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Dynamique de la chromatine
lors de la réparation
des lésions de I’ADN
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> UADN, support de 'information géné-
tique, est aussi une macromolécule
trés réactive, cible de nombreux agents
chimiques ou physiques susceptibles
d’engendrer des lésions. La réparation
fidele de ces Iésions par des mécanismes
spécifiques garantit le maintien de I’in-
tégrité du génome [1]. Toutefois, dans
le noyau des cellules eucaryotes, I’ADN
est organisé en chromatine [2], et c’est
donc sur ce type de substrat qu’agissent
les machineries de réparation de I’ADN.
L'organisation en chromatine assure
non seulement la compaction de I’ADN
au sein du noyau cellulaire mais elle
module également I'information géné-
tique, contribuant ainsi a définir I'iden-
tité cellulaire. €n effet, 'unité de base
de la chromatine, baptisée nucléosome,
comprend un octameére de protéines his-
tones - un tétramere (H3-H4),, flanqué
par deux dimeres H2A-H2B -, autour
duquel s’enroule la double hélice d’ADN
[3]. Les protéines histones peuvent étre
modifiées (par acétylation, phospho-

la séquence d’ADN sans impliquer de
mutations [6].

Aumémetitre que la stabilité du génome,
on peut s’interroger sur I'importance du
maintien de I'intégrité de I"information
épigénétique lors d’une exposition a
des agents génotoxiques. La réponse
cellulaire aux dommages de I’ADN se
congoit non seulement au niveau de
I’ADN lui-méme mais aussi au niveau de
son organisation en chromatine.

Réarrangements

de la chromatine au cours

de la réponse aux dommages de I’ADN
Lorsque I’ADN est endommagé, les
contraintes structurales imposées par

S.E. Polo : Wellcome Trust/Cancer Research UK
Gurdon Institute, Cambridge, Royaume-Uni.
G. Almouzni : UMR 218 CNRS, Institut Curie,

26, rue d’Ulm, 75248 Paris Cedex 5, France.

genevieve.almouzni@curie.fr

s.polo@gurdon.cam.ac.uk

son organisation en chromatine peuvent
géner la détection et la réparation des
[ésions. ’hypotheése qui prévaut actuel-
lement pour rendre compte de la maniére
dont s’exerce la réparation des [ésions
de I’ADN au sein de la chromatine est le
modéle access-repair-restore (acces-
sibilité-réparation-restauration) [7, 8]
(Figure 1). Ce modéle propose que, lors
d’un stress génotoxique, la chromatine se
désorganise localement afin de faciliter
I’acces de la machinerie de réparation
aux lésions de I’ADN (access). Cette étape
impliquerait des facteurs de remodelage
delachromatine et des enzymes de modi-
ficationdes histones. Aprésréparationde
I’ADN (repair), I"organisation initiale de
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sifs pour I'expression des génes [4]. Par
ailleurs, la nature méme des histones,
qui se déclinent sous différentes formes
appelées «variants» [5], contribue a
la spécialisation des nucléosomes. Les

modifications des histones et I'exis-
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Figure 1. Dynamique de la chromatine lors de la réparation de 'ADN : modéle acces-repair-res-

tence de variants fournissent ainsi un
répertoire élargi d’information quali-
fiée d'« épigénétique ». Transmissible
au cours des générations cellulaires et  tore. La réparation des Iésions de I’ADN au sein de la chromatine implique : (1) 'acces de la
potentiellement réversible, cette infor-  machinerie de réparation aux Iésions de I’ADN (access) ; (2) la réparation de ces Iésions assurant
mation assure une régulation fine de la stabilité de I'information génétique (repair) ; (3) la restitution de la structure initiale de la

I’expression du message contenu dans  chromatine (restore) (adapté de [8]).
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la chromatine devrait étre restituée (res-
tore). Cette derniére étape impliquerait
des facteurs d’assemblage de la chro-
matine. évidemment, selon la fidélité de
la restitution de ’organisation initiale
(nature des variants d’histones et leurs
modifications), il sera possible ou non
de préserver I'intégrité de I"information
épigénétique pour un locus donné.

Le défi pour la réparation de Iésions
dans la chromatine est donc a concevoir
a deux niveaux. Tout d’abord, concer-
nant Iaccessibilité des Iésions de I’ADN
au sein de la chromatine: a quel point
la structure doit-elle étre désorganisée
pour permettre la réparation ? Ensuite,
la question qui en découle concerne la
restitution fidéle ou non de la structure
de la chromatine apres réparation de
I’ADN. €n particulier, on peut se deman-
der a quel point I'information épigéné-
tique portée par les histones est préser-
vée. La dynamique des histones aux sites
de dommages étant encore mal carac-

térisée, deux hypotheses peuvent étre
envisagées : (1) un mécanisme conser-
vateur impliquant un simple glissement
des octameres d’histones dans la région
lésée, suivi de leur repositionnement;
ou (2) une éviction locale d’histones,
qui peuvent ensuite étre recyclées et/ou
remplacées par de nouvelles histones.

