protéine est petite, plus elle migre vite, car elle traverse facilement le 

réseau d’acrylamide formé dans le gel. En utilisant un échantillon marqueur de poids 

moléculaire (qui contient plusieurs molécules de poids moléculaire connu), on peut déterminer 

approximativement la masse moléculaire des protéines présentes sur le gel, après coloration de 

ce dernier.  

Dans ces travaux, deux systèmes SDS-PAGE ont été utilisés : Mini Protean TGX 

(BioRad) et mPAGE Bis-Tris (Merck). Ce second système a été utilisé avec un tampon MOPS 

ou MES : le MOPS propose une meilleure séparation des protéines de haut poids moléculaire 

et le MES une meilleure résolution pour les petits poids moléculaires. La coloration des gels a 

été réalisée rapidement avec un colorant appelé InstantBlue (AbCam) et les gels ont été 

visualisés grâce à un Chemidoc (BioRad). 

1.7.4.2 La mesure du spectre d’absorbance entre 220 et 350 nm 

L’autre élément fondamental du contrôle qualité des échantillons protéiques est la 

mesure du spectre d’absorbance de l’échantillon entre 220 et 350 nm. Dans ces travaux, ces 

mesures ont toujours été réalisées au NanoDrop. En cours de purification, cela permet d’obtenir 

plusieurs informations : 

• Sur la concentration de la protéine, grâce à son absorbance à 280 nm. Celle-ci 

est liée à la présence de résidus tryptophane et tyrosine. Dès lors que la séquence 

de la protéine est connue, il est possible de déterminer son coefficient 

d’extinction molaire (e) à 280 nm (par le calcul, ou via des services en ligne 

comme Expasy ProtParam); c’est cette valeur qui permet de déterminer la 

concentration molaire de la protéine en solution, grâce à la loi de Beer-Lambert : 𝐴 = 𝜀. 𝑙. 𝑐 . Dans le cas des mesures au NanoDrop, la longueur du trajet optique 

l est négligeable, donc la concentration molaire de la protéine peut être calculée : 𝑐	(𝑚𝑜𝑙 𝐿⁄ ) = . On peut ensuite obtenir la concentration massique de la protéine 

en multipliant c par la masse molaire de la protéine en daltons (Da) ; 
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• Sur la présence d’acides nucléiques contaminants (avec un pic d’absorbance à 

260 nm : si le ratio  est supérieur à 0,6, on considère en théorie qu’il y 

a une contamination aux acides nucléiques ; dans les faits, certains résidus 

pouvant absorber à 260 nm (la phénylalanine surtout), la valeur seuil est plus 

haute, autour de 0,8-0,9) ; 

• Sur l’état d’agrégation des protéines en solution : si le pic d’absorbance à 280 

nm ne revient pas à 0 UA à 340 nm (si une pente est présente au lieu d’un retour 

à la ligne de base) cela peut indiquer une agrégation des protéines en solution 

(Pignataro et al., 2020). Un indice d’agrégation peut être calculé : × . Si cet indice est supérieur à 2, alors on considère qu’il y a 

agrégation. 

Cependant, cette méthode a ses limites, en particulier après l’étape de chromatographie 

HisTrap, car l’échantillon contient de l’imidazole qui absorbe à 280 nm. Mais lors des étapes 

suivantes, lorsque l’échantillon n’en contient plus, cette méthode de quantification est 

parfaitement adaptée. 

1.7.4.3 Spectrométrie de masse MALDI-TOF 

Le MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization – Time Of Flight) 

consiste à ioniser l’échantillon protéique à l’aide d’un laser (MALDI), puis à mesurer le temps 

qu’il met à exciter un détecteur après avoir traversé un champ électromagnétique. Ce temps 

(temps de vol, TOF) est dépendant du rapport masse/charge (m/z) de la molécule. Dans le cas 

du MALDI, lors de l’ionisation, la grande majorité des protéines ne reçoivent qu’une charge 

supplémentaire (z=1), donc la mesure m/z est égale à la masse moléculaire de la protéine. Cela 

permet d’obtenir une mesure très précise de la masse moléculaire d’une protéine purifiée (ou 

de plusieurs dans le cas d’un mélange hétérogène). 

