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INTRODUCTION





Chapitre I. Dommages et Réparation de l’ADN

L’ADN, porteur de l’information génétique et nécessaire au bon fonctionnement de la cellule,

est  en  permanence  soumis  à  de  nombreux  stress,  menaçant  ainsi  son  intégrité  et  donc  le  bon

fonctionnement cellulaire. Il est donc essentiel qu’une surveillance minutieuse soit effrectuée, afinn de

prévenir, ou tout du moins limiter, les dysfonctionnements cellulaires.  En effret,  les conséquences

d’une mauvaise réparation de l’ADN sont nombreuses et délétères. Ainsi, les défauts de réparation

de l’ADN ont été associés au vieillissement prématuré [Tiwari & Wilson, 20190 Vijg, 2021]  et à

l’apparition de diffrérentes maladies telles que les cancers [Basu, 20180 Tiwari & Wilson, 2019], ou

certaines maladies neurodégénératives [Tiwari & Wilson, 2019].

I. Queels sont les mécanismes à l’origine des dommages de l’ADN : : : 1

1. Espèces chimiques pouvant endommager l’ADN

Les  principaux  agents  en  mesure  d’endommager  l’ADN  sont  les  espèces  réactives  de

l’oxygène (ROS – Reactive Oxygen Species) et de l’azote (RNS – Reactive Nitrogen Species). Comme

leurs noms l’indiquent,  elles  sont respectivement dérivées  de l’oxygène et  de l’azote,  et  incluent

diffrérents types de composés chimiques à forte capacité réactive. Ils peuvent être divisés en deux

catégories ; ; ; S les espèces radicalaires et les espèces non-radicalaires. Les espèces radicalaires, aussi

appelées radicaux libres, sont des espèces chimiques présentant au moins un électron libre sur la

couche de valence, ce qui les rend instables et promptes à réagir avec les molécules environnantes.

Du côté des ROS, ce sont principalement l’anion superoxyde (O2 •-), le radical hydroxyle (•OH) ou le

radical peroxyle (ROO•) ; ; ; 0 et l’oxyde nitrique (•NO, ou monoxyde d’azote), ou le dioxyde d’azote

(NO2•) pour les RNS [Sies, 20170 Pisoschi  et al.,  2021]. Parmi les espèces non radicalaires, nous

pouvons citer  le  peroxyde d’hydrogène (H2O2),  l’oxygène singulet  (1O2)  ou l’ozone (O3)  pour  les

ROS ; ; ; 0 et  le nitrite (NO2-),  l’anion nitroxyle (NO-),  le  peroxynitrite (ONOO-)  ou le  peroxynitrate

(O2NOO-)  du  côté  des  RNS  [Sies  20170  Pisoschi  et  al.,  2021].  Leurs  pouvoirs  oxydants  sont

généralement plus faibles que ceux des radicaux libres, mais ils sont souvent les précurseurs de ces

derniers.  Si,  comme nous le verrons par la suite, ils sont essentiels au métabolisme cellulaire en

conditions physiologiques [Birben et al., 20120 Pisoschi & Pop 20150 Sies 20170 Pisoschi et al., 2021],

un excès de ROS/RNS peut être à l’origine d’un stress oxydant ; ; ; 0 définni comme une altération de
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l’équilibre  entre  la  quantité  d’espèces  oxydantes  présentes  dans  le  milieu,  et  les  défenses

antioxydantes de l’organisme [Birben et al. 20120 Pisoschi & Pop, 20150 Sies, 2017].

D’autres  éléments  que  l’oxygène  ou  l’azote  peuvent  être  à  l’origine  d’espèces  réactives

pouvant potentiellement induire un stress oxydant, comme c’est le cas du soufre, du chlore, du brome

ou du sélénium [Sies, 2017], mais leur importance biologique étant moindre, ils ne seront pas traités

ici.

 2. Origines des agents oxydants

La source endogène la plus évidente de ROS est la respiration cellulaire, fonction essentielle

du métabolisme permetteant la synthèse de d’adénosine triphosphate (ATP), l’énergie de la cellule. La

respiration cellulaire se déroule dans la mitochondrie, au niveau de la chaîne de transfert d’électrons.

On appelle ainsi une succession de cinq complexes protéiques transmembranaires, localisés dans la

membrane interne de la mitochondrie (Figure 1) et qui, grâce à une succession de réactions d’oxydo-

réduction, permetteent la formation d’un gradient de protons entre l’espace intermembranaire et la
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Figure  1; ; ; S Chaîne de transfert d'électrons. Les complexes I à IV permetteent le transport des électrons et la

création du gradient de protons, tandis que le complexe V synthétise l'ATP. Adapté de Prasuhn et al.,  2021.



matrice  mitochondriale.  Ce  gradient  est  utilisé  par  une  pompe  à  protons  afinn  générer  l’ATP

nécessaire au métabolisme cellulaire. 

Cependant, de nombreux autres processus cellulaires physiologiques impliquent la formation

de  ROS  ou  RNS,  comme  la  transduction  de  diffrérents  signaux  ou  l’activation  d’une  réponse

immunitaire [Birben  et al.,  20120 Pisoschi & Pop 2015]. En effret, certaines cellules immunitaires

(neutrophiles, éosinophiles, granulocytes, etc.) génèrent des poussées de radicaux libres afinn de lutteer

contre les invasions pathogènes. Ainsi, plus d’une trentaine d’enzymes produisant du H 2O2 a été

répertoriée [Pisoschi et al., 2021]. Il ne s’agira donc pas de dresser une liste exhaustive des diffrérents

mécanismes cellulaires en mesure de créer des ROS ou RNS, mais de brosser un portrait des plus

importants.

a. Formation endogène des ROS

Les trois types de ROS ayant la plus grande importance d’un point de vue physiologique sont

l’anion  superoxyde,  le  radical  hydroxyle  et  le  peroxyde  d’hydrogène,  soit  du  fait  de  leur  forte

réactivité (•OH), soit car ce sont des précurseurs d’autres espèces réactives (O2 •- et H2O2) (Tableau 1)

[Birben et al., 20120 Pisoschi et al., 2021]. L’anion superoxyde O2•- est formé par l’ajout d’un électron

à une molécule de dioxygène [Birben  et al.,  2012].  Ce processus a majoritairement lieu dans la

mitochondrie au niveau de la chaîne de transport des électrons ; ; ; 0 mais également dans le peroxysome

ou lors de l’activation de réponses immunitaires [Birben et al., 20120 Pisoschi & Pop, 2015].  Dans ce

cas-là, l’ajout d’électron au dioxygène est médié par diffrérentes enzymes comprenant la nicotinamide

adénine  dinucléotide  phosphate  (NADPH)  oxydase,  la  xanthine  oxydase  ou  la  cyclo-oxygénase

[Birben  et  al.,  20120  Pisoschi  & Pop 2015].  L’anion superoxyde peut  lui-même être  converti  en

peroxyde  d’hydrogène  (H2O2)  par  dismutation,  soit  spontanément,  soit  grâce  à  l’action  de

superoxyde dismutases (SOD). Par conséquent,  le  peroxyde d’hydrogène peut être  formé suite à

n’importe quel processus générant des anions superoxydes. Certaines enzymes peuvent également

être à l’origine de la formation de H2O2, comme c’est le cas de la NADPH oxydase, de la xanthine

oxydase ou de l’amino-acide oxydase [Birben et al. 2012]. Le peroxyde d’hydrogène peut à son tour

être à l’origine de la formation du radical hydroxyle (•OH), par l’intermédiaire de la réaction de

Fenton. Cettee réaction d’oxydo-réduction, découverte en 1894 par le chimiste anglais Henry J. H.

Fenton [Fenton, 1894], fait intervenir des sels minéraux pouvant être réduits,  permetteant ainsi la

formation de radicaux hydroxyles et d’anions hydroxydes (HO-) (Tableau 1) [Birben  et al. 2012 ; ; ; 0

Pisoschi & Pop 2015]. La réaction la plus connue est celle mise en évidence par Fenton, impliquant le

fer. D’autres métaux tels que le cuivre, le chrome, le nickel ou le cobalt peuvent également servir de

- 24 - 



donneurs d’électrons dans des réactions de type Fenton [Valko et al., 2005]. Le •OH résultant de ces

réactions est le ROS ayant le plus fort pouvoir oxydant, et est en capacité d’oxyder la plupart des

molécules cellulaires (lipides, protéines, acides nucléiques, etc.) [Gutteeridge, 1994 ; ; ; 0 Pisoschi & Pop

2015].

b. Formation endogène des RNS

Les  deux  RNS  de  plus  grande  importance  biologique  sont  l’oxyde  nitrique  (•NO)  et  le

peroxynitrite  (ONOO-)  (Tableau 1) [Pisoschi  et al.,  2021].  L’acide nitrique est  synthétisé  par  les

oxyde nitrique synthases  (NOS –  Nitric  Oxid Synthase),  en général  en réponse à une demande

physiologique (neurotransmission, réponse immunitaire, vasodilatation, etc.) [Pisoschi & Pop, 2015]

à partir de NADPH et de L-arginine [Knowles & Moncada, 1994].  La synthèse de •NO nécessite une

réaction complexe, en deux étapes, et impliquant quatre co-facteurs en plus du NADPH et de la L-

arginine déjà mentionnés, ainsi que la présence de calmoduline (Tableau 1) [Knowles & Moncada,

1994]. On retrouve principalement les NOS dans les tissus endothéliaux, neuronaux et les cellules

immunitaires. Dans les deux premiers cas, l’activité des NOS est constitutive, alors qu’elle est induite

dans les cellules immunitaires, en réponse à une agression externe.  Par la suite le  •NO permet la

formation de peroxynitrite par interaction avec l’anion superoxyde (O2
•-) [Squadrito & Pryor, 19980

Pisoschi & Pop,  20150  Zaja-Milatovic & Gupta,  2015].  Les  myéloperoxydases peuvent également

catalyser  la  dégradation du  peroxyde d’hydrogène en diffrérents  composés,  dont  le  peroxynitrite

[Pisoschi et al., 2021]. De façon similaire au radical hydroxyle, la forme protonée du peronxynitrite

(ONOOH) est un puissant oxydant, en capacité d’endommager de nombreux types de biomolécules,

qu’il s’agisse de lipides, protéines ou acides nucléiques [Pisoschi & Pop, 2015].

- 25 - 



Tableau 1; ; ; S Résumé de la formation endogène des ROS et RNS ayant la plus grande importance biologique

Nom
Formule

Chimique
Radicalité Formation Chimique

Enzyme(s) et/ou type de

réaction

Lieu(x) de formation

endogènes

Espèces Réactives de l’Oxygène

Anion

superoxyde
O2

•- Radical libr� O2 + �- → O2
•-

Chaîn� d� transport

d’él�ctrons

NADPH oxydas�, xanthin�

oxydas�, cyclo-oxygénas�

Mitochondri�

P�roxysom�, Répons�

immunitair�

Peroxyde

d’hydrogène
H2O2 Non radicalair� 2H+ + 2O2

•- → H2O2 + O2

Dismutation du O2
•-

(spontané� ou SOD)

Partout où s� trouv�

du O2
•-

Radical

hydroxyle
•OH Radical libr� H2O2 + �- → OH- + •OH Réaction d� F�nton

Mili�ux c�llulair� �t �xtra-

c�llulair�

Espèces Réactives de l’Azote

Oxyde

nitrique
•NO Radical libr�

2L-arginin� + 3NADPH + 3H+

+ 4O2 → 2 citrullin�s + 2•NO

+ 4 H2O + 3 NADP+ 

NOS

Tissus �ndothéliaux �t

n�uronaux, c�llul�s

immunitair�s

Peroxynitrite
ONOO-/

ONOOH
Non radicalair� •NO + O2

•- → ONOO-
Réaction spontané� ou

myélop�roxydas�s
Mili�u c�llulair�



c. Provenance exogène des ROS et RNS

Comme évoqué précédemment, les agents oxydants, tant ROS que RNS, peuvent résulter du

métabolisme cellulaire physiologique ; ; ; 0 et même y participer en tant que molécules transductrices de

signaux ou actrices de la réponse immunitaire. Cependant, une part non négligeable de ces agents

dommageables  provient  de  sources  exogènes  auxquelles  nous sommes  continuellement  exposés ; ; ; S

rayonnements ionisants ou ultraviolets,  fumée de cigarettee,  pollutions diverses,  etc.  Pour donner

quelques exemples, les métaux lourds (le cuivre ou le fer ayant la plus grande importance biologique

à défaut d’être les plus toxiques en tant que tels [Miller  et al.,  1990]), favorisent les réactions de

Fenton  en  fournissant  les  donneurs  d’électrons  nécessaires  à  la  réaction,  permetteant  ainsi  la

formation de radicaux hydroxyles (•OH) [Birben et al., 2012] ; ; ; 0 mais ces derniers peuvent également

provenir de la radiolyse de l’eau [Gutteeridge, 1994 ; ; ; 0 Pisoschi & Pop, 2015]. La fumée de cigarettee

quant à elle contient de nombreux agents oxydants, mais active en plus les réponses immunitaires

dans  les  poumons,  générant  une  accumulation  de  neutrophiles  et  macrophages,  qui  eux-mêmes

produisent des ROS, augmentant encore le stress oxydatif subi [Birben et al. 2012]. 

d. Défenses anti-oxydantes de l’organisme

Étant  donné la  variabilité  des  espèces  oxydantes  en  mesure  d’endommager  l’ADN,  mais

également les autres composés cellulaires environnants (principalement les protéines et les lipides),

diffrérents  mécanismes  de  défense  contre  les  stress  oxydants  ont  été  mis  en  place  au  cours  de

l’évolution.  Ils  peuvent  être  enzymatiques  ou  non-enzymatiques  et  se  regroupent  en  trois

catégories ; ; ; S prévention,  interception et  réparation [Sies,  2017 ; ; ; 0 Pisoschi  et al.,  2021].  Le but  des

défenses anti-oxydantes préventives est, comme leur nom l’indique, d’éviter l’apparition d’un stress

oxydant. C’est par exemple le cas de la production cutanée de mélanine qui protège des rayons du

Soleil. Les défenses interceptrices agissent durant le stress oxydant, en essayant de limiter les effrets

délétères,  généralement  en  évitant  ou arrêtant  les  réactions  en  chaînes.  On retrouve  dans  cettee

catégorie un certain nombre d’enzymes, telles que les SOD ou les catalases (réduisent le H2O2 en

H2O), ou de composés non-enzymatiques, comme les vitamines C et E ou le β-carotène, qui netteoient

l’environnement  cellulaire  ou  extra-cellulaire  en  prenant  en  charge  les  composés  oxydants  ou

risquant de se transformer en radicaux libres [Birben et al., 2012 ; ; ; 0 Sies, 2017 ; ; ; 0 Pisoschi et al., 2021].

La limite entre ces deux premières catégories est assez fleoue, étant donné que plusieurs défenses anti-

oxydantes interceptrices sont également préventives. En effret, elles n’atteendent pas la survenue d’un

stress oxydant pour contrecarrer l’action des espèces oxydantes (présentes en permanence, même en
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dehors des périodes de stress). Enfinn, les défenses anti-oxydantes de réparation agissent après la

survenue d’un dommage, que ce soit en réparant le dommage directement (et permetteant donc de

restaurer l’état initial), ou en menant à sa dégradation afinn d’éviter son accumulation dans la cellule

[Sies, 2017 ; ; ; 0 Pisoschi et al., 2021]. 

3. Altérations dues aux processus cellulaires impliquant l’ADN

Loin d’être une molécule inerte, l’ADN est le siège d’une cohorte de processus cellulaires

indispensables à la vie ; ; ; S réplication, transcription, réparation, modulation de l’état de compaction de

la chromatine, etc. Chacun de ces mécanismes est susceptible d’induire des modifincations de l’ADN.

a. Erreurs liées à la réplication

L’un  des  principaux  mécanismes  impliquant  l’ADN  et  à  risques  d’altérer  la  stabilité

génétique, est, paradoxalement, la réplication (Figure 2A), et ce pour plusieurs raisons. Tout d’abord,

malgré l’excellente findélité des ADN polymérases (pol) principales (δ pour le brin retardé, et ε pour le

brin  précoce),  leurs  mécanismes  de  relecture  et  la  réparation  associés  à  la  réplication,  des

mésappariements  peuvent  survenir.  Cependant,  on  estime  que  seulement  un  mésappariement

survient tous les milliards de paires de bases, ce qui est extrêmement faible (Figure 2B) [McCulloch

& Kunkel, 2008]. Mais d’autres facteurs peuvent entrer en jeu, certains inhérents aux spécifincités de

la séquence répliquée,  d’autres plus généraux. Ainsi,  les  répétitions en tandem, plus susceptibles

d’adopter des structures secondaires diffrérentes de la double hélice en ADN-B (épingles à cheveux,

G-quadruplex  (G4)),  peuvent  perturber  le  fonctionnement de l’ADN polymérase et  mener  à des

insertions/délétions (indels) lorsqu’elles sont présentes en amont de la fourche [Kim & Mirkin, 20130

Madireddy  &  Gerhardt,  2017].  Dans  les  cas  extrêmes,  ces  structures  secondaires  particulières

peuvent  mener  à  l’effrondrement  de  la  fourche  de  réplication  et  par  conséquent,  à  des  cassures

double-brin  (les diffrérents types de dommages seront détaillés plus loin) [Madireddy & Gerhardt,

2017]. Ces structures peuvent également apparaître dans le brin en cours de réplication, menant

alors à un dérapage de l’ADN polymérase et générant des expansions de la séquence répétée [Kim &

Mirkin 2013]. Par ailleurs, une mauvaise ligation des fragments d’Okazaki sur le brin retardé peut

générer des cassures simple-brin. 

Enfinn, la séquence en cours de réplication peut elle-même être endommagée. Selon le type de

dommages, l’une, l’autre ou les deux pol δ/ε peuvent être bloquées ou non [Ler & Carty, 2021]. Un

blocage de ces polymérases peut générer des cassures ayant le potentiel d’induire une forte instabilité
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génétique.  Afinn  d’éviter  des  conséquences  aussi  dramatiques,  des  mécanismes  permetteant  la

réplication  malgré  la  présence  de  dommages  bloquant  les  polymérases  principales  existent,

entraînant  généralement  le  recrutement  de  polymérases  spécialisées  dans  la  synthèse

translésionnelle de l’ADN. Cependant, ces polymérases spécialisées ne sont pas nécessairement aussi

findèles que les pol δ/ε, d’autant plus que cettee findélité peut dépendre des lésions rencontrées [Abbottes

& Wilson, 2017 ; ; ; 0 Ignatov et al., 2017 ; ; ; 0 Ler & Carty, 2021].

b. Enzymes modifiant l’ADN

Toujours en lien avec la réplication, mais sans être directement impliquée dans la synthèse

des nouveaux brins, les topoisomérases sont des enzymes capables de couper et religuer un seul (type

I)  ou  les  deux  brins  (type  II)  de  l’ADN  (Figure  2C).  En  effret,  la  progression  du  complexe  de

réplication le long de la double hélice induit un sur-enroulement positif en aval du réplisome. Si ce
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Figure 2; ; ; S Fonctionnement de la réplication et risques de dommages associés. A. L'hélicase sépare les deux brins

de la double hélice. La polymérase α synthétise une amorce d’ARN (zigzags rouges) qui sert de support aux

polymérases δ (brin retardé, stabilisé par RPA (Replication Protein A)) et ε (brin précoce). PCNA (Proliferating

Cell Nuclear Antigen)  permet d’augmenter la processivité des ADN polymérases.  Adapté de  McCulloch &

Kunkel,  2008.  B. Taux  d’erreurs  atteeints  par  les  diffrérentes  étapes  de  la  réplication  (synthèse  par  les

polymérases,  relecture,  et  réparation  associée  à  la  réplication).  D’après  McCulloch  &  Kunkel,  2008. C.

Fonctionnement des topoisomérases de type I (haut) et II (bas). Les topoisomérases de type I coupent un brin

de l’ADN et le font contourner le deuxième avant de le religuer. Celles de type II coupent les deux brins d’une

molécule d’ADN et font passer une deuxième molécule entre les deux morceaux de la première, avant de la

religuer. D’après McKinnon, 2016.



sur-enroulement  n’est  pas  soulagé,  il  peut  induire  l’arrêt  du  complexe  et  bloquer  la  réplication

[Pommier et al., 2022], avec les conséquences mentionnées plus haut. Il est donc essentiel de pouvoir

relâcher  ce  sur-enroulement  au  fur  et  à  mesure,  afinn  de  permettere  le  bon  déroulement  de  la

réplication. D’une manière plus générale, les topoisomérases sont impliquées dans la gestion de la

topologie de l’ADN, et permetteent de démêler les inévitables nœuds inhérents à la compaction de

l’ADN dans le noyau. Cependant, dans le cas où la ligation serait imparfaite, l’action de ces enzymes

peut se traduire par l’apparition de cassures simple ou double-brin [Capranico et al., 2017 ; ; ; 0 Pommier

et al., 2022].

Par  ailleurs,  afinn de  réguler  diffrérents  processus  impliquant  l’ADN,  à  commencer  par  la

transcription,  plusieurs  enzymes  le  modifinent,  principalement  par  la  modifincation  des  cytosines.

Ainsi,  les  ADN méthyltransférase (DNMT –  DNA MethylTransferase)  ajoutent des groupements

méthyle sur le carbone 5 des cytosines (5-mC), marque associée à une réduction de la transcription

[Lejart  et al., 2018]. Par la suite, la 5-mC peut subir plusieurs étapes d’oxydation successives par

l’intermédiaire  des  enzymes  TET  (Ten-Eleven  Translocation),  la  transformant  en  5-

hydroxyméthylcytosine (5-hmC),  puis 5-formylcytosine (5-fC) et  enfinn 5-carboxycytosine (5-caC)

(Figure 3A) [Lejart  et al.,  2018]. Les cytosines peuvent également être déaminées en uraciles, de
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Figure 3; ; ; S Modifincation de la cytosine. A. Cycle de méthylation/oxydation de la cytosine par les DNMT et TET,

respectivement. Les deux dernières formes peuvent être reconnues par les voies de réparation. D’après Lejart

et al., 2018. B. Déamination de la cytosine et de la 5-mC. D’après Nabel et al., 2012.



même que les 5-mC en thymine, quoi que moins efficcacement,  par les déaminases de la famille

AID/APOBEC (Figure 3B) [Nabel et al., 2012 ; ; ; 0 Lejart et al., 2018]. 

II.  Les  difféérents  types  de  dommages,  et  leurs  mécanismes  de

réparation associés

Les agents oxydants ou les processus intervenant sur l’ADN peuvent être à l’origine de types

de dommages très variés. Tous n’ont pas les mêmes conséquences sur l’intégrité génétique et ne sont

pas aussi simples à détecter les uns que les autres. Des mécanismes de surveillance et de réparation

spécifinques, souvent désignés sous le terme générique de « réponse aux dommages de l’ADN » (DDR

–DNA Damage Response) ont donc émergé au cours de l’évolution afinn de répondre aux diffrérents

défins causés par la variété de types de dommages.

1. Réparation des mésappariement

Les mésappariements résultent principalement d’erreurs lors de la réplication qui échappent à

la relecture des polymérases δ/ε,  et sont réparés par la voie de réparation des mésappariements

(MMR  –  Mismatch  Repair)  (Figure  4),  associée  à  la  réplication  [Hsieh  &  Zhang,  2017].  Ces

mésappariements peuvent être de deux types ; ; ; S soit un mauvais appairage base à base, soit un indel

présent  uniquement  sur  le  brin  néosynthétisé  généré  par  un  dérapage  de  l’ADN  polymérase

[Putnam, 2021]. Il est à noter que le MMR n’est pas encore complètement compris, et que plusieurs

incertitudes demeurent. Le mécanisme décrit ci-après est donc le modèle qui semble faire le plus

consensus dans l’état actuel de la litteérature. 
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La voie du MMR est initiée par la reconnaissance du mésappariement par les homologues de

MutS (MSH –  MutS Homolog).  MSH2-MSH6 (MutSα) détectent la présence des mésappariements

base à base et les petits indels (1-2 nucléotides), tandis que MSH2-MSH3 (MutSβ) détectent les indels

plus longs (1-15  nucléotides) [Hsieh & Zhang, 2017]. La discrimination du nouveau brin est une

étape essentielle du MMR afinn de ne pas « réparer » le brin modèle, ce qui rendrait le processus

d’autant plus mutagène. Pour ce faire, il semblerait que le nouveau brin soit reconnu par la présence

de trous le long de sa séquence, pouvant provenir de plusieurs origines [Putnam, 2021]. La plus

évidente  est  la  présence  de  discontinuités  sur  le  brin  retardé  avant  la  ligation  des  fragments

d’Okazaki.  Le  système  de  reconnaissance  du  brin  précoce  est  moins  bien  compris,  même  s’il
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Figure 4; ; ; S Réparation des mésappariements suite à la réplication de l'ADN. P S Polymérase.



semblerait  qu’il  soit  également  basé  sur  la  détection  de  discontinuités,  pouvant  provenir  de

l’insertion incorrecte de ribonucléotides, par la suite excisés [Putnam, 2021]. La présence de PCNA,

jouant  un  rôle  clé  dans  la  réplication  et  étant  liée  au  brin  matrice  pourrait  aussi  participer  à

l’identifincation  du  brin  à  corriger  [Putnam,  2021].  La  détection  du  mésappariement  alliée  à

l’hydrolyse de l’ATP transforme MutSα/β en anneau glissant le long de la double-hélice. Plusieurs

complexes MutSα/β sont chargés pour un seul mésappariement, et diffrusent le long de l’ADN ce qui

permet ensuite le recrutement de l’hétérodimère MutLα (MLH1-PMS2) [Erie & Weninger, 2014]. Ce

complexe, activé par PCNA, va inciser l’ADN sur le brin lésé de chaque côté du mésappariement,

puis recruter soit l’exonucléase EXO1 (5’ → 3’) soit, l’endonucléase Rad27 (chez la levure, appelée

FEN1 chez les mammifères, mais chez qui ne processus n’a pas encore été vérifiné) [Calil et al., 2021].

EXO1  va  éliminer  une  section  d’ADN,  souvent  de  plusieurs  de  centaines  de  paires  de  bases,

contenant le mésappariement [Erie & Weninger, 20140 Hsieh & Zhang, 2017]. La section d’ADN

simple brin résultante va immédiatement être stabilisée et protégée par les protéines RPA. Enfinn,

l’ADN est resynthétisé par les polymérases δ/ε, comme pour une réplication initiale et religué par la

ligase I après EXO1 [Hsieh & Zhang, 2017]. Lorsque c’est Rad27 qui est recruté, la polymérase  δ

(seule) resynthétise le brin endommagé en déplaçant l’ancien, qui est ensuite clivé par Rad27 [Calil

et  al.,  2021].  Une  troisième  voie  du  MMR,  elle  aussi  fortement  dépendante  de  MutSα  mais

indépendante d’EXO1 et Rad27, et impliquant un grand nombre d’incision de l’ADN semble exister

également, mais étant netteement moins bien caractérisée, elle ne sera pas discutée ici [Calil  et al.,

2021]. Il est également à noter que le glissement des anneaux MutSα/β ne fait pas encore consensus

et que certains modèles proposent que le complexe reste à l’endroit où il a été chargé [ Hsieh &

Zhang, 2017].
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2. Réparation par excision de nucléotides

La réparation par excision de nucléotides (NER) permet de réparer les lésions volumineuses

qui  distordent  la  structure  de  la  double  hélice.  Ce  genre  de  dommages,  dont  les  principaux

représentants  sont  les  dimères  de  pyrimidines  cyclobutyliques   (CPD –  Cyclobutane Pyrimidine

Dimers ; ; ; 0 ∼75 %,  Figure  5)  et  les  photoproduits  6,4-pyrimidine-

pyrimidione (6,4-PP ; ; ; 0 ∼25 %,  Figure 5) (mais peuvent également

inclure  d’autres  modifincations  de  l’ADN)  [Bukowska  &

Karwowski,  2018],  sont  généralement  induits  par  la  lumière

ultraviolettee  ou  les  polluants  environnementaux.  Le  NER  se

découpe  en  deux  sous-voies,  qui  diffrèrent  par  leur  mode  de

reconnaissance du dommage ; ; ; S le NER couplé à la transcription

(TC-NER – Transcription-Coupled NER ; ; ; 0 aussi appelé réparation

couplée  à  la  transciption  (TCR –  Transcription-Coupled  DNA

Repair)) détecte le blocage de l’ARN pol II ; ; ; 0 alors que le NER sur

génome  entier  (GG-NER  –  Global  Genome  NER)  détecte

directement la lésion et non le blocage de la polymérase. Passé les

premières étapes, les deux voies fusionnent lors du recrutement

du complexe TFIIH (Figure 6) [Bukowska & Karwowski, 2018].

Dans le cas du TC-NER (Figure 6), c’est la détection du

blocage de l’ARN pol II par CSB (Cockayne Syndrome B) qui initie la réparation. Par la suite, CSB va

recruter  CSA (Cockayne Syndrome A),  qui  à  son  tour  permet  le  recrutement  de  UVSSA (UV-

Stimulated Scaffrold Protein A). Le complexe CSA/UVSSA est stabilisé par CSB, ce qui permet enfinn

le recrutement du facteur de transcription TFIIH [van den Heuvel et al., 2021]. Jusqu’à récemment

on pensait que l’ARN pol II était reculée par TFIIH afinn de permettere l’incision de du dommage

[Bukowska et Karwowski, 2018], mais il semblerait que la polymérase soit en fait complètement

dissociée de l’ADN lors du TC-NER [Chiou et al. 2018].
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Figure 5; ; ; S Dimères de pyrimidine.



Le GG-NER est initié par la reconnaissance du dommage et de la perturbation de la structure

de l’ADN résultante par le complexe composé de  XPC (Xeroderma pigmentosum groupe C), HR23B

(Human Rad23 homolog B) et de la Centrine 2, éventuellement aidé de UV-DDB dans le cas de

lésions peu distordantes [Bukowska & Karwowski, 2018 ; ; ; 0 D’Souza et al., 2022]. XPC recrute ensuite

TFIIH, et c’est ici que les deux sous-voies du NER se rejoignent. Les deux sous-unités de TFIIH XPB
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Figure  6; ; ; S Réparation  par  Excision  de  Nucléotide,  couplée  à  la  transcription  ou  sur  génome  entier.  P ; ; ; S

polymérase.



et XPD ouvrent l’ADN grâce à leurs activités hélicases afinn de créer une bulle propice à la réparation

[Bukowska & Karwowski,  2018 ; ; ; 0 D’Souza  et al.,  2022]. Lorsque XPD est bloqué sur la lésion, il

permet le recrutement des facteurs du complexe de pré-incision (PIC – Pre-Incision Complex) ; ; ; S XPA,

RPA et XPG. L’ordre dans lequel XPA et RPA sont recrutés n’est pas tout à fait clair, mais il semble

certain que XPG permet le déplacement de XPC et la formation du PIC [D’Souza et al., 2022]. Par la

suite, XPA recrute l’endonucléase ERCC1/XPF qui incise l’ADN en 5’. Il semblerait que la synthèse

d’ADN par les ADN pol δ/κ/ε (stabilisées par PCNA) soit effrectuée avant l’incision en 3’ par XPG

[D’Souza et al., 2022]. Enfinn, le complexe ADN ligase III/XRCC1 ou la ligase I scelle le nouveau brin

à l’ancien, ce qui termine le processus [Bukowska & Karwowski, 2018]. 

3. Réparation par excision de base

Les modifincations de bases, généralement dues à une oxydation ou alkylation de l’ADN sont

prises en charge par la réparation par excision de base (BER – Base Excision Repair). Cettee voie de

réparation est initiée par le recrutement d’une ADN-glycosylase, spécifinque à un ou quelques types

de lésions. A ce jour, 11 ont été découvertes chez les mammifères (Tableau 2) [Saparbaev & Zharkov,

2017]. Elles sont regroupées en six grandes familles, mais trois d’entre elles englobent la majorités

des ADN-glycosylases des mammifères [Krokan & Bjørås, 2013]. La première est la famille Hélice-

coude-Hélice (HhH –  Helix hairpin Helix) et est caractérisée par un domaine de liaison à l’ADN

HhH et un motif Gly/Pro-riche suivi d’un Asp (motif GPD) ; ; ; 0 l’Asp étant le résidu catalytique. La

seconde famille est la famille Fpg/Nei ou H2TH, dont le domaine de liaison à l’ADN est un domaine

Hélice-2-tours-Hélice (H2TH), et qui contient également un sandwich β et une longue hélice α dans

son domaine N-terminal (N-ter) dont l’extrémité est le groupe catalytique. Enfinn, la troisième famille,

UDG-like, comprend les glycosylases organisées autour d’un feuillet  β situé entre deux hélices α

[Saparbaev & Zharkov, 2017]. 

Les ADN-glycosylases peuvent être monofonctionnelles ou bifonctionnelles (Tableau 2). Les

ADN-glycosylases  monofonctionnelles  ne  clivent  que  la  base  modifinée  en  atteaquant  le  lien  N-

glycosylique  entre  la  base  et  le  désoxyribose,  laissant  un site  apurinique/apyrimidique (AP).  En

revanche,  in vitro,  les  ADN-glycosylases bifonctionnelles sont également capables de prendre en

charge le site AP généré par l’activité N-glycosylase et de couper le lien phosphodiester entre deux

nucléotides grâce à leur activité endonucléase, créant ainsi un trou d’un nucléotide [Fortini  et al.,

1999]. Cependant, les extrémités d’ADN laissées par les ADN-glycosylases bifonctionnelles doivent

être  netteoyées  afinn de permettere  la  resynthèse d’ADN. Dans  le  cas  des  ADN-glycosylases  de  la

famille HhH, cettee étape est effrectuée par l’AP-endonucléase 1 (APE1) ; ; ; 0 tandis que pour les protéines
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NEIL (famille H2TH), c’est PNK (polynucléotide kinase) qui prend le relai [Wiederhold et al., 2004 ; ; ; 0

Das  et  al.,  2006] ; ; ; 0 ces  deux  familles  ayant  des  modes  d’action  diffrérents,  générant  donc  des

extrémités chimiquement diffrérentes. De plus, toutes les ADN-glycosylases connues, quel que soit

l’organisme, et quelle que soit la famille à laquelle elles appartiennent, détectent la lésion dont elles

ont la charge en insérant un AA possédant un cycle aromatique dans la double hélice, servant ainsi

de senseur [Banerjee  et al., 2005 ; ; ; 0 Dunn  et al., 2011]. Une fois la lésion trouvée, elle est extrudée

dans  le  site  catalytique,  permetteant  son  excision.  L’universalité  de  ce  mécanisme  souligne  son

importance. 

Tableau 2; ; ; S ADN glycosylases présentes chez les mammifères

ADN 

Glycosylase

(famill�)

Type Substrats

Structures de

l’ADN

reconnues

Références

AAG/MPG

(Tag-lik�)

Mono-

fonctionn�ll�

εA; 3-m�A; 7-m�G;

3-m�G;

hypoxanthin�

ADN doubl�-

brin (d�

préfér�nc� fac� à

un T)

Chakravarti et al., 1991 ???;

Dosanjh et al., 1994 ???;

Abn�r et al., 2001

UNG

(UDG-lik�)

Mono-

fonctionn�ll�
ss U; U>G; U>A

ADN simpl� ou

doubl�-brin
Slupphaug et al., 1995

SMUG1

(UDG-lik�)

Mono-

fonctionn�ll�

U ???; 5-hmU ???; 5-hoU ???;

5-fU

ADN simpl� ou

doubl�-brin

Haushalt�r et al., 1999 ???;

Boorst�in et al., 2001 ???;

Masaoka et al., 2003

TDG

(UDG-lik�)

Mono-

fonctionn�ll�
T>G; T>m�G; U>G

ADN doubl�-

brin (îlots CpG)

N�dd�rmann & Jiricny,

1993 ???; N�dd�rmann et al.,

1996

MBD4

(HhH)

Mono-

fonctionn�ll�
T>G; U>G

ADN doubl�-

brin (îlots CpG)

H�ndrich & Bird, 1998 ???;

H�ndrich et al., 1999

MUTYH

(HhH)

Mono-

fonctionn�ll�
A>8-oxoG

ADN doubl�-

brin

Slupska et al., 1996 ???;

Takao et al., 1999
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ADN 

Glycosylase

(famill�)

Type Substrats

Structures de

l’ADN

reconnues

Références

OGG1

(HhH)

Bifonc-

tionn�ll�
8-oxoG>C ???; FapyG>C

ADN doubl�-

brin

Bjorâs et al., 1997 ???;

Radic�lla et al., 1997 ???;

Roldán-Arjona et al.,

1997 ???; Ros�nquist et al.,

1997

NTH1

(HhH)

Bifonc-

tionn�ll�

TG ???; uré� ???; 5-hoC ???; 

5-hoU ???; ds 5,6-

DHU ???; FapyG

ADN doubl�-

brin

Hilb�rt et al., 1997 ???; Ik�da

et al., 1998

NEIL1

(H2TH)

Bifonc-

tionn�ll�

FapyA ???; FapyG ???;

TG ???; uré� ???; 5-hoC ???;

5-hoU ???; T>C ???; U>C

Bull�s, Fourch�s,

ADN simpl� �t

doubl�-brin

Hazra et al., 2002 ???;

Bandaru et al., 2002 ???;

Dou et al., 2003 ???; Hazra &

Mitra, 2006

NEIL2

(H2TH)

Bifonc-

tionn�ll�

5-hoU ???; 5,6-DHU ???;

8-oxoG
Bull�s, Fourch�s

Hazra et al., 2002 ???; Dou,

et al., 2003 ???; Hazra &

Mitra 2006

NEIL3

(H2TH)

Bifonc-

tionn�ll�

ss Sp ???; ss Gh ???; ss

DHT ???; ss M�FapyG ???;

ss TG; ss 5-hoU ???;

Sp>C ???; Gh>C ???;

M�FapyG>C

Bull�s, Fourch�s,

ADN simpl� �t

doubl�-brin

Liu et al. 2010

Le BER se subdivise en deux sous-voies,  la  voie  courte (sp-BER –  short-patch BER)  qui

permet le remplacement d’un seul nucléotide, et la voie longue (lp-BER – long-patch BER) qui excise

et  remplace  2  à  8  nucléotides.  L’emprunt  d’une  voie  plutôt  que  l’autre  est  dicté  par  l’ADN-

glycosylase recrutée, et donc dans une certaine limite, par le type de lésion [Fortini et al., 1999], mais

également par l’étape du cycle cellulaire. En effret, les ADN-glycosylase monofonctionnelles semblent

pouvoir initier les deux voies, mais les ADN-glycosylases bifonctionnelles (en particulier OGG1 et
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NTH1) engagent préférentiellement le sp-BER (Figure 7) [Saparbaev & Zharkov, 2017]. De plus, si le

sp-BER semble être actif tout au long du cycle, le lp-BER serait plutôt mis en œuvre durant ou après

la réplication [Fortini & Dogliottei 2007 ; ; ; 0 Krokan & Bjørås, 2013]. Le BER engagé par les NEIL rejoint

préférentiellement le sp-BER une fois le site AP incisé par PNK [Wiederhorld et al., 2004 ; ; ; 0 Das et al.,

2006].

Le sp-BER est relativement simple et se déroule en quatre étapes principales. Tout d’abord, la

base modifinée est reconnue et excisée par l’ADN-glycosylase correspondante, générant un site AP.

XRCC1 (X-ray repair cross-complementing protein 1), une protéine d’échafaudage essentielle au bon

déroulement  du  BER,  est  recrutée  par  l’ADN-glycosylase,  et  sert  de  point  d’ancrage  à  tous  les

facteurs de réparation suivants. Malgré le fait que les ADN-glycosylases initiant le sp-BER soient

bifonctionnelles, en cellules de mammifères, il  a été montré que que c’était APE1 qui prenait en

charge les sites AP après l’excision de la base endommagée par OGG1 [Hill et al., 2001 0 Vidal et al.,

2001] et NTH1 [Marenstein et al., 2003]. Par la suite, l’incision du site AP par APE1 laisse un trou

d’un nucléotide,  également  reconnu comme cassure simple-brin (SSB –  Single-Strand Break),  et

comblé par l’ADN pol β. Enfinn, le nouveau nucléotide incorporé est scellé au reste du brin par la

ligase III (Figure 7) [Fortini & Doglittei, 2007]. Durant tout le processus, la lésion et les intermédiaires
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Figure 7; ; ; S Réparation par Excision de Base. P ; ; ; S polymérase, L ; ; ; S ligase.



de réparation ne sont jamais laissés seuls. Les protéines de réparation sont déplacées les unes après

les  autres  par  les  suivantes,  afinn  de  protéger  l’ADN  et  éviter  des  conséquences  plus  graves

(dégradation  par  les  endonucléases,  cassures  (simple  ou  double-brin),  remaniements

chromosomiques, etc.) [Wilson & Kunkel, 2000 0 Prasad et al., 2010].

Le lp-BER est quant à lui plus complexe, comprenant plus d’étapes et impliquant plus de

protéines. Les premières étapes sont similaires au sp-BER ; ; ; S la lésion est reconnue et excisée par

l’ADN-glycosylase et le site AP résultant est pris en charge par APE1. C’est à cet endroit que les

deux voies divergent. Le facteur de réplication C (RFC – Replication Factor C) permet de charger

PCNA, nécessaire à l’ADN pol β qui amorce la synthèse de réparation. Le reste de la synthèse est

effrectué par  les  ADN pol  réplicatives  δ/ε,  générant  ainsi  un fleap d’ADN, libéré par  FEN1 (Flap

Endonuclease 1). Enfinn, la ligase I permet la ligation à l’ancien brin  (Figure 7) [Fortini & Doglittei,

2007 ; ; ; 0 Abbottes & Wilson, 2017].

D’autres protéines peuvent également intervenir dans le BER, telles que la poly(ADP-ribose)

(PAR) polymérase 1 (PARP1) qui permet l’ajout de chaînes de PAR autour de la zone de dommages,

principalement  sur  elle-même,  et  les  protéines  environnantes  (majoritairement  les  histones).  La

PARylation induit  la  relaxation de la chromatine permetteant l’accès aux protéines de réparation

[Lebeaupin et al., 2015 0 Sellou et al., 2016 0 Liu et al., 2017]. Si cettee voie de signalisation est plutôt

liée à la réparation des cassures simple-brin (que l’on détaillera dans le prochain paragraphe), elle

peut  également  avoir  lieu  durant  le  BER,  en  particulier  lorsque  ce  dernier  se  déroule  en

hétérochromatine ou dans les télomères [Lan et al., 2014 0 Fouquerel et al., 2019], mais elle n’est pas

indispensable  [Campalans  et  al.,  2013 ; ; ; 0 Lan  et  al.,  2014].  L’une  des  principales  protéines  à être

recrutées via la  PARylation est  XRCC1, cependant,  son recrutement peut être  PAR-indépendant

dans le cas du BER [Campalans et al., 2013].

4. Réparation des cassures simple-brin

Comme évoqué précédemment, les cassures simple-brin (SSB) peuvent être un intermédiaire

de réparation du BER, généré par l’excision du site AP. A ce titre, la voie de réparation des SSB

(SSBR – SSB Repair) est parfois considérée comme une sous-voie du BER [Abbottes & Wilson, 2017].

Cependant, les SSB peuvent également survenir indépendamment du BER, suite à un stress oxydant

ou  par  l’action  des  topoisomérases  I  [Caldecotte 2008,  2014 ; ; ; 0 Abbottes  &  Wilson,  2017],  ce  qui

implique de pouvoir les détecter. La présence des cassures est signalée par le recrutement de PARP1,

l’un des premier facteurs à intervenir lors de l’apparition d’une SSB. La relaxation chromatinienne
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induite  par  la  PARylation  va  permettere  le  recrutement  et  l’accès  à  la  zone  de  dommages  aux

protéines de réparation. De même que pour le BER, XRCC1 va être rapidement recrutée, mais cettee

fois-ci grâce à la PARylation, et servir de protéine d’ancrage pour les facteurs de réparation suivants.

Lorsque les extrémités de la cassure sont chimiquement endommagées (c’est-à-dire autres que 3’-OH

et 5’-phosphate), elles doivent être restaurées afinn de permettere la resynthèse d’ADN. C’est le rôle de

diffrérentes protéines telles qu’APE1, FEN1, PNK, etc. en fonction du type de dommage de l’extrémité

concernée [Caldecotte, 2008]. La suite du mécanisme est identique au BER, soit à la voie courte dans

le cas où un seul nucléotide est à remplacer, soit à la voie longue lorsque plusieurs sont manquants

[Caldecotte, 2008]. 

5.  Réparation des cassures double-brin

Les cassures double-brin (DSB – Double Strand Break) sont particulièrement délétères, car si

elles  ne  sont  pas  prises  en  charge  rapidement,  elles  peuvent  mener  à  des  réarrangements

chromosomiques  et/ou  à  la  perte  de  matériel  génétique,  et  ainsi  générer  une  forte  instabilité

génétique  [Venkatesan  et  al.,  2015  0  Cannan  &  Pederson,  2016].  Dans  les  cas  extrêmes,  une

suraccumulation  de  DSB  peut  induire  la  mort  cellulaire  par  apoptose.  Comme  mentionné

précédemment, elles peuvent résulter de l’action des topoisomérases de type II [Pommier et al., 2022]
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Figure  8; ; ; S Induction  d'une DSB suite  à  l'effrondrement  d'une fourche  de  réplication.  A. La  polymérase est

bloquée par un dommage, la fourche s’arrête. B. La fourche régresse et forme une jonction de Holliday. C. La

jonction de Holliday est clivée par les résolvases (fleèches noires),  D. résultant en une DSB.  E. La cassure est

réparée par HR et F. la réplication repart. Les pointes de fleèches indiquent l’extrémité 3’. Mehta & Haber, 2014.



ou survenir lors d’un blocage et effrondrement d’une fourche de réplication qui nécessite le clivage de

la jonction de Holliday résultante et donc la formation d’une DSB (Figure 8) [Mehta & Haber, 2014],

mais également être les conséquences d’une accumulation de SSB dans une même région du génome

[Carusillo & Mussolino, 2020]. Enfinn, elles peuvent être induites directement par les rayonnements

ionisants ou par une exposition à certaines molécules chimiques [Cannan & Pederson, 2016].

De façon similaire aux SSB, les DSB doivent tout d’abord être détectées et signalées avant de

pouvoir  être  réparées.  C’est  principalement  le  rôle  de  trois  kinase  de  la  famille  des

phosphatidylinositol  3-kinases  (PI3K) ; ; ; S les DNA-PKc  (protéines  kinases  dépendantes  de  l’ADN),

ATM  (Ataxia  Telangiectasia  Mutated)  et  ATR  (ATM  and  Rad3  related  protein)  qui  vont  être

rapidement recrutées à la zone endommagée et phosphoryler une large gamme de substrats [Sirbu &

Cortez, 2013]. Ces phosphorylations vont permettere d’une part de signaler la présence de la cassure,

mais  également  de  moduler  la  transcription  [Ui  et  al.,  2020]  et  l’avancée  du  cycle  cellulaire

[Beishline & Azizkhan-Cliffrord, 2014], afinn de permettere à la réparation d’avoir lieu. Entre autres,

l’une des principales cibles d’ATM est la sérine 139 de l’histone H2AX [Burma et al., 2001 0 Caron et

al., 2015], dont la forme phosphorylée,  γH2AX, est un important marqueur des DSB. Elle permet

entre autre le recrutement d’autres protéines ATM qui vont elles aussi phosphoryler les histones

H2AX environnants,  amplifinant  ainsi  le  signal 0  ainsi  que  celui  d’autres  facteurs  de  réparations

(détaillés ci-dessous) [Sirbu & Cortez, 2013 ; ; ; 0 Vítor et al., 2020].

Par la suite, les DSB sont réparées selon deux types de mécanismes, en fonction de l’étape du

cycle cellulaire dans lequel se trouve la cellule. Durant les phases S/G2 où les chromosomes sont en

cours de réplication ou déjà répliqués, et donc durant lesquelles un modèle est disponible pour les

mécanismes de réparation, les DSB sont principalement réparées par recombinaison homologue (HR

– Homologous Recombination) (Figure 9) [Lebeaupin  et al., 2015 ; ; ; 0 Scully  et al., 2019]. Pendant le

reste du cycle, c’est la jonction de brins non-homologue (NHEJ –  Non-Homologous End Joining)

(Figure  9)  qui  est  mise  en  œuvre  [Lebeaupin  et  al.,  2015 ; ; ; 0 Scully  et  al.,  2019].  Ces  deux voies

principales se subdivisent chacune en diffrérentes sous-voies, mais seuls les mécanismes généraux

seront détaillés ici.

Dans le cas de la HR, la recherche d’homologie et l’utilisation de la chromatide sœur comme

modèle permet une réparation findèle. Une résection assez importante (jusqu’à 300 nucléotides) des

brins cassés est nécessaire afinn de créer des sections d’ADN simple-brin en 3’, et est effrectuée par le

complexe  MRN/CtIP  [Scully  et  al.,  2019].  Ce  complexe  sert  également  de  plateforme  pour  le

recrutement de la kinase ATM qui permet de signaler la présence du dommage. La section simple-
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brin n’est pas laissée libre dans le nucléoplasme, mais est immédiatement couverte de protéines RPA

afinn de la protéger et de la stabiliser. RPA est ensuite déplacée par BRCA2 et remplacée par RAD51.

Le  finlament  nucléoprotéique  RAD51 est  très  dynamique et  permet  la  recherche  d’homologie  de

séquence en envahissant la double-hélice d’ADN et en facilitant l’appariement des bases [Scully et

al., 2019]. Lorsqu’une homologie sufficsante est trouvée, RAD51 est libéré de l’ADN qui est synthétisé,

principalement par la pol δ, ou par l’une des polymérases spécifinques à la synthèse en présence de

dommages (Figure 9).

 La réparation par NHEJ, à l’inverse, est considérée comme étant sujettee aux erreurs. En effret,

au lieu de chercher une séquence homologue comme modèle, cettee voie de réparation ne fait que

« recoller » les extrémités des brins d’ADN cassés.  Le processus est  initié par le recrutement de

Ku70/Ku80  aux  extrémités  cassées  des  brins  d’ADN qui  permet  le  recrutement  des  facteurs  de

réparation suivants.  Tout d’abord les sous-unités catalytiques des  DNA-PKc, l’ADN ligase IV,  la

protéine d’ancrage XRCC4, vont permettere le rapprochement des deux extrémités d’ADN. Si besoin,

ces  dernières  vont  être  légèrement  résectionnées  par  la  nucléase  Artémis  afinn  de  permettere  la

ligation, effrectuée par la ligase IV. Une synthèse peut également être nécessaire,  en fonction de
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Figure  9; ; ; S Principales  voies  de  réparation  des  cassures  double-brin,  par  recombinaison  homologue  ou

jonction de brin non-homologue. D’après Lebeaupin et al., 2015 et Scully et al., 2019.



l’ampleur  de  la  résection,  prise  en  charge  par  les  polymérases  spécialisées  dans  la  synthèse

translésion, λ et μ dans ce cas précis (Figure 9) [Scully et al., 2019].

III.  Queelles sont les conséquences d’un défaut de réparation de

l’ADN : : : 1

Un défaut de réparation de l’ADN peut avoir diffrérentes conséquences au niveau génomique,

dont  certaines  ont  déjà  été  évoquées,  généralement  regroupées  sous  le  terme  de  « mutation

génétique ». Dans son sens le plus large, une mutation désigne tout changement de la séquence

nucléotidique dans le génome d’une cellule, et maintenu lors de la division cellulaire [Bertram, 2000].

Elles  peuvent  aller  d’une  « simple »  mutation  ponctuelle,  à  de  lourds  réarrangements

chromosomiques selon les cas [Génétique, 8e édition, chapitre 15, Pearson, par Klug, Cummings &

Spencer], et peuvent avoir de lourdes conséquences sur l’organisme. Ainsi, un certain nombre de

pathologies est associé à un défaut de réparation de l’ADN. L’un des états pathologiques les plus

évidents lorsque l’on parle de dommages dans l’ADN et de défauts de réparation est bien entendu la

survenue  de  cancers,  ces  derniers  étant  le  résultat  d’un  processus  progressif  résultant  de

l’accumulation de  mutations dans le  génome menant  à l’inactivation  des  gènes  suppresseurs  de

tumeurs et/ou à l’activation d’oncogènes [Bertram, 2000 ; ; ; 0 Venkatesan et al., 2015]. L’apparition de

cancers  n’est  cependant  pas  la  seule  pathologie  découlant  d’une  instabilité  génétique,  et

l’accumulation de mutations au sein d’un organisme a aussi été associée à son vieillissement et à de

nombreuses  maladies  liées  au  vieillissement,  entre  autres  du  fait  de  l’entrée  en  sénescence  ou

apoptose des cellules. [Campisi et al., 2019 ; ; ; 0 Vijg, 2021]. 

1. Mutations ponctuelles et petits indels

Les  mutations  ponctuelles,  aussi  appelées  mutations  par  substitution,  sont  généralement

issues d’erreurs de réplication, liées ou non à un appariement erroné suite à une modifincation de

bases.

a. Les mutations synonymes

Les mutations ponctuelles ont souvent un impact limité sur la séquence protéique traduite

grâce  à  la  redondance  du  code  génétique.  Dans  ce  cas-là,  la  mutation  est  considérée  comme

synonyme. Cependant, il a été montré que le même acide aminé (AA) n’était pas nécessairement

incorporé avec la même efficcacité par le ribosome selon le codon en jeu, ce qui pouvait mener à un
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ralentissement de la traduction, à des altérations de repliement de la protéine en cours de traduction

[Rauscher & Ignatova, 2018], ou à un risque plus élevé d’incorporation du mauvais AA [Sauna &

Kimchi-Sarfaty, 2011]. Au niveau de l’ARNm, certaines mutations synonymes peuvent mener à des

défauts d’épissage ou altérer sa stabilité [Sauna & Kimchi-Sarfaty, 2011]. Ces mécanismes sont bien

entendu  soumis  aux  pressions  de  sélection,  et  ont  mené  au  finl  de  l’évolution  à  l’utilisation

préférentielle de certains codons plutôt que d’autres, phénomène appelé le « biais d’usage de codon »

[Tarrant & von der Haar, 2014 0 Callens et al., 2021]. Ces mutations, autrefois dites silencieuses ont

en  réalité  un  impact  netteement  plus  important  qu’initialement  envisagé,  et  ont  été  retrouvées

impliquées dans un grand nombre de maladies humaines [Sauna & Kimchi-Sarfaty, 2011]. C’est par

exemple le cas de la protéine CTFR, dont le mutant CTFR(ΔF508) est très souvent retrouvé chez les

patients atteeints de la mucoviscidose. Ce mutant est causé par la délétion des trois nucléotides CTT,

dont le C est le dernier du triplet ATC codant pour I507, et les TT sont les deux premiers nucléotides

de celui codant pour F508. La conséquence de cettee délétion est la formation d’un nouveau triplet

ATT, codant lui  aussi pour l’isoleucine.  Toutefois,  la traduction de cettee protéine mutée est trop

longue, induisant sa dégradation prématurée et donc des niveaux très bas de CTFR chez les patients

atteeints de mucoviscidose [Bartoszewski  et al.,  2010 ; ; ; 0 Shah  et al.,  2015]. En cellules, restaurer le

codon ATC en maintenant la délétion F508 augmente très fortement le taux d’expression de CTFR,

permetteant ainsi la production d’une protéine fonctionnelle malgré le  ΔF508, témoignant donc de

l’impact de la mutation synonyme [Bartoszewski et al., 2010 ; ; ; 0 Shah et al., 2015].

b. Les mutations faux-sens

Une mutation ponctuelle peut également générer un triplet codant pour un AA diffrérent ; ; ; 0 elle

est alors qualifinée de faux-sens. Ces mutations peuvent avoir des conséquences très diffrérentes selon

quel est le nouvel AA par rapport à l’original et où il se trouve dans la protéine. Ainsi, la stabilité de

la protéine peut être altérée en cas de perte de ponts disulfures, si la charge électrique est diffrérente

ou si le nouvel AA induit des collisions stériques. Ces effrets sont particulièrement observés lorsque le

résidu en question se trouve à l’intérieur de la protéine, ce qui laisse peut de place pour accommoder

les  chaînes  latérales  des  AA environnants.  De  fait,  il  a  été  montré  que  les  AA se  trouvant  à

l’intérieur des protéines étaient soumis à de plus fortes pressions de sélection et étaient donc plus

conservés que ceux résidant à la surface [Conant & Stadler 2009]. Toutefois,  une mutation à la

surface de la protéine n’est pas nécessairement neutre non plus, car elle peut modifiner sa capacité à

recevoir des modifincation post-traductionnelles ou perturber des potentielles interactions protéines-

protéines [Yates & Sternberg, 2013]. 
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De tels effrets ne vont pas sans avoir de plus lourdes conséquences à l’échelle de l’organisme,

et de nombreuses maladies humaines sont causées ou ont été reliées à des mutations faux-sens [Yue

et al.,  2005 ; ; ; 0 Yates & Sternberg, 2013]. De plus, diffrérentes mutations ponctuelles situées dans le

même gène peuvent avoir des effrets diffrérents, selon leur impact sur la protéine finnale. C’est par

exemple le cas de la protéine WASP qui est à l’origine de trois maladies diffrérentes lorsqu’elle est

mutée ; ; ; S le  syndrome  de  Wiskotte-Aldrich  (défincit  immunitaire  liée  au  chromosome  X),  la

thrombocytopénie liée à l’X (forme intermédiaire du syndrome de Wiskotte-Aldrich) et la neutropénie

liée à l’X (faible taux de neutrophiles). Des mutations faux-sens (R41G et E131K) dans le domaine

d’interaction avec VASP induisent le syndrome de Wiskotte-Aldrich ou la thrombocytopénie ; ; ; 0 tandis

que la neuropathie survient lorsque c’est le domaine d’interaction avec CDC42 qui est muté (I294T)

[Wang et al., 2012].

c. Les mutations non-sens

Enfinn, une mutation ponctuelle peut mener à l’apparition d’un codon-stop ; ; ; 0 il  s’agit alors

d’une mutation non-sens,  générant  une protéine tronquée [Génétique 8ème édition,  chapitre 15,

Pearson, par Klug, Cummings & Spencer]. Par conséquent, ces mutations ont tendance à produire

des  protéines  peu  ou  pas  fonctionnelles,  selon  l’emplacement  de  la  mutation  dans  le  gène.  Un

exemple très sévère de mutation non-sens est la mutation G44A dans le gène  NDUFS4, qui code

pour  une  sous-unité  du  complexe  I  de  la  chaîne  mitochondriale  de  transport  d’électrons.  Cettee

substitution  remplace  un  codon  TTG  (Trp)  par  un  codon  TAG  (stop),  induisant  l’arrêt  de  la

traduction après seulement 14 AA. La protéine résultante est par conséquent non fonctionnelle, et

empêche l’assemblage du complexe I. Les patients portant cettee mutation ne survivent que quelques

mois après la naissance [Petruzzella & Papa, 2002].

d. Les petits indels

Les petits indels, provenant de dérapages de l’ADN polymérase lors de la réplication, sont

parfois  également considérés comme des mutations ponctuelles. Cependant, leurs conséquences au

niveau  génomiques  sont  diffrérentes  de  celles  des  substitutions,  puisqu’ils  mènent  souvent  à  un

décalage du cadre de lecture, à moins d’être en multiple de 3. En dehors de ce cas particulier où

quelques AA sont ajoutés ou supprimés dans une séquence en AA autrement conservée par rapport

à la version sauvage, la mutation va complètement modifiner la séquence en AA et fait généralement

apparaître  un  codon-stop  prématuré  ou,  à  l’inverse,  disparaître  celui  d’origine  [Bertram,

2000 ; ; ; 0 Mullaney et al., 2010]. Ici encore, les conséquences sur l’organisme sont souvent assez sévères,
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les  protéines  résultantes  étant  rarement  fonctionnelles.  En  effret,  même  dans  le  cas  d’indels  ne

perturbant pas le cadre de lecture,  l’ajout ou la suppression d’AA est à risque de déstabiliser la

structure de la protéine, ou d’interférer dans ses interactions avec d’autres protéines. C’est le cas du

gène EGRF (Epidemial Growth Factor Receptor) qui est très souvent retrouvé muté dans diffrérents

cancers humains, en particulier celui du poumon [Sigismund  et al.,  2018 ; ; ; 0 Harrison  et al.,  2020 ; ; ; 0

Remon  et al.,  2020]. En plus de mutations par substitution et  autres indels,  ce gène présente la

délétion de 3 AA (ΔLRE) dans l’exon 19 dans 44 % des cas de cancers où il est muté [Gazdar, 2009].

Ces délétions suractivent la protéine en favorisant un changement de conformation vers la forme

catalytiquement active et en la stabilisant dans cettee conformation, ce qui favorise la survie et la

prolifération cellulaire [Tamirat et al., 2019].