Dynamique locale des histones

aux sites de dommages de I’ADN

Afin de suivre la mise en place de nou-
velles histones aux sites de dommages
de ’ADN, une nouvelle approche expéri-
mentale a été développée. Elle s’appuie
sur la transfection transitoire de cellules
humaines en culture avec un vecteur
exprimant le variant d’histone H3.1 sous
forme étiquetée (e-H3.1), afin de le
distinguer de la forme endogene. Ce sys-
teéme, couplé a une irradiation UV locali-
sée, permet de visualiser un recrutement
local de nouvelles histones e-H3.1 aux
sites de dommages [9].
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Figure 2. Dynamique locale des histones en réponse au stress génotoxique. La mise en place de
nouvelles histones aux sites de Iésions de I’ADN (2) fait intervenir le facteur d’assemblage en
chromatine CAF-1, qui dépose H3.1-H4, et potentiellement d’autres chaperons d’histones. Elle
requiert I’éviction préalable des histones nucléosomiques pré-existantes (1), dont le devenir
reste a déterminer. Celles-ci peuvent en effet étre dégradées et/ou partiellement recyclées. Les
facteurs impliqués dans leur éviction sont encore a identifier. L'incorporation de nouvelles his-
tones, potentiellement différentes des histones pré-existantes, aux sites de dommages pose la
question du maintien de I'intégrité épigénétique au sein de la chromatine |ésée, qui nécessite de
restituer a I'identique les anciennes marques épigénétiques (modifications et variants d’histo-

nes) (3). La présence prolongée de ces nouvelles histones (avec de nouvelles marques) pourrait

cependant jouer un role dans la mémoire des dommages subis par la cellule.
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Cette incorporation constitue une
réponse locale, restreinte a la région
nucléaire irradiée. Elle est dépendante
de Iactivité réparatrice des lésions UV
et fait directement intervenir le facteur
d’assemblage de la chromatine CAF-1
(chromatin assembly factor-1) [9]. Ce
facteur, connu pour sa capacité a pro-
mouvoir I"assemblage de la chromatine
couplé a la synthése d’ADN in vitro,
aussi bien lors de la réplication que de la
réparation [10], est également associé
de maniere spécifique au variant d’his-
tone H3.1 dans les cellules humaines
[11]. Il est intéressant de remarquer que
la mise en place de nouvelles histones
H3.1 intervient non seulement dans le
contexte de dommages UV mais aussi
en réponse a d’autres dommages, tels
que ceux engendrés par micro-irradia-
tion laser (principalement des cassu-
res et des oxydations dans la molécule
d’ADN) [9].

La restitution de "organisation de la
chromatine apres réparation de I’ADN
in vivo implique donc une incorporation
localisée de nouvelles histones H3.1 aux
sites de dommages (Figure 2).

Incorporation de nouvelles

histones aux sites de dommages :
implications fonctionnelles

Ces données ont des implications a plu-
sieurs niveaux sur le plan fonctionnel.
Tout d’abord, la mise en place de nou-
velles histones H3 (vraisemblablement
en association avec H4) implique une
désorganisation totale du nucléosome,
H3 et H4 occupant le centre de I'octa-
mere d’histones. Une dynamique des
histones H2A et H2B est donc égale-
ment & envisager et il est probable que
d’autres chaperons d’histones, impli-
qués a différents niveaux dans I"assem-
blage de la chromatine, participent a la
dynamique de la chromatine endomma-
gée (Figure 2).

Par ailleurs, I'incorporation de nouvel-
les histones H3.1 n’exclut pas la mise
en place d’autres variants de H3 par
d’autres chaperons d’histones, ni le
recyclage partiel des anciennes histo-



nes. Cependant, la restitution de orga-
nisation de la chromatine couplée a la
réparation des Iésions de I’ADN in vivo ne
pouvant se réduire a un recyclage strict
des histones pré-existantes, I’éviction,
au moins partielle, sinon totale, de ces
anciennes histones apparait nécessaire
(Figure 2). Des données récentes met-
tant en évidence une éviction locale
d’histones au niveau d’une cassure dou-
ble-brin de I’ADN chez la levure Saccha-
romyces cerevisiae viennent conforter
cette hypothése [12]. Ce mécanisme
s’ajouterait au remodelage de la chro-
matine et a la modification covalente
des histones pour augmenter |'accessi-
bilité de la chromatine endommagée. Il
reste a évaluer dans quelles proportions
se mélangent anciennes et nouvelles his-
tones aux sites de réparation de I’ADN, et
quels sont les facteurs déterminant leur
importance relative.

Si la mise en place de nouvelles histo-
nes aux sites de dommages participe
a la restitution de I"organisation de la
chromatine, son impact sur la stabi-
lité épigénétique dans les régions de
chromatine lésée doit étre évalué. €n
effet, les histones nouvellement incor-
porées ne sont vraisemblablement pas
en tous points identiques aux ancien-
nes. On peut donc s’attendre a ce que
des perturbations locales du profil de
modification des histones surviennent,
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mais aussi a des changements dans la
distribution des variants d’histones.
Au-dela de son impact sur la stabilité
épigénétique, I'incorporation locale de
nouvelles histones peut aussi étre envi-
sagée comme un systeme de marquage
de la chromatine, qui permettrait de
garder en mémoire les dommages subis
par la cellule.

Ces nouvelles données montrent que
la mise en place d’histones sur I’ADN
permet de coupler, localement et tem-
porellement, le maintien de I"intégrité du
génome et de I'organisation de la chro-
matine en réponse au stress génotoxi-
que. La restitution de I'organisation de
la chromatine apres réparation de I’ADN
pourrait se révéler critique pour I'inacti-
vation des mécanismes de signalisation
des dommages (points de contrdle du
cycle cellulaire), la stabilité chromoso-
mique, ou encore la survie des cellules
apres exposition aux agents génotoxi-
ques. Ces travaux ouvrent des perspec-
tives intéressantes sur un nouveau méca-
nisme dont il faudra évaluer I'importance
fonctionnelle a court et a long terme.
Cette dynamique des histones est éga-
lement a prendre en compte pour mieux
comprendre I'impact de certains traite-
ments endommageant ’ADN comme la
radiothérapie ou la chimiothérapie. ¢
Chromatin dynamics during

the repair of DNA lesions
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