1.7.4.4 Diffusion dynamique de la lumière (DLS) 

La diffusion dynamique de la lumière se base sur le mouvement brownien des molécules 

en solution : en résumé, les plus grosses molécules bougent moins vite que les petites. L’idée 

ici est d’appliquer à l’échantillon une lumière, et de mesurer sa diffusion Rayleigh à un angle 

de 90°. Un traitement mathématique (fonction d’autocorrélation) permet d’obtenir des 

informations sur la variation du signal diffusé : si la fonction d’autocorrélation décroit 
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rapidement, c’est que le mouvement des espèces en solution est rapide. Un coefficient de 

diffusion peut alors être calculé, et l’équation de Stokes-Einstein permet alors de déterminer le 

rayon hydrodynamique des espèces présentes dans la solution. Cela permet donc de savoir si 

l’échantillon est monodisperse, c’est-à-dire qu’il contient des populations de molécules avec un 

rayon hydrodynamique uniforme, ou s’il est polydisperse, c’est-à-dire qu’il contient des espèces 

de différentes tailles (agrégats, contaminants, etc). 
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2 Oligonucléotides utilisés dans les expériences de caractérisation 

enzymatique 

• Extension d’amorce 

Séquences des oligonucléotides : 
5’-GGGGTAGCTGCGCATAAGCTTATGACAATT-3’ 
5’-FAM-AATTGTCATAAGCTTATGCG-3’ 
Structure adoptée : 
  3’ TTAACAGTATTCGAATACGCGTCGATGGGG 5’ 
FAM 5’ AATTGTCATAAGCTTATGCG 3’ 
 

• Microhomology End Joining 

Séquences des oligonucléotides : 
5’-FAM-AATCACCAGTACGCGCCGTTGCGTCATCTGACGTC-3’ 
5’-p-CGGCCATGACGCCAAGACCAGG-3’ 
5’-GACGCAACGGCGCGTACTGGTGATT-3’ 
5’-CCTGGTCTTGGCGTCATGGCGCGACGTCAGAT-3’ 
Structure adoptée : 
  3’ TTAGTGGTCATGCGCGGCAACGCAG TAGACTGCAGCGCGGTACTGCGGTTCTGGTCC 5’ 
FAM 5’ AATCACCAGTACGCGCCGTTGCGTC-ATCTGACGTC CGGCCATGACGCCAAGACCAGG 3’ 

                   P 

• NHEJ 

Séquences des oligonucléotides : 
5’-FAM-GCCGTTGCGTCAT-3’ 
5’-p-CCGCCATGACGC-3’ 
5’-GCGTCATGGCGGCAT-3’ 
5’-ACGCAACGGC-3’ 
Structure adoptée : 
  3’ CGGCAACGCA TACGGCGGTACTGCG 5’ 
FAM 5’ GCCGTTGCGTCAT CCGCCATGACGC 3’ 
           P  
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• NHEJ-cis 

Séquences des oligonucléotides : 
5’-FAM-AATCACCAGTACGCCGTTGCGT-3’ 
5’-p-TATCGCCATGACGCGGTTCTGGTCC-3’ 
5’-TACACGCAACGGCGTACTGGTGATT-3’ 
5’-GGACCAGAACCGCGTCATGGCG-3’ 
Structure adoptée : 
  3’ TTAGTGGTCATGCGGCAACGCACAT GCGGTACTGCGCCAAGACCAGG 5’ 
FAM 5’ AATCACCAGTACGCCGTTGCGT TATCGCCATGACGCGGTTCTGGTCC 3’ 
               P 