2. Réarrangements chromosomiques

Les réarrangements chromosomiques sont souvent les conséquences d’une forte exposition à

des  rayonnements  ionisants  ou  agents  chimiques,  menant  à  de  multiples  cassures  double-brin

[Venkatesan  et al.,  2015 ; ; ; 0 Cannan & Pederson, 2016]. Les extrémités d’ADN sont alors religuées,

mais  pas  nécessairement  dans  le  bon  ordre  ou  au  bon  endroit,  ce  qui  peut  donner  lieu  à  des

translocations de portions de chromosomes sur un autre, ou des inversions, insertions/délétions de

grands segments du génome, et, dans les cas extrêmes, à des chromosomes acentriques (absence de

centromère) ou dicentriques (présence de deux centromères) (Figure 10). Les cellules comportant des

chromosomes dicentriques  n’étant  pas  capables  de  se  diviser  correctement,  elles  ont  tendance à

disparaître dans les mois ou années suivant l’exposition au rayonnements [Ramalho et al., 1995]. Les

chromosomes  acentriques  sont  quant  à  eux  perdus  lors  de  la  mitose,  l’atteachement  du  fuseau

mitotique  aux  chromosomes  étant  impossible  en  l’absence  de  centromères.  En  revanche,  les

translocations, ou grands indels n’empêchent pas la mitose, et, de fait, les cellules en présentant sont

maintenues dans l’organisme. 
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Par ailleurs, ces réarrangements chromosomiques sont susceptibles de mettere à proximité des

gènes ou régions régulatrices qui étaient initialement très éloignés, ce qui peut générer des protéines

de fusion dans le  cas  où deux régions codantes  se  retrouvent  l’une à la  suite  de l’autre  ; ; ; 0 ou à

l’extinction  ou  activation  de  gènes  si  leurs  régions  régulatrices  et/ou  codantes  changent

d’environnement génomique [Bertram, 2000 ; ; ; 0 Mitelman et al., 2007]. Ces processus sont souvent à

l’origine de la carcinogenèse, comme c’est le cas pour le lymphome de Burkitte, qui est généralement

dû à une translocation qui impacte d’une part la section q24 du chromosome 8 où se situe le gène

MYC, et d’autre part les régions 14q32, 2p11 ou 22q11, où se trouvent respectivement les gènes IGH,

IGK et  IGL, tous codant pour une immunoglobuline [Mitelman et al., 2007]. MYC, codant pour un

facteur de transcription (TF –  Transcription Factor) dont la propre transcription et l’activité sont

normalement  finnement  régulées,  devient  alors  constitutivement  actif,  du  fait  des  éléments  de

régulation des gènes des immunoglobulines. Cettee surexpression induit une prolifération cellulaire

incontrôlée, permetteant le développement cancéreux [Stine et al., 2015].
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Figure  10; ; ; S Réarrangements  chromosomiques. A. Réarrangements  impliquant  un  seul  chromosome.  B.

Translocations (réarrangements impliquant deux chromosomes). La translocation réciproque n'induit pas de

perte de matériel génétique, alors que c'est le cas de la translocation non réciproque.  C. Cas particulier de

translocation non réciproque induisant un chromosome acentrique (a) et un chromosome dicentrique (b).



3. Conséquences au niveau cellulaire

Les  mutations  peuvent  avoir  des  effrets  délétères  sur  le  fonctionnement  cellulaire,  même

lorsqu’elles  apparaissent  en  dehors  des  régions codantes  des  gènes.  En effret,  la  modifincation  de

séquences  régulatrices  de  la  transcription  peut  perturber  l’activation  ou la  répression des  gènes

concernés,  en  empêchant  ou  induisant  par  exemple  la  liaison des  facteurs  de  transcription  aux

régions promotrices [Siametis  et al., 2021]. De même, une mutation au sein d’îlots CpG, enrichis

dans les régions promotrices des gènes, risque de modifiner le paysage épigénétique local [Bertram,

2000]. En particulier, des mutations amenant à l’activation de gènes régulant le cycle cellulaire ou la

réparation de l’ADN peuvent avoir des conséquences dramatiques en permetteant l’échappement au

contrôle du cycle cellulaire et mener à l’apparition de cancers [Mattehews et al., 2022].

Ainsi,  au  niveau  cellulaire,  l’apparition  de  dommages  dans  l’ADN  va  avoir  plusieurs

conséquences. D’une part, la cellule va mobiliser les mécanismes de réparation décrits plus haut afinn
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Figure 11; ; ; S Cascade de réactions permetteant la mise en œuvre des checkpoints G1/S et G2/M. Smith et

al., 2020.



de  réparer  les  dommages.  Si  cela  n’est  pas  sufficsant,  que  trop  de  dommages  sont  détectés  ou

perdurent  pendant  trop  longtemps,  deux  checkpoints  spécifinques  (G1/S  et  G2/M,  Figure  11)

permetteent  de  suspendre  voire  arrêter  le  cycle  cellulaire  afinn  d’éviter  qu’un  matériel  génétique

endommagé ne soit transmis à la génération de cellules suivantes [Smith et al., 2020]. Le checkpoint

G1/S bloque l’entrée en phase S si des dommages sont détectés, tandis que le G2/M empêche le

passage en mitose si la cellule subit un stress réplicatif [Mattehews et al., 2022]. Ils sont fortement

dépendants  de  kinases  impliquées  dans  la  détection des  dommages,  telles  qu’ATM, ATR, ou les

DNA-PKc (Figure 11). Elles sont activées par leur recrutement à la zone de dommages, ce qui va leur

permettere de phosphoryler CHK1 et CHK2, p53 et γH2AX qui permetteent la transduction de signal

en aval de la cascade [Smith et al., 2020]. A leur tour, CHK1 et CHK2 phosphorylent leurs cibles, à

savoir majoritairement CDC25A et CDC25C, ce qui induit leur inactivation et dégradation, puis

l’arrêt du cycle. En effret, le rôle de ces phosphatases est de déphosphoryler les kinases CDK2 et

CDK1, permetteant ainsi l’entrée en phases S et M, respectivement (Figure 11) [Smith  et al., 2020 ; ; ; 0

Mattehews et al., 2021]. De même, une fois phosphorylé, p53 active p21, un inhibiteur des complexes

CDK-cyclines, renforçant le blocage de l’entrée en phase S. p53 est également un TF induisant la

transcription de gènes pro-apoptotiques, ce qui mène à la mort cellulaire par apoptose si le stress

perdure  pendant  trop  longtemps  [Smith  et  al.,  2020].  De  plus,  lors  du  checkpoint  G2/M,  la

dégradation  des  CDC25  est  induite  par  CHK1,  qui  phosphoryle  une  autre  kinase,  WEE1,  qui

phosphoryle à son tour CDK1, ce qui l’inhibe, et bloque l’entrée en mitose (Figure 11) [Schmidt et

al. ,20177 ; ; ; 0 Mattehews et al., 2021]. Il est à noter que les inhibitions/activations de ces enzymes sont à

double sens, et donc qu’elles se régulent mutuellement. Ainsi, le passage ou non d’un checkpoint

dépend de l’état d’équilibre entre les facteurs favorisant l’avancée du cycle et ceux l’en empêchant.

Par ailleurs,  afinn de lutteer  contre ces conséquences néfastes,  la  présence d’un trop grand

nombre  de  dommages  dans  l’ADN,  en  particulier  de  DSB,  peut  également  mener  à  l’entrée  en

sénescence  de  la  cellule  [Hernandez-Segura  et  al.,  2018 ; ; ; 0 Carusillo  &  Mussolino,  2020].  La

sénescence  est  un  état  particulier  et  irréversible  marqué par  l’arrêt  définnitif  du  cycle  cellulaire.

Diffrérents types de sénescence existent, ayant diffrérentes origines, mais un certain nombre d’entre

eux est lié directement ou indirectement à la présence de dommages dans l’ADN ou d’agents à risque

de  l’endommager  [Hernandez-Segura  et  al.,  2018].  Les  cellules  sénescentes  sont  principalement

caractérisées par une résistance à l’apoptose, une activation constitutive des voies de réparation avec

notamment la présence de foci de γH2AX, un métabolisme perturbé (quoiqu’actif), un grand nombre

de mitochondries dysfonctionnelles (à l’origine d’une production de ROS accrue) et un défaut de

repliement  des  protéines  du  système  endo-membranaire  [Hernandez-Segura  et  al.,  2018].  Si  la
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sénescence et les dysfonctionnements cellulaires qui l’accompagnent sont l’un des marqueurs du

vieillissement  les  plus  connus,  c’est  également  une  forme  de  protection  contre  l’apparition  de

cancers, de par l’incapacité des cellules à se diviser et la prise en charge des cellules concernées par

le système immunitaire, permetteant ainsi la dégradation des cellules endommagées et la régénération

du tissu [Muñoz-Espín & Serrano, 2014 ; ; ; 0 Hernandez-Segura et al., 2018].

IV. Conclusion du chapitre

Durant ce chapitre, nous avons pu voir que les risques d’endommager l’ADN sont nombreux

et  variés,  liés  au  métabolisme  cellulaire  physiologique  aussi  bien  que  provenant  d’agressions

extérieures. L’importance des voies de réparation de l’ADN est illustrée par la diversité des états

pathologiques découlant de leurs défauts de fonctionnement. Comprendre comment ces mécanismes

sont orchestrés aux niveaux cellulaire et moléculaire est essentiel au développement de nouvelles

thérapies, et la recherche dans ces domaines est très active.

Durant mes travaux de thèse, je me suis intéressée à la détection d’une forme oxydée de la

guanine, la 8-oxoguanine, par l’ADN-glycosylase OGG1, qui initie la réparation par excision de base.

Cettee modifincation de base est particulièrement intéressante du fait de son abondance et de son rôle

métabolique.
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Chapitre II. 8-oxoguanine et OGG1 : : : / lésion et protéine de

réparation ou marque épigénétique et régulateur de la

transcription : : : 1

I. La 8-oxoguanine, une lésion particulière

1. Abondance et conséquences de la 8-oxoguanine au sein du génome

nucléaire

Au cours de la partie précédente, nous avons vu que diffrérentes lésions pouvaient survenir

dans l’ADN lors d’un stress oxydant, et parmi celles-ci, des oxydations de bases. La plus fréquente

d’entre toutes est la 7,8-dihydro-8-oxoguanine (8-oxoG,  OG). En effret, de par son faible potentiel

oxydatif,  le plus bas de toutes les bases  de l’ADN (et  de l’ARN),  la  guanine est  la  base la plus

facilement oxydable, en 8-oxoG ou en 2,6-diamino-4-oxo-5-formamidopyrimidine (FapyG) [Hall  et

al., 1996 0 Greenberg, 2012]. De plus, cettee même étude a montré que les électrons peuvent glisser le

long de la double hélice sur une distance allant jusqu’à 37Å, en particulier en présence d’une suite de

guanines, et que la guanine en 5’ de l’alignement a le plus de chance d’être oxydée [Hall et al., 1996].

Queantifiner le nombre de 8-oxoG présentes dans un génome est une tâche ardue, car les protocoles

d’extraction  ont  tendance  à  oxyder  l’ADN.  On estime  cependant  qu’entre  1  000  (en  conditions

physiologiques)  et  100 000 (dans certains  cancers)  8-oxoG sont  produites  chaque jour  dans  une

cellule de mammifère [Lindahl & Barnes, 20000 Markkanen, 2017]. 

La 8-oxoG ne diffrère d’une guanine normale que par deux atomes ; ; ; S un oxygène additionnel à

la place d’un hydrogène sur le carbone 8, et un hydrogène à la place d’une paire d’électrons sur

l’azote  7  (Figure  12).  Ces  diffrérences

n’induisent pas de distorsions de la double-

hélice,  n’empêchant  pas  un  appariement

Watson-Crick avec la cytosine [Lipscomb et

al., 1995]. La présence de la 8-oxoG au sein

du  génome  ne  bloque  pas  non  plus  les

polymérases  réplicatives  ou

transcriptionnelles,  même  si  un
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Figure 12; ; ; S Diffrérences entre la guanine (à gauche) et la

8-oxoguanine (à droite).



ralentissement a pu être constaté [Kitsera et al., 2011]. A première vue, la 8-oxoG semble donc être

une modifincation de base pour le moins insignifinante. Elle est pourtant très mutagène de par son

appariement préférentiel à l’adénine en conformation syn-anti plutôt qu’à la cytosine, formant ainsi

une paire Hoogsteen (Figure 13) [Kouchakdjian et al., 1991]. En l’absence d’une réparation avant la

réplication, la 8-oxoG a donc toutes les chances d’être appariée à une adénine, qui sera elle-même

appariée  à  une  thymine  au  cycle  suivant,  conduisant  ainsi  à  une  transversion  G SC  vers  TSA

[Shibutani  et al., 1991], une mutation fréquemment retrouvée dans les cancers [Alexandrov  et al.,

2013].  De  fait,  inactiver  les  gènes  responsables  de  la  réparation  de  la  8-oxoG (décrits  dans  la

prochaine partie) chez des souris a été relié à une augmentation du taux de cancers [Nakabeppu,

2014 0 Boiteux et al., 2017].

D’autre part,  la 8-oxoG a été impliquée dans l’instabilité des télomères [Fouquerel  et al.,

2019]. Ils sont généralement associés au vieillissement du fait de leur raccourcissement progressif au

fur et à mesures des cycles, induisant l’entrée en sénescence des cellules et limitant ainsi le risque de

développer  des  cancers  de  par  l’accumulation  de  mutations  [Shay,  2018].  Toutefois,  ce  sont

également des régions du génome particulièrement sensibles à l’oxydation du fait de la répétition

riche en guanine ((TTAGGG)n chez l’homme) dont ils sont constitués [Shay, 2018],  le triplet  de
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Figure 13; ; ; S Appariements possibles entre la guanine et la cytosine (en haut à gauche), entre la

8-oxoguanine et la cytosine (en haut à droite), et entre la 8-oxoguanine et l'adénine (en bas).



guanine facilitant donc son oxydation [Hall et al., 1996]. En cellules, la présence de niveaux élevés

de  8-oxoG  dans  les  télomères  a  été  reliée  à  plusieurs  dysfonctionnements  [Fouquerel  et  al.,

2019 ; ; ; 0 Barnes et al., 2022]. En effret, il a été montré qu’un stress oxydant chronique induisait la perte

accélérée des télomères,  menant  par la suite  à la  fusion de chromosomes, cassures et  instabilité

génomique [Fouquerel  et al., 2019] ; ; ; 0 alors qu’à l’inverse, un stress oxydant aigu suffict à activer les

kinases ATM/ATR et leurs cibles, celles-ci incluant p53 et p21, menant ainsi à l’entrée en sénescence

prématurée des cellules [Barnes et al., 2022]. 

Au niveau de l’organisme de nombreux états pathologiques ont été liés à de forts taux de 8-

oxoG (indépendamment ou non des stress télomériques), souvent considérés comme un marqueur du

vieillissement  et  des  maladies  associées  [Radak  et  al.,  2011],  telles  que  les  maladies

neurodégénératives (Alzheimer [Abolhassani et al., 2017], Parkinson [Nakabeppu et al., 2007]),  les

cancers  [Nakabeppu,  2014 ; ; ; 0 Boiteux  et  al.,  2017],  ou les  états  infleammatoires  [Ba  et  al. 2014b].

Toutefois, ces processus impliquant également les mécanismes de réparation de la 8-oxoG, ils seront

discutés plus en avant dans la prochaine partie.

2. Prévenir l’accumulation de 8-oxoG dans le génome : : : / le système GO

Étant donné l’étendue des conséquences délétères de la présence de 8-oxoG dans le génome,

il est essentiel de pouvoir la détecter et la réparer. Pour cela, la cellule s’appuie sur un système basé

sur trois enzymes ; ; ; S le système GO (Figure 14). La 8-oxoG appariée à la cytosine est réparée par la

voie courte du BER, initiée par l’ADN-glycosylase OGG1 [Fortini & Dogliottei, 2007 ; ; ; 0 Boiteux et al.,

2017], première enzyme du système GO, et qui sera présentée plus en détail plus loin. Cependant, il

est important que la cellule puisse également reconnaître et exciser une adénine incorporée face à

une 8-oxoG lors de la réplication, afinn de prévenir la finxation des mutations GSC vers TSA. Dans ce

cas-ci,  c’est  MUTYH  (MutY  Homolog),  une  autre  ADN-glycosylase,  capable  de  reconnaître  le

mésappariement 8-oxoGSA durant la réplication et d’exciser l’adénine, qui initie la voie longue du

BER [Boiteux  et  al.,  2017 ; ; ; 0 Markkanen,  2017].  Pour  ce  faire,  MUTHY interagit  directement  et

fonctionnellement  avec les  acteurs  de la  réplication et  du MMR [Nakabeppu  et al.,  2017].  Si  la

nouvelle base incorporée face à la 8-oxoG est encore une adénine, un nouveau cycle est initié par

MUTYH, et ainsi de suite jusqu’à l’incorporation correcte d’une cytosine face à la 8-oxoG [Boiteux

et al., 2017]. Une fois la cytosine incorporée, c’est au tour d’OGG1 d’être engagée, afinn de réparer la

lésion. 
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Enfinn, le réservoir de nucléotides, qui peut lui aussi être oxydé, doit pouvoir être netteoyé. En

effret,  l’incorporation  d’un  8-oxo-dGTP (8-oxo-déoxyguanosine  triphosphate)  face  à  une  adénine

dans le brin en cours de synthèse est à risque de provoquer une mutation par transversion A ST vers

CSG, à l’inverse de l’oxydation de la guanine d’une paire de bases G SC [Markkanen, 2017]. L’enzyme

responsable du netteoyage du réservoir de nucléotides est l’hydrolase MTH1. Elle permet l’hydrolyse

du  8-oxo-dGTP  en  8-oxo-dGDP  ou  8-oxo-dGMP  (déoxyguanosine  di/monophosphate,
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Figure  14; ; ; S Représentation  schématique  du  Système  GO  chez  les  Eucaryotes. Le  réservoir  de

nucléotides  est  netteoyé  par  MTH1,  limitant  ainsi  l'incorporation  de  8-oxo-dGTP (dOG)  dans  le

génome lors de la réplication. Lors de l'induction de 8-oxoG (OG) dans le génome, elle est prise en

charge par OGG1. Si elle n'est pas détectée à temps et que le réplication induit un appariement de la

8-oxoG avec une A, alors MUTYH prend en charge l'adénine incorporée.



respectivement).  Le  8-oxo-dGDP peut  être  rephosphorylé  par  les  guanylate  kinase  [Markkanen,

2017], ce qui nécessite une nouvelle hydrolyse de la part de MTH1, mais ce n’est pas le cas du 8-oxo-

dGMP, qui ne peut pas non plus être incorporé dans l’ADN lors de la réplication [Markkanen, 2017 ; ; ; 0

Nakabeppu et al., 2017]. MTH1 est la principale enzyme responsable du netteoyage des 8-oxo-dGTP

du réservoir de nucléotides, mais en cas de défaut de fonctionnement, trois autres enzymes, MTH2,

MTH3 et NUDT5, peuvent prendre le relais [Markkanen, 2017]. 

II. L’ADN-glycosylase OGG1

La  première  ADN-glycosylase,  UDG  (Uracile  DNA-glycosylase),  fut  découverte  chez

Escherichia coli en 1974 par Tomas Lindahl [Lindahl, 1974], qui a par ailleurs reçu le Prix Nobel de

Chimie en 2015 pour ses travaux sur la réparation de l’ADN. Par la suite, une multitude d’autres

ADN-glycosylases a été mise au jour, tout d’abord chez les procaryotes, puis chez les eucaryotes, en

commençant par la levure, avant d’être identifinées chez les mammifères.

1. Découverte et clonage d’OGG1

a. Fpg, la 8-oxoguanine ADN-glycosylase procaryote

Avant  d’être  clonée  chez  les  eucaryotes,  l’homologue  fonctionnel  d’OGG1,  la

formamidopyrimidine (Fapy) ADN-glycosylase (Fpg, également appelée MutM) a été découverte en

1979 par Chetsanga et Lindahl chez E. coli pour son activité de Fapy ADN-glycosylase [Chetsanga &

Lindahl, 1979]. Puis, au début des années 1990, l’équipe de Nishimura a trouvé une enzyme ayant

une  activité  de  8-oxoG  ADN-glycosylase,  toujours  chez  E.  coli [Chung  et  al.,  1991].  L’année

suivante, le même groupe démontre que l’ADN-glycosylase qu’ils ont récemment découverte et Fpg,

mise au jour 10 ans plus tôt, ne sont en fait qu’une seule et même enzyme [ Tchou et al., 1991]. Cettee

enzyme bifonctionnelle témoigne d’une forte activité ADN-glycosylase et AP-endonucléase pour la

paire de bases 8-oxoGSC ou le site APSC, incluant une reconnaissance spécifinque de la base face à la

lésion. Son activité enzymatique est ainsi particulièrement faible lorsque la base complémentaire est

une adénine. Cettee sélectivité évite d’exciser la 8-oxoG face à une adénine, ce qui accélérerait  le

processus mutagène inhérent à la présence de 8-oxoG [Tchou et al., 1991 ; ; ; 0 Castaing et al., 1993].

Ces découvertes chez  E. coli ont ouvert  la  voie  à la  caractérisation des premières  ADN-

glycosylases chez les eucaryotes, en commençant par UNG chez la levure en 1981 [Crosby  et al.,

1981], puis chez les mammifères.
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b. Clonage d’OGG1 chez les eucaryotes

L’homologue fonctionnel eucaryote de Fpg, OGG1, a tout d’abord été cloné chez la levure

Saccharomyces cerevisiae [van der Kemp et al., 2004 0 Nash et al., 1997]. L’année suivante, le gène

humain d’OGG1 a été caractérisé par cinq équipes diffrérentes à quelques jours ou mois d’intervalle

[Bjørås et al., 1997 ; ; ; 0 Lu et al., 1997 ; ; ; 0 Radicella et al., 1997 ; ; ; 0 Rosenquist et al., 1997 ; ; ; 0 Roldán-Arjona et

al.,  1997].  Les  deux  protéines,  Fpg  et  OGG1,  n’appartiennent  pas  à  la  même  famille  d’ADN-

glycosylases,  Fpg faisant  partie,  comme son nom l’indique,  de la  famille  Fpg/Nei  (ou H2TH) et

OGG1 de la famille HhH. Elles sont donc structurellement diffrérentes, mais effrectuent les mêmes

tâches, avec des spécifincités similaires, à défaut d’être tout à fait identiques [van der Kemp  et al.,

1996]. En effret, OGG1 témoigne d’une très forte préférence pour les substrats 8-oxoG SC, alors que

Fpg excise les FapyGSC à peu près aussi efficcacement que la 8-oxoGSC [van der Kemp et al., 1996 ; ; ; 0

Radicella et al., 1997]. OGG1 est malgré tout capable de cliver efficcacement les FapyGSC. Les deux

enzymes sont également capables de cliver le site AP résultant de leur activité N-glycosylase in vitro.

En cellules de mammifères c’est cependant l’AP-endonucléase APE1 qui se charge des sites AP, son

afficnité pour des derniers étant beaucoup plus élevée que celle d’OGG1 [Hill et al., 2001 ; ; ; 0 Vidal et al.,

2001 ; ; ; 0 Dalhus et al., 2011].

Le gène humain est localisé sur le chromosome 3p25, et code pour une protéine de 345 acides

aminés,  d’un poids  moléculaire  de  ~39  kDa [Radicella  et  al.,  1997].  Deux isoformes  principaux

existent, codés par le même gène et résultant d’un épissage alternatif ; ; ; S α-OGG1, l’isoforme nucléaire

auquel je me suis intéressée durant ma thèse, également présent à la mitochondrie (qui contient

également tous les facteurs de réparation du BER) ; ; ; 0 et β-OGG1, adressé à la mitochondrie [Boiteux

& Radicella, 2000], mais inactif [Hashiguchi et al., 2004]. 

OGG1 a également été retrouvée chez les plantes, les insectes, et certaines bactéries comme

Clostridium acetobutylicum  qui possèdent une protéine OGG plutôt que Fpg. Cependant, certains

eucaryotes comme Ceaenorhabditis elegans ou S. pombe en sont dépourvus [Denver et al., 2003]. 
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2. Structure et Fonctionnement d’OGG1

a. Structure d’OGG1

La structure d’OGG1 a été élucidée très rapidement après sa découverte. La lysine catalytique

249 (tous les numéros d’acides aminés réfèrent à la protéine humaine, à moins que ce ne soit spécifiné

autrement) a été mutée en glutamine, entraînant une incapacité de clivage de la part d’OGG1 et

donc une rétention prolongée sur la lésion, permetteant ainsi sa cristallisation (Figure 15) [Bruner et

al.,  2000].  Les  extrémités  non-structurées  N-  et  C-terminales  ont  de  plus  été  digérées,  afinn  de

permettere la cristallisation du cœur de la protéine, entre les AA 12 et 325 (sur 345). De même, les

trois  résidus  80-81-82  font  partie  d’une  boucle  non-structurée,  et  n’ont  pas  pu  être  cristallisés

[Bruner et al., 2000]. Comme mentionné dans la section et le chapitre précédents, OGG1 appartient

à  la  famille  des  ADN-glycosylases  HhH.  Elle  possède  donc  le  domaine  Hélice-coude-Hélice

caractéristique de cettee famille, ainsi que le motif GPD riche en glycines et prolines, suivi de l’acide

aspartique conservé (Figure 15). Le motif HhH va de la sérine 232 à la leucine 259, tandis que le

motif  GPD s’étend entre  les  deux acides  aspartiques  260 et  268.  L’acide  aspartique conservé et

caractéristique de la famille HhH est le D268. En conjugaison avec la lysine 249 (qui fait donc partie

du  motif  HhH),  il  permet  le

clivag  de  la  8-oxoG.  OGG1

contient  également  un  motif

NNN  (149-150-151),  très

conservé  au  sein  des  protéines

OGG1 des diffrérents organismes

(Figures  15,  16), même s’il n’est

pas  considéré  comme

caractéristique de la famille HhH

[Bruner  et al.,  2000 ; ; ; 0 Radom  et

al.,  2007]. Ce motif est  supposé

maintenir  en  place  le  complexe

OGG1/ADN,  mais  très  peu

d’études se sont intéressées à sa

fonction.
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Figure  15; ; ; S Structure d'OGG1. OGG1 est en bleu, l'ADN en gris. Le

motif HhH-GPD est en orange, avec le K249Q et D268 en rouge 0 le

motif NNN est en magenta 0 la 8-oxoG est en vert. PDB ; ; ; S 1EMB



b. Reconnaissance et clivage de la 8-oxoguanine par OGG1

Le mécanisme de reconnaissance de la 8-oxoG et de discrimination des autres bases a été peu

à peu dévoilé au fur et à mesure des diffrérentes études structurales et biochimiques réalisées durant

les  deux dernières  décennies  [Bruner  et  al.,  2000 ; ; ; 0 van  der  Kemp  et  al.,  2004 ; ; ; 0 Banerjee et  al.,

2005 ; ; ; 0 Blainey et al., 2006 0 Shigdel et al., 2020 0 Wang et al., 2021]. Le modèle actuel suppose donc

qu’OGG1 scanne l’ADN à la recherche de 8-oxoG [Blainey et al., 2006 ; ; ; 0 Rowland et al., 2014]. En

effret, cettee modifincation de base n’induisant pas de distorsion de la double hélice, et ne bloquant pas

ou peu les polymérases, elle n’est pas détectée par les mécanismes de surveillance du génome liés à

la réplication ou à la transcription, responsables de la détection de la majorité des dommages. OGG1

doit donc activement chercher chaque 8-oxoG afinn de pouvoir la réparer, tâche ardue du fait du faible

nombre  de  8-oxoG présentes  rapporté  au  nombre  total  de  guanines  normales.  On  estime  ainsi

qu’OGG1 doit pouvoir trouver deux ou trois 8-oxoG parmi des guanines non-oxydées environ un

million de fois plus abondantes [Gedik & Collins, 2005 0 Ohno et al., 2006]. 
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Figure 16; ; ; S Alignement partiel des séquences d'OGG1 chez diffrérents organismes. Les zones d’homologie sont

sur fond gris, le motif NNN en rouge. CLOST = Clostridium acetobutylicum.



- 60 - 

Figure 17; ; ; S Modèle actuel du mécanisme de recherche et reconnaissance de la 8-oxoG (OG) par OGG1. D’après

Kuznetsova et al., 2014 ; ; ; 0 Shigdel et al., 2020.



Afinn de sonder l’ADN, OGG1 insère une tyrosine (Y203) dans la double hélice, ce qui lui

permet  de tester chaque paire de bases.  Ce mécanisme semble être  commun à toutes les ADN-

glycosylases étudiées à ce jour [Banerjee et al., 2005, 2006 ; ; ; 0 Dunn et al., 2011]. Durant cettee phase de

recherche, le résidu N149 peut créer une liaison hydrogène spécifinque avec la guanine et la 8-oxoG

dans sa conformation anti (mais pas en syn), ce qui lui permet d’assurer la spécifincité pour la paire 8-

oxoGSC [Shigdel et al., 2020]. Cettee étape permet donc d’éliminer les bases A, T et C, et la paire 8-

oxoGSA.  Il  semblerait  qu’ensuite  la  guanine  et  la  8-oxoG  soient  toutes  les  deux  partiellement

extrudées hors de la double hélice, dans un exo-site d’OGG1 situé à sa surface, un peu à l’extérieur

du site catalytique (Figure 17) [Banerjee et al., 2005 ; ; ; 0 Shigdel et al., 2020]. L’extrusion de la base (G

ou 8-oxoG) serait facilitée par la courbure de 80° imposée à l’ADN par l’insertion de la tyrosine Y203

dans la  double hélice [Banerjee  et al.,  2005, 2006 ; ; ; 0 Dunn  et al.,  2011].  Cettee extrusion partielle

permetterait de vérifiner l’état d’oxydation de la guanine. Si c’est une guanine normale, OGG1 ne peut

pas  la  transférer  dans  son  site  catalytique,  faute  de  pouvoir  établir  les  contacts  spécifinques

nécessaires au transfert, et la compétition avec le processus de scan de l’ADN par OGG1 l’emporte  ; ; ; S

la guanine est réinsérée dans la double hélice, et

OGG1 reprend son inspection de l’ADN (Figure

17).  A l’inverse,  si  c’est  une 8-oxoG,  le  résidu

H270  d’OGG1  peut  entrer  en  contact  avec  le

C8=O, initiant le transfert de la base oxydée vers

le site catalytique. H270 passe ensuite la main au

résidu K249 qui permet l’alignement finnal de la

8-oxoG dans le site actif [Shigdel et al., 2020], où

elle est maintenue en place par diffrérents acides

aminés qui la prennent en sandwich ; ; ; S G42, C253,

D268,  Q315,  F319  (Figures  17,  18).  Durant  ce

processus,  la  courbure  imposée  à  l’ADN  est

réduite  à 70°,  et  non plus  80°  [Banerjee  et  al.,

2005].  Une  dernière  vérifincation  de  l’état

d’oxydation de la base est réalisée par le résidu

G42,  qui  contacte  directement  l’hydrogène  du

N7, spécifinque à la 8-oxoG [Bruner et al., 2000].

L’atteaque  nucléophilique  conjointe  des  résidus
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Figure  18; ; ; S Structure  du  site  actif  d'OGG1  (bleu)

lorsque la 8-oxoG (rouge) est extrudée. Le reste de

l'ADN  est  en  gris,  les  acides  aminés  notables  et

leurs chaînes latérales sont en cyan. Seule la chaîne

latérale du Q249 n'est pas montrée puisqu'elle n'est

pas pertinente, le résidu original étant une lysine.

PDB S 1EMB.



K249 et D268 permet alors le clivage du lien N-glycosylique entre la base et le sucre, et l’excision de

la base oxydée (Figure 17).

c. Reconnaissance de la cytosine

La reconnaissance de la cytosine face à la 8-oxoG, bien qu’essentielle au fonctionnement

d’OGG1 et nécessaire pour éviter de renforcer l’effret mutagène de la 8-oxoG, a été beaucoup moins

étudiée que le mécanisme de reconnaissance et d’excision de cettee dernière. Le rôle clé de certains

AA a toutefois été élucidé aux cours des années. Dès l’étude du laboratoire de Verdine en 2000, il a

été constaté que les résidus N149, R154, Y203 et R204 contactaient directement la cytosine lorsque la

8-oxoG était extrudée, en particulier le N149 qui envahit le vide laissé par l’extrusion de la 8-oxoG

(Figure 17). Ces interactions permetteent d’une part de stabiliser la cytosine orpheline et le complexe

OGG1/ADN, mais suggèrent également un rôle de ces résidus dans la spécifincité d’OGG1 pour la

paire 8-oxoGSC [Bruner  et al.,  2000]. Cettee même étude constatait que le mutant OGG1(R154H),

retrouvé dans certains cancers humains, avait perdu la spécifincité pour la paire 8-oxoGSC et pouvait

exciser la 8-oxoG face à n’importe quelle base, même l’adénine, fortement exclue par la version WT

[Bruner et al., 2000]. De même, il a été montré que la protéine OGG de Clostridium acetobutylicum

(CacOGG), qui présente naturellement un remplacement de l’équivalent des résidus R154 et Y203

par  une  méthionine  et  une  phénylalanine,  avait  une  spécifincité  décrue  pour  la  paire  8-oxoGSC

[Robey-Bond  et  al.,  2008].  Muter  ces  AA  pour  obtenir  un  mutant  CacOGG(M132R/F179Y),

équivalent  donc  à  la  protéine  humaine,  restaurait  partiellement  la  spécifincité   pour  la  cytosine

[Robey-Bond  et al.,  2008].  L’implication des  résidus  R154 et  R204 dans la  reconnaissance de la

cytosine a été confinrmée par la suite, la cytosine étant la seule des quatre bases capable d’établir des

liaisons hydrogène spécifinques avec ces deux arginines [Kuznetsova et al., 2014].

3. Défauts de fonctionnement d’OGG1

a. OGG1 et cancers

Dès sa découverte en 1997, OGG1 a été associée à la survenue de cancers, en particulier aux

cancers du poumon et du rein, du fait de la délétion fréquente de la région p25 du chromosome 3

(porteuse du gène OGG1) chez ces patients,  [Lu et al., 1997 ; ; ; 0 Boiteux et al., 2017]. De plus, plus de

200 mutations ponctuelles ont été retrouvées dans la région du gène  OGG1 (régions codantes et

régulatrices), et  plusieurs d’entre elles ont été associées à des cancers [Boiteux  et al.,  2017]. Par

exemple, la mutation R154H dans le site de reconnaissance de la cytosine mène OGG1 à « réparer »

- 62 - 



la 8-oxoGSA, accélérant ainsi l’accumulation de mutations [Bruner et al., 2000] et a été associée aux

cancers  gastriques  et  rénaux  [Boiteux  et  al.,  2017] ; ; ; 0 tandis  que  G12E  bloque  l’adressage

mitochondrial [Audebert et al., 2002]. Cependant, le variant d’OGG1 le plus étudié est S326C, du fait

de sa remarquable fréquence dans les populations humaines S 13 à 38 % de la population caucasienne

serait porteuse de ce polymorphisme, et jusqu’à 60 % dans les populations asiatiques [Morreall et al.,

2015]. Les individus porteurs de ce polymorphisme sont plus à risques de développer des cancers

[Sugimura et al., 1999 0 Elahi et al., 2002]. En effret, selon les études il a été montré que ce variant

d’OGG1 était deux à sept fois moins actif que la version sauvage [Kohno et al., 1998 0 Dherin et al.,

1999 0 Bravard et al., 2009]. De plus la C326 est oxydée en présence d’agents oxydants, rendant ce

variant plus sensible au niveau redox de son environnement que le WT [Morreall et al., 2015]. Par

conséquent,  le  taux  de  réparation  de  la  8-oxoG est  plus  faible,  menant  donc  fatalement  à  une

mutagenèse accrue dans les cellules homozygotes pour ce variant. De plus, ce variant d’OGG1 est

capable  de  dimériser,  ce  qui  n’est  pas  le  cas  de la  protéine sauvage,  et  impacterait  son activité

enzymatique [Hill & Evans 2006 0 Simonelli et al., 2013].

b. OGG1 et les maladies neurodégénératives

En plus de son implication notoire dans les cancers, OGG1 est également impliquée dans

plusieurs maladies neurodégénératives telles que les maladies d’Alzheimer ou de Huntington. La

maladie d’Alzheimer est la maladie neurodégénérative la plus fréquente. C’est une maladie liée au

vieillissement  et  dont  les  causes  sont encore assez mal  comprises  à l’heure actuelle.  La maladie

d’Alzheimer est la principale cause de démence [Goedert, 2015], et est caractérisée par des agrégats

cérébraux  anormaux,  des  plaques  amyloïdes  extracellulaires  et  inclusions  intra-neuronales  de  la

protéine Tau [Goedert, 2015]. De plus, des taux élevés de 8-oxoG ont été observés post-mortem dans

des  cerveaux  de  patients,  aussi  bien  que  chez  des  lignées  de  souris  modèles  pour  la  maladie

d’Alzheimer  [Abolhassani  et  al.,  2017].  Ce  fait  peut  être  corrélé  à  trois  mutations  d’OGG1

spécifinques à la maladie d’Alzheimer, la délétion de la cytosine 796 du gène générant une protéine

tronquée et non fonctionnelle, et les deux substitutions A53T et A288V, menant là encore à des

protéines à l’activité réduite. L’accumulation de 8-oxoG serait alors à l’origine d’un fort taux de mort

cellulaire  par  apoptose ; ; ; S MUTYH,  tentant  de  réparer  les  adénines  incorporées  à  la  place  des

cytosines face aux 8-oxoG générerait trop de SSB comme intermédiaires du BER, ce qui induirait le

recrutement exagéré de PARP1. En PARylant son environnement à outrance, PARP1 dépriverait la

cellule  de  tout  son  NAD+,  déclenchant  alors  la  mort  par  apoptose  [Abolhassani  et  al.,  2017].
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Toutefois, il n’y a pas pour l’instant de preuve que ces mutations d’OGG1 soient à l’origine de la

maladie.

La maladie de Huntington quant à elle est une maladie autosomale dominante. La principale

caractéristique  de  cettee  maladie  est  la  chorée,  un  ensemble  de  mouvements  involontaires  et

incontrôlables (qui lui vaut parfois le nom de chorée de Huntington), mais les symptômes fréquents

incluent également des défincits moteurs et cognitifs, et parfois des troubles psychiatriques [Ayala-

Peña, 2013]. La réparation de la 8-oxoG répétée et défectueuse du fait d’une mauvaise coordination

des acteurs du BER initie des cycles d’oxydation/excision de la 8-oxoG qui mènent à l’expansion

pathologique du triplet CAG dans le gène de la huntingtine [Kovtun et al., 2007 0 Goula et al., 2009,

2012].  La  protéine  résultante  est  peu  stable,  en  particulier  dans  une  région  du  cerveau  bien

spécifinque, le striatum, impliquée entre autres dans la gestion des mouvements involontaires [Goula

et al., 2009 ; ; ; 0 Ayala-Peña, 2013]. Ainsi, les souris  OGG1-/- sont moins susceptibles de développer la

maladie de Huntington [Kovtun et al., 2007 ; ; ; 0 Budworth et al., 2015]. 

III. Modulation de la transcription et réponse aux stress oxydants

1. Mise en évidence de l’implication d’OGG1 dans la régulation de la

transcription

Si la 8-oxoG a d’abord été envisagée comme une lésion pré-mutagène à réparer du fait de ses

conséquences délétères sur le génome et l’organisme, depuis une dizaine d’années elle est aussi de

plus  en  plus  considérée  comme  une  marque  épigénétique  témoignant  d’un  stress  oxydant

[Seifermann & Epe, 2017 0 Ba & Boldogh, 2018]. Les régions pauvres en GC représentent environ

63 % du génome des cellules de mammifères, toutefois les régions riches en gènes sont également

riches en GC, et plus particulièrement les promoteurs géniques dont ~70 % contiennent des îlots

CpG. Ainsi,  la  facilité  d’oxydation de la  guanine en  font  le  détecteur  moléculaire  de  l’équilibre

d’oxydo-réduction (redox) cellulaire idéal. La présence de 8-oxoG, en particulier dans les régions

promotrices a été reliée dans de nombreux cas à une augmentation de la transcription des gènes

associés, généralement via l’interaction de certains TF avec OGG1. C’est entre autres le cas pour un

certain  nombre  de  gènes  impliqués  dans  la  réponse  aux  stress  oxydants  ou  dans  les  processus

infleammatoires [Ba & Boldogh, 2018]. Ainsi, NF-κB, un TF connu pour être l’un des acteurs les plus

importants dans les réponses à tous types de stress et les états infleammatoires, a été montré comme

interagissant directement avec OGG1 [Ba et al., 2014 0 Pan et al., 2016] ; ; ; 0 mais c’est également le cas
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de TF plus généraux comme TFIID [Ba et al., 2014a] ou le Médiateur de la transcription [Lebraud et

al., 2020]. Le lien entre la présence de 8-oxoG dans les promoteurs de gènes régulés par NF-κB et la

modifincation  de  l’expression  des  gènes  en  question  a  été  soupçonné in  vitro  dès  2003  [Hailer-

Morrison  et al., 2003], mais il aura fallu atteendre 2014 pour avoir une preuve de l’interaction des

deux protéines [Ba et al., 2014a]. Depuis, l’implication d’OGG1 dans la régulation de l’expression de

gènes  contrôlée  par  plusieurs  TF  importants  (VEGF,  AP-1,  STAT1)  a  également  été  démontrée

[Zuchegna et al., 2014 0 Pastukh et al.,  2015 0 Kim et al., 2016 0 Makhdoumi et al., 2019].

Le rôle  d’OGG1 dans les  processus  infleammatoires  a également  été  démontré  in vivo en

modèle murin.  En effret, les  souris  OGG1-/-,  malgré des taux de 8-oxoG extrêmement élevés lors

d’expositions  à  des  agents  oxydants  et/ou infleammatoires,  sont  plus  résistantes  à l’infleammation

résultante que les souris  OGG1+/+ [Ba  et al.,  2014b]. De même, des souris chez lesquelles un état

infleammatoire a été induit par exposition au TNF-α, ont montré une réduction de la transcription des

gènes impliqués dans l’infleammation lorsqu’on leur administrait un inhibiteur compétitif d’OGG1

[Visnes et al., 2018]. Le TNF-α induit d’une part un stress oxydant, et d’autre part est un activateur

de NF-κB, impliqué dans la transcription des gènes infleammatoires. Ainsi, bloquer la reconnaissance

de la 8-oxoG par OGG1 à l’aide d’un inhibiteur empêcherait sa liaison à l’ADN lésé, et bloquerait

donc  le  recrutement  OGG1-dépendant  des  TF  impliqués  dans  la  transcription  des  gènes

infleammatoires [Visnes et al., 2018], réduisant ainsi l’infleammation. Enfinn, des études exposant des

souris à des stress infleammatoires chroniques, par exposition à  Helicobacter pylori, ou à des chocs

induits par des endotoxines, ont montré que les souris  OGG1-/- présentaient respectivement moins de

lésions gastriques [Touati et al., 2006] ou des taux de cytokines et chimiokines [Mabley et al., 2005]

plus bas que les souris contrôles.

2. Mécanismes de régulation de la transcription via la 8-oxoG

Plusieurs mécanismes ont été évoqués pour expliquer l’implication de la 8-oxoG et d’OGG1

dans la régulation de la transcription en conditions oxydantes [Wang et al., 2018].

Lors d’un stress oxydant, les guanines présentes dans les promoteurs (et ailleurs) vont être

oxydées en 8-oxoG, ce qui va induire le recrutement d’OGG1 dans ces régions. Le premier modèle

suggère que, OGG1 pouvant également être oxydée et donc temporairement inactive, mais capable

de reconnaître la 8-oxoG, elle va rester piégée sur l'ADN [Ba & Boldogh, 2018 ; ; ; 0 Wang et al., 2018].

En conditions oxydantes, cela conduit à une accumulation d’OGG1 dans les zones riches en GC, à

savoir un grand nombre de promoteurs. L'interaction entre OGG1 piégée sur les promoteurs enrichis
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en 8-oxoG et diffrérents TF semble alors capable d'induire une modulation de la transcription des

gènes  associés.  De  plus,  cettee  résidence  prolongée  permet  également  d’induire  localement  une

courbure  d’approximativement  70°  dans  l’ADN,  ce  qui  pourrait  aussi  favoriser  l’initiation  de  la

transcription [Travers, 1990 ; ; ; 0 Wang et al., 2018]. Ce mécanisme a été proposé comme pouvant être

responsable de la régulation de gènes sous contrôle de NF-κB [Ba & Boldogh, 2018]. Enfinn, il a été

montré qu’en conditions  oxydantes  prolongées,  OGG1 pouvait  recruter TET1,  responsable  de la

déméthylation des cytosines, levant ainsi l’inhibition de la transcription de certains gènes [Zhou et

al., 2016]. A l’inverse, OGG1, en masquant les régions reconnues par certains TF, peut également

réprimer la transcription de certains gènes. C’est par exemple le cas de CREB1 (Cyclic adenosine

monophosphate  (cAMP)  Response  Element  Binding  protein  1),  un  TF  extrêmement  important,

puisqu’il contrôle la transcription d’environ un quart des gènes chez les mammifères. Il reconnaît la

séquence CRE (cAMP Response Element – 5’-TGACGTCA-3’) qui contient un îlot CpG (en rouge).

Lorsque la guanine de cet îlot est oxydée en 8-oxoG, OGG1 est recrutée et sa présence empêche

CREB1 de se lier à sa séquence consensus, ce qui bloque son recrutement, induisant une diminution

de la transcription des gènes associés [Moore et al., 2016].

Un second mécanisme impliquant OGG1 susceptible de réguler la transcription en conditions

oxydantes fait intervenir son action enzymatique au niveau des séquences pouvant potentiellement

former  des  G-quadruplex  (G4),  retrouvées  dans  un  grand  nombre  de  promoteurs  [Fleming  et

Burrows, 2021]. Les G4 sont des structures particulières de l’ADN formées à partir de séquences

contenant au moins quatre suites d’au moins trois G qui sont peu espacées entre elles. Une guanine

de chacun des quatre lots se lie avec deux autres G en conformation Hoogsteen, de façon à former

des tétrades plates, stabilisées par des ions K+ au centre (Figure 19) [Fleming & Burrows, 2021]. Deux

modes  de  fonctionnement  possibles  ont  été  évoqués  [Wang  et  al.,  2018].  Selon  le  premier,  les

guanines  présentes  dans  les  promoteurs

possédant  des  séquences  susceptibles  de

former  des  G4  vont  être  oxydées  en  8-

oxoG, induisant le recrutement d’OGG1 et

l’initiation  de  la  réparation,  créant  donc

un  site  AP.  La  présence  du  site  AP  va

déstabiliser  le  duplex,  et  induire  la

formation du G4. APE1 va alors se lier au

site AP ainsi exposé, mais sans le cliver,

permetteant  le  recrutement  de  la

- 66 - 

Figure  19; ; ; S Structure des G-quadruplex. Adapté de  Fleming

& Burrows, 2021.



machinerie transcriptionnelle [Fleming et al., 2017 ; ; ; 0 Wang et al., 2018]. Ce mode de fonctionnement

a  été  caractérisé  avec  précision  pour  l’induction  de  la  transcription  de  VEGF lors  d’un  stress

hypoxique [Fleming et al., 2017]. 

Toutefois, le mécanisme inverse a également été proposé pour certains gènes comme KRAS

[Cogoi  et al.,  2018 ; ; ; 0 Wang  et al.,  2018]. Dans ce cas-ci, le G4 est présent en l’absence de stress,

inhibant la transcription du gène associé. L’oxydation des guanines qui le composent va permettere de

recruter  des  TF  spécifinques  tels  MAZ et  hnRNP A1,  qui  vont  déstabiliser  le  G4 et  favoriser  la

reformation  du  duplex.  OGG1  peut  alors  initier  le  BER,  qui,  une  fois  complété,  permet  la

transcription de KRAS [Cogoi et al., 2018].

Ainsi, diffrérents mécanismes faisant intervenir la 8-oxoG et OGG1 permetteent de réguler

l’expression génique et de répondre efficcacement à la survenue d’un stress oxydant.

IV. Conclusion du chapitre

Au cours de ce chapitre, nous avons étudié les rôles d’OGG1 et de la 8-oxoG, beaucoup plus

subtils et ambivalents que ce qui avait été imaginé de prime abord. Si la 8-oxoG est certes une lésion

mutagène qu’il est important de pouvoir réparer de façon finable afinn d’éviter les états pathologiques,

elle  est  également  un marqueur de  l’état  d’oxydation de  la  cellule,  et  une  marque épigénétique

permetteant de répondre à un stress oxydant, par l’intermédiaire d’OGG1. De même, cettee enzyme

n’est pas qu’une protéine de réparation, et son rôle en tant que régulateur de la transcription est de

plus  en  plus  avéré.  La  diversité  des  études  montrant  l’implication  d’OGG1  dans  de  nombreux

processus, physiologiques et pathologiques, témoigne de l’importance de cettee protéine en tant que

régulatrice de l’homéostasie de la cellule et de l’organisme.

Cependant, si son mode de fonctionnement commence à être plutôt bien compris grâce à

toutes les études structurales et biochimiques publiées durant les 25 dernières années, une question

subsiste ; ; ; S comment OGG1 trouve-t-elle la 8-oxoG au sein de l’environnement encombré du noyau et

dans le contexte de la chromatine, sachant qu’en plus la 8-oxoG n’induit ni déformation de la double

hélice, ni blocage des polymérases ; ; ; � 
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Chapitre III. Comment une protéine trouve-t-elle sa cible

au sein du noyau cellulaire : : : 1

Le noyau cellulaire est un environnement très encombré, dont 30 % à 60 % de l’espace est

occupé par la chromatine [López-Velázquez  et al., 1996 ; ; ; 0 Rouquettee  et al., 2009]. Dans la fraction

restante,  se  trouvent  diverses  protéines.  Cet  encombrement pose  un défin de  taille  aux protéines

cherchant à interagir avec l’ADN. 

I. Structure chromatinienne et difféusion

1. Les difféérents niveaux d’organisation de la chromatine

a. De l’ADN à la chromatine

Chaque cellule humaine contient près de deux mètres d’ADN nucléaire, à faire rentrer dans

un  noyau  de  quelques  micromètres  de  diamètre.  Pour  réussir  cet  exploit,  l’ADN  est  fortement

compacté, enroulé autour de protéines bien particulières, les histones. Les histones de cœur sont

organisés en hétérodimères ; ; ; S H2A et H2B (Histones 2A/2B) d’une part, et H3 et H4 (Histones 3/4)

d’autre part. Deux dimères H3/H4 s’associent alors pour former un tétramère, auquel vont s’associer

deux dimères H2A/H2B, créant ainsi un octamère d’histones autour duquel s’enroulent environ 147

paires de bases [Cutteer & Hayes, 2015]. Cettee structure forme le nucléosome (Figure 20) [Luger et al.,

1997], l’unité de base de la chromatine, le polymère formé de l’association

de l’ADN et des histones et qui constitue le premier niveau de compaction

de  l’ADN.  Les  nucléosomes  sont  stabilisés  au  niveau  du  site

d’entrée/sortie de l’ADN par l’histone de liaison H1 (Figure 20) [Thaoma et

al., 1979] ; ; ; 0 mais peuvent cependant glisser le long de l’ADN grâce à des

remodeleurs chromatiniens, permetteant ainsi la régulation du niveau de

compaction  de  la  chromatine  [Mueller-Planitz  et  al.,  2013].  De  plus,

l’association  entre  histones  H1  détermine  la  structure  locale  de  la

chromatine en stabilisant le positionnement des nucléosomes [Luger  et

al., 2012 ; ; ; 0 Cutteer & Hayes, 2015].

La chromatine est elle-même compactée en plusieurs niveaux d’organisation afinn de répondre

aux  besoins  des  diffrérents  processus  biologiques  essentiels  à  la  vie  cellulaire  (réplication,
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Figure  20; ; ; S Structure d'un

nucléosome. L'ADN  est

représenté  en  noir,  les

histones en bleu.



transcription et réparation) (Figure 21) [Misteli, 2020]. Majoritairement d’après des études in vitro, il

a longtemps été proposé que la chromatine s’organise en finbres de 10 et 30 nm de diamètre [Adkins

et al., 2004 0 Dehghani et al., 2005]. Toutefois, des études plus récentes ont montré que la finbre de 30

nm ne semblait pas avoir de réalité in vivo, et que la chromatine aurait plutôt tendance à former une

finbre  de  5  à  24  nm de  diamètre,  ces  variations  de  compaction lui  permetteant  de  s’adapter  aux

diffrérents  processus  l’impliquant  [Ou  et  al.,  2017 ; ; ; 0 Misteli,  2020].  Les  finbres  de  chromatines

interagissent  de  plus  entre  elles,  afinn  de  former  des  boucles  et  des  domaines  topologiques  qui

structurent le génome à l’échelle du noyau [Misteli, 2020] (Figure 21), détaillés dans la prochaine

section.

Localement, la compaction de la chromatine est finnement régulée en fonction des besoins

cellulaires.  Ainsi,  les  régions  fortement  transcrites  sont  associées  à  une  chromatine  assez  peu

compactée,  l’euchromatine,  alors  que  les  régions  peu  actives  telles  que  les  télomères  ou  les

centromères sont plus condensées, formant l’hétérochromatine [Fritz  et al., 2019]. Les histones de

cœur  peuvent  être  remplacés  par  des  variants  d’histones  permetteant  de  réguler  le  niveau  de

compaction local et les processus biologiques associés [Biterge & Schneider, 2014]. De plus, chaque

type de région chromatinienne est associé à des marques épigénétiques spécifinques, majoritairement

présentes sur les histones (à l’exception de la 5-mC et, éventuellement, de la 8-oxoG selon comment
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on la considère), afinn d’assurer une régulation plus finne de la compaction locale de la chromatine et

des processus associés [Villaseñor & Baubec, 2021 0 Millán-Zambrano et al., 2022]. Par exemple, les

régions transcriptionnellement actives arborent une mono- ou triméthylation de la lysine 4 de H3

(H3K4me1 ou H3K4me3) et une acétylation de la lysine 27 de H3 (H3K27ac) (Figure 22) [Millán-

Zambrano  et  al.,  2022] ; ; ; 0 tandis  que  la  répression  de  la  transcription  est  plutôt  associée  à  la

triméthylation de cettee même lysine (H3K27me3) (Figure 22) [Millán-Zambrano et al., 2022]. Enfinn,

dans le cas particulier de la réparation qui, à l’inverse de la réplication ou de la transcription, n’est

pas spécifinquement programmée et peut être nécessaire n’importe quand durant le cycle et n’importe

où sur  la  chromatine,  un remodelage local  et  spécifinque peut  être  nécessaire  [Lan  et  al.,  2014].

Comme évoqué précédemment, c’est majoritairement le rôle de PARP1, surtout dans le cas de la

réparation des SSB. L’ajout de chaînes de PAR en grandes quantités au niveau des lésions va induire

le recrutement de remodeleurs chromatiniens permetteant la relaxation de la chromatine et l’accès

aux facteurs de réparation [Gotteschalk  et al., 2009 0 Liu  et al., 2017 0 Smith  et al., 2019]. D’autres

facteurs  peuvent  cependant  y  participer,  selon  la  voie  de  réparation  mise  en  œuvre.  C’est  par

exemple  le  cas  de  UV-DDB dans  le  cas  du  NER qui  déstabilise  les  nucléosomes  et  permet  de

décondenser localement la chromatine [Beecher et al., 2020].

b. Boucles et domaines chromatiniens

Comme mentionné durant le paragraphe précédent, la chromatine est organisée sous forme

de boucles et de domaines, pouvant aller de quelques dizaines de milliers de paires de bases pour les

boucles, à plusieurs centaines pour les domaines [Misteli, 2020]. Ces régions sont structurées par les

protéines  de  maintenance  structurale  des  chromosomes  (SMC  –  Structure  Maintenance  of

Chromosomes), constitutives des complexes des cohésines (SMC1-SMC3) pour les plus connues, des
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Figure 22; ; ; S Régulation locale de la structure chromatinienne. Diffrérences entre

euchromatine et hétérochromatine ; ; ; S chacune arbore des marques épigénétiques

spécifinques.



condensines (SMC2-SMC4) et du complexe SMC5-SMC6, moins étudié [Aragon et al., 2013]. Tous

sont impliqués dans la régulation de l’organisation chromatinienne, eux-mêmes étant régulés par

une myriade d’autres protéines, dont la plus connue est CTCF [Jeppsson et al., 2014 0 Uhlmann, 2016

; ; ; 0 Liu et al., 2019], qui a également un rôle indépendant de barrière moléculaire prépondérant dans la

régulation de la structure chromatinienne [Ren & Zhao, 2019]. Chacun de ces complexes forme une

sorte d’anneau, constitué d’une charnière à la jonction des deux protéines SMC, et fermé par une

kleisine, qui contacte chacune des SMC au niveau de leurs têtes, à l’opposé de la charnière (Figure

23).  Diffrérentes  sous-unités  se  joignent  à  ces  complexes  de  cœur  afinn de  réguler  leurs  activités

[Jeppson et al., 2014]. 

Les cohésines, majoritairement connues pour le maintien des chromatides sœurs durant la

division cellulaire, jouent également un rôle prépondérant dans la topologie des chromosomes en

interphase en créant des interactions longues distances, et en générant des boucles de chromatine et

des domaines topologiquement associés (TAD –  Topologically Associated Domains), les premières

étant une sous-structure des seconds (Figure 21) [Misteli, 2020]. Par ce biais, les cohésines metteent

en relation des éléments du génome initialement distants, comme les séquences régulatrices de gènes

qui peuvent se trouver loin les unes des autres et/ou de la séquence codante du gène en question

(Figure  24).  A  l’inverse,  elles  peuvent  également  séparer  physiquement  deux  régions  pourtant

voisines, et les isoler l’une de l’autre (Figure 24) [Aragon et al., 2013 ; ; ; 0 Jeppson et al., 2014]. Ainsi, les
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Figure 23; ; ; S Structure des trois complexes SMC. Dans chaque cas, les trois sous-unités de cœur sont les

deux protéines SMC, et la kleisine (SCC1, BRN1 et NSE14) faisant la jonction entre les protéines SMC.

Les autres sous-unités permetteent de réguler l'activité du complexe et ne sont pas détaillées ici. Adapté

de Jeppson et al., 2014.



cohésines et la barrière moléculaire CTCF se trouvent enrichies au niveau des jonctions entre TAD

[Fraser et al., 2015 ; ; ; 0 Ren & Zhao, 2019 ; ; ; 0 Misteli, 2020]. Les TAD sont en grande majorité conservés

d’un type cellulaire à l’autre, voire d’une espèce à l’autre ; ; ; 0 mais les sous-domaines à l’intérieur des

TAD varient de façon tissu-spécifinque [Fraser et al., 2015 ; ; ; 0 Briand & Collas, 2020]. En effret, les gènes

au sein d’un même TAD ont tendance à être co-exprimés, et, toujours au sein d’un même TAD, on

note de nombreux contacts entre les boucles le constituant, alors qu’ils sont très peu nombreux entre

régions  de  diffrérents  TAD  [Fraser  et  al.,  2015 ; ; ; 0 Briand  &  Collas,  2020].  Un  type  de  domaine

particulier  sont  les  domaines  associés  à  la  lamina  (LAD  –  Lamina  Associated  Domains).  Ces

domaines,  comme  leur  nom  l’indique,  interagissent  directement  avec  la  lamina,  et  sont

principalement  situé  en  périphérie  du  noyau  [van Steensel  &  Belmont,  2017].  Ils  sont

majoritairement  constitués  de  régions  pauvres  en  gènes  et/ou  inactives,  autrement  dit,

d’hétérochromatine [van Steensel & Belmont, 2017].

Les condensines sont quant à elles impliquées dans la compaction des chromosomes, et en

particulier dans la compaction du chromosome X durant son inactivation chez les individus XX.

Deux  complexes  de  condensines  existent  chez  la  majorité  des  eucaryotes,  diffrérenciés  par  des

kleisines spécifinques [Jeppson et al., 2014]. Les condensines ont également un rôle dans la régulation

de la  transcription en général  et  pas uniquement lors de l’inactivation du chromosome X,  mais

participent uniquement à l’inactivation de gènes [Kanno  et al.,  2015]. Enfinn, elles permetteent de

démêler les chromatides sœurs durant l’anaphase,  en facilitant le recrutement et l’activation des

topoisomérases  de  type  II   [Jeppson  et  al.,  2014].  Pour  finnir,  le  complexe  SMC5/SMC6  est

extrêmement mal connu. On sait qu’il a un rôle dans la recombinaison homologue en cas de DSB ou

d’effrondrement des fourches de réplication, et il semblerait qu’il permettee la ségrégation correcte des
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Figure  24; ; ; S Isolement  ou  rapprochement  d'éléments  du  génome  par  l'intermédiaire  du  complexe  des

cohésines et de CTCF.



chromosomes  lors  de  l’anaphase  [Kanno  et  al.,  2015].  Il  pourrait  également  avoir  un rôle  dans

l’organisation de la structure chromatinienne [Jeppson et al., 2014].

2. Impact de l’encombrement moléculaire sur la difféusion d’un traceur

Le noyau cellulaire est un environnement extrêmement encombré, et même si l’organisation

spatiale  du  génome  permet  de  regrouper  certains  éléments  (comme  c’est  le  cas  des  TAD  par

exemple), le volume que doit explorer une protéine pour trouver sa cible est énorme.

a. Découverte et formulation de la difféusion

Tous les processus biologiques (comme par exemple la recherche d’un dommage dans l’ADN

par une protéine de réparation) nécessitent la rencontre de deux molécules ou davantage, qui elle-

même repose sur la diffrusion de ces molécules. Le phénomène de la diffrusion a été observé dès le

XIXème siècle,  d’abord par le botaniste Robert Brown lors de l’étude au microscope de grains de

pollen dans l’eau [Brown, 1828], puis par le physiologiste Adolf Fick observant la diffrusion d’encre

dans  l’eau  [Fick,  1855].  Ce  dernier  formalise  mathématiquement  ces  observations  en  deux  lois,

appelées lois de Fick, fondatrices de l’étude des phénomènes de diffrusion. La première loi décrit le

fleux  d’un  soluté  suivant  un  gradient  de  concentration  décroissant,  la  vitesse  de  ce  fleux  étant

proportionnelle  à  ce  gradient  [Weiss,  2014].  La  seconde loi  de  Fick  est  une  conséquence  de  la

première, et prédit la variation de concentration en soluté du milieu du fait de sa diffrusion [Weiss,

2014]. Ces équations prennent également en compte diffrérents paramètres du milieu, tels que sa

viscosité (plus le milieu est visqueux, plus la diffrusion est ralentie), et sa température (plus elle haute,

plus la diffrusion est accélérée) [Weiss, 2014]. Un demi-siècle plus tard, le mouvement brownien a été

modélisé par Einstein [Einstein, 1905], puis vérifiné par Jean Perrin [Perrin, 1909], montrant ainsi que

les particules de pollen ou d’encre étaient déplacées par les collisions avec des molécules d’eau. 