• Gap-filling 

 

Séquences des oligonucléotides : 
 

5’-FAM-AATCACCAGTACGCCGTTGCGT-3’ 
5’-p-TATCGCCATGACGCGGTTCTGGTCC-3’ 
5’-GGACCAGAACCGCGTCATGGCGATACACGCAACGGCGTACTGGTGATT-3’ 
Structure adoptée : 
  3’ TTAGTGGTCATGCGGCAACGCACATAGCGGTACTGCGCCAAGACCAGG 5’ 
FAM 5’ AATCACCAGTACGCCGTTGCGT TATCGCCATGACGCGGTTCTGGTCC 3’ 
               P 

• Terminal transférase 

 

Séquences des oligonucléotides : 
 

5’-AAGCTTATGACAATT-3’ 
5’-FAM-AATTGTCATAAGCTTATGCG-3’ 
Structure adoptée : 
  3’ TTAACAGTATTCGAA 5’ 
FAM 5’ AATTGTCATAAGCTTATGCG 3’ 
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3 Caractérisation cinétique des ADN polymérases X 

Lors de la caractérisation enzymatique des ADN polymérases, on parle de kobs et non de 

kcat, car la réaction enzymatique catalysée par les ADN polymérases est de second ordre : 

A+BàAB (avec A l’ADN initial et B le dGTP), ce qui donne 𝑘 = 𝑘[𝐴][𝐵]. L’expérience 

réalisée est dite de pseudo premier ordre, car la concentration en ADN est beaucoup plus élevée 

que celle de dGTP et ne varie pas pendant l’expérience, donc la vitesse de formation du produit 

ne dépend virtuellement que de la concentration en dGTP. On obtient donc une approximation 

du kcat, appelée kobs, avec 𝑘 = 𝑘[𝐴]	(Pollard and De La Cruz, 2013). 
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4 Bases de cristallographie 

L’objectif de cette partie est de présenter des éléments basiques de cristallographie, 

utiles à la compréhension des résultats présentés. Cette partie n’est pas une présentation 

exhaustive de la technique de cristallographie aux rayons X. 

4.1 Cristallogenèse 

Pour étudier la structure de protéines et de complexes par diffraction des rayons X, il 

faut obtenir des cristaux de ces molécules. Le cristal est une forme organisée et compacte des 

macromolécules, qui permet d’amplifier le signal lors d’expériences de diffraction des rayons 

X, pour obtenir des informations détaillées sur la structure de ces macromolécules.  

La cristallogenèse consiste à permettre à une molécule soluble dans un liquide de passer 

dans un état solide, où l’ensemble des molécules présentes structurées de façon identique 

s’organisent dans l’espace tridimensionnel de façon régulière et répétée par des contacts 

cristallins. Cette étape est empirique : aujourd’hui, on ne peut pas prédire dans quelles 

conditions une molécule va cristalliser. Il faut donc tester de nombreuses conditions (pH, force 

ionique, solvants, autres polymères présents en solution, etc.), qui permettront de diminuer la 

solubilité de la molécule d’intérêt pour former un cristal. Ces conditions permettent un 

changement de phase, et on représente les états possibles sous forme d’un diagramme de phase, 

au sein duquel la protéine doit atteindre un état métastable, sans précipiter. Pour cela, il est 

possible de faire varier les espèces présentes dans la solution de cristallisation, ainsi que leurs 

concentrations, et celle de la protéine. Une fois que les conditions sont atteintes, un germe de 

cristal va pousser tant qu’il reste de la protéine disponible en solution et que celle-ci reste dans 

la zone métastable. 

 
Figure 188 : Diagramme de phases à deux dimensions d’une macromolécule. A : Macromolécule soluble. B : Nucléation du 
cristal. C : Cristal final stable. D’après Giegé et al. Biocrystallography: past, present, future. HFSP J. 2010 Jun;4(3-4):109-
21. 
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L’obtention de cristaux nécessite une très grande pureté des protéines, ainsi qu’une 

grande homogénéité, c’est pourquoi les protéines utilisées pour la cristallographie ont toutes été 

purifiées jusqu’à une étape de chromatographie d’exclusion stérique.  