Cependant,  au  sein  des  cellules,  l’environnement  dans  lequel  évoluent  les  molécules

(protéines,  lipides,  petites  molécules,  etc.),  est  beaucoup  plus  dense  et  encombré  que  lors  des

expériences de Brown et Fick, ce qui a, de fait, un impact sur la diffrusion.
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b. Encombrement moléculaire et difféusion

5 % à 40 % du milieu intracellulaire est occupé par des macromolécules, laissant peu de place

libre pour la diffrusion d’autres molécules [Mourão  et al., 2014]. C’est en particulier le cas dans le

noyau, où on considère en général que 30 % à 60 % de l’espace est occupé rien que par la chromatine

[López-Velázquez  et al.,  1996 ; ; ; 0 Rouquettee  et al.,  2009]. Un tel  encombrement produit  trois effrets

principaux sur la diffrusion ; ; ; S le  premier est  l’exclusion de volume, le deuxième est  la gêne de la

diffrusion, et le troisième est le déplacement des équilibres entre deux réactifs de l’état dissocié vers

l’état lié [Lebeaupin et al., 2018]. L’exclusion de volume est le phénomène qui empêche la diffrusion

d’un traceur dans l’espace occupé par l’ensemble des macromolécules déjà présentes. Dans un milieu

encombré, seule une fraction du volume est accessible au traceur. Par conséquent, certaines régions

peuvent contenir moins de traceurs du fait d’un plus faible volume accessible dans ces zones. Ainsi,

si la concentration ramenée à l'espace accessible est constante car la diffrusion lisse les gradients, des

variations de concentration absolue des traceurs dans un milieu encombré hétérogène peuvent être

constatées [Lebeaupin et al., 2018]. De plus, le volume d’exclusion dépend également de la taille du

traceur ; ; ; S plus il est gros, plus le volume dont il est exclut est gros (Figure 25) [Lebeaupin et al., 2018].

Du fait de cettee exclusion, le mouvement des protéines au sein de la cellule et du noyau peut être

altéré et adopter des modes de diffrusion non-browniens (détaillés dans le prochain paragraphe), les

protéines rebondissant sur les éléments encombrants (par exemple la chromatine). Enfinn, faire de la

place pour laisser passer un traceur dans un environnement très encombré a un coût énergétique.
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Figure 25; ; ; S Représentation schématique de l'exclusion de volume. L'espace accessible au traceur (rouge) est

représenté en bleu, tandis que celui dont il est exclut est représenté par un cercle en pointillé. A. Plus l'espace

est encombré, moins le traceur a d'espace à sa disposition pour diffruser.  B. Plus le traceur est gros, plus le

volume dont il est exclut est gros. D’après Lebeaupin et al., 2018.



Une solution pour minimiser ce coût est de tendre vers les formes liées, favorisant ainsi les états

multimériques des protéines, ou les liaisons ADN/protéines [Mourão et al., 2014 ; ; ; 0 Lebeaupin et al.,

2018].  En  effret,  la  somme  des  volumes  à  trouver  pour  placer  deux  molécules  séparées  est

généralement plus importante que le volume nécessaire au complexe de ces deux molécules, du fait

du chevauchement des volumes exclus (Figure 26).

Si l’impact de l’encombrement moléculaire semble à première vue plutôt défavorable aux

processus cellulaires en restreignant la diffrusion, de plus en plus d’études pointent vers un possible

rôle  de  cet  encombrement  moléculaire  sur  la  régulation  de  la  physiologie  cellulaire,  ayant  une

potentielle  implication  dans  des  domaines  aussi  variés  que  la  régulation  du  volume  cellulaire,

l’expression génique [Mourão  et al.,  2014], l’architecture nucléaire [Lebeaupin  et al.,  2018] ou la

structure des membranes biologiques [Löwe  et al.,  2020]. L’implication réelle de l’encombrement

moléculaire sur les processus biologiques reste toutefois à déterminer.

c. Les difféérents modèles de difféusion observés en cellules

On trouve deux catégories de mouvements dans une cellule ; ; ; S les mouvements browniens ou

qui en dérivent, et les mouvements dirigés. Ces derniers correspondent aux modes de transport actif

le long des microtubules et de l’actine, et nécessitant une consommation d’énergie. Mes travaux de

thèse portant sur la réparation de l’ADN nucléaire, et ce mode  de transport ayant majoritairement

lieu dans le cytoplasme, cettee catégorie ne sera pas traitée ici.

i. La diffu�sion brownienne o� simple diffu�sion

Le mouvement brownien correspond donc au mouvement aléatoire d’une particule soumise

aux collisions avec les molécules du solvant dans lequel elle se trouve. Il peut être décrit par son

coefficcient de diffrusion D, qui s’exprime en µm2.s-1. Dans le cas de petites particules dont la taille est
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Figure 26; ; ; S L'encombrement moléculaire tend à favoriser les formes liées des protéines.

Daprès Huet et al., 2014 et Lebeaupin et al., 2018.



inférieure au micromètre, l’équation de Stockes-Einstein (eq. 1) [Einstein, 1905 ; ; ; 0 Sutherland, 1905]

peut s’appliquer ; ; ; S

D=
kT

6π η R
(1)

où  T est  la  température,  η est  la  viscosité du milieu,  et  R est  le rayon de la particule.  k est  la

constante de Boltzmann et est égale à 1.3807649×10-23 J.K-1.  Ainsi, D augmente si la température

augmente, et la viscosité ou le rayon de la particule diminue.

La mesure du coefficcient de diffrusion d’une particule est obtenue à partir de son déplacement

quadratique moyen (MSD –  Mean Square Displacement)  qui correspond au carré de la distance

moyenne parcourue durant un intervalle de temps δt (eq. 2) [Huet et al., 2014]. Il s’exprime en µm².

Le tracé du MSD en fonction de δt permet d’obtenir une droite par régression linéaire. La pente de

cettee droite donne accès à D (eq. 3) ; ; ; S

MSD (δ t)∝δ t (2)

D=
p

2n
(3)

où p est la pente de la droite, et n la dimension du mouvement considérée (1D, 2D ou 3D) [Weiss,

2008]. 

Le coefficcient  de diffrusion peut  également  être  obtenu par  l’analyse de  la  dynamique de

populations  de  molécules,  telles  que  le  retour  de  fleuorescence  après  photoblanchiment  ou  la

spectroscopie de corrélation de fleuorescence. Ces deux techniques de microscopies seront détaillées

ultérieurement.

ii. La diffu�sion anomale

Cependant, comme on a vu précédemment, en cellules la diffrusion est souvent ralentie ou

altérée du fait de l’encombrement moléculaire. Lorsqu’elle n’est que ralentie, généralement dans le

cas où l’agent encombrant principal est relativement petit et mobile, D est plus petit, et la pente du

MSD plus faible, mais on reste dans un cas de diffrusion brownienne (Figure 27). Dans ce cas-ci, le

milieu est considéré comme continu, et l’encombrement moléculaire impacte sa viscosité plutôt que

le mode de diffrusion des traceurs [Lebeaupin et al., 2018]. Par contre, lorsque la molécule de fond est,

en comparaison du traceur, grosse et statique, le mode de diffrusion peut-être altéré ; ; ; 0 on parle de

diffrusion anomale. C’est typiquement le cas  des protéines, vis à vis desquelles les acides nucléiques

et les autres protéines vont constituer des obstacles, alors que l’eau et les petits solutés font partie du
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milieu  continu.  La  représentation  graphique  du  MSD est  alors  une  courbe qui  suit  une  loi  de

puissance et non une droite (Figure 27) [Lebeaupin et al., 2018], et il ne dépend plus uniquement de

δt,  mais  également  d’un  coefficcient  d’anomalité  α (eq.  4).  Lorsque  l’on  considère  une  diffrusion

brownienne, α = 1 ; ; ; 0 tandis que dans les cas de sous-diffrusion anomale, α est inférieur à 1 [Huet et al.,

2014 ; ; ; 0 Lebeaupin et al., 2018]. 

MSD (δ t)∝δ t
α (4)

Cettee courbe traduit le fait qu’en cas de diffrusion anomale, le traceur va avoir tendance à être

confinné dans une sous-région de l’espace total, ce qui réduit ses chances de l’explorer en entier. Plus

α est faible (donc plus l’espace est encombré), plus l’exploration d’un même volume est longue. 

II. Trouver sa cible au sein de l’environnement complexe du noyau

Les protéines interagissant avec l’ADN doivent donc naviguer dans cet environnement dense

et encombré, et trouver leur cible malgré la présence d’autres protéines sur l’ADN, à commencer par

les protéines de structure (histones, SMC, CTCF, etc.), mais également toutes celles impliquées dans

des processus impliquant une liaison à l’ADN (réplication, transcription, réparation). La tâche n’est

donc pas simple, on s’approche fortement de la recherche d’une aiguille dans une bottee de foin.

- 77 - 

Figure  27; ; ; S Impact  de  l'encombrement  moléculaire  sur  la  diffrusion  d'un  traceur. La  présence  de  petites

molécules mobiles ne fait que ralentir la diffrusion (2), alors que celle de grosses molécules statiques la rend

anomale (3), ce qui est illustrée par la courbe du MSD correspondant. D'après Lebeaupin et al., 2018.



1. Le modèle des facteurs de transcription

a.  Impact  de  la  structure  chromatinienne  sur  la  capacité  d’une

protéine à trouver sa cible

Ainsi, les moyens de recherche d’une cible à la disposition d’une protéine de liaison à l’ADN

(DBP – DNA Binding Protein) reposent sur la diffrusion. Deux paramètres principaux caractérisent

l’efficcacité de cettee recherche ; ; ; S le temps moyen de premier passage (MFPT –  Mean First Passage

Time), et le temps de couverture. Le MFPT permet d’estimer la durée nécessaire à la rencontre entre

le traceur et sa cible, tandis que la temps de couverture caractérise le temps nécessaire à l’exploration

exhaustive d’une zone donnée [D’Augustin et al., 2020]. De façon assez intuitive, plus le volume à

explorer  est  petit,  plus  le  MFPT  et  le  temps  de  couverture  vont  être  réduits,  et  inversement.

Cependant, un autre facteur qui va avoir une forte infleuence sur ces paramètres est l’organisation
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Figure  28; ; ; S Exploration  compacte  (à  droite)  et  non-compacte  (à  gauche).  L'exploration  non  compacte  a

tendance  à  manquer  beaucoup de  cibles,  alors  qu'à  l'inverse,  l'exploration  compacte  sur-échantillonne  la

région où se trouve le traceur. Adapté de D'Augustin et al., 2020.



spatiale de la chromatine, et surtout la rugosité de l’interface entre le nucléoplasme et la chromatine

[Bancaud et al., 2009 ; ; ; 0 Huet  et al., 2014 ; ; ; 0 D’Augustin et al., 2020]. En effret, une surface lisse, telle

qu’on en retrouve majoritairement en hétérochromatine va favoriser une exploration dite compacte,

durant laquelle la DBP va avoir tendance à se lier de nombreuses fois dans la même région, lui

permetteant  donc  une  recherche  localement  exhaustive  de  sa  cible  (Figure  28).  A  l’inverse,  une

surface  rugueuse  comme on  en  observe  en  euchromatine,  favorisera  une  exploration  dite  non-

compacte, où la DBP va réaliser une recherche plus éparse en se liant à des régions génomiques plus

distantes les unes des autres (Figure 28) [Bancaud et al., 2009 ; ; ; 0 Huet et al., 2014 ; ; ; 0 D’Augustin et al.,

2020]. Ainsi, la structure va avoir un effret ambivalent sur le MFPT, qui dépend de la distance d entre

le point de départ du traceur et sa cible. Lorsque l’exploration est compacte, le MFPT augmentera

proportionnellement à d (Figure 29A) ; ; ; 0 tandis que dans le cas d’une exploration non-compacte, le

MFPT dépend peu de d (Figure 29B) [Lebeaupin et al., 2018]. 

b. Mise en évidence de la difféusion facilitée

Les protéines à la recherche d’une région cible  dans l’ADN font face à un défin à la fois

cinétique et thermodynamique, généralement appelé le paradoxe vitesse/spécifincité [Leven & Levy,

2019]. En effret, elles doivent se lier à des sites de quelques paires de bases à la fois spécifinquement et

sufficsamment rapidement pour ne pas compromettere la régulation du processus dans lequel elles sont

impliquées, au milieu de milliers d’autres paires de bases,  et cela dans l’environnement dense et
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Figure  29; ; ; S Impact de la distance  d entre le point de départ du traceur et sa cible, en

exploration A. compacte et B. non-compacte.



encombré qu’est le nucléoplasme.  Originellement, la question de savoir comment une protéine de

liaison à l’ADN (DBP – DNA Binding Protein) trouve sa cible a principalement été étudiée grâce aux

protéines reconnaissant des séquences spécifinques telles que les TF,  LacI [Riggs et al., 1970 0 Berg et

al., 1981 0 Winter et al., 1981] ou TetR [Normanno et al., 2015]. Dès les premières études in vitro sur

LacI [Riggs et al., 1970], les auteurs avaient pu constater que la constante d’association de LacI avec

l’opérateur était « plus rapide que la limite de diffrusion » prédite par Smoluchowski [Smoluchowski

1918 0 Alberty & Hammes, 1958]. Dès lors, les auteurs avaient envisagé le fait que LacI puisse glisser

le long de l’ADN, ce qui accélérerait la reconnaissance de l’opérateur. Ils avaient toutefois rejeté cettee

hypothèse,  du fait  de la faible afficnité de LacI pour l’ADN (hors séquence consensus),  et car ils

supposaient  que  LacI  était  atteiré  par  l’ADN  par  l’intermédiaire  de  forces  électrostatiques  à

relativement longue distance. Cettee première intuition de glissement le long de l’ADN a pourtant été

validée par la suite par de nombreuses études pour un grand nombre de protéines interagissant avec

l’ADN, d’abord in vitro sur de l’ADN nu [Belintsev et al., 1980 0 Park et al., 1982 0 Terryet al., 1985 0

Bonnet et al., 2008], puis sur de la chromatine reconstituée [Hannon et al., 1986], et enfinn en cellules

vivantes [Elf  et al., 2007 0 Stracy  et al., 2021]. Du fait de l’évolution constante des techniques, en

particulier en microscopie optique et  en simulations informatiques,  c’est  un champ de recherche

encore très actif à l’heure actuelle [Normanno et al., 2015 ; ; ; 0 Shin & Kolomeisky, 2019 0 Kamagata et

al., 2020 ; ; ; 0 Stracy et al., 2021].

 Ce type de diffrusion particulier, appelé diffrusion facilitée, a été formellement décrit dès 1981

[Berg et al., 1981]. Il est aujourd’hui admis que c’est le mode de recherche d’une cible dans l’ADN
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Figure  30; ; ; S Représentation schématique de la diffrusion facilitée et des diffrérents modes de diffrusion

impliqués. Adapté de D'Augustin et al., 2020.



prédominant  chez  les  DBP.  On  appelle  communément  diffrusion facilitée  un phénomène diffrusif

incluant des phases de diffrusion 3D dans le nucléoplasme, entrecoupées de phases de glissement 1D

non-spécifinques le long de la chromatine (Figure 30) [Kampmann, 2005 0 Normanno  et al.,  2012,

2015]. Ces phases de glissement le long de l’ADN sont encore mal comprises, mais il semblerait que

les DBP ne restent pas constamment liées à l’ADN. Elles pourraient se décrocher transitoirement,

lorsque  le  passage  est  bloqué  par  d’autres  protéines,  tout  en  restant  dans  la  zone  d’emprise

électrostatique de la chromatine [Cravens, et al., 2014 ; ; ; 0 Normanno et al., 2015], soit environ 1 à 1.5

nm,  correspondant  à  la  couche  du  nuage  d’ions  entourant  l’ADN  [Hamilton  et  al.,  2022]. Ce

phénomène est dénommé hopping en anglais. Durant ces brefs détachements de la chromatine, au

lieu de se relier au même endroit ou dans les environs très proches, les protéines peuvent passer sur

un brin voisin,  sans  pour autant  quitteer  la  zone d’emprise  électrostatique de  l’ADN (Figure 30)

[Tafvizi et al., 2011 ; ; ; 0 Normanno et al., 2015 ; ; ; 0 D’Augustin et al., 2020]. On suppose que ce mode de

diffrusion pourrait fortement contribuer aux mécanismes de recherche de cible au sein du noyau.

 c.  Modèles  sous-tendant la  dynamique  des  protéines  de  liaison  à

l’ADN

Du fait que la diffrusion facilitée implique une liaison à l’ADN, même non-spécifinque, trois

types de régimes peuvent régir la dynamique des DBP [Michelman-Ribeiro et al., 2009], définnis par

le processus limitant. Le premier régime, dit diffrusion-limité, suppose que la dynamique de la DBP

d’intérêt répond principalement aux lois de la diffrusion, qui est par conséquent le processus limitant.

On considère alors que le temps passé lié à l’ADN est négligeable en comparaison de celui passé en

diffrusion 3D [Michelman-Ribeiro et al., 2009]. A l’inverse, dans le cas du second régime, dit réaction-

limité, c’est le temps de liaison à l’ADN qui est limitant ; ; ; 0 et considéré comme infinniment long en

comparaison des  épisodes  de diffrusion 3D,  alors  supposés  négligeables  [Beaudouin  et  al.,  2006 ; ; ; 0

Michelman-Ribeiro et al., 2009]. L’ADN étant considéré comme immobile aux temps d’observation,

les  DBP  sont  également  considérées  comme  transitoirement  immobiles  durant  leurs  phases

d’interaction avec l’ADN [Houtsmuller, 2005]. Enfinn, le dernier régime, dit régime mixte, est, comme

son nom l’indique, un intermédiaire entre les régimes diffrusion limité et réaction limité. Les temps

caractéristiques de chacun des deux états sont alors similaires, et aucun des deux n’est négligeable en

comparaison de l’autre [Michelman-Ribeiro  et al.,  2009]. Les méthodes permetteant de déterminer

lequel de ces régimes suit une protéine d’intérêt seront détaillées au prochain chapitre. De plus, il est

à  noter  que  les  temps  caractéristiques  de  chacun  des  états  (lié/diffrusif)  dépend  de  plusieurs
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paramètres (afficnité de la DBP pour l’ADN, taille, charge, etc.). Chaque protéine va par conséquent

présenter des temps caractéristiques qui lui sont propres. 

2. Le cas des protéines de réparation

a. Détecter une lésion

Les protéines de réparation font face à un défin du même type que les TF, mais à diffrérents

degrés. Il est généralement admis que, similairement aux TF, les facteurs de réparation font appel à

la diffrusion facilitée pour surveiller le génome [Esadze & Stivers, 2018 0 Howard & Wilson, 2018].

Toutefois, d’autres stratégies complémentaires peuvent être utilisées par la cellule pour accélérer le

processus. Comme expliqué dans le chapitre consacré aux types de dommages de l’ADN, tous n’ont

pas les mêmes conséquences sur la structure de la double hélice et certains sont donc plus faciles à

détecter que d’autres. Ainsi, les SSB et DSB, ou les dimères de pyrimidine qui induisent de grosses

déformations  locales  de  l’ADN  sont  relativement  facilement  repérés  par  les  mécanismes  de

surveillance du génome. Les déformations conformationnelles de la double-hélice induites par ces

types de dommages vont également être plus facilement détectées lors de la transcription [Lans et al.,

2019] ou la réplication [Cortez, 2019], lorsque les polymérases butteent et restent bloquées dessus,

signalant ainsi la présence du dommage.

Une autre façon de faciliter la détection de lésions pour les protéines impliquées dans les

étapes plus en aval de la réparation est de regrouper les dommages dans des endroits restreints et

définnis du noyau. Ainsi, l’induction de DSB a été corrélée avec la formation de foci contenant les

protéines nécessaires à leur réparation [Rothkamm et al., 2015 0 Schrank & Gautier, 2019]. Ces foci

se comportent comme des goutteelettees de séparation de phase liquide-liquide, permetteant ainsi de les

isoler du reste du noyau [Schrank & Gautier, 2019]. Le rôle exact de ces foci n’est pas encore bien,

définni, et un grand nombre d’hypothèses susceptibles de l’expliquer cohabitent [Bekker-Jensen &

Mailand, 2010 0 Fijen & Rothenberg, 2021]. L’une d’elles suggère que regrouper au même endroit les

cassures  et  les  protéines  de  réparation  permetterait  de  faciliter  le  processus  de  réparation  en

concentrant  les  protéines  impliquées  dans  ce  processus  et  ainsi  en  accélérant  les  réactions

biochimiques  nécessaires  à  la  restauration  de  l'intégrité  génomique  [Lisby  &  Rothstein,  2009 ; ; ; 0

Bekker-Jensen & Mailand, 2010]. Ce genre de relocalisation a pu être reporté très ponctuellement

pour d’autres voies de réparation comme le TC-NER [Scalera et al., 2021] ou le BER [Campalans et

al., 2007], mais absolument pas dans les mêmes proportions que pour les DSB. C’est par contre un

phénomène  couramment  observé  lors  de  la  transcription,  formant  ainsi  des  « usines  de
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transcription » [Kimura & Sato, 2022], ce qui pourrait suggérer un phénomène assez répandu même

si encore assez peu étudié dans le cas de la réparation en dehors des DSB.

Dans la même logique, il a récemment été montré que les régions génomiques les plus riches

en  contacts intra-chromosomiques, et donc où les conséquences de dommages (en particulier de

DSB) pouvaient être particulièrement délétères, étaient enrichies en facteurs de réparations, et ce

même  en  l’absence  de  dommages  induits  [Sobhy  et  al.,  2019].  Les  auteurs  supposent  que  cet

enrichissement en facteurs de réparations à ces points stratégiques du génome permet d’augmenter

la rapidité de détection d’éventuels dommages, limitant ainsi leurs conséquences.

b. Le cas complexe de la 8-oxoG 

Malgré les stratégies mises en place par la cellule pour maximiser les chances de détecter

rapidement les lésions, la détection de petites modifincations de bases comme la 8-oxoG est beaucoup

plus complexe. En effret, la cellule ne peut pas compter sur le blocage des polymérases, puisqu’elles

incorporent efficcacement (à défaut de correctement) une adénine ou une cytosine face à la 8-oxoG

[Kouchakdjian et al., 1991 ; ; ; 0 Shibutani et al., 1991 ; ; ; 0 Kitsera et al., 2011], et cettee dernière n’induit pas

non plus de déformations conformationnelles de la double-hélice  [Lipscomb  et al., 1995]. De plus,

OGG1, ni aucune des autres ADN-glycosylases,  ne fait partie des facteurs de réparation trouvés

enrichis dans les régions formant de nombreux contacts intra-chromosomiques [Sobhy et al., 2019].

OGG1,  ainsi  que  la  majorité  des  autres  ADN-glycosylases,  doit  donc  soigneusement  examiner

chaque paire de base pour s’assurer qu’aucune n’est altérée. Pour cela, elle ne fait pas exception et

plusieurs études in vitro montrent qu’OGG1 semble suivre un modèle de diffrusion facilitée [Blainey

et al., 2006, 2009 ; ; ; 0 Rowland et al., 2014 ; ; ; 0 Vestergaard et al., 2018]. Ces études, en plus de vérifiner la

diffrusion facilitée d’OGG1, ont permis de mettere en évidence que les phases de diffrusion 1D non-

spécifinque le long de l’ADN étaient en réalité composées d’un glissement rotationnel durant lequel

OGG1 présentait toujours la même face à l’ADN [Blainey et al., 2009]. Ce résultat est cohérent avec

le fait qu’OGG1 est supposée insérer un acide aminé, Y203, au sein de la double hélice durant ses

phases de glissement aspécifinques afinn de sonder la présence des lésions [Banerjee et al., 2005, 2006 ; ; ; 0

Dunn et al., 2011], ce qui ne serait pas possible en cas de glissement rectiligne.

Ces données, pour informatives qu’elles soient, ont toutefois été réalisées sur de l’ADN nu,

un contexte donc bien diffrérent de la réalité cellulaire. Ainsi, des études, toujours in vitro mais avec

de la chromatine reconstituée, montrent que la présence de nucléosomes bloque l’excision de la 8-

oxoG par OGG1 [Menoni et al., 2007, 2012], suggérant que les nucléosomes pourraient entraver le
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processus de recherche de la 8-oxoG. L’ajout de remodeleurs chromatiniens tels que SWI/SNF est

alors  nécessaire  au  bon fonctionnement  de  l’ADN-glycosylase  [Menoni  et  al.,  2007,  2012].  Plus

récemment,  il  a  également  été  montré, in  vitro encore, que  dans  un  environnement  simulant

l’encombrement moléculaire du noyau, l’ajout d’agents encombrants inertes améliorait l’efficcacité de

glissement le long de l’ADN d’OGG1 [Cravens & Stivers, 2016]. Les auteurs expliquent ce résultats

par le fait que le volume d’exclusion ainsi généré autour des brins d’ADN laisse le champs libre aux

ADN-glycosylases pour diffruser le long de la double hélice. Il est toutefois à noter que cettee étude

utilisait de l’ADN nu dans un tampon aqueux, et non pas de la chromatine reconstituée avec histones

et remodeleurs  chromatiniens.  En cellules,  lors  un stress oxydant,  il  a été  montré qu’OGG1 est

retenu à la fraction chromatinienne après extraction de la fraction soluble et finxation [Amouroux et

al., 2010] ; ; ; 0 et que sa dynamique est fortement ralentie en cellules vivantes [Lebraud et al., 2020]. De

plus,  l’induction  locale  de  8-oxoG  par  micro-irradiation  laser  en  cellules  vivantes  induit  un

recrutement  rapide  d’OGG1 à  la  zone  de  dommages  [Campalans  et  al.,  2013].  Par  ailleurs,  un

nombre  croissant  d’études  suggère  l’implication  de  cofacteurs  (en  particulier  des  protéines

impliquées dans le NER, telles que UV-DDB ou XPC) dans le recrutement d’OGG1, facilitant ainsi la

localisation de la lésion [Parlanti et al., 2012 0 Jang et al., 2019 0 Kumar et al., 2020a, 2020b, 2022].

III. Conclusion du chapitre

Ce chapitre nous a permis de voir que l’environnement cellulaire, et en particulier le noyau,

était  un environnement très encombré, impactant de fait  le mode de déplacement des protéines.

Ainsi, les DBP à la recherche d’une cible spécifinque au sein de l’ADN ont tendance à adopter un

mode de diffrusion dit facilité, alternant des phases de glissements aspécifinques le long de l’ADN,

potentiellement entrecoupées de petits  sauts (hopping)  et des phases de diffrusion 3D au sein du

nucléoplasme. Toutefois, ces mécanismes ont en immense majorité été étudiés in vitro, et les études

en cellules manquent encore, particulièrement concernant OGG1. 

L’un  des  objectifs  de  ma  thèse  était  donc  d’étudier  la  dynamique  d’OGG1  en  cellules

vivantes, afinn de mieux comprendre son mode de recherche de la 8-oxoG, et quels modèles bio-

physiques  sous-tendent  sa  dynamique.  Une  technique  d’étude  particulièrement  adaptée  est  la

microscopie de fleuorescence, développée au prochain chapitre.

- 84 - 





Chapitre IV. Dynamique des protéines et microscopie

confocale

I. Introduction à la microscopie confocale

1. Brève histoire de la microscopie

Si l’usage de sphères de verre grossissantes est atteesté dès l’antiquité grecque et romaine

[Bardell,  2004],  les  premières  mentions  de  microscopes  composés  (comprenant  au  minimum un

objectif et un oculaire) remontent à la finn du XVIème siècle aux Pays-Bas. Cependant, les premières

grandes  améliorations  atteestées  du  microscope  reviennent  à  Robert  Hooke  et  Antoni  van

Leeuwenhoek,  scientifinques  anglais  et  néerlandais  du  XVIIème siècle.  Le  microscope  de  Hooke

grossissait jusqu’à 50X, lui permetteant de réaliser les premières descriptions de cellules ou petits

animaux  (poux,  puces,  etc.)  publiés  dans  un  livre  intitulé  Micrographia [Hooke,  1665].  van

Leeuwenhoek, quant à lui, a réussi à obtenir des grossissements allant jusqu’à près de 300X, grâce

auxquels il a pu décrire de nombreuses structures biologiques telles que les plumes, poils, capillaires

sanguins, et bien d’autres 0 mais surtout de découvrir l’existence d’animacula, les micro-organismes.

Il  est  ainsi  le  premier  à  décrire  des  protozaires  et  des  bactéries  [Corliss,  1975].  Il  publie  ses

découvertes biologiques dans des letteres envoyées à la Royal Society de Londres, mais garde pour lui

ses  secrets  de  fabrication  optique.  Des  décennies  de  plus  seront  nécessaires  pour  obtenir  des

performances optiques similaires.

Ce chapitre sera consacré aux principes de fonctionnement de la microscopie optique.

2. Lumière et Microscopie

a. Nature de la lumière

La lumière est à la fois une onde électromagnétique et une particule élémentaire dépourvue

de masse, le photon. De fait, elle peut être étudiée sous l’angle de l’électromagnétisme et de l’optique

physique quand on s’intéresse à elle comme à une onde ; ; ; 0 mais également sous l’aspect de l’optique

quantique lorsque l’on considère sa nature de particule. Ce deuxième aspect ne sera pas considéré ici.

Les ondes électromagnétiques vont des rayons γ aux ondes radios longues (Figure 31) [Anatomy of

an Electromagnetic Wave | Science Mission Directorate – Nasa]. Communément, on admet que la
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lumière  comprend  la  partie  visible  de  ce  spectre,  parfois  additionnée  des  longueurs  d’ondes

bordantes, les UV et les infra-rouges (IR). Une onde électromagnétique est définnie par sa longueur

d’onde λ, son intensité, sa polarisation et sa direction de propagation. Lorsque l’on s’intéresse à la

lumière visible, la longueur d’onde définnit la couleur de la lumière. Plus la longueur d’onde augmente

(donc plus la fréquence diminue), moins l’onde est porteuse d’énergie. Ces deux paramètres sont

reliés par la relation suivante [Cassidy et al., 2002] ; ; ; S

λ=
c

f
(5)

où c est la vitesse de la lumière dans le vide (29977927458 m.s-1) et f est la fréquence (en Hertz). Ainsi,

les lumières bleues sont beaucoup plus énergétiques que les lumières rouges. 

La lumière peut être mono- ou polychromatique. Une lumière monochromatique ne contient

qu’une seule longueur d’onde (et n’a par conséquent qu’une seule couleur). C’est par exemple le cas

des lasers, conçus dans ce but. A l’inverse, une lumière polychromatique contient plusieurs longueurs

d’onde. La majorité des  sources lumineuses produit  des lumières polychromatiques.  Une lumière

contenant toutes les longueurs d’onde du spectre du visible (comme c’est le cas de la lumière émise

par le Soleil) est appelée lumière blanche.

Lorsqu’une lumière est émise, elle se propage dans toutes les directions, formant une sphère

dont  le  centre  est  la  source  lumineuse.  Cependant,  en s’éloignant  de  la  source,  le  front  d’onde

s’aplatit de plus en plus. Sur de très grandes distances (ex ; ; ; S la lumière en provenance du Soleil), on

considère que les rayons lumineux sont parallèles et que le front d’onde est plan (Figure 32A). Les
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Figure 31; ; ; S Spectre des ondes électromagnétiques.



ondes se propagent selon un champ électrique et un champ magnétique, perpendiculaires entre eux,

et tout deux perpendiculaires au front d’onde (Figure 32B). 

La polarisation de la lumière fait  référence au plan d’oscillation du champ électrique. La

majorité des sources lumineuses produit des ondes dont le plan de polarisation varie de manière

aléatoire. Cettee lumière est dite non-polarisée [Introduction to Polarized Light – Nikon Microscopy].

La polarisation peut être sélectionnée en faisant passer la lumière dans un polarisateur, un élément

optique bloquant toutes les ondes dont la polarisation n’est pas orientée dans le sens voulu, générant

ainsi une polarisation linéaire (Figure 33). Le plan d’oscillation peut également tourner sur lui-même,

menant alors à une polarisation circulaire.
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Figure  32; ; ; S Propagation d'une onde électromagnétique.  A. Le front  d'onde est

sphérique proche de la source lumineuse, et s'aplanit avec la distance.  B. Une

onde  électromagnétique  est  composée  d'un  champ  électrique  (bleu)  et  d'un

champ  magnétique  (violet)  orthogonaux  l'un  à  l'autre,  et  à  la  direction  de

propagation de l'onde (fleèche noire).



b. Réfraction, réflexion et lois de Snell-Descartes

Lorsque  la  lumière  change  de  milieu,  sa  trajectoire  est  déviée  en  fonction  de  son angle

d’incidence et des indices de réfraction de chacun des milieux. L’indice de réfraction  n est définni

comme la capacité d’un milieu à ralentir la lumière par rapport au vide, et est donné par la formule

(eq. 6) ; ; ; S

n=
c

v
(6)

où c est la célérité, et v est la vitesse de la lumière dans le milieu considéré. La relation entre l’angle

d’incidence  et  l’indice  de  réfraction  a  été  découverte  indépendamment  par  deux  physiciens

néerlandais et français du XVIIème siècle, Willebrord Snell et René Descartes (eq. 7) ; ; ; S

n
1
sinθ

1
=n

2
sinθ

2
(7)

où n1 et n2 sont les indices de réfractions des milieu, et θ1 et θ2 sont les angles incident et réfracté,

respectivement (Figure 34).
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Figure 33; ; ; S Polarisation linéaire de la lumière. Seuls les champs électriques

sont  représentés.  Avant  le  passage dans  le  polariseur,  la  lumière  oscille

dans  toutes  les  directions.  Après  le  passage  dans le  polariseur,  seule  la

lumière oscillant dans la direction voulue est encore présente.



Lorsque le rayon lumineux entre de façon perpendiculaire dans le nouveau milieu,  il  est

réfracté avec un angle nul par rapport à la normale, et n’est donc pas dévié. Plus l’angle d’incidence

θ1 augmente, plus l’angle réfracté θ2 augmente également.  De plus, une partie du rayon incident est

toujours réfleéchie (Figure 34A). Un cas particulier se présente lorsque n1 > n2 (ex ; ; ; S passage du verre à

l’air), à partir d’un certain seuil (appelé angle critique), le rayon incident ne pénètre plus du tout dans

le second milieu et est réfleéchi (Figure 34B). Toutefois, une partie du rayon incident est toujours

réfleéchie, avec un angle égal en valeur absolue à celui du rayon incident par rapport à la normale (eq.

8) (Figure 34B). 

θ
1
=−θ

2
(8)

De  plus,  l’indice  de  réfraction  d’un  milieu

dépend de la longueur d’onde (en dehors du vide pour

lequel  n = 1 pour toutes les longueurs d’onde) (eq. 5 ; ; ; 0

6).  Par  conséquent,  chaque  longueur  d’onde  va  être

réfractée avec un angle légèrement diffrérent. Ainsi, la

lumière blanche peut être décomposée par l’utilisation

d’un prisme qui réfracte chaque longueur d’onde à un

angle diffrérent (Figure 35).
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Figure  35; ; ; S Décomposition  de  la  lumière

blanche par un prisme.

Figure  34; ; ; S Réfraction  et  Réfleexion. n1 et  n2 sont  les  indices  de  réfraction  des  milieux  1  et  2,

respectivement. θ1 est l’angle d’incidence, θ2 l’ange de réfraction et θ1’ l’angle de réfleexion. Les rayons

incidents et réfractés sont en traits pleins, les rayons réfleéchis en pointillés. A. n1 < n2 ; ; ; S les rayons sont

réfractés quels que soient leurs angles d’incidence.  B. n1 > n2 ; ; ; S le rayon bleu est exactement à l’angle

critique, son rayon réfracté est orthogonal à la normale. Le rayon violet est au-delà de l’angle critique et

n’est plus réfracté du tout.



c. Lentilles et microscopie optique

Une lentille peut être convergente ou divergente, selon son effret sur les rayons lumineux. Une

lentille est dite convergente lorsque les rayons lumineux parallèles à l’axe optique sont rabatteus vers

l’axe optique, en un point appelé point focal image (Figure 36A) ; ; ; 0 tandis que l’on parle de lentille

divergente lorsqu’ils sont déviés vers des points diffrérents (Figure 36B). Le point focal image est alors

virtuel, et situé en amont de la lentille (Figure 36B). Le point focal objet est le point de concours des

rayons incidents, lorsque les rayons sortants sont parallèles à l’axe optique. Dans le cas d’une lentille

convergente, il est réel et situé en amont de la lentille (Figure 36C), alors qu’il est virtuel et en aval

de la lentille dans le cas d’une lentille divergente (Figure 36D) [Bellanger et al., 2013].

Tous les microscopes optiques fonctionnent grâce à des lentilles, et permetteent d’agrandir

l’angle sous lequel l’objet d’étude est observé. En effret, l’œil n’est pas sensible à la taille d’un objet,

mais  à  l’angle  sous  lequel  il  le  voit  (Figure  37)  [Acuité  visuelle  –  Syndicat  National  des

Ophtalmologistes de France]. C’est ce qui fait que les éléments lointains apparaissent petits. L’œil

humain peut voir jusqu’à une limite d’environ 1’ d’arc, soit 0.02° [Acuité visuelle – Syndicat National

des  Ophtalmologistes  de  France].  A 10  m cela  correspond à  un objet  de  4  mm, mais  à  25 cm

(punctum proximum, le point le proche permetteant une vision nettee), cela correspond à un objet de

100 µm (Figure 37).
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Figure 36; ; ; S Lentilles convergente (A, C) et divergente (B, D). Le rayon passant par le centre de la lentille n’est

pas dévié. Les points F sont les points focaux objets ou images de chaque lentille. f est la distance focale.



Un microscope comprend au minimum un objectif, une lentille de tube et un oculaire (Figure

38). L’objectif, proche de l’échantillon permet de créer une image à l’infinni de l’échantillon et, couplé

à la lentille de tube, de générer le grossissement de base (eq. 9). L’image à l’infinni créée par l’objectif

est récupérée par la lentille de tube qui crée une image réelle au plan focal de l’oculaire. Ce dernier

génère enfinn une image à l’infinni, visible par l’œil (Figure 38). L’oculaire permet un grossissement

supplémentaire (eq. 10), généralement de 10X. Le grossissement total du microscope est le produit du

grossissement de l’objectif couplé à la lentille de tube et de l’oculaire (eq. 11). L’objectif travaillant à

l’infinni en combinaison à la lentille de tube permet par ailleurs d’ajouter facilement des éléments

optiques  (finltres,  polariseurs,  miroirs,  etc.)  dans  le  chemin optique  (Figure  38)  [Anatomy of  the

Microscope - Mechanical Tube Length | Olympus LS ]. 

G
1
=

f tube

f obj

(9)

G
2
=

dpp

f oc

(10)

Gtot=G
1
×G

2
(11)

avec ftube,  fobj, et foc les  distances  focales  de  la  lentille  de  tube,  de  l’objectif  et  de  l’oculaire,

respectivement ; ; ; 0 et dpp la distance du punctum proximum.
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Figure 37; ; ; S L’œil est sensible à l'angle sous lequel il voit les objets et non leurs

tailles réelles.



3. Microscopie de fluorescence

a. Intérêts de la microscopie de fluorescence

En biologie, un défin de la microscopie est de créer du contraste afinn de pouvoir observer

correctement  les  structures  d’intérêt.  En  effret,  un  grand  nombre  d’échantillons  biologiques  est

transparent, la conséquence étant que les structures manquent souvent de contraste et sont donc peu

visibles.  Diffrérentes  techniques  optiques  permetteent  d’améliorer  ce  contraste  en  insérant  des

éléments  spécifinques  dans  le  chemin  optique,  comme c’est  le  cas  du  contraste  de  phase  ou  de

contraste par diffrérentiel d’interférence (DIC –  Diffrerential Interference Contrast). Cependant, ces

techniques ne seront pas détaillées ici.

Une  autre  façon  d’améliorer  le  contraste  est  de  marquer  l’échantillon.  Une  méthode  de

marquage particulièrement avantageuse est la fleuorescence. En fleuorescence, seuls les objets marqués

vont émettere de la lumière, ce qui permet de travailler sur fond noir, maximisant ainsi le contraste.

De plus, plusieurs couples longueurs d’onde d’excitation/détecteurs peuvent être utilisés en parallèle,

permetteant donc l’étude de plusieurs structures ou composés simultanément. Il existe une grande

variété  de  fleuorochromes,  qui  peuvent  être  organiques  ou  protéiques.  Leur  utilisation  varie  en

fonction de l’objectif. Un fleuorochrome (généralement organique) couplé à un anticorps permet par

exemple  de  marquer  une  protéine  pour  étudier  sa  localisation.  Toutefois,  ce  type  de  marquage

nécessite  la  finxation  de  l’échantillon  et  ne  permet  donc  pas  d’études  temporelles.  Les  ADN

complémentaires codant  pour des  fleuorochromes protéiques  peuvent être  intégrés  au génome de
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Figure 38; ; ; S Fonctionnement d'un microscope. Les rayons lumineux sont représentés

en orange, les lentilles en gris, l'échantillon et son image réelle en bleu, et les plans

focaux en pointillés rouges.



l’organisme d’étude, ou transfectés transitoirement, permetteant alors le suivi d’un phénomène au

cours  du  temps,  potentiellement  en  réponse  à  une perturbation  du  système.  La  progression des

techniques de microscopie permet également d’utiliser les marquages fleuorescents pour de l’imagerie

de très  haute  résolution.  Les  applications de  la  microscopie de fleuorescence  sont  nombreuses  et

variées,  et  les  quelques  exemples  donnés  ici  sont  très  loin  de  former  une  liste  exhaustive  des

possibilités offrertes par ce type de marquage.

b. Que’est ce que la fluorescence : : : 1

La fleuorescence est la capacité d’une molécule (appelée fleuorochrome) excitée par une onde

lumineuse à réémettere de la lumière dans une longueur d’onde de plus faible énergie. Lorsque le

rayon d’excitation va rencontrer une molécule fleuorescente, celle-ci va passer dans un état singulet

excité (Figure 39A). Pour revenir à son état fondamental, elle va soit se désexciter par conversion

interne (sans émission de lumière), soit en émetteant un photon de plus faible énergie. La diffrérence

d’énergie est dissipée par désexcitation non-radiative rapide des sous niveaux vibrationnels de l'état

excité électronique, dont le temps de vie est d’environ 10-12 sec (Figure 39A). L’écart de longueurs

d’ondes résultant est appelé décalage de Stokes (Figure 39). Plus le décalage de Stokes est important,

plus les spectres d’excitation et d’émission sont séparés (Figure 39B). Pour qu’un fleuorochrome soit

adapté à la microscopie de fleuorescence, il faut un décalage de Stokes minimum d’environ 20 nm,

afinn de pouvoir séparer spectralement les longueurs d’ondes d’excitation et d’émission. Durant l’état

excité, le fleuorochrome peut également passer dans un état quantique particulier dénommé l’état

triplet. Ce dernier survient suite à une rotation de spin, aussi appelée conversion inter-système et

peut être renforcé par un phénomène de couplage spin-orbite. Ces deux processus quantiques ne

seront  pas  détaillés  ici.  Lorsque  le  fleuorochrome  est  en  état  triplet,  il  peut  se  désexciter  par

conversion interne ou par phosphorescence (avec émission de lumière, mais à des durées beaucoup

plus longues que la fleuorescence (>10-3 sec vs. 10-9 sec, respectivement)) (Figure 39A). Durant cet état

triplet, le fleuorophore tend à réagir avec le dioxygène, qui a la particularité d’être à l’état triplet à

l’état  fondamental.  L’interaction  triplet-triplet  fait  passer  le  dioxygène  à  l’état  singulet  (1O2),

extrêmement réactif (cf. Chapitre 1), et va oxyder les molécules environnantes, à commencer par le

fleuorochrome  en  question,  entraînant  ainsi  son  photoblanchiment  définnitif,  caractérisé  par  une

incapacité à être réexcité [Yuste, 2011]. 

Un fleuorochrome est caractérisé par quatre paramètres principaux, les deux premiers étant

ses spectres d’absorption et d’émission. Le troisième est le temps de vie de fleuorescence (autour de

10-9 sec), c’est-à-dire la durée pendant laquelle le fleuorochrome reste dans son état excité singulet, et

- 94 - 



donc le temps nécessaire à l’émission de la fleuorescence après l’excitation. Enfinn le dernier paramètre

est le rendement quantique (QY - Queantum Yield), correspondant au nombre de photons émis par ce

fleuorochrome par rapport au nombre de photons reçu lors de l’excitation (eq. 12). Il est définni comme

le rapport entre le taux d’émission de fleuorescence, et la somme des taux de tous les processus de

désexcitation (radiatifs et non-radiatifs) (eq. 13) [Yuste, 2011].

QY=
nombrede photons émis

nombre de photonsabsorbés
(12)

QY=
k fluo

k fluo+kNR+kCIS

(13)

où kfleuo est le taux d’émission de fleuorescence, kNR est le taux de désexcitation non-radiative et kCIS le

taux de conversion intersytème. Plus le QY est élevé, plus le fleuorochrome va être brillant adapté à

l’utilisation en microscopie. Toutefois, la brillance d’une molécule fleuorescente dépend également

d’un  second  paramètre,  le  coefficcient  d’extinction  molaire  ε qui  mesure  la  capacité  d’un

fleuorochrome à absorber la lumière qu’il reçoit à une longueur d’onde donnée. Autrement dit, ce

coefficcient suit le spectre d’absorption de la molécule. Ainsi, la brillance d’une molécule est définnie

comme étant le produit du rendement quantique et du coefficcient d’extinction molaire (eq. 14) ; ; ; S 

B=QY×ϵ (14)
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Figure  39; ; ; S Fonctionnement de la fleuorescence. A. Diagramme de Jablonski montrant le mécanisme de la

fleuorescence et des diffrérents phénomènes connexes. Les temps caractéristiques de chaque phénomène est

indiqué en rouge, et les phénomènes n’émetteant pas de lumière en gris.  B. Conséquence du décalage de

Stockes sur les spectres d'absorption (bleu) et d'émission (vert) d'un fleuorophore (finctif).



c. Résolution

Un deuxième défin de la microscopie, en plus de l’amélioration du contraste, est l’amélioration

de la résolution spatiale du système. Elle dépend directement de la limite de diffrraction du système

[Abbe,  1874],  qui  elle  même  dépend  de  l’ouverture  numérique  (NA –  Numerical  Aperture)  de

l’objectif  [Abbe,  1881].  La  diffrraction  est  un  phénomène  physique  qui  concerne  tous  les  types

d’ondes et apparaît lorsque le front d’onde est spatialement restreint (Figure 40A). En microscopie de

fleuorescence, c’est le cas de la lumière provenant de l’échantillon lorsqu’elle passe sur les bords de

l’objectif,  ce  qui  élargit  le  front  d’onde  et  créée  des

décalages  de  phases  des  ondes  lumineuses,  et  génère

ainsi des interférences constructives et destructives [Thae

Diffrraction  Barrier  in  Optical  Microscopy –

Nikon ; ; ; 0 Yuste 2011]. Ce phénomène se traduit par le  fait

que  l’image  d’un  objet  infinniment  petit  est  une  tâche

fleoue  entourée  d’anneaux,  appelée  tâche  d’Airy ; ; ; 0 la

conséquence  étant  une  incapacité  à  discriminer  deux

éléments proches (Figure 40B). La distance minimale  d

pouvant être résolue par le microscope est donnée par le

critère de Rayleigh (eq.  15)  [ZEISS Microscopy Online

Campus | Microscopy Basics | Image Formation] ; ; ; S

d= λ
2NA

(15)

Ainsi, la taille de la tâche d’Airy, et donc la résolution du

système dépendent directement de la longueur d’onde de

la lumière d’excitation,  et  de l’ouverture numérique de

l’objectif.  Cettee  dernière  prend  en  compte  l’angle

maximal θ des rayons collectés par l’objectif (Figure 40C)

ainsi que l’indice de réfraction du milieu n (eq. 16). 

NA=n sinθ (16)

Par  conséquent,  plus  la  longueur  d’onde  est

courte  et  plus  l’ouverture  numérique  est  grande,

meilleurs  sont  la  résolution  et  le  grossissement ; ; ; 0 la

contrepartie étant une distance de travail plus petite et
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Figure  40; ; ; S Diffrraction  et  ouverture

numérique.  A. Phénomène de diffrraction S

le front d'onde est perturbé lorsque qu'il est

spatialement  contraint.  B.  Tâches  d'Airy

d'un  seul  (gauche)  et  de  deux  objets

infinniment  petits  juste  résolus  (milieu)  et

non  résolus  (droite).  Adapté  de  Zeiss

Microscopy. C.  Impact  de  la  NA  sur  la

distance de travail. 



donc un risque accru d’endommager l’objectif à l’utilisation. La taille de la tâche d’Airy d’un objet

infinniment petit est donc spécifinque à chaque objectif et peut être utilisée pour mesurer la résolution

de l’objectif en question [Thae Diffrraction Barrier in Optical Microscopy – Nikon]. Par conséquent, un

microscope optique classique n’est pas capable de distinguer deux objets séparés par une distance

inférieure à la moitié de la longueur d’onde d’excitation, soit approximativement 200 nm pour un

microscope à fleuorescence [Thae Diffrraction Limit of Light | Cherry Biotech ; ; ; 0 Wilson, 2017].

d. Confocalité et sectionnement optique

Par ailleurs,  en microscopie de fleuorescence les fleuorochromes vont être excités sur toute

l’épaisseur de l’échantillon et donc émettere de la fleuorescence provenant également d’en dehors du

plan focal. Avec un microscope en champ large (WF –  Wide Field,  décrit jusqu’ici et également

nommée microscopie à épifleuorescence), toute la fleuorescence est collectée, qu’elle vienne ou non du

plan focal (Figure 41A). Afinn de remédier à ce signal de fond qui réduit le contraste de l’image, les

microscopes confocaux possèdent un pinhole (trou d’aiguille) placé devant le détecteur, au point où

l’image réelle provenant du plan focal se

forme,  ce  qui  permet  de  restreindre  le

signal  enregistré  à  celui  provenant  du

plan focal uniquement (Figure 41B), mais

n’autorise  par  conséquent  de  n’imager

qu’un  point,  de  la  taille  du  pinhole  et

localisé le long de l'axe optique, à la fois.

Les microscopes confocaux utilisent donc

des  lasers  focalisés  qui  scannent  le

champ  de  vue  grâce  à  des  miroirs

vibrants,  illuminant  un  point  après

l’autre ; ; ; 0 et  des  détecteurs  points

n’acquérant  la  lumière émise que point

par  point,  au  rythme  de  balayage  du

laser.  Ils  génèrent  ainsi  une  image

reconstruite ; ; ; 0 à l’inverse des microscopes

WF  qui  possèdent  des  caméras  et

acquièrent bien l’ensemble du champ de

vue simultanément. 
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Figure 41; ; ; S Comparaison d’un microscope WF (A) et Confocal

(B).  A. Schéma  d’un  microscope  WF  simplifiné.  Toute  la

fleuorescence  est  collectée,  qu’elle  vienne  du  plan  focal

(orange) ou non (rouge) B. Schéma d’un microscope confocal

simplifiné. L'ajout d'un pinhole devant le détecteur permet de

bloquer la lumière provenant hors du plan focal (rouge) sans

bloquer celle venant du plan focal (orange).



Le fait  de  scanner  le  champ de  vue  au  lieu  de  tout  illuminer  à  la  fois  comme avec  un

microscope WF va également permettere de définnir des sous-régions de ce champ de vue, permetteant

de ne pas nécessairement en scanner l’ensemble, et donc selon les lasers et les puissances utilisées, de

mettere en œuvre diffrérentes techniques afinn d’étudier, par exemple, des dynamiques de protéines.

II. Étude des dommages à l’ADN par microscopie de fluorescence

1. Micro-irradiation et induction de dommages

L’induction contrôlée de dommages au sein de l’ADN des cellules est essentielle à l’étude des

mécanismes de réparation. L’ajout d’agents génotoxiques dans le milieu de culture a longtemps été et

est toujours utilisé. Ils peuvent soit interagir directement avec l’ADN et ainsi l’endommager, comme

c’est le cas du H2O2 [Linn, 1998 ; ; ; 0 Birben et al., 2012], le méthyle méthane sulfonate (MMS) [Wyatte &

Pitteman, 2006], ou le cisplatine [Riddell, 2018], soit bloquer des processus cellulaires qui mènent à

l’induction  de  dommages.  C’est  par  exemple  le  cas  des  inhibiteurs  des  topoisomérases  qui  vont

induire des cassures simple et double-brin [Pommier, 2006 ; ; ; 0 Pommier et al., 2022]. Cependant, cettee

technique présente quelques inconvénients, en particulier pour l’étude de la dynamique des protéines

impliquées, liés au manque de contrôle spatio-temporel de la durée du traitement. En effret, toutes les

drogues  ne  pénètrent  pas  avec  la  même  efficcacité  dans  les  cellules,  et  certaines  doivent  être

métabolisées  avant  d’être  actives.  C’est  par  exemple  le  cas  du  bromate  de  potassium  (KBrO 3),

souvent  utilisé  pour  induire des  stress  oxydants,  qui  doit  être  réduit  par  le  glutathion avant  de

pouvoir  induire  des  dommages  dans  l’ADN  [Ballmaier  &  Epe,  1995].  Afinn  de  contourner  ces

problèmes, depuis une quinzaine d’années, la micro-irradiation laser en cellules vivantes (Figure 42)

est de plus en plus utilisée, permetteant l’induction rapide et contrôlée de dommages dans l’ADN et

donc l’étude de la dynamique des protéines de réparation. En effret, les cinétiques de recrutement et

relargage  des  protéines  impliquées  peuvent  être  suivies  par  quantifincation  de  l’intensité  de

fleuorescence dans la zone micro-irradiée en comparaison du reste du noyau (Figure 42). 
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Selon  la  longueur  d’onde  du  laser  utilisé,  son  mode  d’émission  (continu  ou  pulsé),  la

puissance utilisée et l’utilisation ou non d’un photosensibilisateur, le type de dommages prédominant

peut varier, favorisant ainsi l’étude de l’une ou l’autre des voies de réparation de l’ADN (Tableau 3)

[Drexler  &  Ruiz-Gómez,  2015  0  Gassman  &  Wilson,  2015].  Les  longueurs  d’ondes  les  plus

fréquemment utilisées pour induire des dommages dans l’ADN se situent principalement dans les

UV (330-370 nm), les UV proches (405 nm) et les IR proches (750-800 nm) [Kong  et al.,  2009 ; ; ; 0

Gassman & Wilson, 2015]. Parmi ces dernières, l’utilisation de la micro-irradiation à 405 nm est la

plus répandue, car c’est une longueur d’onde d’imagerie classique (imagerie du DAPI/Hoechst pour

marquer l’ADN) fréquemment présente d’officce sur les microscopes. A l’inverse les UV et IR ont

généralement des chemins optiques spécifinques et sont souvent pilotés par des logiciels extérieurs ce

qui  fait  que  les  confingurations  de  microscopes  les  utilisant  sont  moins  répandues  [Gassman  &

Wilson, 2015]. La lumière visible, du violet au vert (435-532 nm), peut également être utilisée pour

l’induction de dommages, mais son utilisation est rare [Kim et al., 2005 ; ; ; 0 Gassman & Wilson, 2015].

Comme mentionné plus haut, la micro-irradiation, en particulier lors de l’utilisation de laser

à 405 nm ou de lumière visible, peut être couplée à l’ajout d’un photosensibilisateur (Tableau 3), ce

qui permet d’une part d’abaisser le niveau d’énergie nécessaire à l’induction de dommages, mais

également d’être plus spécifinque en terme de lésions induites [Gassman & Wilson, 2015 ; ; ; 0 Zentout et
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Figure  42; ; ; S Représentation  schématique de l'induction  de  dommages  par  mirco-irradiation. La  zone

micro-irradiée est symbolisée par le rectangle en pointillés.



al. 2021]. Les plus couramment utilisés sont le Hoechst 337342, un agent intercalant de l’ADN ; ; ; 0 et le

BrdU,  un analogue de  nucléotides,  permetteant  principalement  l’induction  de  cassures  simple  ou

double-brin (Tableau 3) [Zentout et al., 2021]. Dans le cas de l’induction de dommages oxydatifs, le

Ro19-8022 été plus spécifinquement utilisé [Will et al., 1999 ; ; ; 0 Campalans et al., 2013 ; ; ; 0 Godschalk et

al.,  2013 0  Møller  et al.,  2018]. Son efficcacité à produire ce type de lésions a principalement été

démontrée en le combinant avec une exposition à la lumière,  induisant ainsi  des dommages sur

l’entièreté du génome, de façon similaire aux drogues mentionnées plus haut [Will  et al.,  1999 ; ; ; 0

Godschalk  et  al.,  2013 ; ; ; 0 Møller  et  al.,  2018] ; ; ; 0 mais  il  a  également  été  utilisé  avec  succès  en

combinaison avec une micro-irradiation laser à 405 nm [Campalans et al., 2013] et 365 nm [Lan et

al., 2004].

Plus  récemment,  de  nouvelles  techniques  ont  été  développées,  permetteant  de  cibler

spécifinquement une région génomique, grâce à l’utilisation de fleuorophores génétiquement encodés

tels que la KillerRed (KR) [Bulina  et al.,  2006], ou de protéines activant des fleuorogènes (FAP –

Fluorogen Activating Proteins) [He et al., 2016]. La diffrérence entre ces deux catégories de protéines

est que la KR et ses dérivés émetteent eux mêmes des ROS lorsqu’ils sont excités à la longueur d’onde

adéquate ; ; ; 0 tandis que les FAP nécessite qu’un fleuorogène vienne les lier avant de pouvoir produire

des  ROS.  Dans  les  deux cas,  ces  protéines  peuvent  être  fusionnées  à  des  protéines  spécifinques,

permetteant ainsi de les adresser à des régions précises du génome, et donc d’induire des dommages

dans une zone ciblée. Ces techniques ont ainsi été utilisées pour étudier le fonctionnement du BER

au sein de l’hétérochromatine comparativement à l’euchromatine [Lan et al., 2014] ou l’impact de la

présence de 8-oxoG au niveau des télomères [Fouquerel et al., 2019].
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Tableau 3; ; ; S Diffrérents modes de micro-irradiation laser, et les types de dommages induits. 

Longueur
d’onde (nm)

Photosensibi-
lisateur

Dommages Références

337
pulsé

###
SSB ???; DSB ???; 6,4-PP ???;

CPD ???; 8-oxoG
Kong et al., 2009

BrdU DSB Lukas et al., 2003 ; B�kk�r-J�ns�n et al.,
2006 ???; Kong et al., 2009

365
pulsé

### SSB Lan et al., 2004

Ro19-8022 8-oxoG Lan et al., 2004

BrdU DSB Singh et al., 2021

405
continu

### SSB ???; DSB
Campalans et al., 2013 ???; Lan et al.,

2014 ???;  Campalans & Radic�lla,
2016 ???; Etourn�aud et al., 2021

Ro19-8022 8-oxoG Campalans et al., 2013

Ho�chst 333342 SSB ???; DSB
Smith et al., 2019 ???; Juhász et al., 2020 ;
Prokhorova et al., 2021 ???; Singh et al.,

2021

435
pulsé

### SSB ???; DSB Solarczyk et al., 2012

488
continu

### SSB ???; DSB B�rquist et al., 2010

514
continu

Bromur�
d’éthidium

8-oxoG Zar�bski et al., 2009

532 
pulsé

### SSB ???; DSB ???; 6,4-PP ???; CPD
Kim et al., 2005 ???;
Kong et al., 2009

559
continu

Kill�r R�d SSB ???; 8-oxoG Lan et al., 2014

768
pulsé

### 8-oxoG Zi�linska et al., 2011

800
pulsé

###
SSB ???; DSB ???; 6,4-PP ???;

CPD ???; 8-oxoG
Kong et al., 2009 ???; Singh et al., 2021

- 102 - 



2. Dynamique des protéines de réparation

Comme évoqué au chapitre sur la dynamique de recherche de cible au sein du noyau, les

protéines liant l’ADN, dont font partie les protéines de réparation de l’ADN suivent un mode de

diffrusion  particulier,  la  diffrusion  facilitée,  ce  qui  leur  permet  d’être  dans  trois  type  de  régimes

possible ; ; ; S diffrusion-limité, réaction-limité, ou un régime mixte [Michelman-Ribeiro et al., 2009].

Diffrérentes  techniques  de  microscopie  de  fleuorescence  en  cellules  vivantes  permetteent

d’étudier la dynamique de protéines d’intérêt, les trois principales étant le suivi de particule unique

(SPT  – Single  Particule  Tracking),  le retour  de  fleuorescence  après  photoblanchiment  (FRAP  –

Fluorescence Recovery After Photobleaching) et la spectroscopie de corrélation de fleuorescence (FCS

– Fluorescence Correlation Spectroscopy).

a. Suivi de particule unique (SPT)

Cettee technique est  aussi  vieille  que  l’étude  des  mouvements  browniens,  et  c’est  celle-là

même qui fut utilisée par Jean Perrin pour vérifiner le principe de la diffrusion [Perrin, 1909 ; ; ; 0 Phillips

et al., 2008]. De nos jours, les techniques de microscopie permetteent de suivre des particules bien

plus petites que les grains de pollen alors observés par Perrin, allant ainsi jusqu’au suivi de molécules

uniques  grâce  à  diffrérents  types  de  marquages  spécifinques  ou  en  l’alliant  à  des  techniques  de

microscopie de super-résolution. Les marquages les plus utilisés de nos jours en biologie cellulaire

car permetteant la meilleure résolution spatio-temporelle sont les nanocristaux semi-conducteurs (ou

Queantum dots en anglais), et les fleuorophores organiques [Chang et al. 2008 0 Cognet et al., 2014 0

Boujard et al., 2012].

Le principe de cettee technique est, comme son nom l’indique, de suivre des particules uniques

au cours du temps, ce qui permet de reconstituer leurs trajectoires. A partir de là, le MSD, le type de

mouvement (brownien, anomal,  etc.)  et  d’autres paramètres peuvent être extraits,  permetteant de

caractériser la dynamique de protéine d’intérêt et éventuellement le milieu dans lequel elle évolue

[Wang et al., 2021].

De plus, même si la résolution du SPT est soumise à la limite de diffrraction, il est possible

d’obtenir le positionnement des particules avec une précision de l’ordre de 10 nm, pour peu que les

protéines suivies soient sufficsamment espacées (~ 500 nm) [Braeckmans et al., 2010]. En effret, du fait

de la diffrraction, les particules sont vues comme des taches dont le profinl d’intensité suit une loi de

Gauss. En utilisant les logiciels appropriés, il  est alors possible de déterminer le centre du profinl
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d’intensité (donc le positionnement de la particule) avec une très bonne précision [Braeckmans et al.,

2010].

b. Retour de fluorescence après photoblanchiment (FRAP)

Le principe de base du FRAP est très similaire à celui de la micro-irradiation et tire avantage

de la propriété des fleuorophores,  généralement plutôt considérée comme un inconvénient,  à être

photoblanchis. Au lieu d'induire des dommages dans l'ADN grâce à un laser dédié, c’est le laser

d'excitation de la fleuorescence qui est utilisé à forte puissance (sans photosensibilisateur) afinn de

photoblanchir localement les protéines fleuorescentes (Figure 43) [Boujard  et al., 2012]. Du fait du

mouvement dynamique des protéines d’intérêt, la fleuorescence va revenir dans la zone blanchie et

peut  être  quantifinée.  La  vitesse  du  retour  de  fleuorescence  dépend  du  régime  sous-tendant  la

dynamique de la protéine étudiée. Ainsi, plus le retour de fleuorescence est lent, plus la dynamique de

la protéine étudiée est  lente,  quel que soit  son régime de réaction/diffrusion [Houtsmuller,  2005]

(Figure 43). Plusieurs paramètres quant à la dynamique de la protéine étudiée peuvent être extraits

des courbes, tels que la proportion de protéines immobiles ou le temps caractéristique de retour de

fleuorescence (Figure 43). Ce dernier correspond au temps nécessaire au retour de la moitié de la
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Figure 43; ; ; S Représentation schématique d'une expérience de FRAP. La région photoblanchie est indiquée

en pointillés. Une protéine dont la dynamique est rapide (a) aura un temps caractéristique (τa) de retour

de fleuorescence plus court qu'une protéine plus lente (b, c). De plus, une population de protéines dont

une fraction est immobile (FI) mènera à un retour de fleuorescence incomplet. 



valeur  initiale  de  fleuorescence  et  peut  être  utilisé  pour  déterminer  le  coefficcient  de  diffrusion

[Houtsmuller, 2005 ; ; ; 0 Guo  et al.,  2008]. Une absence de retour de fleuorescence est caractéristique

d’une protéine immobile aux temps d’observations (Figure 43) [Houtsmuller, 2005].

c. Spectroscopie de Corrélation de Fluorescence (FCS)

La FCS est une technique permetteant d’étudier les dynamiques rapides de molécules uniques.

Pour cela, le laser d’imagerie est focalisé en un point de la cellule, et les fleuctuations d’intensité de

fleuorescence  résultant  de  la  traversée  du  volume  confocal  par  des  protéines  fleuorescentes  sont

mesurées, l’entrée de l’une de ces dernières dans le volume confocal générant un pic de fleuorescence,

et la sortie d’une autre, s’accompagnant d’une diminution de la fleuorescence (Figure 44). Chaque

photon  émis  est  compté  individuellement,  permetteant  de  générer  des  traces  de  fleuctuations  de

fleuorescence brutes [Ries & Schwille, 2012]. Ces traces brutes peuvent alors être autocorrélées (eq.

17) afinn d’obtenir une courbe d’autocorrélation dont sont dérivés plusieurs paramètres quantitatifs

quant à la dynamique de la protéine d’intérêt. 

G(τ )=
⟨δ I (t)⋅δ I (t+τ )⟩

⟨ I (t)⟩2
(17)

où G(τ) est l’autocorrélation pour un un décalage temporel  τ entre la courbe et elle même, δI(t) et

δI(t+τ) étant  la  fleuctuation  d’intensité  de  fleuorescence  à  l’instant  t par  rapport  à  la  moyenne

d’intensité, et la fleuctuation d’intensité de fleuorescence sur la durée t+τ, respectivement, et les ⟨ ...⟩

symbolisent une moyenne [Schwille & Haustein, 2001].
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L’autocorrélation  mesure  la  similarité  de  la  trace  brute  avec  elle-même  pour  diffrérents

décalages  temporels,  et  le  temps  de  décorrélation  permet  d’obtenir  le  temps  caractéristique  de

résidence des protéines dans le volume confocal en ajustant les données sur un modèle (eq. 18) [Ries

& Schwille, 2012 ; ; ; 0 Wachsmuth et al., 2015], la courbe d’autocorrélation se décalant vers la droite au

fur et à mesure que la dynamique de la protéine d’intérêt ralentit (Figure 45A). 

G(τ )=
1

N [1+( τ
τ D )]

−1

[1+ 1κ 2 ( τ
τ D )]

−1/2

(18)

où N est le nombre de molécules fleuorescentes dans le volume confocal,  τ est le décalage temporel

considéré,  τD  est le temps caractéristique de diffrusion, et  κ est le facteur de forme et dépend du

microscope. Il correspond au ratio entre le rayon court et le rayon long du volume confocal (de forme

élipsoïdale).

De plus, la présence d’un ou plusieurs épaulements renseigne sur le type de dynamique de la

protéine. Ainsi, une courbe ne présentant qu’un seul épaulement provient généralement d’une seule

population de protéines ; ; ; 0 tandis que la présence de plusieurs épaulements (Figure 45B) suggère que

les  protéines  sont  subdivisées  en  plusieurs  populations  présentant  soit  des  modes  de  diffrusion
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Figure  44; ; ; S Principe de la  FCS. Les  fleuctuations d’intensité  de fleuorescence émise par  les  protéines

traversant le volume confocal (a) forment une trace brute (b) qui est ensuite autocorrélée (c).



diffrérents (ayant diffrérents D, ou1D vs. 3D par exemples) ; ; ; 0 soit, dans le cas d’un régime réaction-

limité,  l’une  des  populations  (généralement  la  plus  rapide)  est  diffrusive,  tandis  que  la  seconde

correspond  à  la  fraction  liée  à  l’ADN  [Wachsmuth  et  al.,  2000 ; ; ; 0 Schwille  &  Haustein,  2001 ; ; ; 0

Michelman-Ribeiro et al., 2009 ; ; ; 0 Wachsmuth  et al., 2016]. Une dynamique anomale étant souvent

caractéristique d’une situation intermédiaire, les courbes correspondantes ne vont présenter qu’un

seul épaulement également, mais la pente de décorrélation sera plus faible que celle de la courbe

d’une protéine purement diffrusive (à temps caractéristiques de décorrélation égaux) (Figure 45C). La

durée de vie de l’état triplet du fleuorophore utilisé peut également être à l’origine d’un épaulement

sur la courbe d’autocorrélation [Schwille & Haustein,  2001], mais il  se situe généralement à des

temps très courts, particulièrement en comparaison de ceux liés à la dynamique de DBP [Schwille &

Haustein, 2001]. A l’inverse, la trace peut être affrectée aux temps longs suite au photoblanchiment

des fleuorophores lorsque la protéine d’intérêt présente une dynamique lente, comme ça peut être le

cas de DBP. Cet inconvénient a longtemps empêché d’étudier des protéines trop lentes en FCS, mais

depuis  quelques  années,  il  est  possible  de  pré-traiter  les  traces  brutes  pour  corriger  le

photoblanchiment (ou toute autre composante affrectant les traces de FCS, comme des mouvements

cellulaires ou chromatiniens) [Wachsmuth et al., 2015].

Par ailleurs, la FCS est la seule technique de microscopie permetteant d’avoir accès au nombre

absolu de molécules présentes dans le volume confocal à un instant  t, ce nombre étant donné par

l’inverse  de  l’amplitude  de  la  courbe  d’autocorrélation  (i.e. l’ordonnée  à  l’origine)  (Figure  45D)

[Schwille & Haustein, 2001]. 

Ces approches de corrélation peuvent être déclinées sous diffrérentes formes,  telles que la

corrélation pairée [Hinde  et al., 2014], la FCS en ligne [White  et al., 2016 0 Waithe  et al., 2018],

couplée à des système de haute/super résolution comme la FCS-Airyscan [Scipioni et al., 2018] ou le
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Figure  45; ; ; S Principaux paramètres  obtenus grâce à la FCS. A. Temps caractéristique de résidence dans le

volume confocal (dépend directement de D).  B. Nombre de populations de protéines.  C. Diffrérences entre

courbes pure diffrusion (a)  et  diffrusion anomale (b)  pour un même temps caractéristique de résidence.  D.

Nombre de protéines dans le volume confocal.



STED-FCS [Mueller et al., 2013], respectivement. Pour intéressantes qu’elles soient, ces techniques

ne seront pas détaillées ici.

d.  Comparaison et complémentarité des trois approches

Le SPT, le FRAP et la FCS sont trois approches diffrérentes mais complémentaires permetteant

l’étude du mouvement des protéines. Chacune va sonder la dynamique de la protéine d’intérêt à des

échelles de temps, de volumes et de concentrations diffrérentes (Tableau 4). Le principal avantage du

SPT est qu’il permet de suivre des particules individuelles observées directement, et donc d’avoir

accès à leurs dynamiques individuelles [Guo et al., 2008 ; ; ; 0 Braeckmans et al., 2010]. A l’inverse, la

FCS et au FRAP mesurent tous deux la dynamique d’un ensemble de protéines, dans un volume de

l’ordre  du  femtolitre  pour  une  concentration  maximale  de  quelques  dizaines  molécules  par

micromètre carré dans le cas de la FCS [Schwille & Haustein, 2001 ; ; ; 0 Guo et al., 2008], à plusieurs

centaines  voire  milliers  de  molécules  par  micromètres  carrés  sur  des  surfaces  de  plusieurs

micromètres carrés également pour le FRAP [Guo et al., 2008 ; ; ; 0 Braeckmans et al., 2010]. Ces deux

méthodes  permetteent  de  suivre  la  dynamique  d’une  population  de  protéines  d’intérêt  par

l’intermédiaire  de  variations  de  fleuorescence  que  l’on atteribue de  facto aux mouvements  de  ces

protéines. Toutefois, ces variations peuvent avoir d’autres origines, comme des effrets photophysiques

des  fleuorophore  ou  l’instabilité  du  laser  d’excitation,  et  ainsi  fausser  la  mesure.  Ces  diffrérentes

sources  de  fleuctuations  du  signal  de  fleuorescence,  indépendantes  de  la  mobilité  des  protéines

marquées, doivent être prises en compte dans les modèles d'analyse dans le cas où leur contribution

ne peut pas être considérée comme négligeable ou corrigée par le traitement des données brutes.  En

termes de résolution temporelle, la FCS permet d'accéder à des dynamiques plus rapides, avec des

temps caractéristiques de résidence pouvant aller de la microseconde à la milliseconde [Schwille &

Haustein, 2001]. La résolution temporelle du SPT va dépendre de la vitesse d’acquisition du système,

et  se  situe  en  général  autour  de  la  milliseconde  [Boujard  et  al.,  2012].  Enfinn,  le  FRAP  est

généralement utilisé pour des protéines dont le temps caractéristique de retour de fleuorescence se

situe entre quelques secondes et quelques minutes [Michelman-Ribeiro et al., 2009]. 

Par ailleurs, les courbes obtenues par les trois méthodes nécessitent d’être ajustées sur un

modèle  afinn de  pouvoir  extraire  les  paramètres  caractéristiques  de  la  dynamique de  la  protéine

étudiée. Le choix du modèle utilisé est très important car il va définnir l’interprétation des données et

peut mener à des conclusions erronées s’il  n’est  pas approprié [Michelman-Ribeiro et al.,  2009 ; ; ; 0

Wachsmuth et al., 2016].
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Tableau 4; ; ; S Comparaison des trois techniques SPT, FRAP et FCS. D’après Guo et al., 2008.

Résolution spatiale (SPT)

Surface sondée (FRAP, FCS)
Concentration Échelles de temps

SPT Résolution ???> ~ 10 nm ~ 0.1 molécul�s / µm² ms�c

FRAP 1 – 10 µm² 100 – 1000 molécul�s / µm² s�c – min 

FCS ~ 0.2 µm² 0.1 – 100 molécul�s / µm² µs�c - ms�c

III. Conclusion du chapitre

Ce chapitre a permis d’introduire le fonctionnement de base d’un microscope, ainsi que les

avantages que présente la microscopie confocale ; ; ; S la spécifincité et le contraste du marquage grâce à

la fleuorescence et à l’ajout du pinhole. Le mode de fonctionnement d’un microscope confocal, permet

également de ne scanner qu’une région du champ de vue, et donc de mettere en place des techniques

de photomanipulation telles que le FRAP ou la micro-irradiation. Ainsi, les possibilités qu’offrre la

microscopie  confocale  à  travers  les  techniques  présentées  ici  en  font  un  outil  particulièrement

indiqué pour l’étude de la réparation de l’ADN, quel que soit le dommage d’intérêt.
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Objectifs de la thèse

La 8-oxoguanine (8-oxoG), forme oxydée de la guanine, et lésion pré-mutagène du fait de son

afficnité  pour  l’adénine,  est  reconnue  et  excisée  par  l’ADN-glycosylase  OGG1,  initiant  ainsi  la

réparation  par  excision  de  base  (BER).  De  nombreuses  études  in  vitro et  structurales  se  sont

intéressées  au  fonctionnement  de  cettee  protéine,  permetteant  d’élucider  de  façon  assez  finne  le

mécanisme de recherche et de reconnaissance, d’extrusion et de clivage de la 8-oxoG [Bruner et al.,

2000 ; ; ; 0 van der Kemp et al., 2004 ; ; ; 0 Banerjee et al., 2005 ; ; ; 0 Blainey et al., 2006, 2009 ; ; ; 0 Rowland et al,

2014 ; ; ; 0 Shigdel et al., 2020]. Ces données ont été accompagnées d’études en cellules qui ont permis de

montrer qu’après un stress oxydant global, OGG1 était retenu à la fraction chromatinienne, et que sa

mobilité  était  réduite  [Amouroux  et  al.,  2010 ; ; ; 0 Campalans  et  al.,  2013].  Cependant,  les  études

s’intéressant à la dynamique d’OGG1 en cellules vivantes sont très peu nombreuses, la phase de

recherche de la lésion puis sa cinétique de recrutement étant de fait très mal caractérisées in vivo.

Le but de mon projet de thèse est donc d’étudier la dynamique d’OGG1 en cellules vivantes,

et de comprendre quels sont les résidus impliqués à chaque étape, de la recherche de la 8-oxoG à son

excision puis son relargage de la zone de dommages. Pour ce faire, diffrérents mutants d’OGG1 ont

été étudiés, certains déjà caractérisés in vitro, d’autres générés spécifinquement pour le projet, en se

basant sur les structures connues d’OGG1. Plusieurs approches complémentaires ont été mises en

œuvre, basées d’une part sur les techniques de microscopie décrites précédemment, et d’autre part

sur des techniques de biochimie.
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RÉSULTATS





I. Contributions difféérentielles des résidus d’OGG1 impliqués dans

les étapes précoces d’investigation de l’ADN

Comme évoqué précédemment, les connaissances concernant la dynamique d’OGG1, aussi

bien durant sa phase de recherche de la 8-oxoG, qu’après induction de dommages dans l’ADN sont

encore assez parcellaires en cellules. Il  en va de même pour un certain nombre de résidus de la

protéine, pourtant suggérés comme jouant des rôles clés d’après les données de structure [Bruner et

al., 2000 ; ; ; 0 Shigdel et al., 2020]. Afinn de mieux comprendre ces aspects du fonctionnement d’OGG1, la

protéine sauvage et plusieurs mutants ponctuels d’OGG1 ont été étudiés. Ces données font l’objet

d’un article  actuellement  en révision chez  Nucleic  Acid Research  intitulé  « Identifincation of  key

residues  of  the  DNA glycosylase  OGG1 controlling  efficcient  DNA scanning  and  recruitment  to

oxidized bases in living cells », dont le manuscrit est joint ci-dessous. Il se divise en deux grandes

parties ; ; ; S la première permet  de valider les techniques utilisées (micro-irradiation,  FRAP et FCS)

grâce à des mutants d’OGG1 déjà caractérisés  in vitro et pour lesquels on retrouve les résultats

atteendus ; ; ; 0 la seconde applique ces méthodes à de nouveaux mutants, générés spécifinquement pour le

projet.

Les mutants connus sont F319A, H270A et H270L, et présentent tous une afficnité réduite

pour  la  8-oxoG et  les  sites  AP [van der  Kemp  et  al.,  2004].  Ils  ont  permis  de  montrer  que  la

reconnaissance de la 8-oxoG par OGG1 n’était  pas nécessaire pour la phase de recherche de la

lésion, mais jouait un rôle important dans la capacité de l’ADN-glycosylase à s’accumuler à la zone

de dommages. Ces résultats ont été confinrmé grâce à l’utilisation d’un inhibiteur compétitif d’OGG1,

le TH5487 [Visnes et al., 2018], menant à des résultats similaires à ceux obtenus avec les mutants. 

Par la suite, ces techniques ont été appliquées à de nouveaux mutants, le premier d’entre eux

étant  OGG1(G245A).  Les  données  de  structure  suggéraient  qu’il  participait  à  l’établissement  du

contact entre OGG1 et l’ADN, et c’est en effret ce qu’on observe ; ; ; S la mutation de ce résidu abolit la

capacité d’OGG1 à établir un contact stable avec l’ADN, empêchant complètement son recrutement

aux dommages. Les deux mutants suivants sont OGG1(Y203A) et OGG1(N149A/N150A) (nommé

2NA pour plus de commodité). Y203 est supposé être l’acide aminé « sonde » initiant la détection de

la 8-oxoG [Bruner  et al.,  2000 ; ; ; 0 Robey-Bond et  al.,  2008 ; ; ; 0 Dunn  et al.,  2011],  et  travaillerait  de

concert avec les résidus N149 et N150 afinn de permettere l’extrusion de la lésion [Bruner et al., 2000 ; ; ; 0

Shigdel  et al., 2020]. Cependant, les résultats montrent des effrets radicalement diffrérents pour les

deux mutants, aussi bien en terme de dynamique que de cinétique après induction de dommages. La

dynamique du mutant Y203A n’est pas perturbée, mais son recrutement est presque totalement aboli,

- 114 - 



alors que le 2NA est extrêmement lent, recrute moyennement après micro-irradiation mais n’est pas

relargué de la  zone de dommages,  indiquant  son incapacité  à exciser  la  lésion.  Les  résultats  de

microscopie pour ces trois mutants ont été consolidés par des expériences de biochimie (ce n’est

cependant pas moi qui ai réalisé ces expériences).

Les  fingures  principales  ont  été  intégrées  au  texte,  mais  les  données  et  matériels

supplémentaires (fingures et tableaux) sont placés à la finn de l’article. De plus, les numéros de fingures,

tableaux, équations et références sont indépendants du reste du manuscrit de thèse ; ; ; 0 et les fingures et

tableaux de l’article ne sont pas référencés dans la liste présente au début du manuscrit.
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ABSTRACT

Thae DNA-glycosylase  OGG1  oversees  the  detection  and  clearance  of  the  7,8-dihydro-8-

oxoguanine (8-oxoG), which is the most frequent form of oxidized base in the genome. Thais lesion is

deeply buried within the double-helix and its detection requires careful inspection of the bases by

OGG1 via a mechanism that remains only partially understood. By analyzing OGG1 dynamics in the

nucleus of living human cells, we demonstrate that the glycosylase constantly scans the DNA by

rapidly alternating between diffrusion within the nucleoplasm and short transits on the DNA. Thais

scanning process, that we finnd to be tightly regulated by the conserved residue G245, is crucial for

the rapid recruitment of OGG1 at oxidative lesions induced by laser micro-irradiation. Furthermore,

we show that residues Y203, N149 and N150, while being all involved in early stages of 8-oxoG
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probing by OGG1 based on previous structural data, diffrerentially regulate the scanning of the DNA

and recruitment to oxidative lesions.

INTRODUCTION

DNA bases can be oxidized by reactive oxygen species arising from intracellular metabolism

or external stresses. Due to its low oxidative potential  (1), guanine is the most frequent target for

oxidation among the diffrerent bases, leading to the formation of 7,8-dihydro-8-oxoguanine (8-oxoG).

Thais base modifincation, which has been associated with various cancers and age-related diseases (2–

5),  promotes  GSC  to  TSA  transversions  due  to  its  ability  to  pair  with  adenine  through  its  syn

conformation  (6).  It  is  therefore  crucial  to  efficciently  clear  8-oxoG  from  the  genome  to  avoid

accumulation of mutations. In mammals, 8-oxoG facing a cytosine is recognized and excised by the

8-oxoguanine DNA-glycosylase 1 (OGG1)  (7–10), hence initiating the base excision repair (BER)

pathway (11, 12).

Unlike many other DNA lesions, 8-oxoG does not induce helix distortion nor blockage of

either transcription or replication (13–16). Thaerefore, to efficciently detect and excise 8-oxoG, OGG1

needs to constantly scan the DNA through mechanisms not yet completely characterized. Structural

data have revealed diffrerent conformations of the OGG1/DNA complex that could correspond to

consecutive steps of this base inspection process (17–19). Thae binding of OGG1 to DNA leads to a

local  kinking of  the DNA  (20),  which in turn promotes  the fleipping-out of  the base for  further

inspection and potential cleavage. While it is unclear whether extrusion occurs irrespectively of the

oxidation state of guanine, recent data suggest that only 8-oxoG is stabilized in this extra-helical

position  which  facilitates  the  entry  of  the  modifined  base  into  the  OGG1  catalytic  pocket  (19).

Importantly, we still miss a full cartography of the OGG1 amino-acid residues involved in these early

steps  of  8-oxoG  detection.  Residues  such  as  the  Y203  or  N149  (in  all  this  work,  the  residue

numbering refers to the human OGG1) were shown to be important for intrahelical lesion sensing or

for specifincity towards the 8-oxoGSC pair  (17, 19), but other conserved residues localized further

away from the extruded base could also participate to these probing steps.

Besides  these  elementary  molecular  steps  of  the  recognition  of  8-oxoG  by  OGG1,  the

mechanisms  regulating  the  exploration  of  the  nuclear  environment  by  OGG1  to  ensure  rapid

detection of the oxidized guanines remain unclear. In vitro data demonstrated that OGG1 is able to

diffruse  along  the  DNA while  searching  for  8-oxoG  (21),  these  DNA scanning  phases  probably

alternating  with  periods  of  free  diffrusion to  travel  from one  genomic  location  to  another  (22).
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Although this search process is thought to be impacted by the wrapping of the DNA around histones

(23), the dynamics of OGG1 within the nucleus remains poorly characterized (24).  

In  this  work,  we  establish  fleuorescence-based  assays  to  quantitatively  characterize  the

dynamic behavior of OGG1 in the nucleus of living cells. Combining microscopy and biochemistry

approaches, we were able to determine how conserved residues of OGG1 thought to be involved at

early steps of lesion recognition impact the navigation of the glycosylase within the nucleus and its

accumulation onto 8-oxoG induced by laser micro-irradiation.

MATERIAL AND METHODS

Plasmids

All plasmids used in this study are listed in Table S1. Thae following plasmids were previously

describedS APE1-GFP (25), GFP2 and GFP5 (26). All OGG1 plasmids refer to the α isoform of human

OGG1.  For  all  the  fleuorescently  tagged  OGG1  constructs,  a  linker  (translation

PDPSGAAAAGGSQK) was inserted between OGG1 and EGFP in the plasmid previously described

(27). Briefley, original OGG1-GFP plasmid was amplifined by PCR with Phusion DNA polymerase

using primers bringing the linker sequence (Table S2) using previously described method (28). Upon

amplifincation,  the  PCR product  was  treated  overnight  with  DpnI  at  37°C  to  digest  the  original

plasmid, and transformed in DH5α-T1R home-made competent cells. Point mutations in OGG1-L1-

GFP were generated using site-directed mutagenesis with primers listed in Table S2. To generate the

GST-OGG1 fusion proteins, the wild-type and OGG1 (G245A) coding sequences were amplifined by

PCR with Phusion DNA polymerase (NEB) (primers indicated in Table S2) and PCR products were

cloned  in  pnEAvG-based  plasmids  (29) by  complementary  single-strand  annealing  cloning  (30).

Upon amplifincation, PCR products were purifined on GeneJet PCR purifincation kit (Thaermo Fisher

Scientifinc)  to  remove  all  dNTPs.  Thae  pnEAvG plasmid  was  digested  by  NdeI  +  BamHI.  DNA

molecules were treated with T4 DNA polymerase to generate complementary single strands. Upon

annealing,  the  reaction  was  transformed  in  DH5α-T1R  home-made  competent  cells.  For  the

generation of the plasmids coding for the His-tagged OGG1, OGG1 sequence was PCR amplifined

from pPR71 (8) cloned into NdeI/EcoRI sites of the overexpression vector pET30a (Novagen). Thae

recombinant  pET30a-hOGG1  was  used  as  a  template  to  introduce  Y203A  and  N149A/N150A

(referred to as 2NA) substitutions using the Queick-Change kit (Agilent) using primers indicated in

Table  S2.  All  constructs  were  validated  by  DNA  sequencing.  Rescriction  enzymes  and  DNA
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polymerases  were from New England Biolabs,  antibiotics  from Sigma-Aldrich  and primers  from

Eurogentec.

Cell lines and treatments

Thae HeLa OGG1 knockout cell lines were generated according to the protocol described by

the Zhang lab (31). Thae target sequence for OGG1 was chosen according to the web-based CRISPR

design  tool  CRISPick  (httepsS//portals.broadinstitute.org/gppx/crispick/public).  Thae  sgRNA  oligos

(Table S2) were introduced into pX458 expressing Cas9 nuclease fused to GFP (Addgene #487138).

pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) was a gift from Feng Zhang (Addgene plasmid #487138). HeLa WT

cells  were  transfected  with  the  guide  containing  plasmid  using  the  transfection  reagent

XtremeGENE HP (Roche)  according  to  manufacturer’s  protocol.  Single  GFP positive  cells  were

sorted into 96-well plates using the FACSAria Fusion fleow cytometer (BD Biosciences). Thae knockout

cell lines grown from the single cells were screened by western blot using an antibody against OGG1

(Abcam, ab1247741). Cells were cultured in DMEM (Thaermo Fisher Scientifinc) containing 10% fetal

bovine serum (FBS) (Eurobio) and 1% of penicillin and streptomycin (PS) (Thaermo Fisher Scientifinc)

at 37°C  with 5% CO2.  Cells were plated in chambered coverglass (Zell Kontact or Thaermo Fisher

Scientifinc) and transfected with the indicated plasmid 48 to 72 hrs prior to imaging using X-Treme

gene HP (Roche) transfectant  reagent  according to the manufacturer’s  instructions.  Immediately

before imaging,  growth medium was  replaced with  gas-balanced phenol  red-free  Leibovitz  L-15

imaging  medium  (Thaermo  Fisher  Scientifinc)  supplemented  with  20%  FBS  and  1%  PS.  TH5487

(Probechem, PC-357806) and O8-Cl (Tocris) were added at 30µM in the imaging medium 20 to 30

mins prior to imaging. Fresh imaging medium containing O8-Cl was renewed every 2 hrs due to the

low stability of this compound. 

Immunostaining

To validate the induction of 8-oxoG by laser micro-irradiation, a dozen of cells was micro-

irradiated  and  immediately  finxed  on  ice  with  cold  methanol  and  acetone  (1S1),  air  dryed,  and

rehydrated in PBS. DNA was denatured with 2N HCl for 45 mins, neutralized with Tris-HCl pH 8.8

for 5 min and washed three times in PBS. Thaen, cells were permeabilized with PBS-Triton 0.1% and

incubated in blocking buffrer (BSA 3%, Triton 0.1% in PBS) for 1 hr. All these steps were performed at

room temperature (RT). Cells were incubated at 4°C  overnight with an anti-8-oxoG mouse antibody

(Abcam, ab487508) used at 0.6 µg/mL in blocking buffrer. After three consecutive washing in PBS-

Triton 0.1% for 10 mins, cells were incubated at RT for 1 hr with an anti-mouse secondary antibody

tagged with AlexaFluor488 (Thaermo Fisher Scientifinc, A117001) used at 2 µg/mL in blocking buffrer.
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DNA was stained for 10 min at RT with Hoechst in PBS (10µg/mL). Cells were rinsed 3 times and

transferred in PBS for imaging. For the colocalization experiments, cells expressing unfused GFP2 or

OGG1-GFP were  finxed  in  4% paraformaldehyde  for  15  min at  RT and  DNA was  stained  with

Hoechst as described above.

Protein purification 

To obtain protein extracts from WT and OGG1 KO cells, frozen cells (approx. 5x10 6 cells)

were resuspended in 100 µL of  lysis  buffrer (25 mM Tris pH 7.5,  250 mM NaCl,  1 mM EDTA),

sonicated for 10 s on ice (1s pulses with 10s intervals, using a Branson digital sonicator, power set to

10%) and centrifuged 90 mins at 14 000 rpm and 4°C . Protein concentrations of the supernatants

were determined by the Bradford method (BioRad). 

Plasmids pnEAvG-HsOGG1a and pnEAvGHsOGG1-G245A coding for the GST-OGG1 WT

and GST-G245A proteins,  respectively,  were  transformed into  E.  coli BL21(DE3).  Bacteria  were

grown at 37°C  to reach OD600 = 1 when 0.5mM IPTG was added and the cultures switched to 20°C  for

18 h. Cells were harvested, suspended in lysis buffrer (20mM Tris at pH 8 and 4°C , 500mM NaCl, 0.1%

NP40,  2mM  EDTA,  2mM  DTT,  10%  glycerol,  1  mg/mL  Lysozyme,  1mM  4-(2-aminoethyl)

benzenesulphonyl fleuoride, 10mM Benzamidine, 2µM pepstatine, 2µM leupeptine) and disrupted by

sonication. Extract was cleared by centrifugation at 186.000 x g for 1 h at 4°C  and then incubated at

4°C  with Glutathione SepharoseTM 4B resin (GE Healthcare) for 3h. Thae mixture was poured into an

Econo-Column Chromatography Column (BIO-RAD) and the  beads were washed  with  buffrer A

(20mM Tris at pH 8 and 4°C , 500mM NaCl, 2mM EDTA, 2mM DTT, 10% glycerol) followed by buffrer

B (20mM Tris at pH 8 and 4°C , 100mM NaCl, 2mM EDTA, 2mM DTT, 10% glycerol).  GST fusions

were eluted with Buffrer B containing 30 mM glutathion. Fractions containing GST-protein were

pooled and loaded to a 6 mL Resource S column (GE Healthcare) equilibrated with buffrer B. Thae

protein was eluted  with a  90 mL linear  gradient  of  0.1–0.5  M NaCl.  Peak  fractions  containing

purifined GST-OGG1 were pooled and glycerol was added to reach a finnal concentration of 50%. Thae

His-tagged WT OGG1 and the mutated versions Y203A and 2NA were produced and purifined as

previously described  (32). Thae 6-His-Tag of the protein of interest was eliminated by enterokinase

digestion.  Thae resulting proteolysate was applied onto a benzamidin column (GE Healthcare)  to

eliminate  enterokinase  and  then  onto  a  HisTrapTM  (GE  Healthcare)  equilibrated  in  20  mM

Hepes/NaOH, pH 7.6, 500 mM NaCl, 5% glycerol, 5 mM Imidazole and 1 mM DTT. Thae untagged

protein  eluted  in  the  fleow-through  was  then  loaded  on  POROSTM  HS20  cation  exchanger

equilibrated in buffrer C (20mM Hepes pH7.6,  5% glycerol, 1mM DTT) and eluted with a linear NaCl
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gradient with buffrer D (= buffrer C + 1M NaCl). Elution fractions containing the untagged protein

were pooled and the homogenous protein was finnally isolated by size-exclusion chromatography onto

a Superdex 75 column (GE Healthcare) equilibrated in 20 mM Hepes/NaOH, pH 7.6, 350 mM NaCl,

5% glycerol and 1 mM TCEP, concentrated at about 200 μM and stored at -80°C .

Electrophoretic mobility shift  assay

Thae ability of  the OGG1 variants  to bind the oligonucleotides  indicated in Table S2 was

analyzed by electrophoretic mobility shift assay (EMSA). Cy5 labelled DNA duplexes containing a

GSC or an 8-oxoGSC pair used at 5 nM were incubated with increasing concentrations of OGG1

(G245A vs WT) for 30 min at 4°C  in a buffrer containing 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 115 mM NaCl, 1

mM EDTA, 0.06 mg/mL BSA, 0.6 mM DTT, 7.5% Glycerol. Thae other variants (Y203A and 2NA vs

WT) were  studied  as  described previously  (33).  Briefley,  0.1  nM of  5’-[32P]-labeled  24-mer  DNA

duplexes [GSC] or [8-oxoGSC] were incubated at 4°C  for 30 min, alone or in the presence of the

indicated protein concentrations, in 20 mM Hepes/NaOH, pH 7.6, 100 mM NaCl, 10% Glycerol, 0.1%

BSA and 0.5 mM TCEP. Binding reactions were loaded onto a non-denaturing 10% polyacrylamide

gel for electrophoresis as described previously (34). After electrophoresis (14V/cm at 4°C ), dried gels

were exposed for autoradiography using a Typhoon Molecular Imager (Amersham) and quantifined

using  ImageQueant  software.  Triplicate  EMSA  titration  experiments  were  performed  to  extract

apparent dissociation constants KDapp which is close to the enzyme concentration needed for half-

maximal  binding under  the  experimental  conditions  chosen  (34).  We used the  Origins  software

(version 9.0.0, OriginLab) to fint the curves of the relative amounts of DNA/protein complex (C) as a

function of the protein concentration (P) with a non-linear regression logistics function according to

Hill equationS

C=Cmax

P
n

KDapp

n +P
n (1)

where  Cmax is  the  maximal  amount  of  DNA/protein  complex,  KDapp is  the  apparent  dissociation

constant and n is the Hill coefficcient.

OGG1 DNA glycosylase activity

An oligonucleotide containing an 8-oxoG annealed with the complementary strand (Table

S2) was used to evaluate OGG1 DNA glycosylase activity of HeLa WT or OGG1 KO protein extracts

and proteins purifined from  E. coli.  Total  protein extracts  or GST-tagged OGG1-WT and OGG1-

G245A purifined proteins, were incubated with 180 fmoles of the Cy5-labelled oligonucleotide at 37°C 
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in a finnal volume of 30 µL of reaction buffrer (25 mM Tris pH 7.5, 80 mM NaCl, 1 mM EDTA) for 15

mins or as indicated. Reactions were stopped by adding 2 µL of 1.5 M NaOH and further incubated

for 15 mins at 37°C  to cleave the remaining abasic sites. 4 µL of formamide loading buffrer was added

before heating  5  min at  95°C . Thae  DNA glycosylase  activity  of  the  other  purifined mutants  was

measured using 20 nM of 5’-[32P]-labeled 24-mer [8-oxoGSC]  incubated at 37°C  for 15 mins, alone or

in the presence of indicated concentrations of OGG1 (WT, 2NA or Y203A) in TBE (1X) containing

150 mM NaCL and 0.1% BSA. Thae reaction was stopped by 5 min incubation with 0.2 M NaOH at

50°C  followed  by  3  mins  incubation  with  formamide  dye  loading  buffrer  at  75°C .  Substrate  and

products were separated by electrophoresis on a 20% denaturing polyacrylamide gel (urea-PAGES

19S1 acrylamide/bisacrylamide in TBE1X and 7 M urea) for 30 mins at 400 V. Gel autoradiography

was performed using a Typhoon Molecular Imager (Amersham) and quantifined using ImageQueant

software.

Fluorescence imaging and correlation spectroscopy

All imaging experiments were performed on a LSM 880 Zeiss confocal microscope equipped

with a water-immersion C-Apo 40X/1.2 NA. Hoechst and GFP/AF488 were excited using 405 nm

and 488 nm lasers, respectively. Fluorescence was collected between 420-470 nm for Hoechst, and

500-550 nm for GFP and AF488, both on the GaAsP detector. Laser power used for imaging was

adjusted to minimize photobleaching. Pixel sizes were ranging between 50 and 100 nm depending on

the experiments.  For live-cell experiments, cells were maintained at 37°C  using a heating chamber.

To generate local 8-oxoG lesions by micro-irradiation, cell nuclei were irradiated once within

a region of interest (ROI) of 80-pixel wide and 5-pixel high with a Ti SSaphirre femtosecond infrared

laser  (Mai  Tai  HP,  Spectra  Physics)  which  emission  wavelength  was  set  to  800  nm.  Protein

recruitment  at  sites  of  micro-irradiation  was  monitored  by timelapse  acquisitions  at  1.6  Hz  for

approximately 90s. 

For  the  fleuorescence  recovery  after  photobleaching  (FRAP)  experiments,  GFP-tagged

constructs were bleached within a given ROI of the nucleus using 5 iterations of the 488 nm laser set

at full power and the fleuorescence recovery was imaged for 10 to 25s at 13 Hz acquisition speeds

using a pixel size of 208 nm. For the FRAP within the DNA damage region, the same area was

bleached before and approximately 10 seconds after micro-irradiation. DNA damage was induced

within a ROI of 55 by 25 pixels as described above and the FRAP ROI was either a 15-pixel wide

circle or a 16-pixel wide square within the micro-irradiation ROI. 
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For the fleuctuation correlation spectroscopy (FCS) experiments, single photons emitteed by

GFP-tagged  proteins  were  counted  on  the  GaAsP  detector  in  photon-counting  mode.  Each

acquisition lasted 30 seconds to minimize noise on the autocorrelation curves. Thaey were performed

before micro-irradiation and approximately 10s after damage induction. 

Image analysis

All  image  quantifincations  were  performed  using  Fiji.  For  the  colocalization  analysis,

Pearson’s correlation coefficcients between the two channels were computed using the Coloc 2 Fiji

plugin (httepsS//imagej.net/plugins/coloc-2  )  .  For  each cell,  the  Pearson’s  coefficcient  was estimated

within a manually chosen area encompassing each nucleus. To quantify protein recruitment at sites

of damage, mean fleuorescence signals were measured within the micro-irradiated area (IMIA),  the

whole nucleus (INuc) and in a background region (IBG). Thae intensities with the irradiated area were

corrected from background and imaging photobleaching, and normalized to the mean intensity prior

to laser micro-irradiation as follows S

I recruit=
IMIA− I BG

I Nuc− I BG

×⟨ I Nuc−I BG

IMIA − IBG
⟩

predamage

(2)

From  these  intensity  measurements,  peak  recruitment  values  were  extracted.  For  each

acquisition, the peak intensity was considered to be the mean of all the values equal or above 95% of

the absolute maximum. Peak recruitment values were estimated within the finrst 30 sec following

damage induction. Thae retention of fleuorescently tagged OGG1 mutants at the sites of damage was

compared to that of WT OGG1 using the following metric (Fig S1A). From the recruitment curves of

untreated WT OGG1, we estimated the mean time of the recruitment peak (tmax) as well as the mean

time at which half of this peak is dissipated (t1/2). Thaen, the relative residual intensity at sites of

damage is estimated at t1/2 for the diffrerent conditions as followsS 

Res=
I recruit (t1/2)−1
I recruit (tmax )−1

(3)

where Irecruit(t1/2) and Irecruit(tmax) are the recruitment intensities estimated at t1/2 and tmax, respectively.

To analyze the FRAP acquisitions with variable sizes of photobleaching area, the intensities

within the bleached region were corrected for background and imaging photobleaching similarly as

what was done to quantify recruitment intensities. For the FRAP at DNA lesions, the intensities

were  measured  in  two  neighboring  regions  both  located  within  the  micro-irradiated  areaS  the

bleached region and an unbleached reference region (Fig S1B). After background subtraction, the
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ratio between the intensity in the bleached and reference regions was estimated. Thaen, for all FRAP

analysis,  we  subtracted  the  signal  estimated  immediately  after  the  bleach  and  normalized  the

intensities to the pre-bleach signal. Thaese normalized FRAP curves were fintteed with the following

model S

I (t )=(1−F imm)×(1−e

−t

τ ) (4)

with Fimm the immobile fraction and τ the characteristic recovery time (35).

Analysis of the fluorescence correlation spectroscopy data

Raw  time  traces  were  autocorrelated  using  the  Fluctuation  Analyzer  4G  software  after

detrending for slow fleuctuations using a detrending frequency of 0.125 Hz (36). When characterizing

the exploration dynamics of WT OGG1 within the nucleus, the autocorrelation curves were fintteed

with the following diffrusion model (26); ; ; S 

G (τ )= 1

N [1+( τ

τD
)

α

]
−1

[1+ 1κ2 ( τ

τD
)

α

]
−1 /2

 (5)

where  N is the number of fleuorescent protein within the confocal volume,  τD is the characteristic

residence time within the confocal volume, α is the anomalous parameter and  κ is the structural

parameter, which was finxed to 6.  α was either finxed to 1 to fint the curves with a simple diffrusion

model or left free for the fintteing with the anomalous diffrusion model. When comparing the dynamics

of diffrerent OGG1 constructs, the curves were fintteed with a simple diffrusion model (α finxed to 1) to

estimate their relative residence times within the confocal volume.

Statistics

Statistics,  fingures and quantifincation post-treatments  were performed using python home-

made routines.  Statistics  were  performed using  the  statannot  (httepsS//pypi.org/project/statannot/  )  

module from python. For the recruitment, FRAP and FCS curves, median±SD are shown. Unless

stated otherwise, all experiments were performed in at least three independent replicates and when

data  from a  single  experiment  is  shown they  correspond  to  a  representative  replicate.  For  the

boxplots, the bold line indicates the median value, the box limits correspond to the 25 th and 75th

percentiles and the whiskers extend 1.5 times the interquartile range. p values were calculated with

an independent  t-test  when comparing  the  Pearson’s  coefficcients,  with  the  Wilcoxon test  when

comparing the acquisitions pre and post DNA damage within the same nuclei, and with the Mann-
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Whitney test when comparing diffrerent conditions within a given experiment. On the boxplots, *

refers to p<0.05, ** to p<0.01, *** to p<0.001, **** to p<0.00071 and ns to non signifincant. 

RESULTS

OGG1 alternates between transient binding to DNA and free difféusion when exploring

the nuclear space in the absence of external stress 

In vitro data have shown that OGG1 dynamically scans naked DNA during its search for 8-

oxoG (21, 37). Nevertheless, it is less clear how OGG1 explores the dense environment of the nucleus

in which DNA is packed within a highly folded chromatin structure. To analyze the behavior of

OGG1 in living cells, we expressed wild-type (WT) OGG1 (or point mutants later in this report)

fused  to  GFP  in  HeLa  cells  where  the  endogenous  OGG1  gene  was  knocked-out  (KO)  by

CRISPR/Cas9 (Fig S2A,B).  First,  we monitored the dynamics of OGG1 within the nucleus using

Fluorescence  Correlation  Spectroscopy  (FCS),  a  method  which  allows  protein  motions  to  be

characterized at high time-resolution (26). Based on the estimation of its residence times within the

confocal volume, OGG1-GFP appeared much slower than two purely diffrusive tracersS a GFP dimer

(GFP2) and a GFP pentamer (GFP5) (Fig 1A). As these two tracers have respectively similar or larger

molecular masses than OGG1-GFP, the low OGG1 mobility cannot be explained by diffrerences in

molecular  sizes  unless  OGG1  is  part  of  a  larger  complex.  Nevertheless,  this  hypothesis  seems

unlikely given that, based on the Stockes-Einstein law (38, 39), this complex would need to have a

molecular mass as large as 60 MDa to account for the 10-fold lower mobility observed between GFP2

and OGG1-GFP.

Putteing aside size diffrerences, the most likely interpretation of the relative slow dynamics of

OGG1 compared to diffrusive tracers of similar sizes is that the DNA glycosylase not only diffruses

within the nucleoplasm but also transiently binds DNA, thus reducing its overall mobility. Thais is

supported by in vitro data showing the dynamic association of OGG1 with oligonucleotides even in

the absence of 8-oxoG (21). Consistently, we observed signifincant colocalization between OGG1-GFP

and Hoechst-stained DNA on confocal images (Fig 1B). Because basal levels of 8-oxoG are present in

the nucleus even in the absence of external stress, we asked whether the binding of OGG1 to DNA

was related to the specifinc detection of the lesion, or rather refleected how OGG1 explores the nucleus

by alternating 3D diffrusion with transient  association with DNA independently of  its  oxidation

status. To address this question, we compared the nuclear dynamics of GFP-tagged WT OGG1 with

that of mutated fusions harboring the F319A or H270A substitutions (Fig 1C), both of which lose the
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ability to bind 8-oxoG in vitro (40). Thae absence of a diffrerence in residence time between the WT

and the two mutant forms of OGG1 led us to conclude that the DNA-binding events displayed by

OGG1 do not rely on specifinc recognition of 8-oxoG but rather correspond to the constant scanning

of the DNA when searching for lesions.

Proteins that alternate between 3D diffrusion in the nucleoplasm and transient association

with DNA can follow three diffrerent regimes (41). In the finrst one, often referred to as a reaction-

limited regime, diffrusion between two binding sites can be considered as infinnitely fast compared to

the lifetime of the bound state,  which is  then the only parameter  controlling protein dynamics.

Conversely,  in a diffrusion-limited regime,  the bound state is  much shorter than diffrusive transit

between two binding sites. Finally, similar lifetimes between the bound and diffrusive states would

result in a mixed regime. To assess which regime betteer describes the behavior of OGG1 in the

nucleus, we finrst performed fleuorescence recovery after photobleaching (FRAP) experiments.  Thae

fact that the characteristic recovery time increased with the size of the bleached area (Fig 1D,E)

implies that the dynamics of OGG1-GFP did not solely rely on the lifetime of the bound state but

also on the progressive redistribution of the protein within the bleached area due to diffrusion. Thais is

incompatible with a reaction-limited regime  (42). Next, if OGG1-GFP followed a diffrusion-limited

regime, we should be able to fint the FCS curves obtained for this protein with a simple diffrusion

model,  similar  to  what  can be  done for  a  purely  diffrusive  tracer  such as  GFP2 (Fig S2C)  (43).

However, the FCS traces acquired for OGG1-GFP could not be properly fintteed with a simple diffrusion

model  but  rather  required  the  use  of  an  anomalous  diffrusion  model  (Fig  1F).  Thais  anomalous

behavior  discards  the  diffrusion-limited  regime  and  suggests  that  OGG1  proteins  exploring  the

nuclear space rather follow a mixed regime for which the characteristic duration of the transient

association with undamaged DNA to detect potential 8-oxoG lesions is within the same order of

magnitude than the 3D diffrusive transits between two binding events.
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Figure  P1S  OGG1  dynamically  scans  the  DNA  within  the  cell  nucleus  (A) LeftS  Normalized  FCS
autocorrelation curves obtained for  WT OGG1-GFP, a GPF dimer (GFP2) and a GFP pentamer (GFP5)
expressed in HeLa OGG1 KO cells. RightS Residence times of the GFP-tagged constructs within the focal
volume estimated from the fint of the autocorrelation curves. 12 cells per condition. (B) LeftS Representative
confocal images of HeLa OGG1 KO cells expressing either WT OGG1-GFP or a GFP dimer (GFP2) and
counterstained with Hoechst. Scale barS 10 µm RightS Colocalization between the GFP and Hoechst channels
estimated by calculation of the Pearson’s coefficcients (44 cells for OGG1-GFP, 50 cells for GFP2)  (C) LeftS
Normalized FCS autocorrelation curves obtained for GFP-tagged WT OGG1,  OGG1-F319A and OGG1-
H270A expressed in HeLa OGG1 KO cells. RightS Residence times of the GFP-tagged constructs within the
focal volume estimated from the fint of the autocorrelation curves. 12 cells per condition. (D) Representative
time-course images of the fleuorescence recovery after photobleaching of circular area of variable sizes within
the nucleus of HeLa OGG1 KO cells expressing WT OGG1-GFP. Thae bleached regions with diameters of 10,
20 and 40 pixels are shown with red dashed circles.  Scale barS  5  µm.  (E) LeftS  Normalized fleuorescence
recovery curves for WT OGG1-GFP obtained from the images shown in D. RightS Characteristic recovery
times estimated from the fint  of  the curves.  12 cells  per condition.  (F) Normalized autocorrelation curve
obtained for WT OGG1-GFP expressed in HeLa OGG1 KO cells. Median of 12 cells. Thae experimental curve
(black) is fintteed either with a simple diffrusion model (blue) or an anomalous diffrusion model (red).



The  efféicient  recruitment  of  OGG1  to  laser-induced  8-oxoG  relies  on  the  direct

recognition of the lesion by the DNA glycosylase

After assessing its dynamics in the absence of external stress, we characterized the spatio-

temporal behavior of OGG1 upon acute induction of 8-oxoG. We set up a micro-irradiation protocol

based on the use of an 800-nm femtosecond pulsed laser, which generated 8-oxoG locally within the

nucleus of HeLa cells, as confinrmed by immunofleuorescence staining (Fig 2A). Thae accumulation of

OGG1-GFP at sites of damage started immediately after irradiation, with a peak recruitment at

about 10 s post irradiation and was followed by a slower dissipation phase lasting a few minutes (Fig

2B). We wondered whether OGG1 proteins accumulating at sites of damage were stably bound to the

lesions or kept exchanging with a diffrusive pool. Thae rapid fleuorescence recovery observed after

photobleaching of a sub-region of the recruitment area revealed that the association of OGG1 with

DNA at sites of damage is highly dynamic (Fig 2C,D). Thais recovery was nevertheless slower than

prior  to  damage  induction  with  a  longer  characteristic  recovery  time  as  well  as  a  larger  non-

recovering fraction (Fig 2D), indicating that the glycosylase accumulation at the irradiated area was

correlated with a tighter binding of OGG1 to DNA. Thais was also supported by probing the local

mobility  of  OGG1-GFP  before  and  after  laser  irradiation  using  FCS,  which  revealed  a  longer

residence time of the glycosylase in the focal volume after damage induction (Fig 2E).
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Figure P2. OGG1 is rapidly recruited to 8-oxoG lesions induced by laser micro-irradiation and displays rapid
turnover  at  sites  of  damage.  (A) Representative  confocal  images  of  HeLa  OGG1  KO after  laser  micro-
irradiation and immunostaining against 8-oxoG. DNA was counterstained with Hoechst. Scale barS 5 µm (B)
TopS  Representative  time-course  images  of  the accumulation  of  WT OGG1-GFP at  sites  of  laser  micro-
irradiation in the nucleus of OGG1 KO cells. White arrowheads indicate the micro-irradiated line. Scale barS 5
µm. BotteomS Curve of the recruitment kinetics of WT OGG1-GFP at sites of micro-irradiation measured from
the  time-course  images.  Median  of  12  cells.  (C) Representative  time-course  images  of  the  fleuorescence
recovery after photobleaching within the nucleus of HeLa OGG1 KO cells expressing WT OGG1-GFP before
damage (pre)  and at sites of laser micro-irradiation (post). Insets in pseudocolor show a magnifined view of the
micro-irradiated region. Scale barS 5 µm. (D) LeftS Normalized fleuorescence recovery curves for WT OGG1-
GFP before and after damage induction derived from the images shown in C. RightS Characteristic recovery
times and immobile fractions estimated from the fints of the fleuorescence recovery curves. 16 cells before and
after damage. (E) LeftS Normalized FCS autocorrelation curves measured for WT OGG1-GFP before damage
(pre) and at sites of laser micro-irradiation (post) in the nucleus of HeLa OGG1 KO cells. RightS Residence
times of WT OGG1-GFP within the focal volume estimated from the fint of the autocorrelation curves. 11 cells
before and after damage.



Thais rapid accumulation of OGG1 at sites of damage could rely on the recognition of 8-oxoG

by the glycosylase itself but also involve other unknown 8-oxoG binding factors that OGG1 would

associate with. To assess the specifinc contribution of the direct association of OGG1 with 8-oxoG to

the recruitment process, we analyzed the behavior at sites of micro-irradiation of the OGG1-F319A

and H270A mutants, which both show very low afficnity for 8-oxoG  in vitro (40). Albeit not fully

abrogated, the accumulation of these two mutants was signifincantly reduced compared to WT (Fig

3A,B),  in  line with  the  need for  a direct  recognition of  8-oxoG by the  glycosylase  for  efficcient

recruitment.  Because  these  mutants  have  lost  afficnity  for  8-oxoG but  are  still  able  to  bind  to

apurinic/apyrimidinic (AP) sites  (40), we asked whether their residual recruitment at the sites of

DNA  damage  could  be  due  to  their  binding  to  AP  sites  generated  by  the  laser  irradiation

concomitantly to 8-oxoG. We found that the endonuclease APE1, which processes AP sites, was

recruited  to  the  sites  of  damage  as  early  as  OGG1 (Fig  S3A),  suggesting  that  laser  irradiation

produced AP sites. In addition, the diffrerences in peak recruitment between the three OGG1 mutants

F319A, H270A and H270L (Fig S3A,B), which all lost ability to bind 8-oxoG, correlated with their

decreasing  afficnity  for  the  AP-site  analog  THF  (40).  Thaese  two  finndings  suggest  that  the

accumulation observed for WT OGG1 within the irradiated area is partially due to the presence of

AP-sites,  which  could  also  explain  the  incomplete  abrogation  of  the  recruitment  of  the  OGG1

mutants  unable  to  bind  to  8-oxoG.  In  addition  to  the  analysis  of  protein  recruitment,  we  also

assessed protein dynamics at sites of laser irradiation by FCS. In contrast to what was observed for

WT OGG1, we found no change in the local mobility for OGG1-F319A nor H270A compared to

undamaged conditions (Fig 3C), consistent with their reduced afficnity for the lesions generated at

sites of laser micro-irradiation.

To confinrm our conclusions derived from the use of OGG1 mutants, we also analyzed the

impact of the OGG1 competitive inhibitor TH5487 (44, 45), on the recruitment of the glycosylase to

sites of DNA damage induced by laser micro-irradiation. In line with the fact that TH5487 binds to

the active site of OGG1, thus precluding association of the glycosylase with 8-oxoG, we observed a

signifincant reduction in OGG1 accumulation to sites of damage in cells treated with this inhibitor

(Fig 3D,E). Thaese results are fully consistent with those obtained with the OGG1 mutants F319A and

H270A, and demonstrate that the direct recognition of 8-oxoG by OGG1 is crucial for the rapid

accumulation of the glycosylase to DNA lesions. 
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Figure P3. Direct detection of 8-oxoG by OGG1 is essential for its efficcient accumulation at sites of DNA
damage.  (A) Representative  time-course  images  of  the accumulation of  GFP-tagged OGG1-WT,  OGG1-
F319A and OGG1-H270A at sites of laser micro-irradiation in the nucleus of HeLa OGG1 KO cells. White
arrowheads indicate the micro-irradiated line. Scale barS 5 µm. (B) LeftS Curves of the recruitment kinetics of
OGG1-WT, F319A and H270A at sites of micro-irradiation derived from the images shown in A. RightS Peak
recruitment  extracted  from  the  recruitment  curves.  12  cells  per  condition.  (C) LeftS  Normalized  FCS
autocorrelation curves measured for GFP-tagged OGG1-WT, OGG1-F319A and OGG1-H270A before damage
(pre) and at sites of laser micro-irradiation (post) in the nucleus of HeLa OGG1 KO cells. RightS Residence
time of the diffrerent constructs within the focal volume estimated from the fint of the autocorrelation curves.
12 cells per condition. (D) Representative time-course images of the accumulation of WT OGG1-GFP at sites
of laser micro-irradiation in the nucleus of HeLa OGG1 KO cells left untreated (NT), or treated with 30 µM of
the OGG1 inhibitor TH5487. White arrowheads indicate the micro-irradiated line. Scale barS 5 µm. (E) LeftS
Curves of the recruitment kinetics of OGG1-WT at sites of micro-irradiation derived from the images shown
in D. RightS Peak recruitment extracted from the recruitment curves. 12 cells per condition.



The conserved residue G245 is essential for OGG1 association with DNA

In the previous sections,  we described the use of diffrerent fleuorescence-based methods to

assess two specifinc aspects of OGG1 behavior in living cellsS i) how the glycosylase explores the

nuclear space when searching for its cognate lesion and ii) how it efficciently accumulates at DNA

lesions  induced  by  laser  micro-irradiation.  Next,  we used  these  assays  to  analyze  the  potential

involvement of specifinc residues of OGG1 on these two components of its nuclear dynamics. We finrst

focused on the residue G245, which belongs to the helix/hairpin/helix domain and is thought to

mediate association of OGG1 with DNA (17, 19). While structural data have shown that this amino-

acid contacts the DNA backbone approximately 3 bp away from the lesion (17), the exact function of

this highly conserved residue remains poorly definned. By EMSA, the purifined OGG1-G245A mutant

displayed no detectable afficnity for DNA duplexes harboring or not an 8-oxoG (Fig 4A). In cells, GFP

tagged  OGG1-G245A showed  higher  mobility  than  the  WT protein  in  the  absence  of  induced

damage (Fig 4B). Together, these finndings highlight the critical role of the G245 residue in OGG1

interaction  with  DNA  irrespectively  of  the  presence  of  8-oxoG,  and  confinrm  that  transient

association  with  DNA  is  a  key  factor  regulating  the  exploration  of  the  nucleus  by  OGG1.

Furthermore, in line with the impaired afficnity for 8-oxoG observed  in vitro,  we also found that

OGG1-G245A displayed no detectable catalytic activity (Fig 4C,D) and was unable to accumulate at

DNA lesions induced by laser irradiation (Fig 4E,F).
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Figure P4. Conserved residue G245 is essential for OGG1 association with DNA. (A) Representative
gel-shifts showing the binding of purifined GST-tagged OGG1-WT and OGG1-G245A to 8-oxoGSC (left)
and GSC (right) containing DNA duplexes for concentrations of proteins ranging between 0 and 160
nM. (B) LeftS Normalized FCS autocorrelation curves measured for GFP-tagged OGG1-WT and OGG1-
G245A  in  the  absence  of  laser  micro-irradiation  in  the  nucleus  of  HeLa  OGG1  KO cells.  RightS
Residence  time  of  the  two  constructs  within  the  focal  volume  estimated  from  the  fint  of  the
autocorrelation curves. 10 cells per condition. (C) Representative gels of the cleavage of an 8-oxoGSC
containing oligonucleotide by increasing concentrations of GST-tagged OGG1-WT and OGG1-G245A
ranging between 0 and 160 nM.  (D) Queantifincation of the relative amounts of cleavage product from
the gels shown in C. Mean of 3 independent repeats.  (E) Representative time-course images of the
accumulation of GFP-tagged OGG1-WT and OGG1-G245A at sites of laser micro-irradiation in the
nucleus of HeLa OGG1 KO cells. White arrowheads indicate the micro-irradiated line. Scale barS 5 µm.
(F) LeftS  Curves  of  the  recruitment  kinetics  of  OGG1-WT  and  OGG1-G245A  at  sites  of  micro-
irradiation  derived  from  the  images  shown  in  E.  RightS  Peak  recruitment  extracted  from  the
recruitment curves. 16 cells per condition.

OGG1  residues  involved  in  base  probing  difféerentially  impact  transient  binding  to

undamaged DNA and accumulation at oxidized bases

Thae initial steps of the inspection of the oxidation status of the guanine by OGG1 are only

partially understood. While previous reports suggest that at least a partial extrahelical extrusion of

the  probed  base  promoted  by  DNA  kinking  is  needed  (17),  recent  work  proposed  that  the

discrimination between non-oxidized Gs and 8-oxoGs could occur  intrahelically  (19).   Here,  we

focused on the roles of the OGG1 residues Y203, N149 and N150 in these early steps of the lesion

recognition. Structurally, these residues seem to act as a two-arm clamp, one arm made of residue

Y203 and the second one by amino-acids N149 and N150. Thais clamp is initially closed with its tip,

composed of residues Y203 and N149, inserted in the DNA to promote GSC or 8-oxoGSC pair melting

required for base extrusion. Although it  remains unclear  whether  this  extrusion depends on the

oxidation status of the G, the base fleip out is associated with the opening of the clamp which holds in

place the kinked double-helix and, in particular, the estranged C (19). To betteer understand the role

of this clamp, we analyzed the consequences of mutating each of its two arms.