4.2 Anatomie du cristal 

Les cristaux formés sont un agencement organisé et répété des molécules dans l’espace 

tridimensionnel. L’unité de base du cristal est la maille élémentaire, qui forme un système 

cristallin par répétition et translation. Cette maille peut être caractérisée pour chaque cristal à 6 

paramètres : les longueurs a, b et c et les angles a, b et g. Dans la nature, on peut obtenir 7 

systèmes cristallins (cubique, hexagonal, trigonal, tétragonal, orthorhombique, monoclinique 

ou triclinique). Au sein d’une maille, on peut retrouver une molécule ou plusieurs, répétées par 

des éléments de symétrie organisés autour de nœuds. La position de ces nœuds détermine le 

type de maille élémentaire (primitive, base centrée, corps centrée, face centrée). L’ensemble de 

ces éléments, ainsi que d’autres opérations symétriques, déterminent 65 groupes d’espace 

possibles, qui permettent de connaitre l’organisation des molécules au sein du cristal. La 

détermination du groupe d’espace d’un cristal est la première étape du traitement des données 

de cristallographie. 

4.3 La problème de la phase 

Le premier objectif de l’étape de résolution de la structure est d’obtenir une carte de 

densité électronique correspondant à la protéine étudiée, et de l’utiliser pour placer les acides 

aminés formant la protéine d’une façon s’accordant le mieux avec cette densité obtenue 

expérimentalement. Cette densité électronique dépend en chaque point de l’espace du volume 

de la maille et est obtenue par transformée de Fourier des facteurs de structure, définis par leur 

amplitude et leur phase. L’obtention des clichés de diffraction permet d’obtenir l’intensité des 

taches obtenues (qui correspond au carré de l’amplitude du facteur de structure). Cependant, 

pour obtenir la densité électronique d’une protéine, il est indispensable de connaitre la phase de 

tous les facteurs de structure, or celle-ci est perdue lors de l’obtention des données. Il existe 

deux méthodes principales pour obtenir la phase : le phasage expérimental (utilisation d’atomes 

lourds dans les cristaux et utilisation de leurs caractéristiques particulières pour obtenir la 

phase), et le remplacement moléculaire (utilisation du modèle structural d’une protéine proche 

et placement de celui-ci dans la maille considérée). 
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4.4 Bases du remplacement moléculaire 

Dans un premier temps, il est important de connaître le nombre de molécules présentes 

dans chaque maille (unité asymétrique). Pour cela, on utilise le coefficient de Matthews (Vm, 

compris entre 1,68 et 3,53 Å3) : 𝑉 = × . Ici, V est le volume de la maille cristalline, M le 

poids moléculaire de la molécule, et n le nombre de molécules par unité asymétrique.  

Il est ensuite possible d’utiliser le modèle proche choisi et le nombre de molécules par 

unité asymétrique pour comparer des données cristallographiques théoriques basées sur ce 

modèle aux données expérimentales (les données comparées sont appelées cartes de Patterson, 

basées sur les intensités des facteurs de structure). Il est nécessaire d’explorer toutes les 

rotations et translations possibles pour placer au mieux le modèle dans la maille de la protéine 

étudiée. 

4.5 Fonctions de Buster utilisées dans les affinements 

Affinement « Rigid-Body » (commande -RB) : on considère que chaque chaîne est un 

objet rigide qui se déplace en bloc : c’est l’approche utilisée juste après l’étape de remplacement 

moléculaire. 