First,  we assessed the behavior  of  the OGG1 mutants  Y203A and N149A/N150A (herein

referred to as 2NA) in vitro. Compared to WT, the Y203A mutant had similar afficnity to lesion-free

DNA duplexes while the 2NA mutant showed dramatically increased binding (Figs 5A,B, S4 and

Table 1). In contrast, both mutants displayed reduced afficnity for 8-oxoG containing DNA duplexes,

in  particular  the  Y203A mutant  (Fig  5A,B,  S4  and Table  1).  Of  note,  the  non-specifinc  complex

between OGG1 and DNA irrespectively of the presence of the lesion (C2 complex) seemed to be
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characterized  by  a  diffrerent  stoichiometry  compared  to  the  specifinc  association  between  the

glycosylase and 8-oxoG-containing DNA duplexes (C1 complex). Thais might indicate that several

OGG1  molecules  can  bind  simultaneously  to  the  same  unmodifined  oligonucleotide  at  the  high

concentrations of glycosylase required to form the C2 complex. Interestingly, the Y203A mutant

preferentially  formed  the  non-specifinc  complex  C2 with  DNA even  in  the  presence  of  8-oxoG,

showing that the Y203 residue is essential for lesion recognition. We also found that both the Y203A

and 2NA mutants showed dramatically reduced cleavage activity, in line with their impaired binding

to 8-oxoG (Fig 5C). 

Table P1.  Apparent dissociation constants of  purifined OGG1-WT, OGG1-N149/N150A (2NA) and OGG1-
Y203A bound to DNA duplexes free of damage (G SC) or containing an 8-oxoGSC base pair (8-oxoGSC). Thae
apparent dissociation constants were estimated as the protein concentration for half maximal binding from
the titration curves shown on fingure 5B.  Because no proper titration curve of the C1 complex could be
obtained for OGG1-Y203A, we were only able to estimate a lower bound of the KDapp for this mutant based
on the visual inspection of the gel-shifts on fingure S3.  

OGG1

Apparent dissociation constants (nM)

G/C* 8-oxoG:C
# Ratio G/C/8-oxoG/C

WT 2220 ± 220 0.42 ± 0.03 5286

2NA 602 ± 42 6.37 ± 0.58 95

Y203A 1970 ± 270 > 340 ˂ 6

*KDapp for C2 complex (unspecifinc complex between OGG1 and the DNA duplexes)
#KDapp for C1 complex (specifinc recognition complex between OGG1 and 8-oxoG)
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Figure P5. Mutating the probing residues Y203 and N149/N150 have diffrerential impacts on the DNA binding
properties and DNA-glycosylase activity of OGG1 in vitro. (A) Representative gel-shifts showing the binding
of purifined OGG1-WT, OGG1-N149A/N150A (2NA) and OGG1-Y203A to radiolabeled DNA duplexes free of
damage (GSC) or containing an 8-oxoGSC pair (8-oxoGSC).  Thae protein concentrations are shown below the
gels. C1 refers to the specifinc lesion recognition complex composed of 1 protein per 8-oxoGSC probe while C2
corresponds to a non-specifinc complex probably composed of two OGG1 proteins binding to one DNA duplex
molecule,  irrespectively  of  the  presence  of  the  lesions.  (B) Titration  curves  of  the  relative  amounts  of
DNA/protein complex (C1 or C2 as indicated) as a function of the protein concentration for OGG1-WT,
OGG1-2NA and OGG1-Y203A interacting with an undamaged DNA probe (GSC) or an 8-oxoGSC containing
DNA probe (8-oxoGSC). Thaese titration curves were estimated from the gel-shifts shown on Fig S4. Each point
corresponds to the mean of at least three independent repeats. For OGG1-Y203A, the dramatic loss of afficnity
for 8-oxoG did not allow to monitor the titration curve of the C1 complex. (C) TopS Representative gels of the
amounts of 8-oxoGSC containing radiolabelled oligonucleotide substrate (S) and its OGG1 cleavage product
(P) for growing concentrations of OGG1-WT, OGG1-2NA and OGG1-Y203A. BotteomS  Queantifincation of the
relative amounts of cleavage product as a function of the protein concentration from the gels shown above.
Each point corresponds to the mean of at least three independent repeats.



Next, we analyzed the impact of the Y203A and 2NA mutations on the behavior of OGG1 in

living cells. In the absence of induced damage, the nuclear mobility of the Y203A mutant was similar

to that of the WT (Fig 6A), while the 2NA mutant was drastically slower (Fig 6B), indicating a

stronger interaction with undamaged DNA for the latteer. Thaese results are fully consistent with the

relative afficnities of these two mutants for lesion-free DNA duplexes (Fig 5A,B, S4). Importantly,

FRAP recovery time measured for the 2NA mutant still increased with the size of the bleached area

(Fig S5A,B) suggesting that mutating residues N149/N150 did not lead to a switch of the OGG1

nuclear  exploration  regime.  Thaerefore,  similar  to  wild-type,  the  2NA  mutant  keeps  rapidly

alternating between a DNA-bound and a diffrusive state but mutating these two residues tends to

displace the equilibrium towards the bound state. Upon laser micro-irradiation, we observed only

minor accumulation of OGG1-Y203A compared to WT (Fig 6C,D), in line with its loss of ability to

recognize 8-oxoG  in vitro (Fig 5A,B, S4). Thae 2NA mutant was still able to accumulate in micro-

irradiated regions although at lower level than WT OGG1 (Fig 6C,D), which is also consistent with

the  reduced  binding  of  this  mutant  to  the  8-oxoG  containing  DNA  duplexes  (Fig  5A,B,  S4).

Interestingly, OGG1-2NA displayed persistent accumulation in the damaged area, a feature that was

also observed for OGG1-K249Q (Fig 6C-E), a well characterized mutant of OGG1 which binds to 8-

oxoG but is unable to excise it (25, 40, 46). Despite this persistent accumulation, both mutants still

displayed rapid turnover at sites of damage, similar to what was observed for WT OGG1 (Fig S5C).

We also found that the release of WT OGG1 was impaired in cells treated with O8-Cl, a small

molecule inhibitor that blocks OGG1 catalytic activity without affrecting its binding to 8-oxoG (Fig

6F,G)  (47, 48). Given that the glycosylase activity of OGG1-2NA was severely impaired (Fig 5C),

these  diffrerent  results  consistently  show  that  the  release  of  OGG1  from  the  damaged  area  is

correlated with the progressive clearance of the 8-oxoG. Thais agrees with what has been shown after

cell treatment with oxidizing agents (46).

Taken together these results  complement the current structural data by showing that the

mutation  of  residues  Y203  and  N149/N150,  both  involved  at  early  stages  of  the  initiation  and

stabilization of  base extrusion,  has  drastically diffrerent  impacts  on the dynamic behavior  of  the

glycosylase inside the nucleus.
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Figure P6. Mutating the probing residues Y203 and N149/N150 have diffrerential impacts the dynamics of
OGG1 DNA scanning and recruitment to laser-induced 8-oxoG in living cells.  (A) LeftS Normalized FCS
autocorrelation curves for GFP-tagged OGG1-WT and OGG1-Y203A in the absence of laser micro-irradiation
in the nucleus of HeLa OGG1 KO cells. RightS Residence time of the two constructs within the focal volume
estimated  from  the  fint  of  the  autocorrelation  curves.  12  cells  per  condition.  (B) LeftS  Normalized  FCS
autocorrelation curves for GFP-tagged OGG1-WT and OGG1-N149A/N150A (2NA) in the absence of laser
micro-irradiation in the nucleus of HeLa OGG1 KO cells. RightS Residence time of the two constructs within
the  focal  volume  estimated  from the  fint  of  the  autocorrelation  curves.  16  cells  per  condition.  (C) LeftS
Representative time-course images of the accumulation of GFP-tagged OGG1-WT, OGG1-Y203A, OGG1-
2NA and OGG1-K249Q at sites of laser micro-irradiation in the nucleus of HeLa OGG1 KO cells. White
arrowheads indicate the micro-irradiated line. Scale barS 5 µm. RightS Curves of the recruitment kinetics of the
diffrerent OGG1 constructs at sites of micro-irradiation derived from the images shown on the left. (D) Peak
recruitment of the diffrerent OGG1 constructs extracted from the recruitment curves shown in C. 12 cells per
condition. (E) Residual accumulation relative to peak recruitment estimated for OGG1-WT, OGG1-2NA and
OGG1-K249Q from the recruitment curves shown in C. Thais relative residual accumulation is measured at the
time corresponding to the dissipation of half of the peak recruitment for the wild-type construct. 12 cells per
condition.  (F) Representative time-course images of the accumulation of WT OGG1-GFP at sites of laser
micro-irradiation in the nucleus of HeLa OGG1 KO cells left untreated (NT),  or treated with 30 µM of the
OGG1 inhibitor O8-Cl. White arrowheads indicate the micro-irradiated line. Scale barS 5 µm. 



(G) LeftS Curves of the recruitment kinetics of OGG1-WT at sites of micro-irradiation derived from the
images shown in F. RightS Peak recruitment and residual accumulation extracted from the recruitment
curves. 12 cells per condition.

DISCUSSION

OGG1, similarly to all other nuclear proteins looking for rare targets along the genome, faces

a paradoxical challengeS it must be both rapid and selective in detecting its cognate lesion. Thais is

particularly  difficcult  for  OGG1 since 8-oxoG is  deeply  buried within  the  double-helix,  therefore

requiring careful probing of each base (17). Our results by FCS and FRAP demonstrate that OGG1 is

not freely diffrusive within the nucleus but dynamically associates with the DNA (Fig 1).  We found

that  the  characteristic  duration  of  each  state,  DNA-bound  or  freely  diffrusive,  are  similar,

demonstrating that OGG1 explores the nuclear environment by rapidly alternating between short-

lived association with DNA and periods of 3D free diffrusion, in agreement with previous  in vitro

data  (21,  37).  Importantly,  our  finndings  also  showed that  the  transient  binding  to  DNA during

nuclear exploration was not controlled by Y203, H270 or F319 (Figs 3C, 6A, 7), which are important

for 8-oxoG detection at diffrerent steps of the OGG1/DNA association (40, 49), but rather rely on the

conserved but poorly characterized G245 residue. Thais dynamic association with DNA mediated by

G245 is also essential for OGG1 recruitment to DNA lesions and therefore, for 8-oxoG cleavage (Fig

4). Because this residue is located away from the extruded base (17), it seems unlikely that it directly

contributes to the base fleip-out or 8-oxoG recognition. Instead, it probably allows an initial contact to

be established between OGG1 and the double-helix, therefore initiating the search along the DNA

(Fig 7). Thae spatial resolution of our live cell assays was not sufficcient to assess 1D diffrusion of

OGG1 along the DNA but it would be important in the future to establish whether this “landing

residue” G245 could also regulate translocation reported for OGG1 along DNA oligonucleotides in

single molecule analysis (21).  

In agreement with previous results (17, 49, 50), we found that the residue Y203 plays a central

role in the recognition of 8-oxoG, and therefore, is essential for efficcient OGG1 recruitment to sites

of damage (Figs 5A,B, 6A,C-D, S4). Nevertheless, structural data indicate that Y203 does not directly

participate to the detection of the lesion, but rather promotes base pair destabilization (17, 51), which

is probably a prerequisite for this detection (Fig 7). Thaen, the fact that the Y203A mutant transiently

associates with undamaged DNA similarly to WT OGG1 suggests that the fraction of time spent by

OGG1 for base discrimination during its transits on the DNA is small. Thais would be compatible
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with an intrahelical detection of the lesion avoiding the need for a potentially lengthy base fleip-out

process, as proposed recently (19). Alternatively, if extrusion is needed for base discrimination, this

step should be fast compared to other processes such as OGG1 accommodation onto the DNA to

promote local bending of the double helix.

Thae N149 and N150 residues could also contribute to base pair destabilization and fleip-out by

invading the void created by the extruded base and holding the distorted DNA backbone in place

(17). However, provided that this base destabilization/extrusion is needed for lesion detection, our

results show that residues N149 and N150 are dispensable for this process since OGG1-2NA could

still recognize 8-oxoG in vitro and recruit to sites of damage in living cells (Figs 5A,B, 6C,D). Rather

than facilitating base destabilization/extrusion, the dramatic increase in binding to undamaged DNA

observed for the OGG1-2NA mutant (Figs 5A, 6B) suggests that residues N149 and N150 may help to

stabilize the local structure of the DNA to avoid an over-distortion of the double-helix that could lead

to a trapping of OGG1 on the DNA. As such, residues N149 and N150 would be essential to ensure

the  rapid  reversibility  of  the  destabilization/fleip-out  process  in  case  of  a  normal  guanine,  thus

allowing for a fast scanning of the DNA.   

Besides these early aspects of base inspection, our results also demonstrate that OGG1 relies

on its ability to directly recognize 8-oxoG to quickly accumulate at sites of DNA damage (Figs 3, S3).
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Figure P7. Model summarizing the impacts of the mutations studied in this work on the diffrerent steps of 8-

oxoG detection and clearance by OGG1.



Furthermore, we observed a rapid turnover of the glycosylase at sites of DNA lesions, with exchange

rates of few seconds based on our FRAP data (Fig 2C,D). Thais high turnover is also observed for

OGG1 mutants that are unable to efficciently excise 8-oxoG (Fig S5C). Altogether, these data suggest

that, rather than following a full sequential process starting from 8-oxoG detection, cleavage and

release from the DNA, OGG1 proteins recruited to sites of damage often dissociate from the lesions

before actual 8-oxoG cleavage, leading to abortive transit on the damaged DNA. Additional work

will be needed to understand the mechanisms regulating this dynamic accumulation of OGG1 at

DNA lesions, which probably also involve additional cofactors such as the chromatin scaffrolding

complex cohesin  (52) or the damage sensor UV-DDB  (53, 54).  Thae approaches developed in the

current  work will  help to further  characterize the involvement of  these cofactors  regulating the

efficciency of 8-oxoG clearance by OGG1 in the living cell context.
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SUPPLEMENTARY TABLES

Table SP1. List of plasmids used in this study

Plasmid Source

OGG1-L1-GFP This study

OGG1(F319A)-L1-GFP This study

OGG1(H270A)-L1-GFP This study

OGG1(H270L)-L1-GFP This study

OGG1(G245A)-L1-GFP This study

OGG1(2NA)-L1-GFP This study

OGG1(Y203A)-L1-GFP This study

OGG1(K249Q)-L1-GFP This study

APE1-GFP Campalans et al., 2013

GFP2
Gift  from Jan Ell�nb�rg (Euroscarf P303623), Bancaud 
et al., 2009

GFP5
Gift  from Jan Ell�nb�rg (Euroscarf P303624), Bancaud 
et al., 2009

GST-OGG1 This study

GST-OGG1(G245A) This study

His-OGG1 L� M�ur �t al., 2015

His-OGG1(Y203A) This study
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His-OGG1(2NA) This study

Table SP2. List of oligonucleotides used in this study. Oligonucleotides are used as indicated in Material and

Methods.

Oligonucleotide Sequence (5’ -> 3’)
OGG1-GFP Link�r addition (For) TCCGGAGCGGCCGCTGCAGGAGGCAGC-

CAAAAAATGGTGAGCAAGGGCG
OGG1-GFP Link�r addition (R�v) GCCGCTCCGGATGGATCCGGGCCTTC
Mutation K249Q  (For). In OGG1-GFP CAGGTGGCTGACTGCATCTG
Mutation K249Q (R�v). In OGG1-GFP GCAGTCAGCCACCTGGGTACCCACTCCAGGCAGGATG
Mutation F319A  (For). In OGG1-GFP GCCAGTGCCGACCTGCG
Mutation F319A (R�v). In OGG1-GFP GGTCGGCACTGGCCAGCACCGCTTGGGC
Mutation G245A  (For). In OGG1-GFP CAGTGGGCACCAAGGTGG
Mutation G245A (R�v). In OGG1-GFP CCTTGGTGCCCACTGCAGGCAGGATGCAGAGGG
Mutation H270A  (For). In OGG1-GFP GCGATGTGGCACATTGCCCAAC
Mutation H270A (R�v). In OGG1-GFP CAATGTGCCACATCGCGACATCCACGGGCACAG
Mutation H270L  (For). In OGG1-GFP TTATGTGGCACATTGCCCAAC
Mutation H270L (R�v). In OGG1-GFP GGCAATGTGCCACATAAGGACATCCACGGGCAC
Mutation N149A/N150A (2NA)  (For). In 
OGG1-GFP and HisTag-OGG1

GCGGCCAACATCGCCCGCATCAC

Mutation  N149A/N150A (2NA) (R�v). In 
OGG1-GFP and HisTag-OGG1

CGATGTTGGCCGCGGAGGAACAGATAAAAGA-
GAAAAGGC

Mutation Y203A (For).  In OGG1-GFP GTAACGGGCACGAGCGCCCAGGCCCAGC
Mutation Y203A (R�v).  In OGG1-GFP CTGGGCCTGGGCGCTCGTGCCCGTTAC
Mutation Y203A  (For). In HisTag-OGG1 GCCCGTGCCCGTTACGTG
Mutation Y203A (R�v). In HisTag-OGG1 CGGGCACGGGCGCCCAGGCCCAGC
G�n�ration of GST-OGG1 plasmids (For) GAAAACCTTTACTTCCAGGGCCACGT-

GATGCCTGCCCGCG
G�n�ration of GST-OGG1 plasmids (R�v) GGGCTAGCTCTAGACTATTAGGATCCT-

CAGCCTTCCGGCCCTTTG
Cy5-8-oxoG.DNA glycosylas� activity (Fig 
4)

(Cy5)-GGCTTCATCGTTGTC(8oxoG)CAGACCTGGTGGA-
TACCG

Cy5-Undammag�d. DNA glycosylas� activ-
ity (Fig 4)

(Cy5)-GGCTTCATCGTTGTCGCAGACCTGGTGGATACCG

Compl�m�ntary G(C)G  for Cy5. DNA gly-
cosylas� activity (Fig 4)

CGGTATCCACCAGGTCTGCGACAACGATGAAGCC

5’-[32P]-lab�l�d-oxoG. DNA glycosylas� 
activity (Fig 5)

CTGATCGATGAC(8oxoG)CCTGACATGAT

5’-[32P]-lab�l�d-undammag�d. DNA glyc-
osylas� activity (Fig 5)

CTGATCGATGACGCCTGACATGAT

Compl�m�ntary G(C)G for 5’-[32P]-lab�l�d.
DNA glycosylas� activity (Fig 5)

ATCATGTCAGGCGTCATCGATCAG

guid�RNA OGG1 Exon3 (antis�ns�) CACCGAAAGAGAAAAGGCATTCGAT
guid�RNA OGG1 Exon3 (s�ns�) AAACATCGAATGCCTTTTCTCTTTC
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SUPPLEMENTARY FIGURES
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Figure SP1. Analysis of protein recruitment kinetics and fleuorescence recovery after photobleaching at sites of
laser micro-irradiation. (A) To assess protein retention of OGG1 mutants at DNA lesions compared to WT,
the times of the peak recruitment (tmax) and dissipation of half of the peak signal (t1/2) were finrst estimated from
the  recruitment  curves  of  OGG1  WT.  Thaen,  the  recruitment  intensity  at  time  t1/2 is  computed  as  the
percentage  of  the  fleuorescence  intensity  at  tmax for  the  diffrerent  OGG1  constructs.  (B) To  estimate  the
fleuorescence recovery at DNA lesions, the fleuorescence intensities were measured in two neighboring regions
within  the  micro-irradiated  areaS  the  photobleached  region  and  an  unbleached  reference  region.  After
background  subtraction,  the  ratio  between  the  intensities  in  the  bleached  and  unbleached  regions  was
estimated.  



Figure SP2. Validation of the HeLa OGG1 KO cell line
and  analysis  of  the  nuclear  dynamics  of  the  GFP
dimer. (A) LeftS Western blot of Hela WT and OGG1
knockout cells. Vinculin is used as a loading control.
RightS Queantifincation of the relative amount of OGG1
staining  from  the  gel  shown  on  the  left.  (B) TopS
Representative  gels  of  the  amounts  of  8-oxoGSC
containing  oligonucleotide  substrate  and  its  OGG1
cleavage product in the absence of cell extract (-) or
incubated for the indicated times with extracts of WT
or OGG1 KO Hela cells. BotteomS Queantifincation of the
relative  amounts  of  cleavage  product  from the  gels
shown above.  Mean  of  2 independent  experiments.
(C) Normalized FCS autocorrelation curve obtained in
the nucleus of HeLa OGG1 KO cells expressing the
GFP  dimer.  Median  of  12  cells.  Thae  experimental
curve (black) is fintteed with a simple diffrusion model
(red).
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Figure  SP4.  DNA  binding  properties  of
purifined  OGG1-WT,  OGG1-N149A/N150A
(2NA) and  OGG1-Y203A.  Representative
gel-shifts  showing  the  binding  of  purifined
OGG1-WT,  OGG1-N149A/N150A  (2NA)
and  OGG1-Y203A  to  radiolabeled  DNA
duplexes free of lesion (GSC) or containing
an 8-oxoGSC pair (8-oxoGSC).  Thae protein
concentrations  are  shown below the  gels.
Thae protein/DNA complexes C1 and C2 are
definned in the caption of fingure 5. 
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Figure SP3. Recruitment kinetics of OGG1 mutants and APE-1 at sites of laser
micro-irradiation.  (A) Curves  of  the  recruitment  kinetics  for  GFP-tagged
OGG1-WT, F319A, H270A, H270L and AP-endonuclease APE1 expressed in
HeLa OGG1 KO cells. 12 cells per condition.  (B) Peak recruitment extracted
from the curves shown in A for OGG1-WT, F319A, H270A and H270L. 
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Figure SP5. Nuclear dynamics of the OGG1-N149A/N150A (2NA) mutant in the absence of external damage
and at sites of laser micro-irradiation. (A) Representative time-course images of the fleuorescence recovery
after photobleaching of circular area of variable sizes within the nucleus of HeLa OGG1 KO cells expressing
GFP-tagged OGG1-WT or OGG1-2NA. Thae bleached regions of 15 and 30 pixel diameters are shown with red
dashed circles. Scale barS 5 µm. (B) LeftS Normalized fleuorescence recovery curves for GFP-tagged OGG1-WT
and OGG1-2NA obtained from the images shown in A. RightS Characteristic recovery times estimated from
the  fint  of  the  curves.  12  cells  per  condition.  (C) Representative  time-course  images  of  the  fleuorescence
recovery after photobleaching a sub-region of the area subjected to laser micro-irradiation within the nucleus
of  HeLa  OGG1  KO  cells  expressing  GFP-tagged  OGG1-WT,  OGG1-2NA  or  OGG1-K249Q.  Insets  in
pseudocolor show a magnifined view of the micro-irradiated region. Scale barS 5 µm.



II. Impact de la reconnaissance de la cytosine sur la dynamique

d’OGG1

La majorité du Matériels et Méthodes a été présentée dans le manuscrit d'article inclus dans

cettee thèse, et ne sera donc pas répétée ici.  Toutes les expériences ont été réalisées sur le même

microscope LSM 880 de Zeiss, la fleuorescence excitée et collectée comme mentionné dans le papier.

Seules les diffrérences dues à des optimisations ou des ajustements suite aux dérives du systèmes

seront présentées. Les acquisitions de FCS ont été réduites à 20 sec pour éviter la contamination des

traces par des composantes lentes qui rendent l’analyse de courbes plus compliquée et bruitée. La

zone d’induction de dommages par micro-irradiation est un rectangle de 55 pixels par 25. Les autres

paramètres n’ont pas été changés.

1. Caractérisation du motif conservé NNN

Le motif NNN, comprenant les acides aminés N149, N150 et N151 est très conservé au cours

de l’évolution (Figure 16), suggérant donc qu’il joue un rôle important dans le fonctionnement de

l’ADN-glycosylase.  Malgré  cela,  il  est  très  peu  caractérisé,  et  les  seules  données  existantes

proviennent d’études structurales, ne donnant que peu d’informations sur le fonctionnement de ce

motif dans le contexte cellulaire.  D’après une étude récente,  durant la phase de recherche de la

lésion,  le  résidu  N149  contacterait  simultanément  la  guanine  (indépendamment  de  son  état

d'oxydation) et la cytosine placée en regard, initiant ainsi l'extrusion de la première [Shigdel et al.,

2020] (le mécanisme complet de la reconnaissance au clivage est décrit dans la partie II. 2. b. du

Chapitre 2). Les autres nucléotides (A, T et C) sur le brin cible, et la paire 8-oxoG SA ne sont pas

positionnés de sorte à permettere ces contacts, assurant ainsi la spécifincité pour la paire G/8-oxoGSC.

Le niveau d’oxydation de la guanine est testé par la suite. Le résidu N149 établit également des

contacts le résidu Y203, étudié dans la première partie des résultats (Figures P5, P6) [Shigdel et al.,

2020],  suggérant qu’ils  puissent travailler  de concert à la reconnaissance de la lésion. Durant la

phase de recherche, le résidu N151 contacte le brin-non cible de l’ADN, à trois bases en 3’ de la

cytosine [Shigdel et al., 2020]. Aucun contact particulier n’est mis en avant par l’étude pour le résidu

N150, mais étant donné l’impact  de la double mutation N149A/N150A (2NA) sur la  dynamique

d’OGG1 présenté précédemment (Figure P6),  il  semble évident que ce résidu joue aussi  un rôle

important durant la phase de recherche de la lésion. Une fois la base extrudée, le résidu N149 vient

combler le vide laissé par la 8-oxoG ou la guanine normale. Les résidus N150 et N151 contactent
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alors le pentose en 3’ de la G/8-oxoG et la base directement en 5’ de  la G/8-oxoG, respectivement

[Shigdel et al., 2020].

C’est  dans  le  but  de  pallier  au  manque  de  données  sur  ce  motif  NNN  que  le  mutant

N149A/N150A, étudié dans le manuscrit joint ci-dessus, a été généré. S’il a en effret permis d’élucider

un certain nombre de points, il a également soulevé de nouvelles questions ; ; ; S i) est ce que l’une des

deux mutations a un impact plus fort que l’autre, et si oui laquelle ; ; ; � ii) Est-ce qu’à l’inverse les trois

simples mutants pourraient avoir des comportemenst similaires ; ; ; � iii) Queelles sont les dynamiques et

cinétiques de recrutement des deux autres doubles mutants N149A/N151A et N150A/N151A ; ; ; � Peut-

on s’atteendre à des résultats similaires au mutant N149A/N150A ; ; ; � iv) Que’en est-il du triple mutant

N149A/N150A/N151A ; ; ; � Afinn de répondre à ces questions, les trois mutants simples N149A, N150A

et  N151A ont  été  générés,  ainsi  que  le  triple  mutant  N149A/N150A/N151A (3NA),  et  les  deux

doubles  mutants  N149A/N151A  et  N150A/N151A.  Malheureusement,  faute  de  temps,  ces  deux

doubles mutants n’auront pas été étudiés durant ma thèse. L’étude par FCS de la dynamique des trois

simples  mutants   N149A, N150A et  N151A, ainsi  que du triple  mutant  3NA ne montre pas  de

diffrérences drastiques avec le WT. Le N150A et le 3NA semblent légèrement plus lents que le WT

(Figure 46A-B), mais ce n’est rien en comparaison du ralentissement observé pour le 2NA (Figure

P6). Par ailleurs, ces résultats ne sont pas reproductibles, soulignant d’autant plus le faible impact de

ces mutations sur la dynamique de recherche de la 8-oxoG d’OGG1. Le fait que le 3NA présente une

dynamique similaire à celle du WT alors que le 2NA est très lent suggère que la double mutation

perturbe fortement une interaction du résidu N151 avec l’ADN, possiblement suite à une rotation de

ce dernier. Sa mutation permetterait alors de supprimer cettee interaction aberrante et donc de rétablir

la dynamique d’OGG1. Par la suite, j’ai testé l’impact de ces mutations sur la capacité d’OGG1 à être

recrutée puis relarguée de la zone de dommages après micro-irradiation. De même que ce qui avait

pu  être  observé  en  FCS,  les  simples  mutations  N149A,  N150A  et  N151A  n’ont  pas  d’impact

signifincatif sur le profinl de recrutement de l’ADN-glycosylase ; ; ; S on ne peut pas voir de diffrérences

majeures dans les amplitudes maximales de recrutement, et si de légères diffrérences de relargage

peuvent être notées (Figure 46C-D), elles ne sont, ici non plus, pas reproductibles. A l’inverse, le 3NA

a un impact marqué sur le recrutement d’OGG1, avec un profinl très similaire à celui observé pour le

2NA ; ; ; S il est plus faiblement recruté, et son relargage est compromis  (Figure 46C-D). Ainsi, si muter

le troisième résidu du motif a un effret très fort en terme de dynamique de recherche en comparaison

du 2NA, il semble négligeable quant à la cinétique de recrutement d’OGG1. Il semblerait donc que le

motif  NNN  soit  essentiel  à  l’excision  de  la  8-oxoG  plutôt  qu’à  sa  recherche,  soit  de  par  son

interaction directe avec cettee dernière, soit avec la cytosine ou l’ADN.
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Figure 46; ; ; S Impact des mutations du motif NNN sur la dynamique et la cinétique de recrutement d'OGG1. A.

Courbes  d’autocorrélation  normalisées  de  FCS  pour  les  mutants  N149A,  N150A,  N151A  et  3NA,  en

comparaison  avec  OGG1 WT.  12  cellules  par  condition.  B. Temps  caractéristiques  de  résidence  dans  le

volume  confocal  obtenus  à  partir  du  fint  des  courbes  présentées  en  A.  C. Images  représentatives  de

l’accumulation des diffrérents variants d’OGG1 après induction de dommages par micro-irradiation. Les zones

en pointillés blancs indiquent les régions micro-irradiées. D. Gauche ; ; ; S Cinétiques de recrutement pour OGG1

WT, N149A, N150A, N151A et 3NA aux zones micro-irradiées, obtenues à partir des images montrées en C.

Milieu ; ; ; S Recrutement maximal extrait à partir des courbes de recrutement. Droite ; ; ; S Accumulation résiduelle

extraite à partir des courbes de recrutement. 12 cellules par condition.



2.  Étude  de  l’implication  des  arginines  R154  et  R204  dans  la

reconnaissance de la cytosine et l’interaction avec l’ADN

Comme évoqué à plusieurs reprises, OGG1 n’excise la 8-oxoG que lorsqu’elle est appairée à

une cytosine, afinn d’éviter d’amplifiner le processus mutagène [Radicella et al., 1997]. Cettee sélectivité

implique donc une reconnaissance de la  cytosine au même titre  que la  8-oxoG. Dès l’étude  du

laboratoire de Verdine en 2000, les auteurs ont noté que quatre résidus d’OGG1, N149, R154, Y203 et

R204, contactaient directement la cytosine lorsque la 8-oxoG était extrudée [Bruner et al., 2000]. Le

rôle de ces AA a été assez peu étudié, en particulier en cellules. L’étude de deux de ces résidus, N149

et Y203, a déjà été détaillée à travers les résultats présentés dans le manuscrit d’article et dans la

partie précédente. Cettee partie sera donc consacrée à l’étude des arginines R154 et R204. 

Ces deux AA ont d’abord été montrés comme stabilisant la cytosine lors de l’extrusion de la

8-oxoG [Bruner et al., 2000], mais il a été plus récemment proposé que durant la phase de recherche,

ces deux arginines n’interagissaient pas directement avec la cytosine, mais contactaient le brin non-

cible à deux nucléotides en 3’ de la cytosine [Shigdel et al., 2020]. Cela n’invalide pas pour autant

leur implication dans la reconnaissance de la cytosine, au moins pour R154. En effret, le mutant

R154H, retrouvé dans certains cancers humains, montre une perte de sélectivité pour la paire 8-

oxoGSC, et est capable d’exciser la 8-oxoG face à n’importe quelle base avec des efficcacités similaires

[Audebert  et  al.,  2000 ; ; ; 0 Bruner  et  al.,  2000].  De plus,  comme mentionné dans  l’introduction,  la

protéine bactérienne CacOGG qui possède une méthionine a la place d’une de R154 présente une

sélectivité décrue pour la cytosine, partiellement restaurée par sa mutation en arginine [Robey-Bond

et al., 2008]. Je n’ai toutefois pas pu trouver de litteérature plus précise quant au rôle de R204 en

amont de l’extrusion d’OGG1.

Afinn de mieux comprendre l’implication de ces deux résidus dans le fonctionnement d’OGG1,

les deux simples mutants R154A et R204A et le double mutant R154A/R204A (2RA) ont été générés.

Leur dynamique en l’absence de dommages induits a tout d’abord été étudiée par FCS (Figure 47A).

Il  est  très  intéressant  de  voir  que  les  deux  simples  mutants  R154A  et  R204A  sont  tous  deux

légèrement plus rapides que le WT et ont des dynamiques extrêmement similaires entre elles, avec

des temps de résidence dans le volume confocal de ~0.9 ms (contre ~1.3 pour le WT) (Figure 47A). Le

double mutant quant à lui est le plus rapide de tous, avec un temps de résidence de ~0.6 ms (Figure

47A),  ce  qui  suggère  un  effret  cumulatif  des  deux  mutations.  L’accélération  de  ces  mutants  en

comparaison du WT suggère une interaction avec l’ADN réduite, similairement à ce qui avait pu être

observé pour le G245A (Figure P4). 
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Après induction de dommages, on peut voir que les deux mutants R154A et R204A ont une

amplitude de recrutement légèrement diminuée par rapport au WT et sont relargués normalement

(Figure 47B-C). Le double mutant quant à lui présente un effret très fort, avec un recrutement presque

complètement aboli (Figure 47B-C). La faible proportion recrutée ne semble pas être relarguée, mais

vu la faible amplitude du recrutement il est difficcile de diffrérencier une absence de relargage d’un

artefact, d’autant plus que ce recrutement se situe au même niveau que le WT et les deux simples

mutants après relargage (Figure 47C). Le recrutement légèrement diminué des mutants R154A et

R204A suggère que muter une seule de ces deux arginines diminue légèrement la capacité d’OGG1 à

reconnaître la cytosine, mais sans que cela ait un impact dramatique, ni sur la recherche de la 8-

oxoG, ni sur la recrutement à la zone de dommages. Cependant, la double mutation impacte très
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Figure  47; ; ; S Implication des  arginines  R154 et  R204 dans la  dynamique et  le  recrutement  d'OGG1.  A.

Gauche ; ; ; S Courbes d’autocorrélation normalisées de FCS pour OGG1 WT, R154A, R204A et 2RA. Droite ; ; ; S

Temps caractéristiques de résidence dans le volume confocal obtenus à partir du fint des courbes. 12 cellules

par condition. B. Images représentatives de l’accumulation des diffrérents variants d’OGG1 après induction

de dommages par micro-irradiation. Les zones en pointillés blancs indiquent les régions micro-irradiées. C.

Gauche ; ; ; S Cinétiques de recrutement pour OGG1 WT, R154A, R204A et 2RA aux zones micro-irradiées,

obtenues  à  partir  des  images  montrées  en  C.  Milieu ; ; ; S Recrutement  maximal  extrait  des  courbes  de

recrutement. Droite ; ; ; S Accumulation résiduelle extraite à partir des courbes de recrutement. 12 cellules par

conditions.



fortement ces deux fonctions, possiblement du fait d’une interaction avec l’ADN très perturbée, ce

qui  serait  cohérent  avec  le  fait  que,  durant  la  phase  de  recherche  de  la  lésion,  R154  et  R204

contactent le squelettee du brin non-cible et non la cytosine directement [Shigdel et al., 2020].
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L’ADN est  en permanence soumis à toutes sortes de stress,  exogènes comme endogènes,

menaçant son intégrité, et ainsi la viabilité de la cellule, voire de l’organisme. Pour y faire face, la

cellule dispose de tout un arsenal de voies de réparation, adaptées à chaque type de lésion. L’une des

plus fréquentes d’entre elles est une forme oxydée de la guanine, la 8-oxoguanine, dont la réparation

par excision de base est initiée par sa reconnaissance par l’ADN-glycosylase OGG1. Si sa structure et

son mode de reconnaissance de la 8-oxoG ont été finnement caractérisés in vitro [Bruner et al., 2000 ; ; ; 0

van der Kemp et al., 2004 ; ; ; 0 Banerjee  et al., 2005 ; ; ; 0 Dunn et al., 2011 ; ; ; 0 Shigdel  et al., 2020], peu de

données existent quant à la dynamique d’OGG1 en cellules vivantes [D’Augustin et al., 2020].

Les objectifs de ma thèse se divisaient donc en deux buts principaux, intrinsèquement liés. Le

premier était de caractériser la dynamique d’OGG1 au sein du noyau en à la fois en l’absence et en

présence de dommages induits ; ; ; 0 le second d’identifiner les résidus d’OGG1 essentiels à chacune de ces

étapes en se basant sur les données de structures et in vitro déjà existantes. Pour cela, j’ai adapté à

l’étude d’OGG1 des techniques de microscopie déjà présentes au laboratoire. 

La dynamique d’OGG1, comme de toute protéine à la recherche d’une cible dans l’ADN, peut

être divisée en deux phases ; ; ; S tout d’abord la phase de recherche de la cible, donc de la 8-oxoG dans le

cas d’OGG1, puis, la phase d’association spécifinque lorsque la cible a été trouvée. Ces deux processus

sont fondamentalement liés, l’association spécifinque avec la lésion étant la continuité directe de sa

recherche. Toutefois, du fait des techniques utilisées durant ma thèse leur étude a été découplée.

I. Phase de recherche de la lésion

1. Régime dynamique d’OGG1

De même qu’un grand nombre de protéines à la recherche d’une cible spécifinque dans l’ADN,

OGG1 fait face à un défin paradoxal, voulant que la détection de la lésion soit à la fois rapide et

spécifinque.  De  nombreuses  études  in  vitro ont  montré  que  pour  y  répondre  OGG1  utilisait  la

diffrusion facilitée,  alternant  ainsi  les phases  d’interaction aspécifinque avec l’ADN (glissement ou

hopping) et de diffrusion 3D au sein du nucléoplasme [Blainey  et al., 2006, 2009 ; ; ; 0 Rowland  et al.,

2014 ; ; ; 0 Vestergaard,  et  al.,  2018].  Toutefois,  les  études  en  cellules  confinrmant  ces  données  et

caractérisant le régime spécifinque (diffrusion-limité, réaction-limité ou mixte) dans lequel se trouve

OGG1 manquent encore. Durant ma thèse, j’ai associé des approches de FRAP et FCS afinn d’étudier

la dynamique d’OGG1 en l’absence de dommages induits, ce qui a permis de montrer qu’OGG1

interagit transitoirement avec l’ADN durant sa recherche de la 8-oxoG, et suit un régime mixte, les
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durées caractéristiques des deux états (lié et diffrusif) étant du même ordre de grandeur (Figure P1).

Ainsi,  confinrmant les  données in  vitro sur  de  l’ADN nu,  ces  données  en cellules  montrent  que

l’interaction  avec  l’ADN  joue  une  part  importante  dans  la  dynamique  de  recherche  d’OGG1.

Toutefois, la résolution de nos techniques ne permet pas d’étudier les diffrérents états possibles de la

liaison d’OGG1 à l’ADN qui ont pu être proposés d’après les études in vitro, que ce soit diffrusion 1D

le long de l’ADN ou hopping [Blainey et al., 2006 ; ; ; 0 Rowland et al., 2014], ni d’observer le glissement

rotationnel mis en évidence sur de l’ADN nu [Blainey  et al.,  2009]. Des approches utilisant des

techniques de molécule unique, telles que le SPT, pourraient aider à répondre à ces questions.

2.  Implication  de  la  reconnaissance  de  la  8-oxoguanine  et  de  la

cytosine dans la phase de recherche

a. Reconnaissance de la 8-oxoguanine

Un niveau basal  de 8-oxoG est  toujours présent  dans les  cellules,  même en l’absence de

dommages induits. Par ailleurs, des résultats précédents du laboratoire ont montré qu’un mutant

d’OGG1 incapable de reconnaître la lésion, OGG1(F319A),  était  malgré tout retenu à la fraction

chromatinienne après un stress oxydant chimique [Amouroux et al., 2010]. Il était par conséquent

important de vérifiner l’éventuelle implication de la reconnaissance de la 8-oxoG dans la dynamique

d’OGG1, et en particulier si les interactions avec l’ADN observées pour la protéine sauvage étaient

dépendantes  de  sa  capacité  à  détecter  la  8-oxoG.  Pour  cela,  les  mutants  F319A  et  H270A,

précédemment caractérisés in vitro et incapables de détecter la 8-oxoG [van der Kemp et al., 2004],

ont été étudiés par FCS en l’absence de dommages induits. L’absence d'impact des mutations F319A

et H270A sur la dynamique d'interaction entre OGG1 et l'ADN estimée grâce à la mesure du temps

de résidence par FCS (Figure P1C) suggère que la reconnaissance de la 8-oxoG n'est pas l'étape

limitante dans la dynamique du processus. Ainsi, l’interaction avec l’ADN observée pour OGG1 est

bien caractéristique d’une liaison non-spécifinque et transitoire, probablement liée à la recherche de la

lésion (diffrusion 1D ou hopping), et non d’une interaction spécifinque avec un niveau basal de 8-oxoG.

b. Reconnaissance de la cytosine

La cytosine faisant face à la 8-oxoG étant elle aussi spécifinquement identifinée par OGG1 lors

de sa recherche des lésions, sa reconnaissance pourrait avoir un impact sur la dynamique de l’ADN-

glycosylase. Queatre résidus ont été proposés comme ayant un rôle dans la spécifincité d’OGG1 pour la

cytosine ; ; ; S N149, R154, Y203 et R204 (Figure 48) [Bruner et al., 2000]. La caractérisation biochimique
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du mutant  R154H [Audebert  et  al.,  2000 ; ; ; 0 Bruner  et  al.,  2000],  ainsi  que l’étude  de la  protéine

bactérienne CacOGG [Robey-Bond et al., 2008] a permis de confinrmer l’implication des résidus R154

et Y203 dans la reconnaissance de la cytosine. A ma connaissance, aucune donnée n’existe sur les

résidus N149 et R204 en dehors des études structurales. Les résidus N149 et Y203 sont un petit peu à

part car les études structurales montrent qu’ils interagissent directement avec les deux bases G/8-

oxoG et C (à diffrérentes étapes de l’extrusion cependant),  mais également entre eux (Figure 48)

[Bruner et al., 2000 ; ; ; 0 Shigdel et al., 2020]. A ce titre, ils seront discutés dans la prochaine section. Par

conséquent, cettee partie se focalise sur les arginines R154 et R204.

Il est intéressant de noter que trois des mutants supposément incapables de reconnaître la

cytosine,  à  savoir  R154A, R204A et R154A/R204A (2RA) sont plus rapides  que la  protéine WT

(Figure  47A).  Ces  données,  en  parallèle  de  celles  obtenues  sur  les  mutants  F319A  et  H270A,

suggèrent que l’étape qui prend le plus de temps est la reconnaissance de la cytosine appairée à la

G/8-oxoG, plutôt que la distinction entre G et 8-oxoG. Cettee hypothèse serait cohérente avec le fait

que Shigdel et ses collaborateurs notaient que durant la phase de recherche de la lésion, OGG1 ne

forme pas de contact spécifinque ni avec la G, ni avec la 8-oxoG ; ; ; 0 ce qui les menait à se demander
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Figure  48; ; ; S Interactions entre OGG1 et l’ADN à diffrérentes étapes de la recherche de la 8-oxoG. L’ADN est

représenté en gris, avec les bases en jaune, la G est en vert, la C en rose et la 8-oxoG en rouge. Les chaînes

latérales des résidus d’intérêt sont en bleu, et les interactions avec l’ADN ou entre résidus symbolisés par des

pointillés (panel du  haut) ou des fleèches (panel du bas).  A. Phase de recherche, avec une paire GSC. B. Phase

de recherche, avec une paire 8-oxoGSC. C. Reconnaissance de la paire 8-oxoGSC, dont la 8-oxoG est extrudée.

Adapté de Shigdel et al., 2020.



comment la base était discriminée dans les étapes précoces de la reconnaissance (Figure 48) [Shigdel

et  al.,  2020].  Ils  n’ont  toutefois  pas  abordé  la  question  sous  l’angle  de  la  reconnaissance  de  la

cytosine. Alternativement, cela pourrait vouloir dire qu’à partir du moment où une cytosine localisée

sur le brin non cible est identifinée, la base lui faisant face serait au moins partiellement extrudée ; ; ; 0 ce

qui pourrait confinrmer l’hypothèse selon laquelle la discrimination entre G et 8-oxoG a lieu hors de

la double hélice [Banerjee et al., 2005]. Cependant, l’étude de Shigdel et ses collaborateurs montre

que  les  arginines  R154  et  R204  ne  contactent  pas  directement  la  cytosine  durant  la  phase  de

recherche, mais uniquement le squelettee du brin non-cible (Figure 48A-B) [Shigdel et al., 2020]. Leur

accélération en comparaison du WT pourrait donc être simplement due à un défaut d’interaction

avec l’ADN (similairement à ce qui peut être observé pour le mutant G245A (Figure P4B)) et non un

défaut de reconnaissance de la cytosine.  Ces hypothèses sont toutes deux compatibles avec l’effret

cumulatif observé pour le double mutant 2RA (Figure 47A).

c. Reconnaissance conjointe de la 8-oxoG et de la cytosine

Les études structurales et in vitro avaient proposé que, pour détecter la 8-oxoG, OGG1 sonde

l’ADN grâce à l’insertion de la tyrosine Y203 au sein de la  double hélice [Bruner  et al.,  2000 ; ; ; 0

Banerjee  et al.,  2005, 2006 ; ; ; 0 Dunn et al.,  2011]. Ce modèle a cependant été remis en cause plus

récemment [Shigdel et al., 2020]. Les auteurs suggèrent qu’au lieu de rentrer dans la double hélice

pour sonder chaque paire de base, Y203 reste à la surface et stabilise le résidu N149, qui lui-même

contacte à la fois la G/8-oxoG et la C (Figure 48A-B). Cela suggère que muter l’un ou l’autre de ces

résidus devrait avoir un impact similaire sur la dynamique de recherche d’OGG1, puisque retirer le

N149 empêcherait les contacts nécessaires à la reconnaissance de la G/8-oxoG SC, et retirer le Y203

déstabiliserait le N149, menant donc probablement à des conséquences similaires. Dans une certaine

mesure, c’est en effret ce que l’on observe, dans le sens où aucune des deux mutations N149A et

Y203A n’affrecte  la  dynamique  de  recherche  de  l’ADN (Figure  P6A)  (Figure  46).  Cettee  absence

d’impact est cependant assez inatteendue pour des altérations sur des résidus contactant directement

l’ADN  et/ou  la  paire  de  base  cible.  Il  serait  intéressant  de  voir  l’impact  d’un  double  mutant

N149A/Y203A sur la dynamique de recherche de la protéine.
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Par ailleurs, le résidu N149 faisant partie du motif NNN, il paraît pertinent de s’intéresser

aux deux autres résidus du motif, N150 et N151. Les simples mutants N150A et N151A n’ont pas

d’impact signifincatif sur la dynamique d’OGG1 en l’absence de dommages induits, de même que le

triple mutant 3NA (Figure 46A-B) ; ; ; 0 et les légères diffrérences visibles sur cettee fingure ne sont pas

reproductibles.  A l’inverse,  le double mutant N149A/N150A (2NA) a un effret drastique sur cettee

dynamique (Figure P6B). La diffrérence entre le 2NA et le 3NA est assez surprenante. En effret, si l’on

ne s’atteend pas nécessairement à un tel ralentissement du 2NA en comparaison des mutants simples

qui n’ont pas d’effret sur la dynamique d’OGG1, un effret cumulatif des deux mutations n’est pas

totalement inatteendu non plus. Par contre, retrouver une dynamique similaire à celle de la protéine

WT  en  ajoutant  la  mutation  N151A  à  la  double  mutation  N149A/N150A  est  beaucoup  plus

surprenant.  Ce  résultat  suggère  que  la  double

mutation  perturbe  fortement  les  interactions  entre

OGG1  et  l’ADN,  ce  qui  ralentirait  la  protéine,

possiblement  suite  à  un  changement  d’orientation

du  N151.  A  l’inverse,  muter  ce  dernier  AA

supprimerait cettee interaction perturbée avec l’ADN,

et  permetterait  en  quelque  sorte  de  rétablir  la

dynamique  d’OGG1.  Toutefois,  les  données  de

structure prédite (via AlphaFold) ne vont pas dans ce

sens car  le  résidu  N151 n’est  que  très  peu  pivoté

dans le cas du 2NA par rapport au WT (Figure 49).

Cependant, il est à noter qu’on ne peut pas indiquer

à  AlphaFold  de  structure  PDB  spécifinque  comme

référence  pour  la  prédiction,  et  qu’il  se  base  une

structure  ayant  la  8-oxoG  extrudée ; ; ; 0 qui  ne

correspond donc  pas  nécessairement  à  la  position

des AA durant la phase de recherche.

3. Résidus d’OGG1 impliqués dans l’interaction avec l’ADN

Comme  mentionné  précédemment,  l’interaction  d’OGG1  avec  l’ADN  constitue  une  part

important de sa dynamique de recherche de la 8-oxoG, alors que la détection de cettee dernière n’est

pas impliquée dans sa recherche. Un premier résidu dont l’implication dans cettee dynamique avait

été suggérée dès les premières études structurales est la glycine 245 [Bruner  et al., 2000]. Elle fait
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Figure  49; ; ; S Vue  rapprochée  sur  le  motif  NNN

pour  OGG1  WT  (bleu)  et  2NA  (doré). Gris ; ; ; S

ADN, Magenta ; ; ; S 8-oxoG (extrudée), Vert ; ; ; S Motif

NNN WT, Orange ; ; ; S A149 et A150, Rouge ; ; ; S N151

(2NA).  Structure  WT ; ; ; S PDB  6w0m ; ; ; 0 Structure

2NA ; ; ; S prédiction AlphaFold.



partie du motif HhH d’OGG1 et est supposée médier l’interaction entre OGG1 et l’ADN. C’est en

effret  ce  que  l’on  observe,  à  la  fois  in  vitro et  en  cellules,  où  muter  cet  acide  aminé  accélère

signifincativement la dynamique d’OGG1 au sein du noyau en comparaison du WT, et bloque toute

rétention de la protéine mutante sur l’ADN in vitro (Figure P4A-B). Toutefois, il est à noter que le

mutant G245A reste beaucoup plus lent que la GFP2 ou même la GFP5, avec un temps de résidence

d’environ 1.5 ms, contre ~0.3 et ~0.7 ms pour la GFP2 et la GFP5, respectivement. Ceci suggère que

même si le résidu G245 est incontestablement essentiel à la bonne interaction entre OGG1 et l’ADN,

il  n’est  pas  le  seul  responsable  de  cettee  interaction  et  d’autres  AA  jouent  également  un  rôle

important. Un certain nombre avaient été proposés lors de l’étude du laboratoire de Verdine, dont

entre autres les 3 résidus du motif NNN, N149, N150 et N151, les deux arginines R154 et R204 , et la

tyrosine 203. Ceux-ci jouent également des rôles importants dans la spécifincité d’OGG1 pour la paire

de base 8-oxoGSC. Ils ont été étudiés durant ma thèse, et ont déjà été discutés. Enfinn, deux derniers

résidus susceptibles d’intervenir dans la médiation de l’interaction entre OGG1 et l’ADN sont les

résidus R197 et Y207. De même que le G245, ils avaient été identifinés dès l’étude structurale de 2000

[Bruner et al., 2000], mais à ma connaissance, ces résidus n’ont jamais été étudiés depuis. Il serait

donc intéressant de les muter afinn de voir l’impact de telles mutations sur le comportement d’OGG1. 

II.  Mécanismes  impliqués  dans  la  cinétique  de  recrutement  et

relargage d’OGG1 après induction de dommages

1. Implication de la reconnaissance de la 8-oxoG et de la cytosine dans

le recrutement d’OGG1

a. Reconnaissance de la 8-oxoguanine

De précédents résultats du laboratoire ont montré que le mutant OGG1(F319A) était retenu à

la chromatine après un stress oxydant global de façon similaire à la protéine WT [Amouroux et al.,

2010]. Toutefois, après induction de dommages de façon plus brève et localisée par micro-irradiation

laser, on note une forte diminution de l’amplitude de recrutement des trois mutants F319A, H270A et

H270L (Figures P3, SP2), tous incapables de reconnaître la 8-oxoGSC in vitro (Tableau 5)  [van der

Kemp, et al., 2004]. De plus, des résultats similaires sont obtenus lors de l’utilisation d’un inhibiteur

compétitif  d’OGG1 (Figure P3).  Cettee baisse de recrutement correspond donc à la  part  liée  à la

reconnaissance de la 8-oxoG. Cependant, conformément à ce qui avait été obtenu avec un stress
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chimique [Amouroux et al., 2010], l’incapacité à détecter la 8-oxoG est loin d’abolir complètement le

recrutement d’OGG1, suggérant l’intervention d’autres mécanismes dans le recrutement d’OGG1.

b. Reconnaissance de la cytosine

La reconnaissance de la cytosine étant elle aussi nécessaire au bon fonctionnement d’OGG1,

je me suis également intéressée à l’impact de mutations prédites pour affrecter cettee reconnaissance

et portant sur les résidus N149, R154, Y203 et R204. Comme précédemment, les effrets des mutations

portant  sur  N149  et  Y203  seront  traitées  dans  un  second  temps.  En  ce  qui  concerne  les  deux

arginines R154 et R204, leurs mutations en alanines ont des effrets extrêmement similaires entre elles

(Figure  47B-C),  suggérant  donc  qu’elles  ont  des  rôles  similaires  également.  En  effret,  ces  deux

mutants R154A et R204A présentent tous deux un recrutement maximal plus faible que la protéine

WT, ce qui rappelle la diminution observée pour les mutants incapables de reconnaître la 8-oxoG,

mentionnés précédemment. Ainsi, bloquer la capacité à reconnaître la 8-oxoG ou la cytosine semble

avoir  des  effrets  similaires  sur  la  capacité  d'accumulation d'OGG1 sur  les  dommages induits  par

micro-irradiation laser. Par ailleurs, la perte de recrutement presque totale en cas de double mutation

des arginines suggère que ces deux résidus ont des rôles au moins partiellement redondants. Cettee

interprétation  resterait  toutefois  à  confinrmer  par  l’analyse  en  gel  retard  des  mutants  R154A et

R204A, afinn de vérifiner leur perte de spécifincité pour la paire 8-oxoGSC.

c. Reconnaissance conjointe de la 8-oxoG et de la cytosine

Comme indiqué précédemment, les résidus N149 et Y203 sont supposés être impliqués à la

fois dans la reconnaissance de la 8-oxoG, et dans celle de la cytosine lui faisant face. Le N149 est

supposé établir des contacts spécifinques avec la G/8-oxoG et la C, permetteant l’extrusion de la G/8-

oxoG dans l’exo-site et la stabilisation de la cytosine. Toutefois, la seule mutation N149A n’impacte

pas la cinétique de recrutement d’OGG1 (ni sa dynamique de recherche) (Figure 46), suggérant que

cet  AA seul  n’est  pas  essentiel.  A l’inverse,  la  mutation Y203A abolit  presque complètement  le

recrutement d’OGG1 (Figure P6C-D). Indépendamment l’une de l’autre, l’incapacité à détecter la 8-

oxoG  (Figure  P3A-B)  ou  la  cytosine  (Figure  47B-C)  diminuent  toutes  deux  partiellement  le

recrutement  d’OGG1  en  comparaison  du  WT.  Y203  étant  vraisemblablement  impliqué  dans  la

détection de la paire 8-oxoGSC (Figure P5) [Bruner et al., 2000 ; ; ; 0  Robey-Bond et al., 2008 ; ; ; 0 Shigdel et

al., 2020], il est possible que la forte diminution de recrutement du mutant Y203A soit liée à un effret

cumulatif de sa perte de reconnaissance simultanée pour la 8-oxoG et la C. Il serait intéressant de

vérifiner la spécifincité du mutant Y203A pour la paire 8-oxoGSC en gel retard et gel d’activité.
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2. Reconnaissance d’autres types de dommages

La micro-irradiation ne permet pas d’induire un seul type de lésions, et génère un mélange de

diffrérents dommages dans l’ADN, avec, dans le meilleur des cas, une sur-représentation du dommage

d’intérêt [Gassman & Wilson, 2015 ; ; ; 0 Zentout et al., 2021]. Il est donc très probable que l’on induise

d’autres dommages pouvant constituer une cible pour OGG1, comme les FapyG ou les sites AP [van

der Kemp et al., 2004]. S’il est impossible d’évaluer l’induction de FapyG lors de la micro-irradiation

du fait de l’absence d’anticorps ou d’enzyme spécifinque uniquement à cettee lésion, le recrutement

d’APE1 suggère que l’on génère en effret des sites AP lors de la micro-irradiation laser (Figure SP2).

De plus, il a été montré que les trois mutants F319A, H270A et H270L étaient tout de même

capables  de  lier,  quoiqu’imparfaitement,  un  analogue  des  sites  AP,  le  tetrahydrofuranyl  (THF),

appairé à une cytosine, ainsi que de l’exciser (Tableau 5) [van der Kemp  et al.,  2004]. L’activité

résiduelle  de  H270L  pour  le  THFSC  est  la  plus  faible  des  trois  mutants,  et  représente  27 %  de

l’efficcacité d’excision du WT pour cettee lésion (Tableau 5) [van der Kemp et al., 2004]. Si cela peut

paraître peu, c’est en réalité loin d’être négligeable en comparaison des activités mesurées pour la 8-

oxoG et le FapyG (Tableau 5). Par conséquent, il est possible que le recrutement résiduel observé

pour ces mutants après micro-irradiation soit lié, au moins en partie, à la reconnaissance des sites

AP générés à ce moment-là. La diffrérence entre les profinls de recrutements d’APE1 et de ces mutants

pourrait s’expliquer par le fait qu’APE1 est beaucoup plus afficne qu’OGG1 pour les sites AP [Wilson

et al., 1995].

L’implication  des  FapyG  dans  le  recrutement  d’OGG1  est  beaucoup  plus  compliquée  à

estimer, d’une part du fait de l’impossibilité de vérifiner l’induction ou non de ces lésions ; ; ; 0 et d’autre

part, car le mécanisme de reconnaissance et d’excision du FapyG par OGG1 est beaucoup moins

étudié que ceux de la 8-oxoG et des sites AP. Je n’ai malheureusement pas pu trouver de données

concernant la capacité d’OGG1 WT à lier une section d’ADN comportant un FapyG.
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Tableau 5; ; ; S Afficnité et activité d'OGG1 WT et des mutants F319A, H270A et H270L sur diffrérentes cibles. ND S

Non Déterminée, du fait de la liaison très transitoire entre les mutants et la paire 8-oxoG SC. D'après van der

Kemp et al., 2004.

KD 8-oxoG/C

(nM)

KD THF/C

(nM)

Activité

8-oxoG/C (%)

Activité

Fapy/C (%)

Activité

THF/C (%)

WT 8.2 ± 0.9 2.4 ± 0.3 100 100 100

F319A ND 2.2 ± 0.4 0.5 1.9 67

H270A ND 4.6 ± 0.7 0.6 2.2 43

H270L ND 14.8 ± 3.3 ≤ 0.1 1.4 27

3. Implication de cofacteurs dans le recrutement d’OGG1

Cependant, une autre hypothèse pouvant aussi expliquer le recrutement de ces mutants est

l’intervention de cofacteurs. En effret, plusieurs études ont récemment montré qu’OGG1 interagissait

avec plusieurs facteurs de réparation appartenant à d’autres voies que le BER au niveau des zones de

dommages. C’est en particulier le cas de protéines du NER, dont plusieurs protéines semblent avoir

un rôle non canonique dans le BER [Kumar  et al., 2020a,b]. Par exemple, XPC, l’un des premiers

facteurs du NER dont l’implication dans le BER a été vérifinée, permet de stimuler l’activité d’OGG1

en présence d’ADN porteur de 8-oxoG, probablement en favorisant son relargage du site AP généré

par le clivage de la 8-oxoG et pour lequel OGG1 a une forte afficnité [D’Errico et al., 2006]. Depuis

cettee étude pionnière, un certain nombre d’autres facteurs du NER a été montré comme ayant un

rôle dans le BER, appartenant aux deux familles principales du NER, XP et  CS [Parlanti  et al.,

2012 ; ; ; 0 Kumar et al., 2020b]. C’est également le cas d’autres protéines du NER comme UV-DDB, qui

est essentielle au bon recrutement d’OGG1 [Kumar et al., 2022] et stimule son taux d’échange (ainsi

que ceux d’APE1 et MUTYH) [Jang et al., 2019]. L’implication grandissante de facteurs initialement

atteribués au NER dans le BER laisse penser que ces deux voies de réparation sont netteement moins

séparées que ce qui avait été initialement imaginé [Kumar et al., 2020a,b].

Afinn de tester l’étendue des protéines potentiellement impliquées dans la rétention d’OGG1 à

la  chromatine  après  induction  de  8-oxoG,  un  crible  par  ARN  d’interférence  a  été  réalisé  au

laboratoire il y a quelques années. Il a permis de mettere en évidence qu’au moins 81 protéines étaient

indispensables au recrutement et/ou à la rétention  d’OGG1 à la chromatine après un stress oxydant
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chimique, tandis que 87 autres permetteent d’éviter une sur-accumulation d’OGG1 au niveau des

dommages [Lebraud et al., 2020]. Il est à noter qu’un certains nombre de facteurs impliqués dans la

régulation de la structure chromatinienne (cohésines, remodeleurs chromatiniens) et la transcription

(sous-unités du médiateur de la transcription) ont été retrouvés dans ce crible [Lebraud et al., 2020],

suggérant que le recrutement d’OGG1 est lié à l’état de la structure chromatinienne. Cettee hypothèse

serait  cohérente  avec  le  fait  que  le  remodelage  de  la  chromatine  est  nécessaire  au  BER  en

hétérochromatine mais pas en euchromatine [Lan et al., 2014]. De plus, une association directe de

certaines  sous-unités  du  médiateur  et  des  cohésines  avec  OGG1  spécifinquement  en  conditions

oxydantes  a  été  mise  en  évidence,  suggérant  que  la  dépendance  du  recrutement  d’OGG1  à  la

présence de ces protéines ne soit pas uniquement dû à leur impact sur la structure chromatinienne

mais à une implication directe de ces facteurs dans le BER [Lebraud et al., 2020].

4. Excision et relargage d’OGG1 de la zone de dommages

La rétention prolongée d’OGG1 sur l’ADN en cas d’incapacité à exciser la 8-oxoG est connue

depuis longtemps. En effret, c’est le mutant d’OGG1(K249Q), incapable de réaliser l’excision mais en

mesure de reconnaître la lésion [van der Kemp et al., 2004], qui a rendu possible la cristallisation du

complexe  ADN/OGG1 en prolongeant  sa  rétention  sur  la  lésion,  permetteant  ainsi  d’élucider  sa

structure [Bruner  et al., 2000]. De précédents résultats du laboratoire ont également montré qu’en

cas de stress chimique ce même mutant était retenu à la fraction chromatinienne pendant plusieurs

heures  [Amouroux  et  al.,  2010],  et  qu’après  induction  de  8-oxoG  par  micro-irradiation,

l’enrichissement local était également prolongé par rapport au WT [Campalans et al., 2013]. 

Durant  ma  thèse,  j’ai  pu  retrouver  des  résultats  similaires  pour  ce  mutant  en  micro-

irradiation (Figures P6C-E), mais également pour le mutant 2NA (Figures P6C-E), dont l’activité

catalytique  amoindrie  a  été  confinrmée  par  des  tests  d’activité in  vitro  [(Figures  P5C).  De  plus,

l’utilisation d’un inhibiteur d’OGG1 bloquant uniquement l’excision (mais pas la reconnaissance) de

la 8-oxoG produit également des résultats similaires (Figures P6F-G). L’ensemble de ces résultats

tend donc à confinrmer que l’excision de la 8-oxoG par OGG1 est nécessaire au relargage de cettee

dernière.

La  question  résultant  de  cettee  rétention  prolongée  à  la  zone  de  dommage  concerne  la

dynamique de ces mutants ; ; ; S sont-ils stablement liés à la chromatine, ou à l’inverse, continuent-ils à

échanger entre une population liée et une population libre malgré la sur-accumulation prolongée  ; ; ; �

Afinn de répondre à cettee question, j’ai réalisé des expériences de FRAP à la zone de dommages,
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permetteant l’étude de la dynamique de ces mutants après induction de 8-oxoG (Figure SP4C). Nous

pouvons voir que la fleuorescence revient dans la zone photoblanchie au même niveau que dans toute

la  zone  micro-irradiée,  montrant  ainsi  qu’OGG1  n’est  pas  liée  de  façon  stable  au  niveau  des

dommages,  mais  échange  de  manière  rapide  entre  une  population  liée  au  dommage  et  une

population diffrusante. 

III. Conclusion et perspectives

Mes  travaux  de  thèse  ont  permis  d’améliorer  la  compréhension  que  nous  avons  du

fonctionnement et d’apporter de nouvelles connaissances à propos de la dynamique de recherche de

la 8-oxoG par OGG1 en cellules vivantes. Les résultats obtenus en cellules sont très cohérents avec

les précédentes données in vitro,  et  montrent que l’interaction entre OGG1 et l’ADN a un rôle

majeur dans la dynamique de recherche de la 8-oxoG, malgré le fait que l’ADN ne soit pas nu mais

sous forme de chromatine, la grande quantité de protéines liées dessus entravant potentiellement la

route d’OGG1. Maintenant, il serait intéressant d’étudier cettee dynamique grâce à des techniques de

molécule unique alliées à de la super-résolution comme le SPT-PALM (microscopie par localisation

photo-activée – Photo-Activated Localization Microscopy), afinn de caractériser cettee interaction entre

OGG1 et l’ADN ; ; ; S quelle est la part de glissement 1D comparée au hopping ; ; ; � Ce glissement 1D (si

tant est qu’il existe en cellules) est-il rotationnel comme il a pu être montré in vitro ; ; ; �

Par ailleurs,  l’implication de nombreux résidus impliqués à diffrérentes étapes allant de la

phase de recherche de la 8-oxoG au relargage après excision de la lésion a été caractérisée. Ainsi,

nous avons pu montrer que si la reconnaissance de la 8-oxoG n’était pas l’élément limitant de la

dynamique de recherche, elle jouait par contre un rôle important dans le recrutement d'OGG1 à la

zone micro-irradiée. Cettee reconnaissance de la 8-oxoG n’est toutefois pas le seul facteur en jeu,  et

la reconnaissance de la cytosine, essentielle à la sélectivité d’OGG1 pour la paire 8-oxoG SC est elle

aussi  probablement  impliquée  dans  le  recrutement  de  l’ADN-glycosylase.  De  plus,  la  détection

d’autres lésions (sites AP, FapyG) ou l’intervention de cofacteurs sont susceptibles de contribuer

assez largement au recrutement d’OGG1. Il pourrait d’ailleurs être intéressant de bloquer l’accès aux

sites AP, soit chimiquement, soit grâce à un inhibiteur d’APE1 qui piégerait cettee enzyme dessus,

pour voir comment cela impacterait le recrutement d’OGG1. D’une manière générale, il faudrait

aussi étudier l’implication des FapyG dans le recrutement d’OGG1, qui est actuellement très mal

caractérisée.  Cettee  tâche  est  compliquée  par  l’absence  d’anticorps  spécifinque  ou  de  protéine

reconnaissant exclusivement les FapyG. Toutefois, il est possible de mieux caractériser les capacités à
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détecter et exciser les FapyG d’OGG1 et de ses mutants en gel retard et gel d’activité. Cela pourrait

permettere d’identifiner un mutant incapable de reconnaître les FapyG et donc d’étudier la part jouée

par ces lésions dans les dynamiques de recherche et recrutement d’OGG1. Obtenir une structure du

complexe OGG1/FapyG pourrait grandement aider à identifiner les résidus d’intérêts.

Par la suite, il serait essentiel de caractériser in vitro les mutants Y203A, R154A, R204A et

2RA en terme d’activité enzymatique et de liaison à l’ADN, afinn de pouvoir confinrmer la perte de

spécifincité pour la cytosine et les hypothèses proposées ici. L’étude des deux doubles mutants restants

du motif NNN (N149A/N151A et N150A/N151A) serait également extrêmement intéressante afinn de

mieux caractériser  ce  motif.  En effret,  les  mutants  simples  et  le  triple  mutant  n’affrectent  pas  la

dynamique de  recherche de  la  8-oxoG, et  seul  le  3NA a un impact  notable  sur  la  cinétique de

recrutement,  alors  que le  2NA a un impact  marqué sur ces deux aspects.  Que’en est-il  donc des

mutants N149A/N151A et N150A/N151A ; ; ; � Vont-ils avoir des effrets similaires au 2NA, ou encore

diffrérents ; ; ; � Si  l’effret  observé  avec  le  2NA  est  un  effret  spécifinque  au  N151,  les  deux  mutants

N149A/N151A et N150A/N151A ne devraient pas avoir d’effret fort sur la dynamique d’OGG1. A

l’inverse, si ces trois résidus s’équilibrent et se stabilisent entre eux, il  est probable que les trois

doubles  mutants  aient  des  effrets  similaires.  Répondre  à  ces  questions  permetterait  de  mieux

comprendre le rôle et le fonctionnement de ce motif, aussi mal caractérisé qu’il est conservé. Enfinn,

l’étude de mutants plus complexes associant diffrérents domaines ou fonctions de la protéine (par

exemple le motif NNN et Y203, R154 ou R204, ou R154 et/ou R204 et Y203) pourrait également être

intéressante  afinn  de  mieux  comprendre  les  interactions  entre  ces  diffrérents  aspects  du

fonctionnement d’OGG1.

En conclusion,  ces  travaux ont  permis  d’apporter  de  nouvelles  connaissances  quant  à  la

dynamique d’OGG1 en cellules, et sur le fonctionnement de plusieurs résidus clés de la protéine. De

nombreuses questions persistent cependant sur les mécanismes sous-tendant la dynamique d’OGG1,

et  sur  les  rôles  de  plusieurs  acides  aminés  ou  domaines  (comme  le  motif  NNN).  De  même,

l’implication de diffrérents types de dommages et cofacteurs dans le recrutement d’OGG1 est loin

d’être élucidée ; ; ; 0 ce qui laisse de belles perspectives pour les années à venir.
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ABSTRACT

The addition of poly(ADP-ribose) (PAR) chains along
the chromatin fiber due to PARP1 activity regulates
the recruitment of multiple factors to sites of DNA
damage. In this manuscript, we investigated how, be-
sides direct binding to PAR, early chromatin unfold-
ing events controlled by PAR signaling contribute
to recruitment to DNA lesions. We observed that
different DNA-binding, but not histone-binding, do-
mains accumulate at damaged chromatin in a PAR-
dependent manner, and that this recruitment corre-
lates with their affinity for DNA. Our findings indi-
cate that this recruitment is promoted by early PAR-
dependent chromatin remodeling rather than direct
interaction with PAR. Moreover, recruitment is not
the consequence of reduced molecular crowding at
unfolded damaged chromatin but instead originates
from facilitated binding to more exposed DNA. These
findings are further substantiated by the observa-
tion that PAR-dependent chromatin remodeling at
DNA lesions underlies increased DNAse hypersensi-
tivity. Finally, the relevance of this new mode of PAR-
dependent recruitment to DNA lesions is demon-
strated by the observation that reducing the affinity
for DNA of both CHD4 and HP1� , two proteins shown
to be involved in the DNA-damage response, strongly
impairs their recruitment to DNA lesions.

INTRODUCTION

In eukaryotic cells, the tight packing of chromatin acts
as a physical barrier, hindering the accessibility of the ge-
nomic material. This poses a challenge for DNA repair fac-
tors, which need to bind directly to DNA lesions in order
to restore genomic integrity. As part of the DNA damage
response (DDR), early chromatin remodeling events trig-
gered by the activation of different pathways help ensure
timely access of repair proteins to DNA lesions. Among
these different pathways, poly(ADP-ribose) (PAR) signal-
ing is one of the first to be activated upon DNA damage
(1). PAR signaling relies on the activity of PARpolymerases
and in particular, on the founding member of this family of
enzymes, the protein PARP1 which recognizes and binds to
DNA lesions leading to a dramatic increase of its catalytic
activity (2,3). Activated PARP1 then catalyzes the forma-
tion of PAR chains on its target proteins, mainly PARP1 it-
self and histones (4), in the vicinity of the breaks. These PAR
chains act as a binding platform for PAR-binding effector
proteins including chromatin remodelers, such as ALC1 or
CHD2 (5,6), and also modulate the activity of these effec-
tors by allosteric regulation (7,8). The action of the remod-
elers combined with electrostatic repulsion between DNA
and PAR chains decorating the chromatin fiber contribute
to the rapid relaxation of the chromatin structure at DNA
damage sites (9,10).
The most likely function of PAR-dependent chromatin

unfolding is to increase the accessibility to DNA at the le-
sions. In line with this hypothesis, a study by Izhar et al.
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showed that a number of transcription factors with no
known role in DNA repair were recruited to sites of DNA
damage in a PAR-dependent manner (11). However, this
work did not discriminate between recruitment due to an
affinity for PAR chains, a property reported for someDNA-
binding proteins (12), or from increased local accessibility
to chromatin as a result of relaxation. Recently, we also ob-
served that early chromatin relaxation, and not direct PAR
binding, was responsible for the PAR-dependent recruit-
ment of some chromatin remodelers, namely CHD3 and
CHD4 (13).
In the present study, we aimed to more precisely delin-

eate the contribution of PAR-dependent chromatin remod-
eling mechanisms in modulating the accessibility of chro-
matin at sites ofDNAdamage.We show that PAR-signaling
promotes the recruitment of DNA-binding but not histone-
binding domains to DNA lesions. We attribute this recruit-
ment to affinity for DNA rather than interaction with PAR
chains. Furthermore, we find that the recruitment of DNA-
binding domains to regions of relaxed damaged chromatin
cannot be explained by a decrease of the macromolecular
crowding conditions in this area but rather rely on an in-
crease in the binding rates of the DNA-binding domains
controlled by chromatin unfolding. Finally, we show that
this mechanism of recruitment also holds true for CHD4
and HP1�, two proteins known to be involved in DNA re-
pair.

MATERIALS AND METHODS

Plasmids

Plasmids encoding YFP-macroH2A1.1 macrodomain
(14), PATagRFP-H2B, GFP-WWE (from RNF146)
(10), PARP1-mCherry (5), GFP nanobody-LacI fusion,
iRFP670-ALC1(WT), iRFP670-ALC1(E175Q) (13), the
FRET-crowding sensor (15), GFP-LANA-1-32 (16), pH3-
paGFP (17), YFP-HMGN2-NBD (HMGN2-�C43) (18),
GFP-5 (19), GFP-C/EBPalpha (20), paGFP-H2B (21)
GFP-CHD4 (22), GFP-CHD4 (4A) (23), and GFP-ZF45
and GFP-ZF345 (24) have been previously described.
Monomeric GFP was expressed from pmEGFP-N1.
iRFP670-N1 (25) was digested with BamHI and NotI
to release the coding sequence of iRFP670 which was
ligated into reciprocal sites on pH2B-mCherry (26)
to make pH2B-iRFP670. GFP-Sox5 and GFP-HMG
(amino acid 556–624 of Sox5) were made using Gibson
assembly (New England Biolabs) with pmEGFP-N1
and and 5′-GATCTCGAGCTCAAGCTTCGAATT
CATGCTTACTGACCCTGATTTACCTC-3′ and 5′-
GGATCCCGGGCCCGCGGTACCTTGTTGGCTTG
TCCCGCAATG-3′, to amplify full-length Sox5 and
5′-GATCTCGAGCTCAAGCTTCGAATTCATGCTTA
CTGACCCTGATTTACCTC-3′ and 5′-GGATCCCGGG
CCCGCGGTACCTTGTTGGCTTGTCCCGCAATG-3′

to amplify the HMG domain from CBIG-Sox5 variant 3, a
gift from Jeffrey Macklis (Addgene plasmid # 48707). The
BZIP domain from C/EBPa was cut from pEBG-BZIPa
(gift from Dong-Er Zhang, Addgene plasmid # 12436 (27))
and ligated into pmEGFP-C1 using BspEI and EcoRI
restriction sites on both plamids, to obtain the construct
GFP-BZIP.GFP-LZIPwasmade by amplifying LZIP from

BZIP using 5′-AATGAATTCACGCGCAGTTGCC-3′

and 5′-TTATCCGGACTGACCAGTGACAATGACCG-
3′ and ligated into pmEGFP-C1 between BspEI and
EcoRI restriction sites. GFP-HOXc10 and GFP-Homeo
(amino acid 268–327 of HOXc10) was made using
Gibson assembly with pmEGFP-N1 and pCMV-SPORT6-
HOXc10 from the Mammalian Gene Collection (IM-
AGE ID 3458115) using 5′-GATCTCGAGCTCAA
GCTTCGAATTCATGACATGCCCTCGCAATG-
3′ and 5′ GGATCCCGGGCCCGCGGTACCTTG
GTGAAATTAAAATTGGAGGTCAG-3′ (for full-
length HOXc10) and 5′-GATCTCGAGCTCAAGCTT
CGAATTCATGGGAAGGAAGAAGAGGTGC-3′

and 5′- GGATCCCGGGCCCGCGGTACCTTGTT
CATTTTCTTGAGTTTCATTC-3′ (for Homeo). The
tandem ZF345 construct (GFP-(ZF345)2) was made
using Gibson assembly with GFP-ZF345 (24) and
ZF345 amplified using 5′-TGCCCTTCCCATGCCC
CTTCCCGGGCTGCGGGAAGATCTTTGC-3′ and
5′-GGGCAAAGATCTTCCCGCAGCCCGGGAAGG
GGCAAATCACTAGTGACCCTTGAGATTC-3′. To
make GFP-CHD4 (W508E) and GFP-CHD4 (W644E),
GFP-CHD4 was digested with BamHI to remove a
2.7 kb fragment and exchanged with the same region
from pBluescript-CHD4 (W508E) or pBluescript-CHD4
(W644E) (28). HP1� was amplified from cDNA using 5′-
ATATAAGATCTGGAAAGAAAACCAAGCGGAC-
3′ and 5′-TATATAGAATTCAGCTCTTTGCTGTT
TCTTTC-3′ and ligated into pmEGFP-C1 between
BglII and EcoRI restriction sites to make GFP-HP1�.
The chromodomain of HP1� was amplified using 5′-
CGCAGATCTGTCGTGGAGAAGGTGCTAGAC-3′

and 5′- AACCCGAATTCAGGGTTTATTATTTTCAC-
3′ and ligated into pmEGFP-C1 between BglII and EcoRI
restriction sites to make GFP-HP1�-Chromodomain.
The N-terminal region of HP1� was amplified using
5′- GCTGTACAAGTCCGGACTCAGATCTGGA
AAGAAAACCAAGCGG-3′ and 5′-CTGGTTCCAG
TTTATTATTTTCACCCTCCTTCATC-3′ and the
C-terminal region of HP1� was amplified using 5′-
AAATAATAAACTGGAACCAGAAAAGATCATTG-
3′ and 5′-CGCGGTACCGTCGACTGCAGAATT
CTTAGCTCTTTGCTGTTTCTTTC-3′. These frag-
ments, together with pmEGFP-C1, were used to
make GFP-HP1�-�hinge using Gibson assembly. The
macrodomain of macroH2A1.1 was amplified using
5′-GGAGATCTCAGGGTGAAGTCAGTAA-3′ and
5′-CCGGAATTCCTAGTTGGCGTCCAGCTT-3′ and
cloned into pmEGFP-C1 between BglII and EcoRI restric-
tion sites to make pmEGFP-macroH2A1.1 macrodomain.

Cell culture, Hoechst presensitization, osmotic shocks and
PARP inhibition

U2OS cells were cultured in DMEM (4.5 g/l glucose,
Sigma) supplemented with 10% fetal bovine serum (Life
Technologies), 2 mM glutamine (Sigma), 100 �g/ml peni-
cillin and 100 U/ml streptomycin (Sigma) in a humidified
incubator at 37◦C with 5% CO2. For transient expression
of plasmids, cells were transfected 12–24 h after seeding
into eight-well Lab-Tek II chambered coverglass (Thermo
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Scientific) with XtremeGENE HP (Sigma) or Xfect (Clon-
tech) according to the manufacturer’s instructions and in-
cubated for 48 h prior to imaging. For Hoechst presen-
sitization, growth medium was aspirated from the Lab-
Tek and replaced with fresh medium containing 0.3 �g/ml
Hoechst 33342 for 1 h at 37◦C. Immediately prior to imag-
ing, growth medium was replaced with CO2-independent
imagingmedium (PhenolRed-free Leibovitz’s L-15medium
(Life Technologies) supplemented with 20% fetal bovine
serum, 2 mM glutamine, 100 �g/ml penicillin and 100
U/ml streptomycin). For hypotonic treatment, the imag-
ing medium was replaced with distilled water 10 min prior
to imaging. For hypertonic treatment, cells were bathed
with imaging medium supplemented by 160 mM sucrose 5
min prior to imaging (29). For PARP inhibition, cells were
treated with 30 �MAG14361 (Euromedex) for 30min prior
to imaging. All experiments were completed with unsyn-
chronized cells.

Confocal imaging and laser microirradiation

Live-cell imaging experiments were completed on a Ti-E in-
verted microscope from Nikon equipped with a CSU-X1
spinning-disk head from Yokogawa, a Plan APO 60×/1.4
NA oil-immersion objective lens and a sCMOS ORCA
Flash 4.0 camera. The fluorescence of EGFP and the acti-
vated formof PATagRFPwere excitedwith lasers at 490 and
561 nm, respectively. For fluorescence detection, we used
bandpass filters adapted to the fluorophore emission spec-
tra. Laser microirradiation and local photoactivation at 405
nm was performed along a 16 �m-line through the nucleus
using a single-point scanning head (iLas2 from Roper Sci-
entific) coupled to the epifluorescence backboard of the mi-
croscope. To ensure reproducibility laser power at 405 nm
was measured at the beginning of each experiment and set
to 125 �W at the sample level. Cells were maintained at
37◦C with a heating chamber.

Fluorescence correlation spectroscopy

Fluorescence correlation spectroscopy (FCS) experiments
were performed on a Leica SP8 or a Zeiss LSM880 con-
focal setup. The Leica system was equipped with a Plan
APO 63×/1.2 NAwater immersion objective. GFP fluores-
cence was excited with a 488 nm laser and single emitted
photons, selected by a bandpass filter at 500–550 nm, were
detected and counted using a single photon avalanche pho-
todiode and a PicoHarp module from PicoQuant. On the
Zeiss system, a C-Apo 40×/1.2 NA water immersion ob-
jective was used. GFP fluorescence was excited with a 488
nm laser and single emitted photons at wavelength rang-
ing between 500 and 550 nm were detected and counted on
the GaAsP spectral detector. On both systems, laser power
used for FCSmeasurementswere adjusted tominimize pho-
tobleaching and avoid the induction of photodamage in
Hoechst-sensitized cells. Each FCS acquisition lasted 30–45
s to reduce the noise in the autocorrelation curves. For each
nucleus, FCS acquisitions were performed before and ∼1–2
min after damage induction. The power of the 405 nm laser
used for microirradiation was set to 160 �W at the sample
level. Irradiation was performed within nuclear regions of

20 × 1 �m (Leica SP8) or 12 × 2 �m (Zeiss LSM880). Cells
were maintained at 37◦Cwith a heating chamber. Raw pho-
ton traces obtained forGFP-taggedDNA-binding domains
were detrended for slow fluctuations using the Fluctuation
Analyzer 4G software (30).

Fluorescence lifetime imaging

Fluorescence lifetime imaging (FLIM) experiments were
performed on a Leica SP8 confocal setup equipped with a
Plan APO 63×/1.4 NA oil immersion objective. CFP fluo-
rescence was excited with a pulsed 440 nm laser and emitted
photons were selected by a bandpass filter at 467–499 nm.
Time-correlated photon counting images were acquired us-
ing a single photon avalanche photodiode and a PicoHarp
module from PicoQuant. After manual segmentation of the
irradiated area on the acquired images, fluorescence life-
times were estimated by fitting the fluorescence decay curves
with a single-exponential decay model using the Sympho-
time software (PicoQuant). For each nucleus, FLIM acqui-
sitions were performed before and ∼120 s after damage in-
duction. The power of the 405 nm laser used for microirra-
diationwas set to 160�Wat the sample level and irradiation
was performed within nuclear regions of 20 × 1 �m. Cells
were maintained at 37◦C with a heating chamber.

Quantification of protein recruitment and changes in chro-
matin compaction

We used an assay described previously by Lebeaupin et al.
to quantify recruitment kinetics and chromatin relaxation
at DNA damage sites (31). Briefly, we used U2OS cells co-
expressing the protein of interest tagged with GFP together
with core histone H2B tagged with the photoactivatable flu-
orescent protein PATagRFP. Irradiation at 405 nm along
a line of 16 �m through Hoechst-sensitized nuclei allowed
simultaneously infliction of DNA damage and photoacti-
vation of PATagRFP to highlight the damaged area. Us-
ing a custom MATLAB routine, this highlighted area was
segmented automatically and the segmentation mask was
applied to the image of the GFP channel to quantify pro-
tein accumulation at sites of DNAdamage. Themask of the
damaged chromatin area was also fitted with an ellipsoid
and its minor axis length was used to measure the thickness
of the damaged line area. By calculating the ratio between
this thickness at a given time point and the thickness imme-
diately post-microirradiation, we could then assess changes
in the chromatin compaction state at DNA damage sites.
To measure change in chromatin compaction upon hy-

pertonic treatment, we acquired 3D stacks of the nuclei be-
fore and after addition of the hypertonic medium and per-
formed automatic 3D thresholding to estimate the volume
of the photoactivated chromatin region.

Fitting of the FCS curves

FCS correlation curves were fitted either with an effective
diffusion or a reaction dominant model (32). The effective
diffusion model is as follows:

G (t) =
1
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)−1/2
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where N is the number of tagged molecules in the focal vol-
ume, τ res is the residence time in the focal volume, and �
is the structural parameter of the focal volume, which was
fixed to 6. For the fluorescently taggedDNA-bindingmotifs
assessed below, we assumed that the increase in residence
time compared to purely diffusible GFP could be attributed
mainly to binding to chromatin rather than a change in the
gyration radius. Under this assumption, according to (32),
one can estimate:

k′
on

koff
=

(

τres

τGFP

)

− 1 (2)

where k’on is the pseudo first-order association rate with
chromatin, koff is the dissociation rate and �GFP is the
residence time in the focal volume measured for GFP.
The values of the

k′
on

koff
ratio post-irradiation were corrected

as follows for changes in chromatin concentration com-
pared to the pre-damage conditions. Cells expressing H2B-
PATagRFP were irradiated at 405 nm with the same set-
tings as the ones used for the FCS acquisitions and the area
of the photoactivated damaged chromatin region was mea-
sured by automatic segmentation immediately after irradia-
tion (A(0)) and 60 s post-irradiation (A(60)). The corrected
k′
on

koff
ratio was then calculated as:
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with
k′
on

koff
(fit) the value obtained from the fit.

When using the reaction-dominant model, the correla-
tion curves were first normalized as follows: Gnorm (t) =
G(t)
G(0)

$ with G(0) calculated as the mean of the correlation

curve for times ranging between 10 and 90 �s.
The expression of the reaction-dominant model is then

given by:
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where τ diff is the diffusion time in the focal volume, � is the
structural parameter of the focal volume, which was fixed to
6, k’on is the pseudo first-order association rate with chro-
matin and koff is the dissociation rate. The correlation curves
obtained pre- and post-irradiation for a given nucleus were
fitted together. Since diffusion is not affected by chromatin
remodeling at DNA damage sites (see Results), the param-
eter τ diff was shared for the fits pre- and post-irradiation.

Similar to the
k′
on

koff
ratio, the values of the association rate

post-irradiation were corrected for changes in chromatin
concentration compared to the pre-damage conditions ac-
cording to:

k′
on = k′

on (fit)

(

A(60)

A(0)

)

(5)

with k’on(fit) the value obtained from the fit.

Micropore irradiation assay

A modified protocol previously described by Suzuki et al.
was established to quantify PARylation induced chromatin
relaxation at sites of microirradiation (33). U2OS cells were
cultured as described above and labeled with 50 �M 5-
bromo-2′-deoxyuridine (BrdU; Sigma) for 24 h followed
by 1 h treatment with 10 �M Olaparib (Selleckchem) or
were left untreated prior to UV irradiation. For UV irra-
diation, the medium was removed and the cells were cov-
ered with polycarbonate membranes with a 5 �m pore size
(Millipore) and exposed to 100 J/m2 of UVC light. After
UV irradiation, fresh cell medium was added to the cells
and the polycarbonate membrane was removed. Cells were
fixed with 3% PFA at different time points post-irradiation,
washed with 0.5% Triton X-100 in PBS for 10 min and
then treated with 0.005 U/�l DNase I (Thermo Fisher Sci-
entific) for 5 min. The digested DNA ends were labeled
with 200 �M 5-iodo-2′-deoxyuridine (IdU; Sigma) by ter-
minal deoxynucleotidyl transferase (Thermo Fisher Scien-
tific) for 2 h. Cells were immunostained with anti-IdU (Ab-
cam, ab187742 at 1:100) or anti–poly-ADPr (10H, ascites
at 1:300) and anti-�H2AX (Abcam, ab81299 at 1:2000)
antibodies and counterstained with Hoechst. Primary an-
tibodies were detected using Alexa Fluor 488 conjugated
goat anti-mouse IgG (Invitrogen, A21422 at 1:1000) and
Alexa Fluor 555 conjugated goat anti-rabbit IgG (Invitro-
gen, A21428 at 1:1000). z-stacks of images were acquired
using aVisitron spinning disk confocal system (Visitron sys-
tems GmBH) equipped with Yokogawa CSU-W1 spinning
disk unit, Olympus IX83 inverted microscope (60× oil ob-
jective, NA 1.42), Andor Zyla 4.2 Plus camera, with 405,
488 and 561 nm lasers. The raw images were analyzed in
CellProfiler (34) after generating the maximum intensity
projections of the z-stacks in Fiji (35). In CellProfiler, the
Hoechst stained DNA was used to segment the nuclei and
the �H2AX signal was used to identify the irradiated areas.
The average signal intensity of the background-subtracted
IdU channel was measured in the identified nuclei and ir-
radiated areas. The signal intensities in the irradiated areas
were divided by the signal intensities of the corresponding
nuclei and plotted using Prism.

Statistics

For the recruitment and chromatin relaxation curves,
means ± SEM are shown. For the FCS correlation curves,
mean curves are shown. Boxplots were generated using a
web-tool developed by the Tyers and Rappsilber labs (http:
//boxplot.tyerslab.com/). The box limits correspond to the
25th and 75th percentiles and the bold line indicates the me-
dian value. The whiskers extend 1.5 times the interquartile
range and outliers are shown by dots. Mean curves as well
as boxplots were obtained from measurements in at least
15 individual nuclei for each condition. P values were cal-
culated using two-sided unpaired Student’s t-test assuming
unequal variances except for comparing measurements per-
formed in the same nuclei before and after irradiation, for
which two-sided paired Student’s t-test assuming unequal
variances were used. On the boxplots, * refers to P < 0.05,
** to P < 0.01, *** to P < 0.001, **** to P < 0.0001 and
n.s. to non significant.
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RESULTS

DNA-binding but not histone-binding domains are recruited
to sites of DNA damage in a PAR-dependent manner

The most basic, repeating unit of chromatin is composed of
two main components, the DNA double-helix and histone
octamers, together forming the nucleosome core-particle
(36). To assess whether the local changes in chromatin struc-
ture regulated by PAR signaling upon DNA damage could
modulate the accessibility to eitherDNAor histones, we an-
alyzed the behavior of different DNA- and histone-binding
domains at sites of DNA damage.
We chose to study three different DNA-binding do-

mains: the HMG domain from SOX5, the BZIP domain
from C/EBPa and the Homeobox (Homeo) domain from
HOXC10 (27,37,38). These transcription factors have no
reported role in the DDR thus their DNA-binding do-
mains are not expected to show specificity for DNA lesions.
Here, as well as throughout all this work, we induced DNA
damage by microirradiating Hoechst-sensitized nuclei of
U2OS cells with a continuous laser at 405 nm. To quan-
titatively assess the level of DNA-binding domain recruit-
ment to sites of damage over time, the GFP-tagged DNA-
binding domains were co-expressed with core histone H2B
fused to the photoactivatable protein PATagRFP (Figure
1A and Supplementary Figure S1A). The mask of the mi-
croirradiated line highlighted by the photoconverted PATa-
gRFP was used both (i) to measure the accumulation of
the GFP-taggedDNA-binding domain at DNA lesions and
(ii) to assess changes in the chromatin compaction state at
the DNA damage sites by measuring the thickness of the
mask over time (31). Using this assay, we found that all
the tested DNA-binding domains were recruited to sites of
DNA damage with kinetics closely matching the ones char-
acterizing chromatin relaxation (Figure 1B and Supplemen-
tary Figure S1A).
Next, cells were treated with a PARP inhibitor (PARPi)

to block PAR-signaling (Supplementary Figure S1B). In
agreement with previous findings (10), we observed that
PARPi treatment not only fully abolished chromatin relax-
ation but even induced a slight over-compaction of the chro-
matin structure at DNA lesions (Figure 1B). Regarding re-
cruitment, we observed that the stronger the accumulation
of DNA-binding domains at DNA lesions, the less PAR-
dependent this accumulation was. Indeed, while the weak
recruitment of theHMGdomain was fully suppressed upon
PARPi treatment, the moderate accumulation of the BZIP
domain was only partially abolished and the strong recruit-
ment of the Homeo domain appeared to be independent
of PARylation (Figure 1C). This PAR-dependent recruit-
ment of DNA binding motifs at DNA lesions was observed
not only upon PARPi treatment but also in cells lacking
PARP1 (Supplementary Figure S1C–E). Moreover, we ob-
served that full-length SOX5, C/EBPa and HOXC10 accu-
mulated to irradiated areas similarly to the isolated DNA-
binding domains indicating that these domains are suffi-
cient to recapitulate the behavior of the full-length proteins
in terms of recruitment to DNA lesions (Supplementary
Figure S1F).

A plausible explanation of the differences in the levels
of DNA-binding domains recruited to sites of DNA dam-
age is that their recruitment is dependent on their affin-
ity for DNA. In agreement with this hypothesis, we found
that removing the DNA-binding stretch of BZIP to only
keep the leucine-zipper area (LZIP) abolished recruitment
to sites of DNA damage (Supplementary Figure S1G).
Furthermore, we correlated DNA affinity of each DNA-
binding domain with their level of accumulation at DNA
lesions. To semi-quantitatively assess the binding affinity
of the chosen DNA-binding domains directly in living nu-
clei in the absence of DNA damage, we measured the res-
idence time of each DNA-binding domain within the fo-
cal volume of the confocal microscope by fluorescence cor-
relation spectroscopy (FCS) and normalized it to the resi-
dence time measured for GFP (Supplementary Figure S1H
and I). Since each of these GFP-tagged DNA-binding do-
mains have relatively similar molecular weights and given
that diffusion only varies as the cube root of the molecular
weight, we assumed that a larger relative residency time, cor-
responding to slower mobility, was mostly due to stronger
binding to undamaged DNA. We found a clear correlation
between the level of recruitment of the DNA-binding do-
main at DNA lesions and relative residence time, indicating
higher levels of recruitment for stronger DNA binding mo-
tifs (Figure 1D).

Finally, we assessed potential changes in the accessibil-
ity of the histone octamer upon DNA damage. Similar to
the rationale behind the choice of the DNA-binding do-
mains, we analyzed nucleosome accessibility by monitor-
ing the recruitment of three histone-binding domains with
no reported roles in the DDR. Neither the N-terminal do-
main of the Latency-Associated Nuclear Antigen (LANA-
1–32) nor the nucleosome-binding domain of HMGN2
(HMGN2-NBD), which both bind to the folded domain
of H2A-H2B (16,39), recruited to DNA lesions (Figure 1E
and F). In fact, we even observed a slight eviction of these
two domains from the damaged area which may originate
from the local dilution of nucleosome concentration due to
chromatin relaxation. HMGN2-NBD reportedly also binds
DNAat the entry/exit site of the nucleosome, althoughwith
a much weaker affinity than for the H2A-H2B dimer (39).
However, this weakDNA affinity does not appear sufficient
to promote recruitment of HMGN2-NBD at DNA dam-
age sites. We also monitored the recruitment of the chro-
modomain of HP1� (HP1�-CD) which recognizes the tail
of histone H3 when it is trimethylated on lysine 9, a post-
transcriptional modification that has not been reported to
be involved in early steps of the DDR. Similar to the do-
mains binding to the folded nucleosome core, we did not
observe any accumulation of HP1�-CD to sites of DNA-
damage (Figure 1G), in line with what has been reported
for the chromodomain of HP1� (40).
Altogether, these data show that an affinity for DNA, but

not for histones, promotes recruitment of proteins to DNA
lesions. Significantly, PAR-signaling appears to be required
for the recruitment of weak DNA-binding domains while
being dispensable for stronger ones.
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Figure 1. DNA-binding but not histone-binding domains are recruited to sites of DNA damage in a PAR-dependent manner. (A) Recruitment of the
DNA-binding domain BZIP from C/EBPa tagged with GFP to sites of DNA damage induced by laser microirradiation. In addition to BZIP-GFP, cells
expressed the core histone H2B tagged with the photoactivatable PATagRFP, which allowed highlighting of the irradiated area. Cells were left untreated
or treated with 30 �M of the PARP inhibitor AG14361 (PARPi). (B) Automatic segmentation of the photoconverted chromatin area by image analysis
allowed quantitative measurement of BZIP recruitment kinetics at DNA damage sites (left) and the assessment of chromatin relaxation in this area (right).
(C) Recruitment intensity of GFP-tagged DNA-binding domains at sites of DNA damage in the presence or absence of PARP inhibitor (PARPi) measured
80 s after DNA damage induction. (D) Recruitment intensity of GFP-tagged DNA-binding domains at sites of DNA damage 80 s after damage induction
plotted against their relative residence time as measured by FCS. (E–G) Absence of recruitment to sites of DNA damage of (E) the N-terminal (1–32)
histone-binding domain of LANA, (F) the nucleosome-binding domain (NBD) of HMGN2 and (G) the chromodomain (CD) of HP1�. Photoactivated
H2B-PATagRFP indicate regions of damage. Scale bars = 4 �m.

PAR-independent recruitment of DNA-binding domains to
sites of DNA damage correlates with a high affinity for DNA

To further investigate the impact of the affinity for DNA on
PAR-dependent recruitment to sites of DNA damage, we
analyzed the behavior of different combinations of the zinc-
finger domains 3–5 from the transcription factor ZIC3 (24).
Similar to the DNA-binding domains studied in the pre-
vious section, these zinc-finger domains have no reported
specificity forDNA lesions andZIC3 has not been shown to
be part of the DDR. First, we compared two GFP-tagged
constructs comprising two (ZF45) or three (ZF345) zinc-
finger domains. This three zinc-finger construct showed a
higher affinity for DNA than ZF45 when comparing their
relative residence times measured by FCS (Figure 2A). Cor-
relating with this difference in DNA affinity, ZF345 re-
cruited to sites of DNA damage at higher levels compared
to ZF45 (Figure 2B,C).

To assess the impact of further increasing binding affin-
ity to DNA, we compared ZF345 with a tandem repeat of
the three zinc-finger domains referred to as (ZF345)2. As
expected, (ZF345)2 showed higher affinity for DNA and
displayed higher levels of recruitment to DNA lesions than
ZF345 (Figure 2D–F). Importantly, we also observed that,
while the accumulation of ZF345 to sites of DNA damage
relied on PAR-signaling, (ZF345)2 was recruited to sites of
damage in a PAR-independent manner (Figure 2F).
These observations fully corroborate our observations

with the different classes of DNA-binding domains, indi-
cating that the affinity for DNA is the major factor con-
trolling the accumulation of DNA-binding domains at sites
of DNA damage and that, above a certain level of affinity,
PARylation becomes dispensable for recruitment.
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Figure 2. PAR-independent recruitment of DNA-binding domains to sites of DNA damage correlates with a high affinity for DNA. (A) Residence time
measured by FCS for GFP-tagged zinc-finger domains 4 and 5 (ZF45) or 3, 4 and 5 (ZF345) of ZIC3. (B) Localization of GFP-ZF45 and GFP-ZF345
before (Pre) and 80 s after (Post) DNA damage induced by laser microirradiation (red arrowheads). (C) Recruitment intensity of GFP-ZF45 and GFP-
ZF345 in the irradiated areameasured 80 s after DNAdamage induction. (D) Residence time forGFP-ZF345 and the tandem repeat of the three zinc-finger
domains ((ZF345)2) tagged with GFP as determined by FCS. (E) Localization of GFP-ZF345 and GFP-(ZF345)2 80 s after DNA damage induced by
laser microirradiation in untreated cells or cells treated with PARP inhibitor (PARPi). (F) Recruitment intensity of GFP-ZF345 and GFP-(ZF345)2 in the
irradiated area measured 80 s after DNA damage induction in untreated cells or cells treated with PARP inhibitor (PARPi). Scale bars = 4 �m.

Recruitment of DNA-binding domains to DNA lesions is not
triggered through direct PAR binding but rather relies on
PAR-dependent chromatin unfolding

PARylation triggers two main events at sites of DNA dam-
age: the recruitment of PAR-binding effector proteins and
chromatin relaxation. Since certain DNA-binding domains
of some repair proteins have been shown to bind PAR (12),
it is possible that the PAR-dependent recruitment to sites of
DNA damage we observed for the different DNA-binding
domains presented above occurs through direct binding of
PAR chains.
To test for this possibility, we first assessed the ability

of the different DNA-binding domains to bind DNA and
PAR in vitro. By gel shift assays, we could confirm that
the four DNA-binding domains are able to bind DNA in
contrast to the macrodomain of macroH2A1.1, which is a
well-known PAR binder (41) (Supplementary Figure S2A).
Next, we performed an in vitro PAR binding assay and
saw that the four DNA-binding domains are able to bind
PAR chains (Supplementary Figure S2B). This ability of the
DNA-binding domains to bind PAR was still observed un-
der denaturing conditions in contrast to the macrodomain
of macroH2A1.1.
Despite the in vitro data showing interactions with PAR

chains, the observation that the normalized recruitment ki-
netics of the different DNA-binding domains to the irra-
diation area are much slower than the ones of well-known
PAR binders such as the WWE domain of RNF146 (42) or
the macrodomain of macroH2A1.1 (Figure 3A) prompted
us to question the involvement of direct PAR-binding in the
accumulation of the DNA-binding domains at sites of dam-
age. To further assess PAR binding in living cells, we used

a PAR-3H assay recently developed in our lab (13). Briefly,
GFP-tagged proteins of interest are tethered to the LacO
array using a LacI-GFP nanobody fusion and co-expressed
with mCherry-PARP1 (Supplementary Figure S2C). Upon
DNA damage, PARP1 is rapidly PARylated at the site of
damage that facilitates its release from the damaged DNA
and diffusion through the nucleus in a PARylated state
(13,43). If the GFP-tagged tethered protein is able to bind
PAR, such as the macrodomain of macroH2A1.1, PARy-
lated PARP1 enriches at the LacO array (Supplementary
Figure S2D). Using this assay, we show that the HMG,
BZIP or ZF345 domains, all of which showPAR-dependent
recruitment to sites of DNA damage, were unable to recruit
PARylated PARP1 (Figure 3B and Supplementary Figure
S2E andF).Nevertheless, one could still argue that the PAR
chains found in the vicinity of the sites of damage are differ-
ent in terms of quality and quantity from the ones present
on PARP1 released from the lesions, and, as such, are able
to trigger the recruitment of the DNA-binding domains by
direct interaction.
We therefore used a second independent assay tomore di-

rectly analyze the involvement of the interactions with PAR
chains localized at the sites of damage in the recruitment
of the DNA-binding domains. Cells were irradiated and,
60 s post-irradiation, i.e. after the completion of the PAR-
dependent chromatin relaxation process, we added PARPi
to acutely block PARP1 enzymatic activity. Under these
conditions, the WWE domain of RNF146 was rapidly re-
leased from the irradiated area and, 360 s post-irradiation,
the accumulation ofWWE from the lesions was nearly com-
pletely reversed (Figure 3C), due to the rapid degradation
of PAR by the sustained PAR glycohydrolase activity. In
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Figure 3. Recruitment of DNA-binding domains to sites of DNA damage is not triggered by PAR-binding. (A) Normalized recruitment kinetics of
PAR binding domains GFP-WWE and YFP-macroH2A1.1 macrodomain (black) and DNA-binding domains GFP-BZIP, GFP-HMG and GFP-Homeo
(red) in addition to normalized chromatin relaxation kinetics (blue). (B) GFP-BZIP tethered to the LacO array is unable to recruit PARylated mCherry-
PARP1 after DNA damage induction. Insets, pseudocolored according to the look-up table displayed below panel B, show magnification of the LacO
array. Boxplots show mCherry-PARP1 intensity at the LacO array quantified pre- and 60 s post-damage. The average intensity at the spot is corrected for
background and normalized to average intensity of the nucleus. (C, D) Confocal images showing accumulation of GFP-WWE (C) or GFP-BZIP (D) at
sites of DNA damage. Cells were left untreated or treated with PARPi 60 s after DNA damage induction. Boxplots show levels of GFP-WWE, GFP-BZIP
or ZF345 accumulation at sites of damage 360 s after microirradiation. (E) Recruitment of the GFP-BZIP to sites of DNA damage induced by laser
microirradiation in cells overexpressing WT ALC1 (red) or ATPase dead ALC1 (E175Q, black). (F) Recruitment intensity of GFP-tagged DNA-binding
domains at sites of DNA damage in cells overexpressingWTALC1 or ATPase dead ALC1 (E175Q) measured 80 s after DNA damage induction. For each
domain, the recruitment has been normalized to the median recruitment in the E175Q expressing cells. Scale bars = 4 �m
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contrast, PARPi treatment did not revert the accumulation
of BZIP and ZF345 at the irradiation area (Figure 3D).
HMG was already released from the DNA lesions at 360 s
post-irradiation in the absence of PARPi. Consequently, for
this domain, we tested the effect of PARPi treatment over a
shorter time frame. At 180 s post-irradiation, we observed
no impact of the addition of PARPi on HMG accumula-
tion at sites of damage while WWE was already partially
released compared to the control conditions (Supplemen-
tary Figure S2G). These results, together with the ones ob-
tained with the PAR-3H assay, argue against the involve-
ment of direct interactions between the DNA-binding do-
mains and PAR chains during the recruitment of these do-
mains to DNA lesions.
In lieu of direct binding to PAR chains, the accumula-

tion of the DNA-binding domains to sites of damage may
be promoted by the rapid PAR-dependent unfolding of the
chromatin. To assess this possibility, we analyzed the impact
of modulating the chromatin relaxation process on the re-
cruitment of the DNA-binding domains. In agreement with
our previous results (10,13), we confirmed that chromatin
relaxation was enhanced in cells overexpressing the chro-
matin remodeler ALC1 compared to those overexpress-
ing its catalytically inactive mutant (Supplementary Figure
S2H). We found that the four DNA-binding domains, but
not the PAR binding macrodomain of macroH2A1.1, dis-
played enhanced recruitment to DNA lesions in cells over-
expressing wild-type ALC1 (Figure 3E, F and Supplemen-
tary Figure S2I). This was even true for Homeo, for which
the recruitment to DNA lesions did not appear to be PAR-
dependent in normal conditions (Figure 1C).

Based on the different assays presented in this section,
it is unlikely that the recruitment of the DNA-binding do-
mains to DNA lesions rely on direct interactions with PAR
chains. Instead, recruitment appears promoted by the early
chromatin remodeling processes occurring upon damage.

Recruitment of DNA-binding domains to relaxed damaged
chromatin cannot be attributed to reduced molecular crowd-
ing conditions

Chromatin is the major crowding agent in the nucleus and
its compaction state modulates diffusion-reaction kinetics
of DNA-binding proteins within the nucleus (19). Given
the similarities between the kinetics of the recruitment of
DNA-binding domains and chromatin relaxation at sites of
DNA damage, it is possible that PAR-dependent chromatin
relaxation leads to reduced crowding conditions at DNA le-
sions, thus facilitating the accumulation of DNA-binding
domains in this area.
Crowding affects diffusion-reaction dynamics in three

different ways: (i) it leads to volume exclusion since the vol-
ume occupied by the background molecules, in this case
the chromatin, is not accessible to diffusible proteins, (ii)
it hinders diffusion, and (iii) it favors compact molecular
conformations which, in the case of a protein complex,
shifts the binding equilibrium towards the bound state (44).
These three consequences of crowding are observed in dense
chromatin areas (19) and can be reversed by relaxing chro-
matin via hypotonic treatment which leads to global nuclear
swelling (29). In the following experiments, we quantita-

tively assessed crowding conditions at sites of DNAdamage
to distinguish between two alternative scenarios (Supple-
mentary Figure S3): (Model 1) PAR-dependent chromatin
unfolding leads to a local increase of the accessible volume
fraction and thus, reduced crowding conditions or (Model
2) PAR-dependent chromatin unfolding occurs concomi-
tantly to fiber ‘swelling’, potentially due to the addition of a
large number of PAR chains, which keeps the level of crowd-
ing unchanged at sites of DNA damage.
We first assessed volume exclusion by measuring the con-

centration of diffusible probes in and out the damaged area
after chromatin relaxation. If chromatin relaxation at sites
of DNA damage leads to reduced crowding, it is expected
that a higher proportion of the volume is accessible to a dif-
fusible tracer within the relaxed chromatin area compared
to the undamaged region, leading to a local increase in
the concentration of this tracer (Supplementary Figure S3,
Model 1). We observed an increase in the concentration of
monomeric GFP in the DNA-damage sites, which allowed
us to estimate a local change in accessible volume (Figure
4A,B). The increase in accessible volumemeasured for GFP
was nevertheless modest compared to the change in the vol-
ume of the irradiated area, measured by the size of the pho-
toactivated H2B area (Figure 4A and B). In PARPi treated
cells, no local increase of GFP concentration was observed
in the damaged area, showing that the slight change in ac-
cessible volume observed in untreated cells was the conse-
quence of PAR-dependent chromatin remodeling at DNA
lesions (Figure 4C). This first experiment suggests a slight
reduction in the volume exclusion effect at relaxed dam-
aged chromatin, indicative of decreased crowding condi-
tions compared to undamaged chromatin. To confirm this
finding, we alsomeasured changes in volume exclusion for a
larger diffusible probe––a GFP pentamer (GFP-5)––which
are more sensitive to changes in molecular crowding (45).
However, no change in accessible volume at the site of DNA
damage was observed for GFP-5 suggesting that this larger
probe, in contrast to a single GFP, does not experience re-
duced molecular crowding in this area (Figure 4C). It is
worth noting that the molecular size of many of the repair
complexes more closely matches that of GFP-5 rather than
a single GFP molecule.
Decreasing crowding should also reduce diffusion hin-

drance. However, using FCS, we observed no change in the
residence time of GFP or GFP-5 before and after DNA
damage (Figure 4D and E). The absence of an effect on dif-
fusion hindrance could be explained by a poor sensitivity
of the assay. To test this possibility, we induced chromatin
over-compaction by bathing cells with hypertonic medium
(29) and then triggered relaxation of the over-condensed
chromatin by inflicting DNA damage by laser irradiation
(10). We estimated that, after this unfolding process, the
chromatin compaction state in the irradiated area was sim-
ilar that in the isotonic medium (Supplementary Figure
S4A–C). We assessed the diffusion speed of GFP by FCS in
nuclei in isotonic medium, after hypertonic treatment and
∼60 s after laser irradiation. In agreement with enhanced
crowding conditions (29), we observed an increase of the
residence time of GFP upon hypertonic treatment (Supple-
mentary Figure S4D). In contrast, relaxation of the hyper-
compacted chromatin in response to DNA damage had no



10 Nucleic Acids Research, 2019

Figure 4. PAR-dependent chromatin relaxation does not reduce macro-
molecular crowding at DNA damage sites. (A) Raw images to assess
changes in volume exclusion at DNA damage sites for freely diffusible
GFP. Cells co-express GFP and H2B-PATagRFP. The volume of the dam-
aged area is determined by measuring the area of photoconverted chro-
matin area. The segmentation of this area is also used as a mask to mea-
sureGFP intensities inside (Red area in segment panel) and outside (Green
area in segment panel) the irradiated area, whose ratio is used to deter-
mine changes in accessible volume for this probe. Raw GFP images are
pseudocolored according to the look-up table displayed on the right of
panelA. (B) Quantification of changes in size of irradiated area (Black) and
changes in accessible volume forGFP (Red). (C) Quantification of changes
in accessible volume for GFP and for the GFP-5 array in the absence and
presence of PARP inhibitor (PARPi) 80 s post-microirradiation. (D) Nor-
malized FCS correlation curves obtained for GFP at DNA damage sites
before (black) and ∼1–2 min after (red) microirradiation. (E) Residence
time measured by FCS for GFP and GFP-5 pre- and post-DNA-damage
induction. (F) Intensity and donor-lifetime images of molecular crowding
sensor before (pre) and ∼1–2 min after (post) DNA damage induction.
Microirradiation area is highlighted with green arrowheads. Bleaching of
H2B-iRFP670 shows the irradiated area. Donor-lifetime images are pseu-
docolored according to the look-up table displayed on the right of panel F.
(G) Measurement of donor lifetime of crowding sensor in microirradiated
area pre- and post-DNA damage induction. Scale bars = 4 �m.

effect on GFP diffusion. This experiment indicates that the
assay is sensitive enough to probe diffusion hindrance in the
irradiated area and further supports the fact that chromatin
relaxation does not facilitate diffusion in the vicinity of the
DNA lesions.
Finally, to test the predicted consequence of crowding on

protein conformation, we used a FRET crowding-sensor
whose extension varies with the amount of macromolecular
crowding (15). To confirm the functionality of this probe,
we induced nuclear swelling by bathing cells with hypo-
tonic medium, which reduces intranuclear crowding con-
ditions and leads to chromatin relaxation (Supplementary
Figure S4E). As expected, we observed an increase of the
donor lifetime in hypotonic conditions compared to iso-
tonic conditions, which reflects a decrease in FRET effi-
ciency due to larger extension of the crowding-sensor (Sup-
plementary Figure S4F and G). In contrast, when exam-
ined before and after DNA damage induction, no change in
the donor lifetime was detected within the irradiated area
suggesting that chromatin relaxation does not lead to re-
duced macromolecular crowding at sites of DNA damage
(Figure 4F and G). We also performed the experiment us-
ing precompacted chromatin as described above for diffu-
sion hindrance measurements to assess the sensitivity of
the crowding sensor. While we detected a decrease in the
lifetime of the crowding-sensor upon hypertonic treatment,
no change in lifetime was measured after relaxation of the
hyper-compacted chromatin in response to laser irradiation
(Supplementary Figure S4H). This tends to rule-out a false
negative response of the crowding sensor when probing the
crowding state at DNA lesions.
Overall, although we cannot formally exclude a false-

negative response of our different crowding reporter as-
says, the quantitative analysis of crowding conditions at the
DNA lesions supports the idea that the PAR-dependent
recruitment of DNA-binding domains to sites of DNA
damage cannot be attributed to increased accessibility of
DNA due to reduced crowding conditions at the sites of
DNA damage. Nevertheless, by analyzing crowding condi-
tions, we only assessed the compaction state of the chro-
matin in terms of the impact of the fraction of occupied
nuclear volume without considering consequences arising
from changes affecting its spatial conformation. The way
chromatin is organized in three dimensions is thought to
affect the ability of diffusible DNA-binding proteins navi-
gating through the nucleus to bind DNA (46). We therefore
proceeded to assess how PAR-dependent changes in chro-
matin conformation impacts dynamic binding of DNA-
binding domains to DNA at damage sites.

PAR-dependent chromatin remodeling increases the associa-
tion rates of DNA-binding domains to sites of DNA damage

To better understand the mechanisms underlying the re-
cruitment to DNA lesions of the DNA-binding domains,
their local dynamics was assessed by FCS before and after
lasermicroirradiation (Figure 5A). The association between
the DNA-binding domains and DNA was modeled by the
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Figure 5. PAR-dependent chromatin remodeling leads to an increase in the association rates of DNA-binding domains at sites of DNA damage. (A)
Representative image of a nucleus in which the FCS measurements are performed to assess the local dynamics of GFP-BZIP before (pre) and after
(post) DNA-damage induction. Microirradiation area is highlighted with green arrowheads. FCS measurement points are shown in blue. Images are

pseudocolored according to the look-up table displayed on the right. Scale bar = 4 �m. (B)
k′
on
koff

ratios estimated from FCS curves fitted with an effective

diffusion model pre- and ∼1–2 min after (post) DNA damage induction in the presence or absence of PARP inhibitor (PARPi) for GFP-BZIP. (C)
k′
on
koff

ratios estimated from FCS curves fitted with an effective diffusion model pre- and ∼1–2 min after (post) DNA damage induction for GFP-LANA-1–32.
(D) Normalized FCS correlation curves obtained for GFP-BZIP in undamaged nuclei. The experimental curve (continuous black line) is fitted with an
effective-diffusion model (dotted black line) or a reaction-dominant model (dotted red line). (E and F) Association (k’on) and dissociation rates (koff)
measured by FCS for GFP-BZIP pre- and post-DNA damage and in untreated cells or cells treated with PARP inhibitor (PARPi).

following reaction:

Free + BS

kon
−→
←−
kof f

Bound

with Free and Bound referring to the two states of the
DNA-binding domain and BS to the binding sites along
the DNA. FCS curves were fitted with an effective diffusion
model to estimate the ratio

k′
on

koff
according to Equation (2).

k’on is a pseudo first-order association rate corresponding
to the product of the association rate kon by the concen-
tration of binding sites [BS]. Thus, k’on depends on the lo-
cal chromatin concentration which varies upon irradiation
due to PAR-dependent remodeling. To assess changes in the
binding kinetics which are not due to variations in chro-

matin concentration,
k′
on

koff
ratios measured post-irradiation

were corrected for chromatin relaxation according to Equa-
tion (3). Using this analysis framework, we found that all

DNA-binding domains displayed an increase in the
k′
on

koff
ratio

after DNA damage induction (Figure 5B and Supplemen-
tary Figure S5A–C), showing a shift of the binding equilib-
rium towards the DNA-bound state in the damaged area.

The increase in the
k′
on

koff
ratio upon laser irradiation was im-

paired by PARPi treatment forHMG,BZIP andZF345, but
not for Homeo, which mirrors the results obtained regard-
ing recruitment (Figures 1 and 2). In contrast to the DNA-

binding domains, the
k′
on

koff
ratio measured for the histone-

binding domain of LANA remained unchanged after DNA
damage induction (Figure 5C), in agreement with the ab-
sence of recruitment to the lesions.
The estimation of the

k′
on

koff
ratios demonstrate an increased

binding at sites of DNA damage for the DNA-binding do-
mains. However, this analysis cannot distinguish between
an increase in the association rate k’on, indicative of facil-
itated binding, or a decrease in the dissociation rate koff,
implying a longer lifetime of the bound state. Estimating
the association and dissociation rates separately can only
be achieved for probes displaying reaction-dominant kinet-
ics (32). In such regime, the FCS curves cannot be prop-
erly fitted with the one-component effective diffusionmodel
(Equation (1)) but require the use of a two-components
reaction-dominant model (Equation (4)). Among the three
DNA-binding domains displaying PAR-dependent recruit-
ment to DNA lesions, BZIP was the only one showing sig-
nificant deviation from the effective diffusionmodel (Figure
5D and Supplementary Figure S5D–F). Using a reaction-
dominant model for BZIP yielded improved fits of the FCS
curves and allowed the estimation of the pseudo first-order
association rate k’on and the dissociation rate koff of the
binding reaction before and after damage. The k’on rates
post-irradiation were calculated according to Equation (5)
to assess changes in association rates that are not due to
variations in chromatin concentration. In the undamaged
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situation we recovered values for k’on and koff, which are
in the same range as those previously reported for BZIP
(32). Upon irradiation, we found that k’on was enhanced by
∼5-fold (Figure 5E) while koff underwent a less prominent
increase (Figure 5F). This result implies that the accumu-
lation of BZIP at DNA-damage sites is due to facilitated
binding to DNA in this area rather than a longer lifetime
of the bound state (which should have led to a decreased
koff). Furthermore, PARPi treatment led to a significant re-
duction of k’on post-damage while not affecting koff (Figure
5E and F), indicating that PAR-dependent chromatin re-
modeling specifically facilitates binding to DNA at sites of
damage.
Finally, to compare the behavior of theDNA-binding do-

mains with the one of a motif recruited to DNA lesions
via direct PAR binding, we probed the dynamics of the
macrodomain of macroH2A1.1 at the sites of damage by
FCS. While, prior to damage, the macrodomain was fol-
lowing an effective diffusion kinetic, a reaction-dominant
model had to be used to fit the FCS curves acquired after
laser irradiation (Supplementary Figure S5G). This switch
from an effective diffusion to a reaction-dominant dynamic
implies a massive reduction of the dissociation rate koff
upon DNA damage (32), in agreement with a strong bind-
ing to PAR chains. This behavior is in sharp contrast with
the results obtained for BZIP for which we observed a slight
increase of the dissociation rate after laser irradiation (Fig-
ure 5F).

Increased accessibility to DNase I at sites of DNA damage is
promoted by PAR-signaling

The sensitivity of chromatin to nuclease digestion, such as
DNase I that non specifically cleaves DNA, is broadly used
in genomics to evaluate DNA accessibility (47,48). Previous
studies have demonstrated the nuclease sensitive rearrange-
ment of chromatin after UV irradiation in [3H]thymidine
labeled human cells indicating that chromatin remodeling
mechanisms can tune DNA accessibility during DNA dam-
age repair (49). While it has also been shown that PARP-
dependent relaxation of in vitro reconstituted chromatin
leads to increased micrococcal nuclease sensitivity (50), it
is unknown whether this also holds true in living cells sub-
jected to DNA damage.
To test this possibility, we assessed DNAse sensitivity at

DNA lesions inflicted using micropore UV irradiation (33).
With this irradiation method we could detect robust acti-
vation of PAR signaling as well as �H2AX signaling, al-
though with slower kinetics (Supplementary Figure S6A).
The irradiated cells were treated with DNAse and free
DNA ends were labeled by the Terminal Deoxynucleotidyl
Transferase-based incorporation of IdU (Figure 6A).While
no IdU incorporation was detected in the absence of DNase
treatment (Supplementary Figure S6B and C), we observed
a strong local IdU signal at sites of DNA damage in the
presence of DNase I, demonstrating an increased DNase
sensitivity of the chromatin at the irradiated areas as com-
pared to the undamaged DNA (Figure 6B and C). Further-
more, inhibiting PARylation strongly reduced the incorpo-
ration of IdU at the sites of DNA damage suggesting that
PAR-signaling, likely via its role in chromatin remodeling, is

responsible for the increasedDNase sensitivity displayed by
the damaged chromatin (Figure 6B and C). Combined with
the results described in the previous sections, these findings
indicate that the same PAR-dependent chromatin remodel-
ing mechanisms underlie the recruitment of DNA-binding
motifs at the sites of DNA damage observed by live-cell
imaging and the increased DNase hypersensitivity used for
mapping ‘open’ damaged chromatin regions in genomics.