Information des symétries non cristallines (commande -autoNCS) : lorsque plusieurs 

copies de la molécule se trouvent dans une unité asymétrique, on peut penser que les 

modifications d’une molécule peuvent aussi bien s’appliquer aux autres. Cela permet de 

moyenner les variations, et donc d’augmenter le rapport signal/bruit. Cette commande est 

paramétrée de façon optimale par le logiciel en mode automatique et est très utile lorsque la 

diffraction du cristal est anisotrope (si la diffraction n’est pas homogène dans les trois directions 

de l’espace). Il peut cependant être utile d’empêcher le logiciel de supprimer les éléments 

aberrants lui-même (avec la commande -autoNCS_noprune). 

Utilisation de tenseurs TLS (commande -TLS) (Translation Rotation and Screw 

rotation) : Ce sont des opérateurs mathématiques permettant de décrire le désordre et les 

vibrations moléculaires par plusieurs éléments indépendants. Cette fonction permet de décrire 

les vibrations moléculaires, et d’affiner le modèle (à moyenne résolution) qui correspondra 

alors au mieux aux données expérimentales. 
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Utilisation d’une cible d’affinement (commande -target) : lorsqu’un modèle de bonne 

qualité à plus haute résolution existe déjà, il peut être utilisé comme cible, de sorte que 

l’affinement tende vers une structure similaire au modèle. Cependant, cette commande est à 

utiliser en analysant le modèle lors de son affinement, car si les données expérimentales ne 

correspondent pas parfaitement au modèle cible, cela peut ralentir l’affinement. Dans mon cas, 

avec la structure du mutant « Polb-like », le placement d’une boucle d’après les données 

expérimentales était différent du modèle utilisé initialement (7M43) comme cible pour 

l’affinement, ce qui ne permettait pas un bon affinement. Le simple fait de changer de modèle 

cible pour un modèle avec un placement différent de cette boucle (1XSL) a permis d’améliorer 

drastiquement l’affinement ; 

Placement automatique de molécules d’eau (commande -WAT). Dans certains modèles, 

la résolution permet d’obtenir des densités électroniques correspondant à des molécules d’eau. 

Celles-ci peuvent être ajoutées ou supprimées automatiquement par le logiciel au besoin. 

Il existe de nombreuses autres commandes de Buster, et dans les cas difficiles, il peut 

être utile d’en tester un certain nombre avant de trouver les meilleures. 

4.6 Rwork et Rfree 

𝑅 = ∑ |𝐹𝑜𝑏𝑠| − 𝑘|𝐹𝑐𝑎𝑙𝑐|∑ |𝐹𝑜𝑏𝑠|  

𝑅 = ∑ |𝐹𝑜𝑏𝑠| − 𝑘|𝐹𝑐𝑎𝑙𝑐|∈ ∑ |𝐹𝑜𝑏𝑠|∈  

Avec |Fobs| l’amplitude d’un facteur de structure observé ; |Fcalc| l’amplitude d’un 

facteur de structure calculé, k le facteur de mise à l’échelle des données, et T une sous partie 

des données n’ayant pas été utilisée par l’affinement.  
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Résumé 

L’eucaryote unicellulaire Paramecium tetraurelia est un organisme binucléé, qui a pour particularité de perdre 
lors de sa reproduction le noyau nécessaire à l’expression de ses gènes (somatique). Celui-ci doit donc être régénéré à 
partir de son autre noyau (germinal), quant à lui diploïde. Cette régénération passe par de nombreuses réplications du 
génome, mais surtout par des réarrangements massifs, dont certains consistent en l’introduction programmée de cassures 
double-brin à des milliers de sites dans le génome, afin d’éliminer des séquences d’insertion qui cassent le cadre de lecture 
dans de nombreux gènes. Une fois ces cassures introduites, elles sont réparées par un système qui repose sur des protéines 
impliquées dans la réparation non-homologue, ou NHEJ (Ku70/80, DNA-PKcs, Ligase IV, XRCC4) et sur 4 ADN 
polymérases. Cependant, il existe une différence majeure entre le NHEJ, qui est connu pour son fort taux d’erreurs, et le 
NHEJ chez la paramécie qui ne fait quasiment pas d’erreurs. L’objectif des travaux de cette thèse est d’expliquer la fidélité 
de ce système, en se focalisant sur les ADN polymérases impliquées dans cette réparation chez Paramecium tetraurelia. 