The PAR-dependent recruitment of CHD4 and HP1� to
DNA lesions relies on their ability to bind DNA

Our findings indicate that early PAR-dependent chromatin
remodeling promotes the recruitment of DNA-binding pro-
teins to sites of damage due to facilitated association with
DNA. To assess the relevance of this recruitment mecha-
nism for DNA repair, we tested whether the accumulation
of CHD4 and HP1, two proteins contributing to DNA re-
pair potentially via their known functions in the regulation
of the chromatin architecture (13,40), could be due to bind-
ing to DNA at unfolded damaged chromatin.
The chromatin remodeler CHD4 has been shown to

be important for the repair of DNA double-strand break
(DSB) by homologous recombination (HR) (51) and we
recently reported that its PAR-dependent recruitment to
DNA lesions is not triggered by direct PAR-binding but
rather promoted by chromatin relaxation (13). Different do-
mains of CHD4 were shown to bind DNA in vitro, the two
chromo-domains (CD1 and CD2) (52) as well as an HMG
box-like domain localized at the N-terminus (23). We ana-
lyzed the behavior of point mutations localized in each of
these domains and which were suspected to affect the abil-
ity of CHD4 to bind DNA (23,28). While mutation in the
HMGbox-like (4A) domain did not affect CHD4 dynamics
assessed by FCS, mutations W508E and W644E, localized
respectively in CD1 and CD2, displayed a strong reduction
of the residence time, suggesting reduced affinity for DNA
in living cells (Figure 7A and B). Concomitantly, monitor-
ing the accumulation of these mutants to sites of damage
showed that the mutations W508E and W644E, but not
the 4A, impaired recruitment, correlating with the reduced
affinity of these mutants for DNA (Figure 7C and D).

The chromatin scaffolding protein HP1 has roles in DNA
repair (40) in addition to its central function in transcrip-
tion repression. Indeed, the three isoforms (HP1�, HP1�
and HP1� ) were shown to be recruited to DNA lesions
(40) and depletion of any of them dramatically impairs effi-
ciency ofDSB repair byHR (53).Here, we focused onHP1�
(Figure 7E) and observed that its recruitment to DNA le-
sions was strongly impaired upon PARP inhibition (Fig-
ure 7F,G). The fact that we could not detect direct interac-
tions betweenHP1� and PARylated PARP1 using the PAR-
3H assay described previously (Supplementary Figure S7),
prompted us to test the involvement of DNA binding in the
recruitment of HP1� to DNA lesions. It was previously re-
ported that HP1� binds to DNA via its hinge domain (54)
and in agreement with these findings, we measured by FCS
a strong reduction of the residence time for a mutated ver-
sion of HP1� lacking the hinge domain (�hinge) compared
to wild-type HP1� (WT) (Figure 7H). Furthermore, delet-
ing the hinge domain was sufficient to significantly reduce
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Figure 6. The accessibility ofDNase I at sites ofmicropore irradiation is regulated by PAR-signaling. (A) Schematic representation ofmicropore irradiation
assay. Cells are labeled with BrdU to photosensitize the DNA. After micropore irradiation (100 J/m2 of UVC light) and fixation, chromatin is digested by
DNase I. The generated free DNA-ends are labeled with IdU by Terminal Deoxynucleotidyl Transferase (TdT) and visualized by immunofluorescence. (B)
Representative images of the IdU-signal 30 minutes post-micropore-irradiation to analyze the chromatin accessibility to DNase I in the presence or absence
of PARP inhibitor (Olaparib). The microirradiation sites are visualized with anti-�H2AX and anti-rabbit Alexa Fluor 555 antibodies. The free DNA-ends
are visualized by anti-IdU and anti-mouse Alexa Fluor 488 antibodies. Scale bar = 10 �m. (C) Quantification of the IdU-signal intensity in the presence
or absence of PARP inhibitor (PARPi). The irradiated areas are segmented by �H2AX signal in Hoechst positive nuclei and the average signal intensities
of the background-subtracted IdU channel are measured. These average signal intensities are divided by the signal intensities of the corresponding nuclei
and plotted.

accumulation to sites of damage (Figure 7I and J). These
results suggest that, similar to CHD4, the PAR-dependent
recruitment of HP1� relies on the ability of this protein to
bind DNA.

DISCUSSION

The removal of PARP1, ALC1 or CHD2, all of which are
key players of the PAR-dependent chromatin remodeling
mechanisms characterizing the early stages of the DDR,
leads to cell hypersensitivity to DNA damage (6,10,55).
This suggests that the open chromatin organization estab-
lished by these different actors at sites of DNA damage is
essential for repair efficiency, yet its exact function remains
unclear. In this current study, we report that different pro-
tein domains with affinity for DNA are recruited to sites
of damage in a PAR-dependent manner and we propose
that this recruitment relies on chromatin unfolding rather
than direct binding to PAR chains. A more systematic anal-
ysis of the behavior of a larger spectrum of DNA as well as
histone-binding domains at sites of damage would be nec-
essary to further establish the generic nature of our find-
ings.Nevertheless, the fact that such recruitment is observed
for DNA-binding but not for histone-binding domains and
that macromolecular crowding conditions remain mainly
unchanged at the irradiated site, suggest that the early PAR-
dependent chromatin remodeling events do not simply un-
fold the chromatin structure to facilitate access to damaged
chromatin for any kind of nuclear protein. Rather, they pro-
mote the establishment of a particular chromatin conforma-

tion in whichDNAbecomesmore exposedwhile leaving the
accessibility of histones unaffected (Figure 8). This specific
chromatin conformation is likely to contribute to DNA re-
pair efficiency not only by facilitating access toDNA lesions
but also by influencing the choice of the repair pathway, as
was shown for the PAR-dependent remodeler CHD2 that
specifically affects double-strand break repair through non-
homologous end-joining (6).

Our results show a PAR-dependent increase of the
pseudo first-order association rate k’on of the DNA-binding
domain BZIP at sites of DNA damage, in support of the in-
creased DNA accessibility characterizing the chromatin ar-
chitecture established by PAR-dependent remodelingmech-
anisms at DNA lesions. In future work, it would be impor-
tant to confirm these findings obtained for BZIP by analyz-
ing the behavior of other DNA-binding domains displaying
interaction dynamics allowing for the estimation of the k’on
rates specifically. Nevertheless, our results still provide in-
sight regarding the mechanisms by which PAR-dependent
chromatin remodeling could promote recruitment to DNA
lesions. Since the k’on measured for BZIP is the product of
the binding rate, kon, and the concentration of binding sites,
[BS], the increase in k’on could be attributed to a modula-
tion of either of the two parameters. On the one hand, it
has been reported that chromatin remodeling mechanisms
that occur at DNA lesions is associated with the release of
core histones (56), a process that would enhance the amount
of free DNA at sites of DNA damage leading to an increase
in [BS]. However, when wemonitored core histone turnover
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Figure 7. Recruitment of CHD4 and HP1� to sites of DNA damage is driven by DNA binding. (A) Schematic representation of the domains of CHD4.
Mutations in the HMG-box-like domain (4A) and in the chromodomains (W508E and W644E) are indicated. (B) Residence times measured by FCS in
the absence of DNA damage for wild-type and mutant GFP-CHD4. (C) Confocal images showing recruitment of WT and mutant GFP-CHD4 to sites of
damage 80 s post-microirradiation.Microirradiation sites are indicated by red arrowheads. (D) Recruitment intensity of wild-type andmutant GFP-CHD4
80 s post-DNA-damage induction. (E) Schematic representation of the domains of HP1�. (F) Confocal images of GFP-HP1� pre- and 60 s post-DNA
damage induction in the presence and absence of PARP inhibitor (PARPi). (G) Recruitment kinetics of HP1� at sites of DNA damage in the presence
(red) and absence (black) of PARPi. (H) Residence times measured by FCS in the absence of DNA damage for GFP tagged wild-type HP1� and a mutant
lacking the hinge domain (�Hinge). (I, J) Confocal images (I) and recruitment intensity (J) showing recruitment of wild-type HP1�-GFP and the �hinge
mutant 80 s post-damage induction. Microirradiation sites are indicated with red arrowheads. Scale bars = 4 �m.

within the 2 min time frame in which we observed recruit-
ment of the DNA-binding domains, we found no signifi-
cant release of either H3 or H2B from DNA damage sites
compared to undamaged conditions (Supplementary Fig-
ure S8). In contrast to the absence of release of core his-
tone within the studied time frame, it has been shown that
the histone linker H1 is quickly displaced from the chro-
matin upon damage (57). Such eviction of H1 as well as
partial unwrapping of nucleosomes or changes in the fiber
conformation triggered by PARylation, might be sufficient
to increase [BS] due to the uncovering of DNA stretches
that were inaccessible in the undamaged chromatin. The
PAR-dependent increase in DNase I accessibility observed
at DNA lesions is in line with this hypothesis, since DNase
I cleavage activity is inhibited by the nucleosomes (48). On
the other hand, early chromatin remodeling may also in-

crease the association rate, kon. Indeed, kon is not only a
function of the ‘chemical’ affinity of the DNA-binding pro-
tein for the DNA, which is probably not affected by chro-
matin remodeling, but also depends on how fast this protein
finds a binding site on the DNA (44). It has been proposed
by several groups that the search process in the nucleus
is influenced by chromatin conformation (58–60), switch-
ing from local and systematic exploration in compact het-
erochromatin to more long-range sparse exploration in the
less-compact euchromatin (19). In the context of DNA re-
pair, the PAR-dependent increase in DNA exposure due to
the uncovering of previously hidden DNA stretches or the
reduction of the target-search time could thus ensure the
timely detection of the DNA lesions by later actors of the
repair machinery (61). Noteworthy, such PAR-dependent
facilitated binding to DNA observed in the context of the
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Figure 8. Model of the impact of PAR-dependent chromatin remodeling at DNA-damage sites. In undamaged chromatin, DNA-binding and histone-
binding domains interact dynamically with chromatin at equilibrated rates. Upon DNA damage, PARP1 is activated and induces chromatin remodeling.
The newly established chromatin architecture is characterized by facilitated associationwithDNA, as evidenced by increased binding rates ofDNA-binding
protein, while interaction dynamics with histones remains unchanged.

DDRmight also hold true during transcription regulation.
Such a mechanism may contribute, for example, to the re-
cruitment of CHD4 at heat-shock genes undergoing PAR-
dependent puffing in Drosophila (62). It may also explain
whymutating CHD4 at residuesW508E andW644E, which
reduces its affinity for DNA (Figure 7B), impairs the abil-
ity of this remodeler to inhibit transcription (28). This re-
cruitment mechanism may also be at play in the context of
the PAR-dependent binding of the heat-shock transcription
factor 1 to DNA (63).
We also found that, while weak DNA-binding domains

require PAR-dependent chromatin remodeling to recruit
efficiently to sites of DNA damage, domains displaying a
stronger affinity for DNA were recruited independently of
PARylation (Figures 1 and 2). This result suggests that, for
these strong DNA-binding domains, chromatin remodel-
ing processes controlled by signaling pathways other than
PARylation, such as the mobilization of linker histone H1
(10) or core histone acetylation (64,65), might be sufficient
to promote recruitment at DNA lesions. Moreover, the re-
cruitment of high affinity DNA-binding domains at DNA
lesions observed even after PARP inhibition may provide
a mechanism for PARP-independent repair, such as certain
base-excision repair pathways (66) or double-strand break
repair via Ku-dependent non-homologous end joining (67).
A recent screen monitoring the accumulation of 70 dif-

ferent proteins to sites of DNA damage demonstrated that
PAR-signaling regulates the recruitment kinetics of a ma-
jority of these proteins (68). Our findings, together with pre-

vious work (11,13), indicate that such PAR-dependent re-
cruitment may not solely rely on direct PAR-binding but
likely also involves enhanced binding to DNA at damaged
chromatin remodeled by PAR-dependent mechanisms. Our
present results, together with our previous work (13), indi-
cate that this PAR-dependent recruitment mechanism can
account for the accumulation of CHD4, and also prob-
ably CHD3, at the sites of damage. Future work will be
necessary to establish whether this recruitment mode also
holds true for other DNA-binding repair proteins or for
regulatory factors modulating the activity of these repair
proteins such as the recently identified regulation of the
Ataxia-telangiectasia mutated (ATM) kinase by homeobox
transcription factors (69). Furthermore, the recruitment via
enhanced DNA binding of proteins displaying functions
in transcription modulation may contribute to the early
repression of transcription at the sites of DNA damage
(70). In line with this hypothesis, we show that the PAR-
dependent recruitment of HP1�, a chromatin-scaffolding
protein involved in transcription silencing, relies on its abil-
ity to bind DNA. Conversely, this recruitment mechanism
may also explain the PAR-dependent accumulation of tran-
scription factors to DNA lesions ((11) and this study), a
potential early step of transcription-coupled repair mech-
anisms (71). Nevertheless, the potentially generic nature of
the PAR-dependent recruitment via enhanced DNA asso-
ciation may also drive the accumulation at DNA lesions of
DNA-binding proteins with no functional role in DNA re-
pair. Therefore, after an initial generic protein accumula-



16 Nucleic Acids Research, 2019

tion phase, one might expect ‘filtering’ by specific retention
mechanisms to keep only factors with roles in DDR at the
damage sites. It was shown that PAR chains can drive liquid
demixing at DNA lesions, allowing the filtering of proteins
based on electrostatic interactions and their degree of struc-
tural disorder (72). In addition to phase separation, this fil-
tering step might also involve later chromatin reorganiza-
tion events, including further relaxation and recondensa-
tion (13,73) as well as post-translational modifications (74).
This hypothesis then suggests that in the future it will be im-
portant to address which proteins are retained in the dam-
aged area and what the underlying ‘filtering’ mechanisms
are.
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Abstract: The most frequent DNA lesion resulting from an oxidative stress is 7,8-dihydro-8-oxoguanine
(8-oxoG). 8-oxoG is a premutagenic base modification due to its capacity to pair with adenine.
Thus, the repair of 8-oxoG is critical for the preservation of the genetic information. Nowadays,
8-oxoG is also considered as an oxidative stress-sensor with a putative role in transcription regulation.
In mammalian cells, the modified base is excised by the 8-oxoguanine DNA glycosylase (OGG1),
initiating the base excision repair (BER) pathway. OGG1 confronts the massive challenge that is
finding rare occurrences of 8-oxoG among a million-fold excess of normal guanines. Here, we review
the current knowledge on the search and discrimination mechanisms employed by OGG1 to find its
substrate in the genome. While there is considerable data from in vitro experiments, much less is
known on how OGG1 is recruited to chromatin and scans the genome within the cellular nucleus.
Based on what is known of the strategies used by proteins searching for rare genomic targets, we
discuss the possible scenarios allowing the efficient detection of 8-oxoG by OGG1.

Keywords: OGG1; 8-oxoG; DNA repair; base excision repair; search mechanism

1. 8-Oxoguanine: Biological Relevance and Repair

1.1. Biological Prominence and Consequences of 8-Oxoguanine

Reactive oxygen species (ROS) arise within the cell as a consequence of the cellular metabolism as
well as of the exposure to environmental factors. While ROS are required for the normal functioning of
the cell, an intracellular excess of ROS leads to oxidative stress resulting in the abnormal oxidation of
biological macromolecules. In the case of DNA, ROS can induce a plethora of chemical modifications,
including strand breaks and oxidized bases. Amongst the latter, 7,8-dihydro-8-oxoguanine (8-oxoG),
an oxidized form of guanine, is the most abundant [1,2]. Indeed, in human cells 8-oxoG is present at a
steady state level of two to three residues per 106 guanines [3,4]. Its predominance is likely due to
guanine having the lowest oxidative potential among all DNA (and RNA) bases [5,6]. Guanine can be
oxidized directly or upon electron transfer from one base to another over distances up to 37 Å due
to π-stacking interactions between the bases, the 5′-G of a 5′-GG-3′ doublet being the most likely to
be oxidized [7].
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Accumulation of oxidative base damage in genomic DNA and deficiency in its repair, have been
associated with several pathologies and ageing [8,9]. While these effects mostly originate from mutations
consecutive to base oxidation, 8-oxoG was also reported to interfere with telomere replication leading
to genomic instability and ageing-related diseases [10–14]. Oxidation of mitochondrial DNA has also
been implicated in neurodegenerative diseases and ageing. Confirming the deleterious consequences
of 8-oxoG accumulation in DNA, mutations affecting the genes coding for the enzymes involved in the
repair of this lesion are linked to several human diseases [15].

8-oxoG only differs from normal guanine by two atoms: C8 and N7, harbouring an oxygen instead
of a hydrogen, and a hydrogen instead of an electron pair, respectively (Figure 1a). While 8-oxoG
affects the thermodynamic stability of the duplex [16,17], structural studies showed that its presence
induces little or no distortion of the DNA helix, yielding a normal Watson–Crick base-paring
arrangement [18–20]. As a consequence, 8-oxoG does not block DNA replication, although it may
decrease the rate of DNA synthesis or induce pausing of the polymerase [21]. Nor does it constitute a
permanent barrier to transcription [22]. Yet, the capacity of 8-oxoG to form a Hoogsteen base pair with
an adenine through an anti-syn conformation (Figure 1b) [19,23] leads to the frequent incorporation
of adenine opposite to 8-oxoG during DNA synthesis [24,25]. Upon further replication, a G:C to T:A
transversion is fixed, making of 8-oxoG a highly pre-mutagenic lesion [26] (Figure 1c). Similarly,
the 8-oxoG:A Hoogsteen base pair can occur during transcription, resulting in mutant RNAs [27].

 

Figure 1. 8-oxoG is a premutagenic lesion. (a) 8-oxoG and G. Differences are represented in red. (b) G:C,
8-oxoG:C and 8-oxoG:A base pairs. (c) Fixation of a transversion due to the presence of 8-oxoG.

1.2. 8-oxoG Repair in Mammalian Cells

In cells, the removal of non-canonical or damaged bases from DNA is achieved mainly by the
base excision repair (BER) pathway. This pathway has been extensively reviewed over time [28–30].
The initial step in the repair is the recognition of the modified base and cleavage of the N-glycosydic
bond by a specific DNA glycosylase to generate an abasic (AP) site. The AP site is processed by the
downstream enzymes of the pathway.
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The discovery and characterization of the yeast 8-oxoG DNA glycosylase [31,32] allowed the
identification of the mammalian orthologue (OGG1) [33–39]. Like the yeast enzyme, mammalian
OGG1 has a strong preference for the excision of 8-oxoG paired to a cytosine, rather than to other bases.
Cleavage of the 8-oxoG N-glycosydic bond by OGG1 leaves an AP site. While OGG1 can act in vitro as
a bifunctional DNA glycosylase, the β-elimination cleavage of the AP site seems to be uncoupled from
the DNA glycosylase activity [40–42].

Although other DNA glycosylases as well as a reconstituted nucleotide excision repair (NER)
system are capable of excising 8-oxoG from oligonucleotides, in all cases their activity is very low
compared to that of OGG1 and the relevance for their role in preventing 8-oxoG-induced mutagenesis
remains unproven [15,43]. Furthermore, OGG1 appears unable to excise 8-oxoG in the context of
tandem lesions, suggesting that alternative DNA glycosylases or repair systems other than BER
(i.e., NER) could handle 8-oxoG in those contexts [44].

2. How Does OGG1 Find 8-oxoG Amongst a Million-Fold Excess of Gs?

The molecular mechanism of 8-oxoG excision by DNA glycosylases has been thoroughly explored
by biochemical and structural approaches [15,45]. Here, we will focus on the search and recognition
of 8-oxoG by OGG1. As mentioned above, the presence of 8-oxoG does not induce helix distortion,
neither does it create replication or transcription blockage, raising a set of challenges for OGG1 in order
to efficiently locate the oxidized guanine against a high background of undamaged bases.

2.1. 8-oxoG Recognition by OGG1 on Naked DNA

The mechanism of lesion recognition by OGG1 has received extensive attention, mostly through
the study of the structure of the protein and some mutant derivatives in the presence of DNA harbouring
an 8-oxoG residue. The initial studies led to propose a mechanism by which the enzyme facilitates the
extrusion (flip-out) of the damaged base from the interior of the DNA helix due to a disruption of the
base pairing induced by local DNA bending [46]. In this model, the specificity for 8-oxoG would be
ensured by the fact that 8-oxoG:C pairs show increased flexibility and a reduced base extrusion energy
barrier compared to G-C pairs [47]. However, OGG1 interrogates undamaged DNA by inducing drastic
kinks [48] also extruding normal guanine residues into a so-called “exosite” in the protein [49–51].
Molecular dynamics simulations suggest that DNA deformation provides several gating steps for the
recognition of the modified base [52]. Consistently, OGG1 conformation seems to evolve during the
different steps, from the interrogation of undamaged DNA (interrogation complex), the encounter
of the 8-oxoG and its extrusion (encounter complex) and then final recognition (lesion recognition
complex) [53]. These observations indicate that the discrimination between a normal G and an 8-oxoG
must occur after the flipping out of the base. As mentioned earlier, G and 8-oxoG only differ by
the addition of a hydrogen at position N7 and an oxygen at position 8 (Figure 1). The structure
of the active site mutant OGG1(K249Q) with an 8-oxoG in its catalytic pocket suggested that there
is no direct contact of the enzyme with the 8-oxo group. Therefore, the formation of a hydrogen
bond between N7H and Gly42 was proposed to favour the retention of the damaged base, while its
absence in the case of a normal guanine would result in the rejection of the base from the exosite.
More recent work suggests that Lys249 is indispensable for 8-oxoG final alignment in the catalytic
pocket, probably through interaction with O8 in the oxidized base [40]. Molecular dynamic simulations
together with pre-steady-state fluorescence kinetics support the role of residues Lys249 and Asp268 in
the correct positioning of 8-oxoG suitable for the catalytic hydrolysis of the N-glycosidic bond [54].
Specific contacts with the estranged C opposite the lesion provide a mean for OGG1 to discriminate
against the processing of 8-oxoG paired with other bases [46].

The paragraph above described the requirements for OGG1 recognition of 8-oxoG once the
enzyme is bound to the DNA at the site of the lesion. However, before reaching that point OGG1 has to
scan the DNA. In the case of DNA glycosylases, the mechanism invoked is that of facilitated diffusion
by which DNA binding proteins stochastically bind and diffuse along DNA to locate their target [55].
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DNA glycosylases do not consume biochemical energy to drive their diffusion, their scanning of the
DNA is therefore thermally activated and unbiased in its direction. For 1D diffusion along DNA,
two options exist: sliding, by which the protein undergoes diffusion while remaining bound to the
DNA, and hopping, referring to a repeated dissociation and rebinding at a new nearby location
(Figure 2) [55,56]. Early single molecule experiments on stretched DNA (1D search) suggested that
OGG1 slides in persistent contact with DNA [50]. They showed that it does so with a diffusion constant
approaching the theoretical upper limit for one-dimensional diffusion, allowing OGG1 to scan up to
1 kb in 0.1 s at nearly physiological pH and salt concentration. Single-molecule diffusion data indicated
that this rapid sliding is coupled to rotation to keep the DNA binding interface of the protein in constant
contact with DNA [57]. More recent experiments using higher sampling rates [58] confirmed that the
main mode of diffusion for OGG1 on DNA is helical sliding. Single molecule studies on the bacterial
Nth, Nei, Fpg, and MutY have recently showed that these DNA glycosylases involved in the repair of
oxidative DNA damage also scan for their cognate lesions at rates consistent with random rotational
diffusion along the DNA backbone [59,60]. Interestingly, the values of activation energy obtained using
instantaneous diffusion rate results are consistent with OGG1 examining flipped-out bases one by
one. While the initial in vitro data suggested OGG1 sliding along DNA could occur over length scales
of hundreds of bases, in cells the enzyme will be most probably forced to dissociate once it reaches
inaccessible stretches of DNA occluded by bound proteins, thus alternating hopping and sliding modes.
This scenario is further supported by observations using the high-resolution molecular clock method
showing that OGG1 sliding on DNA actually occurs by microscopic 2D and 3D hopping steps [61].
The behaviour of the protein will thus depend on the degree of DNA compaction, the concentration of
the enzyme and the molecular crowding. The relatively short mean sliding length calculated [50,61]
seems compatible with searching short segments of DNA accessible within the cell. This Brownian
target search provides high redundancy in the search for the modified base. Interestingly, three DNA
glycosylases required for the removal of oxidised bases in E. coli were shown to scan along the DNA in
a manner similar to that of OGG1. All moved randomly in both directions and scanned repeatedly
over a single area of DNA with high redundancy [62].

 

Figure 2. Proposed OGG1 diffusion modes.

2.2. Impact of the Nucleosome on 8-oxoG Excision by OGG1

DNA organisation in chromatin represents a challenge for DNA repair enzymes [63,64]. This can
be particularly true in the case of OGG1 search for its cognate lesion, 8-oxoG, that does not create a
significant distortion of the helix, therefore unlikely to affect the chromatin context in its surroundings.
The high level of compaction of the genome and the presence of proteins bound to the DNA would act
as barriers for the scanning by OGG1.



Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, 8360 5 of 18

The first level of chromatin organisation is the nucleosome core particle in which 147 base pairs of
DNA are wrapped around a histone octamer. Compared to the naked DNA substrate, the excision
activity of the two major human uracil DNA glycosylases, UNG2 and SMUG1, is decreased by 3- to
9-fold when the uracil-containing DNA is wrapped around a nucleosome core particle [65]. While in
this study the reduction of uracil removal was independent of the position of the lesion within the core
particle, a later report showed that the inhibition of the glycosylase was more pronounced when the
uracil faced towards the histones [66].

Similarly, while OGG1-mediated excision of an 8-oxoG embedded in a reconstituted nucleosome
can be facilitated by spontaneous and transient unwrapping of DNA from the histones [67], the efficiency
is reduced when compared to that on a naked DNA substrate [68]. Incubation of the same nucleosome
substrate with the chromatin remodeller SWI/SNF relieved this inhibition. The same authors showed
that removal of 8-oxoG present within the linker DNA is impaired by the presence of histone H1 [69].
Based on these observations, it was suggested that in vivo chromatin remodellers or histone chaperones
are required for efficient 8-oxoG repair in the cell. Nevertheless, in such in vitro reconstituted chromatin
substrates, any biochemical activity disturbing the nucleosome structure might increase the exposure
of the lesion, thus promoting its excision. This is not necessarily true in the context of a fully folded
genome and therefore further experiments are required to prove the need for these factors for efficient
8-oxoG removal in living cells.

2.3. Mechanisms Triggering the Recruitment of OGG1 to 8-oxoG Lesions in the Nuclear Context

Another level of complexity is reached when we consider that OGG1 has to find the 8-oxoG in
the extremely dense nuclear environment. In this context, OGG1 has to deal not only with chromatin
architecture, but also with a plethora of other proteins involved in replication, transcription and
DNA repair that also explore the nuclear space to find their targets. In unchallenged cells, OGG1 is
mostly present in the nucleoplasm soluble fraction and is extremely dynamic [70–72]. Our experiments
showed that upon treatment with oxidizing agents such as KBrO3 or H2O2, which generate 8-oxoG
in the cellular DNA, a fraction of OGG1 becomes insoluble due to its recruitment or retention at the
chromatin (Figure 3a) [70]. This results in a decrease in OGG1 nuclear mobility assessed by fluorescence
redistribution after photoperturbation (FRAP) experiments [71–73]. Experiments performed in our
laboratory demonstrated that OGG1 is recruited in a PARP independent manner within a few
seconds to the region of damage after local induction of 8-oxoG lesions by laser microirradiation
(Figure 3b) [69,71,74]. The time of retention of OGG1 in the chromatin fraction correlates with the repair
kinetics of the 8-oxoG [70,71]. Surprisingly, the OGG1(F319A) mutant that is deficient in the recognition
of 8-oxoG, is also recruited to the chromatin fraction in KBrO3 treated cells [70]. This intriguing result
suggests that OGG1 recruitment to the sites of damage is not triggered by the detection of the modified
base by the glycosylase. In the sections below, we will describe the additional mechanisms that are
proposed to contribute to the efficient accumulation of OGG1 at the sites of oxidative DNA damage.

2.3.1. Efficient Recruitment of OGG1 to Chromatin Is Promoted by Several Cofactors

One of the earliest proteins recruited upon DNA damage induction is poly-ADP-ribose (PAR)
polymerase 1 (PARP1) which signals DNA damage by adding PAR chains to the surroundings proteins,
mostly histones and PARP1 itself, increasing chromatin accessibility [75,76]. Although several reports
suggest a role of PARP1 in BER, it seems to be mostly linked to the processing of intermediates of the
pathway and not to the initiation step mediated by DNA glycosylases. Indeed, it was shown that
PARylation is not required for recruitment of OGG1 to the chromatin fraction upon oxidative stress or
laser induced 8-oxoG [71].

Proteins from the NER pathway specialized in the repair of bulky DNA lesions facilitate the repair
of 8-oxoG and other oxidised bases. In most cases, it is by the stimulation of the BER enzymes but it has
also been suggested that they could participate in chromatin remodelling and thus facilitate the access
of other repair factors [77]. UV-DDB1, a NER damage sensor has been implicated in the BER of 8-oxoG.
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UV-DDB1 is recruited to 8-oxoG induced at telomeres where it interacts and stimulates the enzymatic
activity of OGG1, MYH, and APE1 (which cleave adenine paired to 8-oxoG, and processes the AP site,
respectively) and may thus be involved in the orchestration of the first steps of BER [78]. However,
because UV-DDB1 affinity for an 8-oxoG:C pair is much lower than that of OGG1 [79], it is unlikely
that it can act as the damage recognition for the oxidized guanine. Beyond the role of UV-DDB1 in BER,
a larger cooperation and interplay between BER and NER has been well documented [80]. XPC was
the first NER protein shown to have a role in BER of 8-oxoG via its ability to interact with OGG1 and
stimulate its activity [81]. Later on, XPC and CSB were shown to be recruited to laser micro-irradiation
induced 8-oxoG [69,82] and a reduced efficiency in the removal of 8-oxoG was observed in cells
deficient in CSB, XPA, and XPC, all three NER proteins [83].

Figure 3. Induction of 8-oxoG and recruitment of OGG1-GFP to chromatin. (a) Exposure of cells to
KBrO3 results in a global induction of 8-oxoG in the nuclear genome leading to recruitment of OGG1 to
chromatin. Left panel: 8-oxoG was detected using a specific antibody against the lesion (green) and
DNA was stained with PI (red). Right panel: The fusion of OGG1 to the fluorescent protein GFP (green),
allows following the distribution of the protein in untreated cells or cells exposed to KBrO3. The soluble
fraction was extracted before imaging to detect the association of the protein with chromatin. Nuclear
DNA was stained with DAPI (blue). Scale bars: 5 µm. (b) Recruitment of OGG1-GFP to 8-oxoG induced
by laser micro-irradiation. Left panel: The antibody against 8-oxoG (magenta) reveals the formation of
the lesion at the same regions where OGG1-GFP (green) was recruited. Right panel: Recruitment of
OGG1-GFP in real time by live-cell imaging. Scale bars: 5 µm.

Another indication of the possible crosstalk between 8-oxoG BER and other DNA repair
mechanisms is the interaction between OGG1 and hSSB1, a protein involved in the repair of double
strand breaks by homologous recombination. hSSB1 re-localises to the chromatin fraction upon
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cell exposure to H2O2 and is required for the retention of OGG1 on chromatin and the excision
of 8-oxoG [84]. In vitro, hSSB1 can interact with a dsDNA containing an 8-oxoG and can mediate
the binding of the OGG1(F319A) mutant, that, as mentioned before, has no affinity for the lesion.
Those results could explain the recruitment of the OGG1(F319A) to the chromatin fraction that has
been observed after exposure of the cells to KBrO3 [70] and thus hSSB1 could act as an additional
sensor of damage, guiding OGG1 to the damaged base in specific contexts.

Recently, a high throughput siRNA screening identified 81 proteins whose depletion leads to
reduced OGG1 recruitment to chromatin in cells exposed to oxidative stress [72]. Besides proteins
already known to be associated with BER, such as UV-DDB1, this work also revealed that several
subunits of cohesin and mediator complexes, mostly known for their roles in genome organization [85]
and transcriptional regulation [86], contribute to OGG1 recruitment to DNA lesions and facilitate
8-oxoG removal. The involvement of cohesin and mediator complexes in BER, together with their
previously known roles in DNA repair of DSB and UV-induced damage, respectively, indicates a major
role of these complexes for the maintenance of genomic stability [87–90].

2.3.2. Potential Role of Post-Translational Modifications in OGG1 Nuclear Dynamics

Several post-translational modifications have been reported for OGG1 and could regulate the
affinity of this protein for specific chromatin regions either directly or through cofactors that remain to
be identified. Notably, it has been shown that lysine residues in the C-terminal part of OGG1 can be
acetylated both in vitro and in vivo by p300. Acetylated OGG1 reduces the affinity of the enzyme for
the AP site it generates, increasing its turnover with the consequent enhancement of the 8-oxoG DNA
glycosylase activity [91]. Interestingly, histones were the first identified targets of the p300/CBP complex,
their acetylation resulting in chromatin relaxation required for transcriptional initiation. The p300/CBP
complex is known to acetylate many proteins involved in transcription, DNA replication, and repair,
including several BER factors. The DNA glycosylase TDG, responsible for the removal of thymine or
uracil mispaired with guanine, commonly associated to CpG islands, is also regulated by p300/CBP.
A direct interaction between CBP and TDG was reported and the complex retains both enzymatic
activities for DNA repair and transcriptional activation and could thus be considered as a molecular
switch to coordinate DNA repair and transcriptional functions [92]. It is worth noting that oxidative
stress increases the levels and activity of p300 as well as the levels of acetylated OGG1 [91]. Besides
acetylation, it was also reported that several kinases, such as protein kinase C (PKC), cyclin dependent
kinase 4 (CDK4), and c-Abl, can phosphorylate OGG1 [93,94]. Phosphorylated OGG1 was shown to be
enriched in the chromatin fraction, suggesting that this post-translational modification could modulate
the subcellular localization of the enzyme [94].

It is important to keep in mind that post-translational modifications contributing to the arrival
or retention of OGG1 at the chromatin could not only alter OGG1 but potentially any other partner.
In particular, the post-translational modification of proteins such as cohesin or mediator could provide
the signals for attracting OGG1 to regions where DNA is accessible to initiate the scanning process.
Further studies are required to have a clearer picture of the post-translational modifications involved
in the modulation of OGG1 nuclear distribution upon the induction of 8-oxoG.

2.4. Preferential Recruitment of OGG1 to Open Chromatin Regions: A Link with Transcription?

Chromatin is not homogeneously packed within the nucleus and dense regions (heterochromatin)
can be distinguished from less compacted ones (euchromatin). Euchromatin is usually associated with
active transcription and is thought to be more accessible to proteins.

Upon treatment of cells with oxidizing agents inducing global genome damage, OGG1 is specifically
retained in euchromatin regions and clearly excluded from heterochromatin [70]. One possible
explanation for the absence of OGG1 in heterochromatic regions could be that their highly compacted
structure protects the DNA against oxidation by ROS, reducing the load of 8-oxoG in those regions.
However, there is no reason to think that small ROS molecules are unable to reach DNA in
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heterochromatin [95]. Conversely, the better accessibility of euchromatin could favour those regions
as access points for DNA scanning by OGG1. The fact that the mediator and cohesin complexes,
which associate with transcriptionally-active genomic area, contribute to OGG1 recruitment to
chromatin may also explain the uneven distribution of this glycosylase within the nucleus. The low
packing-state and the nucleosome-depletion observed in these euchromatin domains may also facilitate
DNA scanning by OGG1 and 8-oxoG clearance [96]. This would be in agreement with the localisation
of 8-oxoG that is not randomly distributed in the genome, being detectable at lower levels in genic
regions compared to gene deserts [97]. Interestingly, lower levels of 8-oxoG were observed in highly
transcribed genes, suggesting a better repair efficiency on those regions [98]. This observation is also
consistent with the fact that OGG1 recruitment and assembly of BER complexes occur preferentially in
euchromatin regions linked with active transcription [70].

The levels of 8-oxoG in cellular DNA are often used as a biomarker of oxidative stress exposure.
Even though 8-oxoG is primarily considered as a base lesion, and its repair by the BER as a mean
to avoid mutations, an interesting emerging concept is that due to its high sensitivity to oxidation,
guanine in DNA could act as an oxidative stress sensor. Vertebrate genomes are known to be biased in
terms of GC content and many promoters of genes coding for stress-response proteins display a high
GC content and are particularly sensitive to oxidation [99]. The induction of 8-oxoG at specific sites
of the genome, together with its processing by BER, allows the regulation of transcription of certain
genes [100,101]. Consistently, recent mapping of the presence of 8-oxoG performed at high resolution
showed an enrichment of 8-oxoG in promoters and regulatory regions [99]. Several mechanisms of
transcription regulation involving the faithful repair of 8-oxoG at regulatory sequences have been
proposed. They include the direct recruitment of transcription factors by BER proteins or repair
intermediates, or the stabilization of G-quadruplex structures which in turn drive the recruitment
of transcriptional activators [102–104]. Furthermore, the use of recently identified OGG1 inhibitors
showed that OGG1 activity is required for nuclear factor κB occupancy of its DNA binding sites
and proinflammatory gene expression [73]. Those interesting observations place 8-oxoG and OGG1,
together with other BER actors, at the crossroad between repair and transcriptional regulation. Further
studies are required to better understand this duality and to conciliate the fact that 8-oxoG is at
the same time a lesion that hinders genome instability and a signal for the fine-tuning of essential
transcription programs.

3. Open Questions Regarding the Influence of the Nuclear Environment on OGG1 Functions

As shown in the above sections of this review, the description of the mechanisms of 8-oxoG
detection and cleavage by OGG1 along the DNA has now reached a high degree of precision. We have
also progressed in the understanding of the roles of co-factors as well as the local chromatin landscape
in regulating OGG1 repair activity. There is nevertheless one aspect of this process that remains poorly
characterized. That is the impact of the global nuclear environment on the ability of OGG1 to find
8-oxoG lesions within the genome. Indeed, in a context where targets such as for DNA lesions are rare
and spread throughout the nucleus, the duration of the diffusive search process might be much longer
that the biochemical reaction carried out by the protein on its target. This category of reaction kinetics,
often referred to as diffusion-limited, appears widespread among nuclear proteins [105]. Therefore,
it is essential to identify the features of the nuclear environment that influence its exploration by
OGG1 as well as the strategies developed by this protein to maximize the efficiency of this diffusive
searching process.

3.1. Does Macromolecular Crowding Facilitate or Impair OGG1 Dynamics within the Nucleus?

Like any nuclear protein searching for a specific target within the nucleus, OGG1 needs to navigate
a highly crowded nucleus. An environment is defined as crowded when the macromolecules that are
present occupy a significant proportion of the available space. In the nucleus, the main crowding agent
is thought to be the chromatin, which occupies 20–40% of the nuclear volume [106]. Because of this
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high fraction of inaccessible volume, the concentration of other macromolecules is reduced compared
to a dilute environment. Besides this so-called volume exclusion effect, crowding is also predicted
to dramatically slow down protein diffusion and shift intermolecular reaction equilibria towards the
bound state [107].

While in dormant cells crowding seems to play a major role in shutting down key intracellular
processes [108], in active cycling cells the contribution of crowding appears less dramatic than
predicted by theoretical work. Nevertheless, for tracers of sizes similar to OGG1 a reduction of local
concentration of a factor of 1.5 and a slowing-down of diffusion by about 2-fold were reported in
dense heterochromatin foci compared to euchromatin [95,109]. Furthermore, chromatin-interacting
proteins showing no specificity for histone marks or DNA sequence were shown to be trapped in
heterochromatin, probably due to increased binding promoted by crowding [109]. Since these effects
are generic, they will also impact OGG1 dynamics and could therefore at least partially explain
the differences in behaviour reported for this protein in heterochromatin compared to euchromatin
areas [70,72]. Based on in vitro experiments, it was reported that crowding helps to maintain OGG1
nearby the DNA during the scanning of the DNA by consecutive hopping steps [110]. This effect of
crowding might actually compensate for the negative impact of the intracellular ionic conditions on
OGG1 motion along the DNA [110]. Therefore, by promoting low-dimensionality diffusion phases,
crowding could actually accelerate the search phase of repair factors [111]. Nevertheless, theoretical
work demonstrates that efficient search by facilitated diffusion requires a trade-off between 1D and 3D
diffusion phases [112]. An imbalance in OGG1 facilitated diffusion towards long 1D-sliding phases due
to high crowding conditions could ultimately decrease the search efficiency for rare 8-oxoG targets.

3.2. How Much Time Does It Take to Find an 8-oxoG Lesion within the Complex Architecture of the Nucleus?

The efficiency of target-search processes has been characterised by two main estimators: the mean
first passage time, which estimates the time required for a first encounter between the searcher and
its target [113], and the cover time, which estimates the time needed for an exhaustive search in a
given area [114]. An interesting finding in the context of DNA repair factors is that target-search
strategies minimizing the cover time also optimize the mean first passage time [114], indicating that
an efficient and exhaustive scan of the DNA required to avoid leaving some lesions unrepaired is
not incompatible with a rapid detection of the lesions. Experimental data assessing these parameters
in living cells are unfortunately very sparse. By recording the individual trajectories of DNA ligase
and DNA polymerase I in bacteria treated with DNA-damaging agents, Uphoff and colleagues could
estimate search times ranging from 10 to 60 s for these two late BER actors [115]. These proteins
recognise gaps or nicks along the DNA double-helix, two types of lesions that will have a strong impact
on the local conformation of the DNA [116], potentially facilitating the search process. This does not
hold true for an 8-oxoG DNA glycosylase, since the cognate lesion has minimal impact on the DNA
structure [18] and therefore, the characteristic search time of this protein might be significantly different
from the one measured for the ligase or the polymerase.

Besides the time required to find a given target, another more qualitative characteristic of the search
process relates to the mode of exploration, which can be either compact or non-compact [117]. In a
compact exploration mode, the protein will perform a local exhaustive search, with multiple re-binding
events to the same locations. In contrast, non-compact exploration corresponds to a more distant and
sparse search which leaves lots of potential binding sites unvisited (Figure 4). Assessing the mode of
exploration of nuclear proteins appears crucial since the degree of compactness of the search process is
probably related to the biological needs. Analyses of the trajectories of individual transcription factors
navigating the nucleus of living mammalian cells have shown that these proteins can actually display
opposite exploration strategies [118,119], which were proposed to correspond to different requirements
regarding transcription control. For repair proteins, the use of compact exploration would ensure
scanning of all DNA and avoid leaving some lesions unrepaired. The published in vitro data suggest
that the characteristics of the facilitated diffusion mechanism used by OGG1 leads to high redundancy
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of the search process, reminiscent of compact exploration processes [61]. Nevertheless, a confirmation
of this behaviour in living cells by the tracking of individual fluorescently-tagged OGG1 is still missing.

 

Figure 4. Compact versus non-compact exploration modes in target search.

Importantly, theoretical work indicates that the compactness of a search process, and therefore its
redundancy, is not solely governed by the way nuclear proteins diffuse within the nucleus but also
strongly depends on the spatial architecture of the chromatin [120,121]. In line with these predictions,
experimental work has shown that compact exploration is favoured in heterochromatin domains
compared to euchromatin regions [109,122]. It would be interesting to test whether this behaviour is
also observed for OGG1, since it would imply more oversampling of the DNA in heterochromatin,
which could eventually compensate for the reduced accessibility of these highly crowded areas.

3.3. Does Facilitated Diffusion of OGG1 Indeed Occur in the Cell Nucleus?

A very efficient way to speed-up the target-search along the DNA is to use facilitated diffusion for
which 3D diffusion phases alternate with exploration at lower dimensionality along the DNA [123].
Nevertheless, to ensure that the search mechanism is not only fast but also highly specific, the proteins
must display at least two binding states on the DNA, a transient one responsible for fast scanning and a
more stable one associated with the recognition of a specific target [124]. A fast transition between these
two binding states appears crucial to overcome the so-called speed/stability paradox [125]. Abundant
in vitro data demonstrate that a large spectrum of repair proteins fulfil these different requirements
to ensure an efficient clearing of DNA lesions [126,127]. OGG1 is no exception to the rule since its
complex scanning process along the DNA described earlier in this review is supposed to allow the
rapid and specific detection of the 8-oxoG [128]. Nevertheless, there is a huge gap between our precise
understanding of these mechanisms of facilitated diffusion in in vitro reconstituted assays and their
actual poor description in a living cell context. Yet, abundant evidence indicates that the high density
of the nuclear environment and its ionic conditions may actually significantly impact the efficiency of
the facilitated diffusion kinetics observed in a more dilute environment [110,111,129].

In fact, only few papers actually directly show that transcription or repair factors can diffuse along
the DNA in living cells [130,131]. Instead, a nearly systematic observation reported in the recent works
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characterizing the motions of nuclear proteins at the single molecule level is that 3D diffusion alternates
with transient nonspecific trapping of the proteins along the DNA [132–134]. The characteristic
lifetime of these transient interactions appears to be usually extremely short, i.e., below few tens of
milliseconds [135,136]. Nevertheless, for some transcription factors, a wide distribution of nonspecific
binding times largely overlapping with the characteristic durations of the specific binding events was
also reported [137]. A hypothesis to explain these long non-specific trapping periods would be that
proteins get confined within small nuclear areas in which they perform consecutive short transient
binding that cannot be resolved by the limited resolution of the current single molecule techniques
used in living cells [138]. This behaviour could actually correspond to short hopping steps from one
DNA chain to another, a process known as intersegmental transfer which was observed in vitro for
several transcription and repair factors [127,139,140] (Figure 2). Therefore, even if proper scanning
along the DNA may not actually occur within the nuclear context, such local consecutive hopping may
transiently lower the dimensionality of the exploration phase, which could be sufficient to speed-up
the search process similarly to rigorous facilitated diffusion [141]. OGG1 could actually follow such
dynamics since it seems to perform associative 1D sliding only for very short DNA stretches of few
nucleotides and rather move along the DNA via hopping [61]. Further analysis of the single-molecule
trajectories displayed in living cells by wild-type OGG1 and mutants unable to recognize 8-oxoG
should allow a better understanding of how the fine tuning of this multidimensional exploration of the
nuclear space promotes the rapid and specific detection of the 8-oxoG lesions along the genome.
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Zinc finger protein ZNF384 is an adaptor of Ku to
DNA during classical non-homologous end-joining
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Haico van Attikum 1✉

DNA double-strand breaks (DSBs) are among the most deleterious types of DNA damage as

they can lead to mutations and chromosomal rearrangements, which underlie cancer

development. Classical non-homologous end-joining (cNHEJ) is the dominant pathway for

DSB repair in human cells, involving the DNA-binding proteins XRCC6 (Ku70) and XRCC5

(Ku80). Other DNA-binding proteins such as Zinc Finger (ZnF) domain-containing proteins

have also been implicated in DNA repair, but their role in cNHEJ remained elusive. Here we

show that ZNF384, a member of the C2H2 family of ZnF proteins, binds DNA ends in vitro

and is recruited to DSBs in vivo. ZNF384 recruitment requires the poly(ADP-ribosyl) poly-

merase 1 (PARP1)-dependent expansion of damaged chromatin, followed by binding of its

C2H2 motifs to the exposed DNA. Moreover, ZNF384 interacts with Ku70/Ku80 via its

N-terminus, thereby promoting Ku70/Ku80 assembly and the accrual of downstream cNHEJ

factors, including APLF and XRCC4/LIG4, for efficient repair at DSBs. Altogether, our data

suggest that ZNF384 acts as a ‘Ku-adaptor’ that binds damaged DNA and Ku70/Ku80 to

facilitate the build-up of a cNHEJ repairosome, highlighting a role for ZNF384 in DSB repair

and genome maintenance.
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D
NA double-strand breaks (DSBs) represent one of the
most toxic lesions that can occur in the human genome. If
left unrepaired or repaired incorrectly, they can lead to

loss of genetic information, thereby contributing to the devel-
opment of diseases, including cancer1. In order to maintain
genomic stability, cells have evolved pathways for the signaling
and repair of these DSBs1. DSB repair can occur by either
homologous recombination (HR) or non-homologous end-join-
ing (NHEJ). HR is the more faithful repair pathway, which is
active in the S and G2 phases of the cell cycle. It requires end
resection to form large stretches of single-stranded DNA
(ssDNA), which in turn become coated by the ssDNA-binding
complex RPA and the recombinase RAD51. Collectively,
these and several other auxiliary factors contribute to HR by
using the sister chromatid as a template for repair2. In contrast,
the dominant repair pathway in human cells is canonical non-
homologous end-joining (cNHEJ), which requires minimal DNA-
end processing and is initiated by the binding of Ku70/Ku80
heterodimers to the broken ends, followed by activation of DNA-
PKcs kinase and recruitment of APLF via its conserved Ku-
binding motif (KBM). This facilitates the assembly of the
XLF–XRCC4–LIG4 complex, which stimulated by PAXX, ligates
the broken ends predominantly in an error-free manner3.
When cNHEJ is disabled, DSB repair can also occur via alter-
native non-homologous end-joining (aNHEJ), which seals the
broken ends in an error-prone fashion by microhomology usage
and in a manner dependent on the XRCC1-Ligase III complex or
POLQ3. Alternatively, in the case of more extensive end-resection,
microhomology usage may lead to deleterious, RAD52-dependent
repair of DSBs via single-strand annealing (SSA)4.

Efficient detection and repair of DSBs is complicated by the
packaging of DNA into chromatin. ATP-dependent chromatin
remodeling enzymes and a wide plethora of enzymes that induce
post-translational modifications (PTMs) on damaged chromatin,
including but not limited to acetylation, methylation, and ubi-
quitylation, are therefore required to change chromatin structure
at DSB sites to facilitate repair5–7. One of these enzymes is
poly(ADP-ribosyl) polymerase 1 (PARP1), which becomes acti-
vated upon binding to DNA breaks and promotes chromatin
expansion by the formation of poly(ADP-ribose) (PAR) chains
on itself and adjacent nuclear proteins, such as histones, as well
by facilitating the recruitment of ATP-dependent chromatin
remodelers in the vicinity of these breaks8–10. This increases
chromatin accessibility and the recruitment of several DSB repair
proteins, including Ku70/Ku80 and XRCC4, via direct PAR
binding or DNA binding9,11.

Interestingly, a number of transcription factors have also been
shown to localize at sites of DNA damage either in a PARP/PAR-
dependent manner or via their DNA-binding domains11,12. Their
role in DSB repair, is, however, largely unknown. One such class
of transcription factors are Zinc Finger (ZnF) domain-containing
proteins. ZnF domains exist in ~5% of all human proteins and
bind to a large variety of substrates, including DNA, RNA, lipids,
and post-translational modifications (PTMs)13,14. Due to their
versatile binding ability, ZnF proteins play roles in different cel-
lular processes, such as transcription regulation, signal trans-
duction, and cell migration15. Interestingly, recent studies have
implicated ZnF domain-containing proteins as new players in
DSB repair13. For instance, ZMYND8 was found to play a role in
transcription repression during DSB repair via HR16, whereas
ZNF830 promotes HR by facilitating RBBP8 (CTIP)-dependent
DNA-end resection17. ZNF281, on the other hand, was shown to
promote XRCC4-dependent NHEJ of DSBs18. Together, these
findings suggest a more important role for ZnF domain proteins
in DSB repair than previously anticipated, although their mode of
action is still poorly understood.

Here, we describe an important regulatory role for the C2H2-
type ZnF protein ZNF384 in DSB repair by cNHEJ. ZNF384 is
recruited to sites of DNA damage in a manner dependent on
PARP1/PAR-mediated chromatin expansion followed by
binding to the exposed DNA via its internal C2H2 domain.
Moreover, ZNF384 physically interacts with Ku70/Ku80 via its
N-terminus and both its interaction with DNA and Ku70/Ku80
are critical for efficient Ku70/Ku80 loading. This in turn allows
for the assembly of a complete repairosome that includes
cNHEJ proteins such as APLF and XRCC4/LIG4, thereby
facilitating cNHEJ. Collectively, our data show that zinc-finger
protein ZNF384 is an adapter of Ku to DNA during DSB repair
via cNHEJ.

Results
ZNF384 is recruited to DNA damage sites and interacts with
NHEJ proteins. ZNF384 was among the candidate ZnF proteins
that localize at sites of DNA damage induced by laser micro-
irradiation12. To validate this finding, we transiently co-expressed
GFP-tagged ZNF384 (isoform 2, containing 6 C2H2 motifs) and
the DNA damage sensor mCherry-NBS1 in ZNF384 knockout
(KO) U2OS cells (Supplementary Fig. 1A) and measured their
recruitment to sites of DNA damage induced by multiphoton
irradiation using live-cell imaging (Supplementary Fig. 1B). GFP-
ZNF384 was recruited to NBS1-marked DNA damage sites within
1 min and remained enriched at these sites for at least 3 minutes
(Fig. 1a). We also observed the accumulation of endogenous
ZNF384 at UV-A laser-induced DNA damage, which was com-
pletely abolished following ZNF384 knockdown, confirming the
specificity of the ZNF384 antibody (Supplementary Fig. 1C).
Since multiphoton and UV-A laser micro-irradiation may induce
a variety of lesions other than DSBs, we next examined whether
ZNF384 is specifically recruited to DSBs. First, we monitored
its accumulation at chromatin regions micro-irradiated by
ultrasoft X-rays (USX)19. Endogenous ZNF384 accumulated at
USX-induced DSBs, co-localizing with γH2AX (Supplementary
Fig. 1D, E), and with the core cNHEJ proteins Ku70 and XRCC4
(Supplementary Fig. 1F, G). Second, we measured the colocali-
zation between ZNF384 and γH2AX at AsiSI nuclease-induced
DSBs the proximity ligation assay (PLA) (Fig. 1b). We observed a
clear colocalization between ZNF384 and γH2AX at these DSBs
(Fig. 1c), as well as between TP53BP1 (53BP1) and γH2AX
(Supplementary Fig. 1H, I and ref. 20), showing the validity of the
approach. Together, these observations demonstrate that ZNF384
is recruited to DSBs.

To gain insight into ZNF384’s function at sites of DNA
damage, we aimed to identify possible interaction partners of
ZNF384. To this end, we generated U2OS Flp-In/T-Rex cells
stably expressing inducible GFP-tagged ZNF384 or GFP-NLS,
and performed GFP-trap-based pull-downs followed by label-free
mass spectrometry (MS) (Fig. 1d). Our analysis revealed that
ZNF384 interacts with 24 proteins that were at least twofold
enriched in GFP-ZNF384 pull-downs when compared to those of
GFP-NLS (Fig. 1d and Supplementary Table 1). Interestingly,
Ku70/Ku80 and PARP1 belonged to the top interactors, all of
which regulate DSB repair via cNHEJ9,21. GFP pull-downs
coupled to western blot analysis confirmed that GFP-tagged
ZNF384 interacts with endogenous Ku70, Ku80, and PARP1
(Fig. 1e), while reciprocal pull-downs of both GFP-Ku80 (Fig. 1f)
and GFP-PARP1 (Fig. 1g) revealed interactions with endogenous
ZNF384. Moreover, we also confirmed the ZNF384-Ku70
interaction endogenously (Fig. 1h), using ZNF384 knockdown
cells to show the specificity of the ZNF384 signal in the Ku70
immunoprecipitation (Supplementary Fig. 1J). To rule out an
indirect interaction between these proteins, we purified His-MBP-

ARTICLE NATURE COMMUNICATIONS | https://doi.org/10.1038/s41467-021-26691-0

2 NATURE COMMUNICATIONS |         (2021) 12:6560 | https://doi.org/10.1038/s41467-021-26691-0 | www.nature.com/naturecommunications

www.nature.com/naturecommunications


tagged ZNF384 and addressed its ability to bind Ku70/Ku80
in vitro. In agreement with our in vivo pull-down results, we
found that recombinant ZNF384 bound recombinant Ku70/
Ku80, demonstrating a direct protein–protein interaction (Fig. 1i).
These findings suggest that ZNF384 forms a complex with Ku70/
Ku80 and PARP1, manifesting a possible role for ZNF384
in NHEJ.

ZNF384 recruitment to DNA damage sites requires the activity
of PARP1. Because of ZNF384’s interaction with Ku70/Ku80 and
PARP1, we first analyzed whether it is recruited to DNA breaks
via Ku80. We observed that GFP-ZNF384 recruitment to UV-A
laser micro-irradiation induced DNA damage, as well as that of
the DNA damage marker NBS1 (Supplementary Fig. 2A, B),
remained unchanged in cells depleted of Ku80 or its interaction
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partner in the DNA-PK complex, DNA-PKcs kinase (Supple-
mentary Fig. 2A, B)22. Moreover, we also found endogenous
ZNF384 at γH2AX-marked UV-A laser-inflicted DNA damage to
remain unaffected in cells depleted of Ku70 (Supplementary
Fig. 2C, D), Ku80, or DNA-PKcs (Supplementary Fig. 2E), which
was confirmed in Xrs-5 KO hamster cells defective for Ku80
(Supplementary Fig. 2F, G) and ref. 23, ruling out effects of
incomplete knockdown. In addition, inhibition of DNA-PKcs
kinase activity did not exert any effect on the recruitment of GFP-
ZNF384 (Supplementary Fig. 2H) and endogenous ZNF384
(Supplementary Fig. 2I, J), suggesting that ZNF384 recruitment is
independent of DNA-PK.

Next, we treated cells with the PARP1 and PARP2 inhibitor
(PARPi) olaparib (Fig. 2a) and found this treatment to impair the
recruitment of GFP-ZNF384 at multiphoton laser micro-
irradiation (Fig. 2a), as well as UV-A laser micro-irradiation
induced DNA damage (Supplementary Fig. 3A, B). Similarly,
knockout of PARP1 alone or in combination with PARP2
completely impaired ZNF384 recruitment, whereas knockout of
PARP2 alone, and knockdown of PARP3 had no major effect
(Fig. 2b and Supplementary Fig. 3C–F). PARP3 knockdown,
however, impaired Ku80 recruitment as expected (Supplementary
Fig. 3G, H and ref. 24). Importantly, we previously showed that
PARP1 itself is still recruited to sites of DNA damage in PARPi-
treated cells25, suggesting that the recruitment of ZNF384 does
not involve a physical interaction between ZNF384 and PARP1,
but rather relies on PARP1’s activity. Possibly, this interaction is
important for the PARP1-dependent PARylation of ZNF384,
which we and others observed in response to DSB induction
(Supplementary Fig. 3I and ref. 26. Collectively, these results
suggest that ZNF384 is rapidly recruited to DSB-containing tracks
in a manner dependent on the activity of PARP1.

PARP1-dependent chromatin unfolding facilitates DNA
binding of ZNF384 at DNA damage sites. We next asked
whether the PARP1 activity-dependent recruitment of ZNF384
to DNA breaks could be due to the direct binding of
ZNF384 to PARP1-generated PAR moieties. To investigate this,
we used a previously established fluorescence three-hybrid assay
(Supplementary Fig. 4A)27. This assay measures the ability of a
lacO-anchored putative “ADP-ribose-binding” protein of interest
to interact with PARylated PARP1 that is naturally released from
sites of laser-induced DNA damage and is then free to diffuse and
bind to the lacO-anchored PAR-binder. Indeed, we observed
recruitment of PARylated PARP1 to the lacO-anchored macro-
domain of macroH2A1.1, a well-characterized PAR-binding
protein11,28, which was abolished following treatment with
PARPi, but remained unaffected by treatment with PARGi
(likely due to the availability of a limited number of lacO-
anchored macrodomain molecules) (Supplementary Fig. 4B–D).

In contrast, we did not observe an interaction between lacO-
anchored ZNF384 and PARylated PARP1 (Supplementary
Fig. 4E, F). To corroborate and extend these findings, we used a
second independent approach that can discriminate whether
ZNF384 is recruited by binding to PAR, or to DNA that becomes
exposed upon PAR-dependent chromatin relaxation. In this assay
ZNF384 KO cells were micro-irradiated and, 240 seconds post
irradiation, after the completion of the initial wave of PARP/
PAR-dependent chromatin relaxation9,27,29, PARPi was added to
acutely block PARP enzymatic activity. Under these conditions,
PAR-binding proteins are rapidly released from the damaged
area, while proteins that bind DNA are maintained11. Indeed, we
observed that the WWE domain of RNF146, which is a known
PAR-binder30, was rapidly released from the irradiated area
(Fig. 2c, d and Supplementary Fig. 5A). While its binding was
nearly completely reversed at 450 seconds post irradiation due to
rapid degradation of PAR (Supplementary Fig. 5A), counteracting
the removal of PAR chains by adding PARGi to the PARPi-
treated cells preserved the accumulation of the WWE domain
(Supplementary Fig. 5A, B). In contrast, PARPi treatment did not
revert the recruitment of GFP-ZNF384 at the damaged area
(Fig. 2e, f), suggesting that ZNF384 does not bind PAR, but rather
associates with DNA. To corroborate these findings, we investi-
gated whether DNA binding of ZNF384 depends on PARP/PAR-
dependent chromatin relaxation, which we and others have
shown to facilitate the association of DNA-binding proteins with
DNA at sites of damage9,27,29. We found that overexpression of
the ATP-dependent chromatin remodeler ALC1, which enhances
chromatin unfolding without affecting PAR-signaling (Supple-
mentary Fig. 5C and ref. 27), increased ZNF384 accumulation at
DNA damage sites when compared to that after overexpression of
ATPase-dead (E175Q) ALC1 (Fig. 2g). PARPi treatment inhib-
ited ZNF384 recruitment in both WT ALC1 and ATPase-dead
(E175Q) ALC1 overexpressing cells (Fig. 2g), consistent with the
PARP-dependent recruitment of these proteins8. Interestingly, we
did not find a significant enrichment of ZNF384 in chromatin-
enriched extracts from cells treated with phleomycin (Supple-
mentary Fig. 5D, E), or a change in ZNF384 turnover at DNA
lesions as measured by FRAP (Supplementary Fig. 5F–H), sug-
gesting that the binding of ZNF384 to damaged DNA is not
qualitatively different from its binding to undamaged DNA and is
mostly triggered by the increased accessibility of DNA con-
secutive to PAR-driven chromatin relaxation. This behavior of
ZNF384 is comparable to that of the DNA-binding domain BZIP
of C/EBPa (Supplementary Fig. 5I and ref. 11) and the chromatin
remodeler CHD4 (Supplementary Fig. 5I and ref. 27), which were
both shown to recruit to DNA lesions due to increased accessi-
bility of damaged DNA through PAR-dependent chromatin
unfolding. In contrast, the ZNF384 interaction partners and
DNA-end binding proteins Ku70/Ku80 showed a clear slowing of

Fig. 1 ZNF384 is recruited to DNA damage sites and interacts with NHEJ proteins. a Recruitment of GFP-ZNF384 to 800 nm multiphoton tracks in

U2OS Flp-In/T-Rex ZNF384 KO cells. mCherry-NBS1 was used as a DNA damage marker (left panel). White triangles indicate irradiated regions.