Dans un premier temps, une approche bio-informatique a été utilisée afin d’émettre des hypothèses sur les raisons 
de la fidélité de ces enzymes, en étudiant de façon approfondie la classification des ADN polymérases de la famille X. 
Après une étude enzymatique des ADN polymérases de Paramecium tetraurelia ayant permis de montrer leurs similitudes 
avec les ADN polymérases λ et β ainsi que leur grande fidélité, l’existence de deux mécanismes pouvant expliquer cette 
fidélité a été démontrée. Pour cela, l’activité enzymatique de mutants de l’ADN polymérase λ a été testée, et leur structure 
a été obtenue par cristallographie aux rayons X. Un premier mécanisme pouvant être impliqué dans la fidélité, similaire 
à celui rencontré chez l’ADN polymérase β, se base sur des changements conformationnels locaux au sein du site 
catalytique de l’enzyme. Le second mécanisme, jusqu’ici non caractérisé, utilise une boucle de 10 résidus pour stabiliser 
l’ADN au sein du site actif, uniquement en présence d’un nucléotide correct, et est retrouvé chez l’ADN polymérase λ. 

Ces nouvelles connaissances sur les bases moléculaires de la fidélité des ADN polymérases de la famille X 
apportent une meilleure compréhension de la fidélité du NHEJ de Paramecium tetraurelia, ce qui pourra permettre 
d’élargir les connaissances sur le NHEJ et ses implications dans le système immunitaire et dans la carcinogenèse. 

Abstract 

The unicellular eukaryote Paramecium tetraurelia is a binucleate organism, which loses the nucleus required for 
gene expression (somatic) during reproduction. This nucleus must therefore be regenerated from its other nucleus 
(germinal), which is diploid. This regeneration involves numerous replications of the genome, but above all massive 
rearrangements, some of which consist in the programmed introduction of double-strand breaks at thousands of sites in 
the genome, in order to eliminate insertion sequences that break the reading frame in many genes. Once these breaks have 
been introduced, they are repaired by a system that relies on proteins involved in non-homologous repair, or NHEJ 
(Ku70/80, DNA-PKcs, Ligase IV, XRCC4) including 4 DNA polymerases. However, there is a major difference between 
classical NHEJ, which is known for its high error rate, and NHEJ in Paramecium, which makes virtually no errors. The 
aim of this thesis is to explain the fidelity of this system, focusing on the DNA polymerases involved in this repair in 
Paramecium tetraurelia. 

Initially, a bioinformatics approach was used to hypothesize the reasons for the fidelity of these enzymes, by 
studying in depth the classification of DNA polymerases of family X. Following an enzymatic study of Paramecium 
tetraurelia DNA polymerases, which demonstrated their similarities to λ and β DNA polymerases, as well as their high 
fidelity, the existence of two mechanisms that could explain this fidelity was demonstrated. To this end, the enzymatic 
activity of DNA polymerase λ mutants was tested, and their structure obtained by X-ray crystallography. A first fidelity 
mechanism, similar to that found in DNA polymerase β, is based on local conformational changes within the enzyme's 
catalytic site. The second mechanism, uncharacterized until now, uses a 10-residue loop to stabilize the DNA within the 
active site, only in the presence of a correct nucleotide, and is also found in DNA polymerase λ. 

These new insights into the molecular basis of X-family DNA polymerase fidelity provide a better understanding 
of Paramecium tetraurelia NHEJ fidelity, which may lead to a broader understanding of NHEJ and its implications in the 
immune system and carcinogenesis. 

 