Quantification of the data is plotted on a timescale as relative abundance in tracks. Peak values were set to 1. The graph represents the mean ± SD of >30

cells acquired in 2–3 independent experiments (right panel). b PLA of ZNF384 and γH2AX in AsiSI-ER-U2OS cells treated with 4-OHT for DSB induction.

PLA foci were quantified after 5 h of DSB induction. c Quantification of (b). The mean ± SEM of PLA foci formation and foci intensity from >200 cells

acquired in 2–3 independent experiments are shown. Statistical significance was calculated using the two-tailed Student’s t test. d Volcano plot depicting

the statistical differences of the MS analysis on GFP-ZNF384 versus GFP-NLS pull-downs. The enrichment is plotted on the x axis and the significance (t

test −log2 P value) is plotted on the y axis. NHEJ factors are shown in red and several hits are shown in blue (see also Supplementary Table 1). e Pull-down

of the indicated GFP fusion proteins in U2OS Flp-In/T-Rex cells. Blots were probed for GFP, Ku70, Ku80, and PARP1. f Pull-downs of the indicated GFP

fusion proteins in Hela cells. Blots were probed for GFP and ZNF384. g Pull-downs of the indicated GFP fusion proteins in Hela cells. Blots were probed for

GFP and ZNF384. h Immunoprecipitation (IP) of endogenous ZNF384 from 500 µM Phleomycin-treated U2OS cells. Control IP contained beads only. Blots

were probed for ZNF384, p-DNA-PKcs (S2056), and Ku70. i In vitro Ku80 pull-down in the presence or absence of His-Ku70/Ku80 and His-MBP or His-

MBP-ZNF384. Control IP contained beads only. Blots were probed for Ku80 and MBP. Scale bar 5 μm. Source data are provided as a Source Data file.
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its turnover following DNA damage (Supplementary Fig. 5J).
Thus, ZNF384 recruitment is dependent on PAR-dependent
chromatin unfolding, allowing ZNF384 to bind to the exposed
damaged DNA.

Previous work indeed showed that ZNF384 belongs to one of
the few C2H2-type of ZnF proteins reported having unique
DNA-binding affinity, particularly for homopolymeric dA·dT
DNA consensus elements enriched in the genome31. We
performed biolayer interferometry (BLI) experiments and
in vitro DNA pull-down experiments using purified His-MBP-
tagged ZNF384 and confirmed that His-MBP-ZNF384, in
contrast to His-MBP alone, has a high affinity to bind T-rich

ssDNA (Supplementary Fig. 6A, B), as opposed to A-rich
ssDNA (Fig. 3a). Extending this finding, we also found ZNF384
to bind double-stranded (ds)DNA with either a 3′- or 5′

overhang in both BLI and in vitro DNA pull-down assays, albeit
with a seemingly lower affinity when compared to ssDNA
(Fig. 3a, b). Importantly, ZNF384 bound poorly, if at all, to
dsDNA, and did not show RNA binding (Supplementary
Fig. 6C). Moreover, it showed reduced colocalization with
5-ethynyl uridine (5-EU) labeled RNA compared to Hoechst
labeled DNA as quantified by the Pearson correlation coefficient
(Supplementary Fig. 6D). Collectively, these results suggest that
ZNF384 recruitment to DNA damage sites is dependent on
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PARP-induced chromatin relaxation and its affinity to bind
damaged DNA.

ZNF384 is recruited to sites of DNA damage via its C2H2
DNA-binding motif. The fact that ZNF384 is recruited to DNA
damage sites and binds DNA, encouraged us to investigate
whether the C2H2, N-terminal or C-terminal domain of ZNF384
is implicated in this process (Fig. 3c). To this end, we purified
His-MBP-tagged versions of these ZNF384 domains (Supple-
mentary Fig. 6A), and assessed their ability to bind dsDNA with a
3′overhang, a common substrate found at DNA breaks, in vitro
by BLI and DNA pull-down assay. As expected, full-length
ZNF384 was able to bind this DNA substrate, whereas its
N-terminus and C-terminus revealed very poor to no binding
(Supplementary Fig. 7A, B). In contrast, the C2H2 domain
showed stronger binding to this substrate, which was even
comparable to that of full-length ZNF384 in the BLI assay
(Supplementary Fig. 7A, B). Finally, we also observed that the
C2H2 domain, similar to full-length ZNF384, has affinity for
ssDNA, as well as for dsDNA with a 3′- or 5′-overhang, albeit that
the affinity for the latter two substrates was seemingly lower when
compared to that for ssDNA (Supplementary Fig. 7C, D).
Together, these findings show that ZNF384 binds different DNA
substrates through its C2H2 domain.

Given the different DNA-binding affinities of these ZNF384
domains, we next assessed their relevance for ZNF384 recruit-
ment to DNA damage sites. To this end, we studied the
recruitment of GPF-tagged versions of the C2H2, N-terminal or
C-terminal domains to UV-A laser micro-irradiation inflicted
DNA damage (Fig. 3d) in ZNF384 KO U2OS cells. This was to
avoid the possible dimerization of any of the GFP-tagged
domains with endogenous ZNF384 as observed for GFP-
ZNF384 and endogenous ZNF384 (Supplementary Fig. 7E).
mCherry-NBS1 was co-expressed in these cells to control for
DNA damage induction (Supplementary Fig. 7F). In agreement
with our in vitro experiments, we found that the C2H2 domain
was still recruited, while recruitment of the N-terminus and
C-terminus was completely abolished (Fig. 3d). Consistently, we
also found the colocalization between ZNF384 and DNA to be
dependent on its C2H2 motif (Supplementary Fig. 6D).

Next, we sought to test the DNA-binding affinity of ZNF384-
deletion mutants in vivo. We generated a ∆C2H2 mutant lacking
the six C2H2 motifs, (∆C2H2), as well as mutants lacking the
N-terminus (∆N-terminus) or C-terminus (∆C-terminus) (Sup-
plementary Fig. 7G), and estimated the ability of full-length
ZNF384 and ∆C2H2 to bind DNA using FRAP. In this assay,
strong DNA-binding affinity corresponds to a slow FRAP
recovery and vice versa. While full-length ZNF384 showed a
slow recovery after photobleaching of the damaged area, we
observed a fast recovery of ∆C2H2. In contrast, ∆N-terminus and

∆C-terminus showed a slower FRAP recovery compared to full-
length ZNF384, suggesting that the deleted domains slightly
destabilize ZNF384’s interaction with DNA (Fig. 3e and
Supplementary Fig. 7H). We then assessed the recruitment of
these GFP-tagged deletion mutants to DNA damage 405 laser
micro-irradiation in Hoechst-sensitized ZNF384 KO U2OS cells.
Core histone H2B fused to photoactivatable PATagRFP (PTR)
was co-expressed to define the damaged area. We found that
∆C2H2 dramatically impaired ZNF384 recruitment, while ∆N-
terminus and ∆C-terminus had no major effect on recruitment
(Fig. 3f). Collectively, these findings suggest that the C2H2 motif
is important for DNA binding and accumulation of ZNF384 at
DNA damage sites.

ZNF384 modulates Ku70/Ku80 dynamics at DNA damage
sites. The repair of DSBs by cNHEJ depends on the binding of the
Ku70/Ku80 heterodimer to broken DNA ends, followed by the
recruitment of the DNA-PKcs kinase (Mari, Florea et al.32). This
in turn leads to the recruitment of the XRCC4–LIG4 complex,
which ultimately seals the broken ends (Frit, Ropars et al.33).
Given the interaction between ZNF384 and Ku70/Ku80, we
sought to address if ZNF384 is involved in the loading of Ku70/
Ku80 at DNA. To this end, we first monitored the levels of Ku70
in chromatin-enriched extracts from cells depleted of ZNF384 or
Ku80 (Supplementary Fig. 8A). While Ku80 knockdown reduced
Ku70 levels on chromatin, depletion of ZNF384 had no impact
(Supplementary Fig. 8A). Next, we monitored the impact of
ZNF384 on Ku70 dynamics at DNA by FRAP. Within 2 seconds
after photobleaching, we observed a small increase in fluorescence
recovery of GFP-Ku70 in ZNF384-depleted cells compared to that
in control cells (Supplementary Fig. 8B), suggesting that ZNF384
has a modest effect on Ku70’s DNA binding. To further inves-
tigate this finding, we assessed the DNA-binding affinities of both
ZNF384 and Ku70 by comparing their relative residence times as
measured by Fluorescence Correlation Spectroscopy (FCS)
(Supplementary Fig. 8C). Interestingly, we observed that ZNF384
has a higher residence time compared to Ku70 (Supplementary
Fig. 8D), suggesting that ZNF384 is more tightly bound to DNA,
thereby impacting the association of Ku70/Ku80 with DNA.

Based on these findings, we next examined whether ZNF384
has a potential stimulatory role on Ku70/Ku80’s binding to
dsDNA with a 3′-overhang in vitro. To this end, we performed
DNA pull-down assays using purified ZNF384 and Ku70/Ku80.
Importantly, while Ku70/Ku80 bound dsDNA with a 3′-overhang
in the absence of ZNF38434 their binding was enhanced in the
presence of increasing amounts of ZNF384 (Fig. 4a and
Supplementary Fig. 8E). To examine whether ZNF384 also affects
the loading of Ku70/Ku80 at damaged DNA in vivo, we depleted
ZNF384 in cells expressing endogenously GFP-tagged Ku70
(Britton, Coates et al.35), and subjected these cells to multiphoton

Fig. 2 PARP1 activity facilitates DNA binding of ZNF384 at sites of damage. a GFP-ZNF384 recruitment to 800 nm multiphoton tracks in stable U2OS

Flp-In/T-Rex cells treated with PARP inhibitor (PARPi) for 1 h before micro-irradiation (top panel). Quantification of the data is presented as the

mean ± SEM of >35 cells acquired in three independent experiments (bottom panel). b ZNF384 recruitment to 365 nm UV-A tracks 10min after DNA

damage induction in BrdU-sensitized wild-type (WT) and the indicated KO U2OS cells (left panel). The mean ± SEM of >180 cells from three independent

experiments is shown (right panel). c Confocal images showing accumulation of GFP-WWE at sites of 405 nm laser micro-irradiation in Hoechst-

sensitized U2OS cells. Cells were left untreated or treated with PARPi 180 s after DNA damage induction. d Boxplot limits correspond to the 25th and 75th

percentiles and the center line in the box indicates the median value of the accumulation of GFP-WWE at 450 s post irradiation from 23–25 cells from a

representative of three independent experiments. e As in (c), except for GFP-ZNF384. f As in (d), except for GFP-ZNF384 from 21–27 cells. Boxplot limits

correspond to the 25th and 75th percentiles and the center line in the box indicates the median value. The whiskers extend 1.5 times the interquartile

range. g GFP-ZNF384 recruitment to 405 nm laser tracks in U2OS cells overexpressing iRFP-ALC1 wild-type (WT) and iRFP-ALC1 ATPase-dead (E175Q)

treated with PARPi for 1 h before micro-irradiation (left panel). GFP-ZNF384 recruitment is displayed as intensity integrated over the damaged area (right

panel). The mean ± SEM from 13–16 cells from a representative of three independent experiments is shown. White triangles indicate irradiated regions.

Scale bar 5 μm. All P values were calculated using the unpaired Student’s t test, assuming unequal variances. Source data are provided as a Source Data file.
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laser micro-irradiation. Importantly, ZNF384 depletion reduced
GFP-Ku70 accumulation at sites of DNA damage as compared to
that in control cells (Fig. 4b, c). Given that ZNF384 is recruited to
DNA breaks in a PAR-dependent manner (Fig. 2a) and regulates
the loading of Ku70/Ku80, we asked whether Ku70/Ku80 is also
recruited to sites of DNA damage in a PAR-dependent manner.

Indeed, we found PARPi treatment to impair the recruitment of
Ku70 to DNA breaks (Supplementary Fig. 8F), while the
accumulation of the DNA damage marker NBS1 remained
unaffected (Supplementary Fig. 8G, H). To better understand the
impact of ZNF384 on the dynamics of Ku70, we assessed its
turnover at DNA lesions by FRAP. Within 10 seconds after
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photobleaching, we observed a faster fluorescence recovery of
GFP-Ku70 in ZNF384-depleted cells compared to that in control
cells (Fig. 4d, e), suggesting that ZNF384 contributes to the
association of Ku70 with DNA lesions. To be able to extract
quantitative characteristics from the FRAP data, we first tried to
fit the recovery curves with single-population models (Sprague,
Pego et al.36). However, none of them could accurately fit the
experimental curves (Supplementary Fig. 9A), indicating that Ku
displays a more complex behavior. We then examined Ku
dynamics by FCS as this method is able to assess fast protein
turnover more accurately. The fit of the correlation curves
showed that Ku follows two-population dynamics at DNA
damage sites (Supplementary Fig. 9B). We infer that the fast
population refers to Ku molecules diffusing through the nucleus
and displaying only very transient interactions with chromatin,
while the slow population corresponds to Ku molecules that bind
DNA lesions more stably. To characterize specifically the
behavior of this slow population, we restricted the fitting of the
FRAP curves to the timepoints after 3 seconds post photobleach-
ing, which could be well adjusted by a reaction-limited model
(Supplementary Fig. 9C). Using this model, we were able to
estimate binding (k′on) and unbinding (koff) rates of Ku at sites of
DNA damage by FRAP. The k′on is a pseudo-first-order
association rate corresponding to the product of the actual
binding rate kon and the local density of DNA damage sites
dictated by the irradiation conditions, which was similar between
the different conditions. To confirm the applicability of this
model, we also verified that the koff parameter estimated with this
model was independent of the size of the bleached area
(Supplementary Fig. 9D). Based on these fits, we observed a
reduction in the k′on in ZNF384-depleted cells, suggesting a
decreased Ku70-binding rate (Fig. 4f). In contrast, no significant
impact of ZNF384 depletion on the estimated koff was observed
(Fig. 4g). Together these results imply that ZNF384 facilitates the
recruitment and subsequent binding, rather than the retention of
Ku70/Ku80, at sites of DNA damage.

The C2H2 and N-terminal domains of ZNF384 are critical for
loading Ku70/Ku80 at DSBs. Having shown that ZNF384 pro-
motes the loading of Ku70/Ku80 at DNA breaks and considering
that ZNF384 and Ku70/Ku80 physically interact, we next sought
to investigate whether the interaction between these proteins is
important for the efficient recruitment of Ku70/Ku80 to DNA
breaks. We therefore set out to map the region in ZNF384 that is
required for the interaction with Ku70/Ku80, making use of our
set of ZNF384-deletion mutants (Supplementary Fig. 7G). Using
GFP pull-down assays, we found that GFP-tagged ZNF384,

∆C2H2, and ∆C-terminus associated with endogenous Ku70 and
Ku80 with equal efficiency (Fig. 5a), suggesting that the C2H2
motifs and C-terminus are dispensable for the interaction. On the
contrary, ∆N-terminus showed an almost complete loss of Ku70/
Ku80 binding, indicating that the N-terminus of ZNF384 med-
iates its interaction with Ku70 and Ku80 (Fig. 5a). In agreement
with our in vivo pull-down results, we found that recombinant
∆N-terminus bound less efficiently to Ku70/Ku80 when com-
pared to recombinant ZNF384 (Fig. 5b).

We next asked whether the N-terminus of ZNF384 has any
functional relevance for Ku70/Ku80 recruitment. To this end, we
used the Flp-In/T-rex system to establish U2OS cells stably
expressing inducible siRNA-resistant GFP-tagged versions of
either ZNF384, ∆C2H2 or ∆N-terminus. U2OS cells stably
expressing GFP-NLS served as a control (Fig. 5c). While
expression of GFP-ZNF384 fully restored Ku80 accumulation at
UV-A laser micro-irradiation inflicted damage, expression of ∆N-
terminus only partially rescued this Ku80 defect (Fig. 5d). In
contrast, the expression of ∆C2H2 completely failed to rescue the
Ku80 accumulation defect (Fig. 5d). DNA damage induction was
similar in all conditions based on equal PAR levels in laser tracks
(Fig. 5e). These results suggest that the binding of ZNF384 at
DNA breaks via its C2H2 motif, as well as the interaction between
its N-terminus and Ku70/Ku80 contribute to efficient Ku80
recruitment.

Finally, we asked if ZNF384 is responsible for Ku70/Ku80
complex formation. To this end, we performed GFP pull-downs
on cells expressing endogenously GFP-tagged Ku70 (Britton,
Coates et al.35) that were depleted of ZNF384 and left untreated
or exposed to ionizing radiation (IR). While we observed that
GFP-Ku70 and endogenous Ku80 interact, as expected, loss of
ZNF384 did not impact this interaction, neither in untreated nor
in IR-exposed cells (Supplementary Fig. 10A). This suggests that
ZNF384 is not involved in Ku70/Ku80 complex formation, but
rather the loading of this complex at sites of DNA damage.

ZNF384 promotes Ku-dependent loading of APLF and
XRCC4/LIG4 at DSBs. Next, we asked if ZNF384 affects the
accumulation of factors that act downstream of Ku70/Ku80. We
first measured the recruitment of APLF, which physically
interacts with Ku80 at DSBs via its conserved Ku-binding motif
(KBM)37. To this end, YFP-tagged APLF and mCherry-NBS1
were co-expressed in ZNF384-, Ku80-, and ZNF384/Ku80-
depleted U2OS cells, and examined for their localization at sites
of DNA damage. ZNF384 and Ku80 depletion impaired APLF
recruitment to sites of DNA damage, while the DNA damage
marker NBS1 remained unaffected (Fig. 6a, b and ref. 37). Ku80

Fig. 3 ZNF384 is recruited to sites of DNA damage via its C2H2 DNA-binding motif. a DNA pull-downs of the indicated biotinylated DNA substrates in

the presence of His-MBP-C2H2 or His-MBP (control). Blots were probed for MBP. His-MBP-ZNF384 pull-down signals were normalized to the Input signal,

which was set to 1. The mean from four independent experiments is indicated below the blot. His-MBP was not detectable in pull-downs. A representative

experiment is shown. b DNA binding of His-MBP-ZNF384 to the indicated biotinylated DNA substrated as measured by BLI. Quantified data are plotted on

a timescale and normalized to His-MBP (control). c Schematic representation of full-length ZNF384 protein and its domains (C2H2, N-terminus, and C-

terminus). d Live-cell imaging of the recruitment of the indicated GFP-ZNF384 proteins to DNA damage tracks generated by 365 nm UV-A laser micro-

irradiationin BrdU-sensitized ZNF384 KO U2OS Flp-In/T-Rex cells. mCherry-NBS1, which was co-expressed with the GFP-ZNF384 proteins, served as a

DNA damage marker. Representative images are shown. White triangles indicate irradiated regions. Scale bars: 10 µm (upper panel). Quantification of the

data is shown as mean ± SEM from 30–40 cells (lower panel). e Quantification of FRAP measurements to assess the local dynamics of the indicated GFP-

ZNF384 constructs. 12 cells per condition were analyzed. Boxplot limits correspond to the 25th and 75th percentiles and the center line in the box indicates

the median value. The whiskers extend 1.5 times the interquartile range. P values were calculated using an unpaired Student’s t test, assuming unequal

variances. f Live-cell imaging of the recruitment of the indicated GFP-ZNF384 proteins to DNA damage tracks generated by 405 nm laser micro-irradiation

in Hoechst-sensitized ZNF384 KO U2OS Flp-In/T-Rex cells. White triangles and photoactivatable H2B-PTR, which were co-expressed with the indicated

GFP-ZNF384 proteins, indicate irradiated regions. Representative images are shown. Scale bars 4 µm (left panel). Data are presented as mean

values ± SEM. P values were calculated using an unpaired Student’s t test, assuming unequal variances (right panel). Source data are provided as a Source

Data file.
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depletion also reduced nuclear retention of APLF38, which
we validated in Ku80 knockdown cells (Supplementary
Fig. 10B, C), as well as in Ku80 KO mouse embryonic stem cells
(Supplementary Fig. 10D). Interestingly, double knockdown of
ZNF384 and Ku80 did not further impair APLF accumulation,
suggesting that these proteins function epistatically to recruit
APLF (Fig. 6a, b).

The fact that ZNF384 promotes the consecutive accumulation
of Ku70/Ku80 and APLF made us wonder if ZNF384 could be
involved in Ku-APLF complex formation. To assess this, we
performed GFP pull-downs after transient expression of YFP-
APLF in wild-type and ZNF384-depleted U2OS cells. Endogen-
ous Ku80 was co-precipitated in both conditions (Supplementary

Fig. 10E). Moreover, ZNF384 and Ku70 showed comparable
recruitment kinetics (Supplementary Fig. S10F, G), while APLF
was recruited earlier (Supplementary Fig. 10H). This suggests that
ZNF384 does not impact Ku-APLF complex stability, but rather
promotes the loading of these factors at sites of DNA damage.

The Ku-APLF interaction is critical for recruitment of the
XRCC4/LIG4 complex to DNA beaks3,37,39,40. Given that
ZNF384 promotes both Ku-APLF loading at sites of DNA
damage, we next examined if ZNF384 also affects XRCC4
recruitment. To this end, we measured the levels of endogenous
XRCC4 at bona fide DSBs induced by tethering of a Lactose
repressor (LacR)-tagged FokI nuclease at a stably integrated
Lactose operator (LacO) array in U2OS cells (Fig. 6c)41. While we
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detected XRCC4 accumulation at FokI-induced DSBs in control
cells, as expected, its levels were dramatically reduced in ZNF384-
depleted cells (Fig. 6d, e). This indicates that ZNF384 acts at bona
fide DSBs to facilitate the Ku-APLF-dependent accumulation of
XRCC4/LIG4 complexes.

ZNF384 promotes recruitment of cNHEJ proteins indepen-
dently of DNA-PKcs. Given that ZNF384 promotes the accu-
mulation of XRCC4/LIG4 in a Ku70/Ku80-dependent manner,
we wondered how this is linked to DNA-PKcs, which is recruited
and activated by DSB-bound Ku to promote the loading of
XRCC4/LIG442,43. Western blot analysis detected induction of
phosphorylated (p)-DNA-PKcs (S2056) after IR (Supplementary
Fig. 11A). Surprisingly, neither Ku80 nor ZNF384 depletion
affected p-DNA-PKcs (S2056) activation in U2OS cells (Supple-
mentary Fig. 11A). Moreover, normal levels of p-DNA-PKcs
(S2056) activation were observed in Ku80 KO mouse embryonic
stem cells, ruling out that the lack of phenotype in Ku80-depleted
cells was due to incomplete knockdown (Supplementary Fig. 11B
and ref. 44. To corroborate these findings, we examined the
interplay between ZNF384, Ku, and DNA-PKcs during the
loading of XRCC4 at sites of DNA damage. We found that
ZNF384, Ku80, and DNA-PKcs depletion impaired XRCC4
accumulation (Supplementary Fig. 11C–F), which is in line with
previous results42,45. Double knockdown of ZNF384 and
Ku80 did not result in an additive effect on XRCC4 accumulation
when compared to that in ZNF384- or Ku80-depleted cells
(Supplementary Fig. 11C–F). This suggests that these proteins act
epistatically to recruit XRCC4, which is in line with their epistatic
role in recruiting APLF to DNA breaks (Fig. 6a, b). In contrast,
double knockdown of ZNF384 and DNA-PKcs resulted in a
larger effect on XRCC4 accumulation when compared to that
of ZNF384 or DNA-PKcs depletion alone (Supplementary
Fig. 11C–F), suggesting redundant functions for these proteins in
XRCC4 recruitment.

Given that ZNF384 and Ku were recruited to sites of DNA
damage via PAR-driven processes (Fig. 2a and Supplementary
Fig. 8F), and that ZNF384 and DNA-PKcs function redun-
dantly, we next asked whether DNA-PKcs is also recruited to
DNA breaks in a PAR-dependent manner. Indeed, PARPi
treatment impaired the recruitment of DNA-PKcs (Supplemen-
tary Fig. 11G), while the accumulation of the DNA damage
marker NBS1 remained unaffected (Supplementary Fig. 11H, I).
To further understand the interplay between ZNF384, Ku and
DNA-PKcs with PARP1, epistasis analysis were performed. We
found that ZNF384, DNA-PKcs, and PARP1 depletion impaired
XRCC4 accumulation, which is in line with our previous results
(Supplementary Fig. 12A, B and ref. 9). However, double
knockdown of either ZNF384 or DNA-PKcs with PARP1 did

not result in an additive effect on XRCC4 accumulation
(Supplementary Fig. 12C, D). Together these results suggest
that PARP activity drives two parallel pathways for DSB repair
by NHEJ, one of which relies on the ZNF384-mediated ligation
of broken ends via Ku-APLF-XRCC4, the other on DNA-PKcs-
XRCC4.

ZNF384 promotes DSB repair via cNHEJ. The interaction
between ZNF384 and cNHEJ factors (Fig. 1d), its PARP/PAR-
dependent recruitment (Fig. 2a), as well as its ability to load Ku
(Fig. 4b), APLF (Fig. 6a), and XRCC4/LIG4 (Fig. 6e) at DSBs,
encouraged us to assess whether ZNF384 supports DSB repair via
NHEJ. To this end, we first used the well-established EJ5-GFP
reporter assay, which relies on the restoration of GFP expression
following repair of I-SceI endonuclease-induced DSBs that flank a
puromycin gene that separates a GFP gene from a CMV pro-
moter (Fig. 7a). Flow cytometric analysis of GFP fluorescence
revealed that NHEJ was reduced following ZNF384 knockdown,
which was comparable to the effect observed upon XRCC4
knockdown (Fig. 7a). Cell cycle profiles remained unaffected in
these cells, ruling out the effects of cell cycle misregulation
(Supplementary Fig. 13A, B). Importantly, knockdown of
ZNF384 did not affect the steady-state levels of several factors
involved in NHEJ (Supplementary Fig. 13C), albeit that the
expression of XRCC4 was slightly reduced (Supplementary
Fig. 13C). However, a semi-quantitative analysis revealed that this
effect was not consistent, neither in U2OS (Supplementary
Fig. 13D) nor in HeLa Flp-In cells (Supplementary Fig. 13E),
suggesting that indirect effects due to transcriptional misregula-
tion are unlikely. Furthermore, ZNF384 depletion did not have a
major impact on the steady-state levels of the checkpoint kinases
ATM and CHK1 (Supplementary Fig. 13F–H), nor affected the
IR-induced phosphorylation of ATM (at S1981) and CHK1(at
S345) (Supplementary Fig. 13I, J), the latter of which was used
as a readout for ATR activation46. This suggests that ZNF384
does not contribute to DSB repair by regulating ATM or ATR
activation.

The EJ5-GFP reporter provides a readout for total NHEJ
activity, including cNHEJ and aNHEJ47. To address whether
ZNF384 specifically affects Ku70/Ku80-, APLF-, and XRCC4/
LIG4-dependent NHEJ, we measured random plasmid integra-
tion into the genome via cNHEJ (Fig. 7b and refs. 9,48). Indeed,
ZNF384 knockdown, similar to that of Ku80 depletion, impaired
random plasmid integration, indicating an important role for
ZNF384 in cNHEJ (Fig. 7b).

Next, we asked whether ZNF384 plays a unique role in cNHEJ
or also affects HR. Interestingly, loss of ZNF384 only very
moderately impaired HR in the well-established DR-GFP reporter
(Supplementary Fig. 14A), and rendered cells only mildly

Fig. 4 ZNF384 modulates Ku70/Ku80 dynamics at DNA damage sites. a DNA pull-downs of biotinylated DNA with a 3’-overhang in the presence of His-

Ku70/Ku80, His-MBP-ZNF384, or His-MBP alone or His-Ku70/Ku80 in combination with His-MBP-ZNF384 or His-MBP. Blots were probed for MBP and

Ku80. Ku80 pull-down signals were normalized to that in the pull-down lacking His-MBP-ZNF384, which was set to 1. The mean from four independent

experiments is indicated below the blot. His-MBP was not detectable in pull-downs. A representative experiment is shown. b GFP-Ku70 recruitment to

800 nm multiphoton tracks in RPE1-hTERT cells transfected with the indicated siRNAs (left panel). White triangles indicate irradiated regions.

Quantification of the data is presented as the mean ± SD from >60 cells acquired in two independent experiments. Scale bar 5 μm. c Western blot analysis

of ZNF384 expression in cells from (b). Tubulin is a loading control. d Representative images of RPE1-hTERT cells transfected with the indicated siRNAs, in

which FRAP measurements were performed to assess the local turnover of GFP-Ku70 at the sites of DNA damage. DNA damage was induced in the region

indicated with a dashed line. Subsequent FRAP was induced in a subarea within the DNA damage region, as indicated with an unbroken line. Images are

pseudocolored according to the look-up table displayed on the right. Scale bar 4 μm. e Normalized FRAP curves from (d). f Association (k’on) rates of GFP-

Ku70 measured by FRAP after fitting of the curves from (e). g Dissociation (koff) rates of GFP-Ku70 after fitting of the curves from (e). Data from (e–g) was

collected from 15 cells per condition. Boxplot limits correspond to the 25th and 75th percentiles and the center line in the box indicates the median value

from a representative of two independent replicates. Statistical significance was calculated using the unpaired Student’s t test, assuming unequal variances.

Source data are provided as a Source Data file.
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sensitive to treatment with PARPi (Supplementary Fig. 14B, C),
in contrast to HR-deficient cells depleted of BRCA149. Given that
ZNF384 is critical for Ku70/Ku80 loading at DSBs and that loss of
Ku70/Ku80 has been linked to increased DNA-end resection and
HR levels50,51, we assessed whether ZNF384 affects DNA-end
resection. Cells depleted of ZNF384 did not show a significant

difference in RPA foci number and foci intensity (Supplementary
Fig. 14D–G), which is consistent with the fact that ZNF384 loss did
not impact HR (Supplementary Fig. 14A). Ku80-depleted cells also
did not show changes in DNA-end resection (Supplementary
Fig. 14D–G), which is in agreement with another report showing
that end resection remained unaffected in Ku70/Ku80 double KO
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MEF cells52. Corroborating these findings, we observed that the
accumulation of the core HR protein RAD51 into DSB-containing
foci induced by IR was not affected in ZNF384-depleted S-phase
cells (Supplementary Fig. 14H). Together these results suggest that
ZNF384 does not play a major role in DSB repair via HR, but rather
promotes cNHEJ.

When cNHEJ is compromised, DSB repair mostly occurs via
aNHEJ, causing a loss of accurate end-joining and a switch to
error-prone repair due to deletion formation and microhomology
usage53. To test whether impaired cNHEJ in ZNF384-depleted
cells impacts the mutational signature at repair junctions, we used
a previously published NHEJ reporter in GC92 cells54. This
reporter consists of a CD4 gene separated from a CMV promoter
by an H2Kd-CD8 cassette that is flanked by I-SceI cleavage sites.
DSB induction by I-SceI expression leads to re-ligation of the
CMV promoter to the CD4 gene after which repair junctions can
be amplified and Sanger-sequenced (Supplementary Fig. 15A).
Indeed, depletion of the cNHEJ factor Ku80 resulted in an
increase in the formation of larger deletions and usage of larger
stretches of microhomology (Supplementary Fig. 15B, C). More-
over, although ZNF384 depletion only caused a modest effect on
the total deletion frequency, among these events the proportion of
larger deletions and use of microhomology during repair was
increased and resembled that observed after Ku80 depletion
(Supplementary Fig. 15B, C), corroborating a role for ZNF384
in cNHEJ.

In further support of these findings, we found that ZNF384 loss
impaired clonogenic survival of U2OS cells and VH10-SV40-
immortalized fibroblasts following exposure to IR-induced DSBs
similar to that observed after XRCC4 depletion (Fig. 7c, d and
Supplementary Fig. 15D, E). Interestingly, double depletion of
ZNF384 and XRCC4 did not result in an increased sensitivity to
IR (Fig. 7c, d), again indicating that these proteins function
epistatically to promote cNHEJ-dependent repair DSBs. Finally,
we employed the Flp-In/T-Rex system to establish HeLa cells
stably expressing inducible siRNA-resistant GFP-tagged ZNF384
or GFP-NLS (Fig. 7e). We found that expression of siRNA-
resistant GFP-ZNF384, but not that of GFP-NLS, almost fully
rescued the IR sensitivity observed after ZNF384 loss, the latter of
which being comparable to that observed after XRCC4 loss
(Fig. 7f). This indicates that the IR sensitivity and underlying
cNHEJ defect are not caused by off-targets of the siRNAs against
ZNF384. The increase in IR sensitivity likely resulted from an
accumulation of unresolved DSBs, as indicated by the increase in
γH2AX foci following IR exposure of ZNF384-depleted G1 cells,
which resembled the phenotype of Ku80-depleted cells (Supple-
mentary Fig. 15F–H55). Interestingly, Ku80 has been implicated
in telomere length maintenance (Jaco, Muñoz et al., 200456).
To study whether ZNF384 is similarly involved in this process, we
performed fluorescence in situ hybridization (FISH) using a PNA
probe to label all telomeres and use their intensity as a proxy for

telomere length (Fig. 7g)57. Strikingly, knockdown of ZNF384,
similar to that of Ku8056, significantly reduced telomere length in
metaphase spreads when compared to that in control cells
(Fig. 7h, i). Collectively, our results demonstrate that ZNF384
promotes efficient DSB repair via cNHEJ and is involved in
telomere length maintenance (Fig. 7j).

Discussion
In this study, we uncover an important role of the poorly char-
acterized ZnF protein ZNF384 in DSB repair via cNHEJ (Fig. 7j).
First, we demonstrate that ZNF384 is recruited to sites of DNA
damage and interacts with Ku70/Ku80 and PARP1. Second, we
show that ZNF384 recruitment requires PARP1/PAR-dependent
chromatin remodeling, which promotes the binding of ZNF384 to
the exposed DNA via its C2H2 motifs. Third, ZNF384 stimulates
the binding of Ku70/Ku80 at DNA breaks, on the one hand
through physical interaction with this complex, and on the other
hand through its affinity for DNA. This way, it promotes the
assembly of a functional cNHEJ complex that includes APLF and
the XRCC4/LIG4 complex. Finally, ZNF384 promotes NHEJ in
EJ5-GFP reporter assays and random plasmid integration assays,
and functions epistatically with both Ku and XRCC4 during this
repair process. Thus, ZNF384 functions as an “adaptor station”
for the proper assembly of repair proteins at DSBs, thereby
promoting efficient repair by cNHEJ (Fig. 7j).

PARP1/PAR-dependent chromatin unfolding allows ZNF384
binding to damaged DNA. Our findings reveal that ZNF384 is
recruited to sites of DNA damage following chromatin unfolding
driven by the activity of PARP1, but not PARP2 or PARP3.
Several other cNHEJ repair proteins, including Ku70/Ku80 and
XRCC4, are also recruited in a manner dependent on the activity
of PARP1. This may involve their binding to PARP1-associated
PAR chains or to the damaged DNA itself9,58. Using three
independent approaches, we confirmed that ZNF384 does not
bind to PARP1-associated PAR chains at sites of DNA damage.
Instead, ZNF384 recruitment occurs in a manner dependent on
the PARP1-induced relaxation of the damaged chromatin, mak-
ing the DNA available for ZNF384 to bind via its C2H2 DNA-
binding motif. This is consistent with other reports showing that
ZNF384 directly binds to DNA, particularly to homopolymeric
dA·dT consensus sequences in vitro31,59. We confirmed and
extended this finding by showing that ZNF384, through its C2H2
domain, also efficiently binds dsDNA substrates containing 5′- or
3′-overhangs as opposed to dsDNA with blunt ends. DSBs with
such protruding ends have been shown to be preferentially
repaired by cNHEJ, while blunt ends are mostly subjected to
polymerase theta-mediated end-joining44. Thus, the preferential
binding of ZNF384 to dsDNA with 5′- or 3′-overhangs is con-
sistent with its role in cNHEJ. However, it is important to note

Fig. 5 The C2H2 motifs and N-terminus of ZNF384 are required for Ku70/Ku80 loading at DSBs. a Pull-downs of the indicated GFP fusion proteins in

U2OS Flp-In/T-Rex cells. Blots were probed for Ku70, Ku80, Tubulin, and GFP. The data shown represent three independent experiments. b In vitro Ku80

pull-down in the presence or absence of His-Ku70/Ku80 and His-MBP, His-MBP-ZNF384, or His-MBP-∆N-terminus. Control IP contained beads only.

Blots were probed for Ku80 and MBP. The data shown represent two independent experiments. c Western blot analysis of the expression of endogenous

ZNF384 and ectopic GFP-ZNF384 full-length and deletion mutants. Tubulin is a loading control. The asterisk (*) indicates endogenous ZNF384. The data

shown represent three independent experiments. d Accumulation of endogenous Ku80 at 365 nm UV-A tracks in BrdU-sensitized U2OS Flp-In/T-Rex cells

expressing siRNA-resistant doxycycline (dox)-inducible GFP-ZNF384, GFP-ZNF384 ΔC2H2, and GFP-ZNF384 ΔN-terminus following transfection with

the indicated siRNAs. Cells were subjected to laser micro-irradiation and 10min later fixed and immunostained. White triangles indicate irradiated regions

(upper panel). Quantification of endogenous Ku80 levels in laser tracks is presented as ±SEM of >150 cells acquired in 3 independent experiments (lower

panel). e As in (d), except for PAR (upper panel). Quantification of endogenous PAR levels in laser tracks is presented as the mean ± SEM from three

independent experiments. Data were normalized to siLuc, which was set to 100% (lower panel). Statistical significance was calculated using the unpaired

Student’s t test, assuming unequal variances. Scale bar 5 μm. Source data are provided as a Source Data file.
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that the DNA substrates used in our study also contain T-rich
consensus sequences. These sequences are considered the most
abundant simple repetitive motifs in the human genome that are
frequently expanded due to DNA replication slippage60. The fact
that DSBs can occur throughout the genome, including at
homopolymeric dA·dT repeats, raises the question whether the
C2H2 DNA-binding domain of ZNF384 binds to a specific DNA
context or binds to lesions in any given sequence context, the
latter of which would be in line with a more general role of

ZNF384 in cNHEJ. Elucidating the nature of its DNA sequence-
specific binding mode will be key in further unraveling how
ZNF384 acts at DSBs to promote cNHEJ.

ZNF384 serves as a “Ku-adapter” at sites of DNA damage.
ZNF384 promotes the accumulation of Ku70/Ku80, but not their
retention at sites of damage. This raises the question how the
recruitment of these proteins is regulated at the level of DNA

Fig. 6 ZNF384 promotes Ku-dependent loading of APLF and XRCC4/LIG4 at DSBs. a Live-cell imaging of the recruitment of YFP-APLF to 365 nm UV-A

tracks in BrdU-sensitized U2OS cells transfected with the indicated siRNAs. mCherry-NBS1, which was co-expressed with YFP-APLF, served as a DNA

damage marker. Representative images are shown. White triangles indicate irradiated regions (left panel). Quantification of data is presented as the mean

values ±SEM from 60 cells acquired in three independent experiments (right panel). b As in (a), except for mCherry-NBS1 (left panel). Quantification of

data is presented as the mean values ± SEM from 60 cells acquired in three independent experiments (right panel). c Schematic of the system in U2OS 2-

6-3 cells used to locally induce multiple DSBs upon tethering of the FokI endonuclease. d Accumulation of XRCC4 (green) to γH2AX-marked (white) DSBs

induced by FokI-mCherry-LacR at a LacO array (red) in cells transfected with the indicated siRNAs. e Quantification of XRCC4 and γH2AX in cells from

(d) is presented as the mean ± SEM of >200 cells acquired in five independent experiments. Data were normalized to siLuc control which was set to 100%.

Statistical significance was calculated using the two-tailed unpaired Student’s t test, assuming unequal variances. Scale bar 5 μm. Source data are provided

as a Source Data file.
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binding. FCS analysis revealed that ZNF384 had a significantly
higher residence time compared to Ku70, suggesting that ZNF384
binds stronger to DNA as compared to Ku70. Moreover,
ZNF384 stimulates the binding of Ku70/Ku80 on DNA in vitro,
suggesting that ZNF384 is the dominant binding force within the
ZNF384–Ku complex, in which it serves as a platform that assists

in the positioning of Ku70/Ku80 on DNA. Indeed, we identified
two regions in ZNF384 that contribute to Ku70/Ku80 recruitment
at sites of DNA damage: the N-terminus, which mediates the
interaction with Ku70/Ku80, and the internal C2H2 motifs, which
ensure DNA binding. The region in Ku70/Ku80 that is respon-
sible for the Ku-ZNF384 interaction, as well as its relevance for
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cNHEJ, remains to be established. Collectively, these findings
suggest that ZNF384 may act as a “Ku-adapter” that (1) senses
DNA damage, (2) binds to DNA upon PARP/PAR-induced
chromatin relaxation, and (3) guides Ku70/Ku80 for efficient
loading at DNA breaks. To further support this model, which
suggests a co-operative mode of action between ZNF384 and
Ku70/Ku80, future studies may focus on understanding the
spatio-temporal dynamics of these proteins at individual DSBs.

ZNF384 and DNA-PKcs act redundantly during cNHEJ pro-
tein assembly. How does ZNF384 promote the proper Ku-
dependent build-up of downstream NHEJ proteins at sites of
DNA damage? ZNF384 and Ku80 act epistatically to promote
APLF recruitment to sites of DNA damage. Moreover, a direct
interaction between APLF and Ku’s conserved KBM region has
previously been shown to promote XRCC4 recruitment37. Our
data reveal that ZNF384 is not implicated in Ku-APLF complex
formation, instead suggesting that ZNF384 loads XRCC4 at DSBs
by promoting the recruitment of Ku70/Ku80 and thereby also
APLF. Although our mass-spectrometry analysis for ZNF384-
interacting proteins did not detect APLF, we cannot exclude the
possibility that physical interactions between these proteins also
contribute to XRCC4/LIG4-dependent cNHEJ.

Previous work suggested that XRCC4/LIG4 assembly also
depends on the recruitment and activation of DNA-PKcs by Ku-
bound DNA ends61. However, DNA-PKcs activity remained
unaffected in ZNF384- or Ku80-depleted human cells, as well as
in Ku80 KO mouse embryonic stem cells. This raises the question
whether ZNF384 and Ku70/Ku80 promote XRCC4/LIG4 accu-
mulation independently of DNA-PKcs. Our epistasis analysis
suggests that ZNF384 cooperates with Ku70/Ku80, but functions
independently of DNA-PKcs to promote XRCC4 accumulation at
DNA breaks. This is in line with a recent report showing that Ku
and XRCC4/LIG4 are sufficient for DNA-end synapsis indepen-
dently of DNA-PKcs in vitro62. Furthermore, it may be possible
that APLF dictates the functional redundancy between ZNF384
and DNA-PKcs, as APLF is recruited to sites of DNA damage via
Ku, PARP339,40, and ZNF384 to promote the loading of XRCC4.
Finally, DNA-PKcs has been reported to have additional
roles beyond NHEJ such as in mitosis, during which DNA-
PKcs autophosphorylation appears to be largely independent of
Ku63,64. This suggests the existence of Ku and DNA-PKcs
independent mechanisms and may explain the redundancy of
ZNF384 and DNA-PKcs during cNHEJ. Future work may not
only provide more insight into how ZNF384 functions indepen-
dently of DNA-PKcs during the assembly of a functional cNHEJ
repairosome, but would also help to deepen our understanding of

how DNA-PKcs function is linked to cNHEJ driven by ZNF384-
Ku70/Ku80.

ZNF384 and other ZnF proteins in cNHEJ. We reveal an
important role for ZNF384 in stimulating efficient cNHEJ in
human cells. However, ZNF384 is not the only ZnF protein
involved in cNHEJ. For instance, APLF and ZBTB24 possess
distinct ZnF domains (PBZ in APLF and C2H2 in ZBTB24) that
are required for the build-up of a functional NHEJ complex by
binding to auto-mono(ADP-ribosyl)ated (MAR) PARP3, PARy-
lated PARP1, or DNA, respectively, at DSBs18,37,65. This suggests
that the versatile substrate recognition ability by distinct domains
in ZnF proteins may play an important role in the cNHEJ pro-
cess. To this end, it is interesting to note that several other ZnF
proteins are recruited to sites of DNA damage in a PAR-
dependent manner12. Although it remains to be established
whether this involves direct PAR binding or binding to damaged
DNA, these findings suggest that ZnF proteins may play a more
important role in DNA repair than previously anticipated. Future
mechanistic studies will undoubtedly improve our understanding
of their crucial role in diverse biological processes, including
DNA damage repair, thereby increasing our understanding of
genome stability maintenance.

Methods
Cell lines. U2OS, HeLa, VH10-SV40, and SV40 T-transformed GM639 human
fibroblasts cells were cultured in 5% CO2 at 37 °C in DMEM (Dulbecco’s modified
Eagle’s medium), and DMEM and DMEM F-12 (Ham) supplemented with 10% fetal
calf serum and antibiotics. RPE1-hTERT cells expressing endogenous GFP-KU70
were a gift from Steve Jackson35. U2OS cells with stably integrated EJ5-GFP or DR-
GFP reporters were a gift from Jeremy Stark and Maria Jasin47,66. SV40 large
T-transformed GM639 human fibroblasts with a stably integrated GC92 reporter were
a gift from Bernard Lopez54. U2OS cells stably expressing cell cycle marker mKO-
Cdt1 were previously generated9. U2OS AsiSI-ER- cells were a gift from Gaelle
Legube67. U2OS 2-6-5 cells stably expressing ER-mCherry-LacR-FokI-DD were a gift
from Roger Greenberg41. HeLa and stable GFP-Ku80 expressing HeLa cells were a gift
from Dik van Gent (Erasmus Medical Center, Rotterdam, the Netherlands). WT and
Ku80 KO 129/Ola-derived IB10 mouse embryonic stem cells were a kind gift from
Marcel Tijsterman44. PARP1, PARP2, and PARP1/PARP2 knockout U2OS cells were
a kind gift from Nicholas Lakin68. XRCC4 knockout U2OS cells were generated by
co-transfection of pKLV-U6gRNA-EF(BbsI)-PGKpuro2ABFP (Addgene) containing
XRCC4 gRNA (5′-GATGACATGGCAATGGAAA-3′) with pSpCas9(BB)-2A-GFP
(PX458) containing Cas9 (Addgene). ZNF384 knockout U2OS Flp-In/T-rex cells
were generated by co-transfection of pKLV-U6gRNA-EF(BbsI)-PGKpuro2ABFP
(Addgene) containing ZNF384 gRNA (5′-CCACCTCTGAGAACAGGAGACTC-3′)
with pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) containing Cas9 (Addgene). HeLa Flp-In/T-Rex
and U2OS Flp-In/T-Rex cells, which were generated using the Flp-In/T-REx system
(ThermoFisher Scientific), were a gift of Geert Kops (University Medical Center
Utrecht, the Netherlands) and Stephen Taylor (University of Manchester, UK). These
cells were used to stably express inducible versions of GFP-NLS and GFP-APLF
as well as siRNA-resistant GFP-ZNF384, GFP-∆N-terminus (1-209), GFP-
∆C2H2 (205-410)∆, GFP-∆C-terminus (401-516)∆ by co-transfection of pCDNA5/

Fig. 7 ZNF384 promotes DSB repair via cNHEJ. a Schematic of the EJ5-GFP reporter for NHEJ (left panel). Quantification of EJ5-GFP-positive U2OS cells

transfected with the indicated siRNAs and I-SceI expression vector. I-SceI transfection was corrected by co-transection with mCherry expression vector.

The mean ± SEM of 3–5 independent experiments is shown (right panel). Data were normalized to the siLuc control which was set to 100%. b Schematic of

the random plasmid integration assay (left panel). Quantification of plasmid integration efficiencies in U2OS cells transfected with the indicated siRNAs

(right panel). The mean ± SEM of 3–6 independent experiments is shown. Data were normalized to siLuc control which was set to 100%. c Relative survival

efficiency in WT and XRCC4 KO U2OS cells transfected with the indicated siRNAs and exposed to the indicated doses of IR. The mean ± SEM of 2–3

independent experiments is shown. Data were normalized to unirradiated conditions and set to 100%. d Western blot analysis of the expression of

endogenous ZNF384 from cells in (c). Tubulin is a loading control. e Expression levels of endogenous ZNF384 and dox-inducible siRNA-resistant GFP-

ZNF384 in Hela Flp-In/TRex cells. Tubulin is a loading control. f Effect of inducible expression of GFP-NLS and siRNA-resistant GFP-tagged ZNF384 on the

survival of stable Hela Flp-In/TRex after transfection with indicated siRNAs and IR treatment. The mean ± SEM of 3–4 independent experiments is shown.

Data were normalized to siLuc control which was set to 100%. g Representative FISH images of metaphases from HCT116 cells transfected with the

indicated siRNAs. Scale bar 5 μm h Western blot analysis of the expression of endogenous ZNF384 from cells in (g). Tubulin is a loading control.

i Quantifications per metaphase from (h) are presented as the mean ± SEM of 75 chromosomes acquired in three independent experiments. Data were

normalized to siLuc control, which was set to 100%. j Model for how ZNF384 works as an adaptor of Ku to DNA during DSB repair by cNHEJ (see text for

details). All P values were calculated using the two-tailed unpaired Student’s t test, assuming unequal variances. Source data are provided as a Source

Data file.
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FRT/TO-Puro plasmid encoding GFP or GFP-tagged ZNF384 and deletion mutants
(5 µg), together with pOG44 plasmid encoding the Flp recombinase (1 µg). After
selection on 1 µg/mL puromycin, single clones were isolated and expanded. Both
HeLa Flp-In/T-REx clones and U2OS Flp-In/T-Rex were incubated with 2 µg/mL
doxycycline for 24 h to induce expression of cDNAs. All cells were authenticated by
STR profiling and tested negative in routinely performed mycoplasma tests.

Chemicals. Cells were treated with Phleomycin (InvivoGen) at the indicated
concentrations for 1 h and collected for further analysis. The PARP inhibitor
olaparib (Selleck Chemicals) and DNA-PK inhibitor NU-7441 (Selleck Chemicals)
were both used at a final concentration of 10 μM, whereas PARGi (PDD00017273,
Sigma) inhibitor was used at a concentration of 25 μM. H2O2 was used at a con-
centration of 0.5 mM.

Transfections, siRNAs, and plasmids. Cells were transfected with siRNAs using
RNAiMAX (Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. Cells were
transfected twice with siRNAs at 0 and 24 h at a concentration of 40 nM and
analyzed 48 h after the second transfection unless otherwise indicated. siRNA
sequences are listed in Supplementary Table 2. Cells were transfected with plasmid
DNA using Lipofectamine 2000 (Invitrogen) according to the manufacturer’s
instructions and analyzed 24–48 h after transfection. The expression vector for full-
length human ZNF384 (pCDNA3.1-FLAG-ZNF384-WT, isoform 2 with six C2H2
motifs), which was a gift from Myriam Alcalay69, was amplified and cloned into
pCDNA5/FRT/TO-Puro as a HindIII/KpnI fragment (Supplementary Table 3).
Deletion constructs were generated by site-directed mutagenesis PCR (Supple-
mentary Table 3). siZNF384-3-resistant ZNF384 cDNA was generated by intro-
ducing the underlined mutations CGACAGCATAATAAGGACAAG by overlap
PCR and cloned as HindIII/KpnI fragment into pCDNA5/FRT/TO-Puro-ZNF384-
WT (Supplementary Table 2). All ZNF384 expression constructs were verified
using Sanger sequencing. All other plasmids were described previously: pmCherry-
PARP170, pmEGFP-macroH2A1.1 macrodomain11, GFP-WWE (from RNF146)8,
H2B-PTR, GFP-BZIP11, GFP-CHD4 and YFP-APLF71.

Generation of DSBs by ionizing radiation (IR). IR was delivered to cells by an
YXlon X-ray generator machine (200 KV, 4 mA, dose rate 1 Gy/min) or a Faxitron
Cabinet X-ray System Model RX-650 (130 kVp, dose rate 1.85 Gy/min).

365 nm UV-A laser micro-irradiation. Cells were grown on 18 mm coverslips and
sensitized with 10 µM 5′-bromo-2-deoxyuridine (BrdU) for 24 h as described9. For
micro-irradiation, the cells were placed in a Chamlide TC-A live-cell imaging
chamber that was mounted on the stage of a Leica DM IRBE wide-field microscope
stand (Leica) integrated with a pulsed nitrogen laser (Micropoint Ablation Laser
System; Andor). The pulsed nitrogen laser (16 Hz, 364 nm) was directly coupled to
the epifluorescence path of the microscope and focused through a Leica 40x HCX
PLAN APO 1.25–0.75 oil-immersion objective. The growth medium was replaced
by CO2-independent Leibovitz’s L15 medium supplemented with 10% FCS and
cells were kept at 37 °C. The laser output power was set to 72–80 to generate strictly
localized sub-nuclear DNA damage. Cells were micro-irradiated (two iterations per
pixel) within 5 min using Andor IQ software (version 3.6). Following micro-irra-
diation, cells were incubated for the indicated timepoints at 37 °C in Leibovitz’s L15
and subsequently fixed with 4% formaldehyde before immunostaining. Images of
fixed samples were acquired on a Zeiss AxioImager M2 or D2 wide-field fluores-
cence microscope equipped with ×40, ×63, and ×100 PLAN APO (1.4 NA) oil-
immersion objectives (Zeiss), an HXP 120 metal-halide lamp used for excitation
and the following filters: DAPI (excitation filter: 350/50 nm, dichroic mirror:
400 nm, emission filter: 460/50 nm), GFP/Alexa 488 (excitation filter: 470/40 nm,
dichroic mirror: 495 nm, emission filter: 525/50 nm), mCherry (excitation filter:
560/40 nm, dichroic mirror: 585 nm, emission filter: 630/75 nm), Alexa 555
(excitation filter: 545/25 nm, dichroic mirror: 565 nm, emission filter: 605/70 nm),
Alexa 647 (excitation filter: 640/30 nm, dichroic mirror: 660 nm, emission filter:
690/50 nm). Images were recorded using ZEN 2012 software (blue edition, version
1.1.0.0) and analyzed in ImageJ (version 1.48) as described previously (Luijster-
burg, de Krijger et al.9). Briefly, the average pixel intensity of laser tracks was
measured within the locally irradiated area (Idamage), in the nucleoplasm outside
the locally irradiated area (Inucleoplasm), and in a region not containing cells in
the same field of view (Ibackground). The level of protein accumulation relative
to the protein level in the nucleoplasm was calculated as follows: ((Idamage−
Ibackground)/(Inucleoplasm− Ibackground) – 1).

405 nm laser micro-irradiation. Laser micro-irradiation for local photoactivation
and DNA damage induction at 405 nm was performed using a single-point scan-
ning head (iLas2 from Roper Scientific) coupled to the epifluorescence backboard
of a Nikon Ti-E inverted microscope equipped with a spinning-disk scan head
CSU-X1 from Yokogawa at a rotation speed of 5000 rpm, a Plan APO ×60/1.4 N.A
oil-immersion objective lens and a sCMOS ORCA Flash 4.0 camera. The fluor-
escence of EGFP and mCherry/activated PATagRFP were excited with lasers at 490
and 561 nm, respectively. Bandpass filters adapted to the fluorophore emission
spectra were used for fluorescence detection. Images were acquired using Meta-
morph software (version 7.8.2.0). Cells were sensitized with media containing

0.3 μg/mL Hoechst 33342 for 1 h at 37 °C. Prior to imaging, the medium was
replaced with CO2-independent phenol red-free Leibovitz’s L15 medium (Life
Technologies) supplemented with 20% FCS. Cells were irradiated with a 16-μm line
through the nucleus to simultaneously induce DNA damage and photoactivate
PATagRFP. The 405 nm laser power was measured at the beginning of each
experiment and set to 125 μW at the sample level to ensure reproducibility. For
PAR-3H experiments and ZNF384 recruitment experiments, images were collected
every 5 s for 10 min. For ZNF384 and WWE recruitment with late PARP inhibitor
treatment, Z-stacks (1-μm steps) of irradiated nuclei were collected every 30 s for
15 min. Image collection was paused 3 min post damage and olaparib was added to
the imaging media to a final concentration of 30 μM. For protein recruitment
analysis, a custom-made MATLAB (MathWorks) program R2014b (version
8.4.0.150421) (available upon request). For reviewing purposes, the following link
can be used: https://github.com/sehuet/Singh-image-processing was used to seg-
ment the site of damage (Id) as determined by the photoactivated H2B area, the
total nuclear fluorescence (Ind), and an area of background outside of the cell (Ibg).
Protein accumulation at sites of damage (Ad) was calculated as:

Ad ¼
Id � Ibg

In � Ibg
ð1Þ

The intensity within the micro-irradiated area was then normalized to the
intensity prior to damage induction. Chromatin relaxation was determined by
measuring the change in thickness of the photoconverted H2B line8.

Multiphoton laser micro-irradiation. Cells were grown on 18-mm coverslips. For
micro-irradiation, cells were placed in a Chamlide CMB magnetic chamber and the
growth medium was replaced by CO2-independent Leibovitz’s L15 medium sup-
plemented with 10% FCS and antibiotics. Laser micro-irradiation was performed
on a Leica SP5 confocal microscope equipped with an environmental chamber set
to 37 °C. DNA damage-containing tracks (1.5-μm width) were generated with a
Mira mode-locked titanium-sapphire (Ti:Sapphire) laser (l= 800 nm, pulse
length= 200 fs, repetition rate= 76MHz, output power= 80 mW) using a UV-
transmitting 63 × 1.4 NA oil-immersion objective (HCX PL APO; Leica). Confocal
images were recorded before and after laser irradiation at 5-s time interval over a
period of 3–5 min. Images after multiphoton micro-irradiation of living cells were
recorded using LAS-AF software (Leica, light version 1.0.0) and analyzed with
ImageJ (version 1.48) as described previously9. The average pixel intensity of laser
tracks was measured within the locally irradiated area (Idamage), in the nucleo-
plasm outside the locally irradiated area (Inucleoplasm) and in a region not con-
taining cells in the same field of view (Ibackground). The level of protein
accumulation relative to the protein level in the nucleoplasm was calculated as
follows: ((Idamage− Ibackground)/(Inucleoplasm− Ibackground) – 1).

Ultrasoft X-ray irradiation and imaging. The U2OS Flp-In/T-Rex cells stably
expressing inducible GFP-tagged ZNF384 were incubated with doxycycline (2 μM)
for 2.5 h before being irradiated using the previously described ultrasoft X-ray
system19. To obtain locally concentrated DSBs, a custom-designed irradiation mask
with parallel apertures (2.5-μm wide) was placed between the bottom of the cell
culture dishes and the X-ray source. Cells were irradiated for 10 s at 40 mA
emission current and 6 KeV acceleration voltage, resulting in approximately 1000
DSBs per irradiated area. Images of cells and of the irradiation mask were collected
five min after exposure. For experiments involving immunofluorescence imaging,
cells were exposed as described above, without doxycycline preincubation. Five min
after irradiation, cells were fixed and immunostained. Wide-field 3D images were
acquired using a Leica DMi8 microscope (×63/1.4 NA) and deconvolved using
Huygens Professional (version 19.10). Confocal images of immunostained cells
were captured using a Leica SP8-X SMD (×63/1.4 NA).

Proximity ligation assay (PLA). U2OS AsiSI-ER cells were seeded on 12-mm
coverslips and after 24 h treated with 1 µM 4-hydroxytamoxifen (4-OHT, Sigma)
for 5 h to induce DSBs. Subsequently, cells were fixed in 4% paraformaldehyde and
permeabilized in 0.5% TritonX-100. Primary antibodies rabbit anti-53BP1
(NOVUS Biologicals NB100–304), mouse anti-γH2AX (Millipore clone JBW301),
and rabbit anti-ZNF384 (ATLAS antibodies HPA004051) were used to stain
selected proteins. Proximity Ligation Assay was performed with Duolink In Situ
PLA Probe Anti-Mouse Plus (Sigma) and Anti-Rabbit Minus (Sigma), and with
Duolink In Situ Detection Reagents Orange (Sigma) according to the manu-
facturer’s instructions. Finally, secondary antibodies anti-rabbit coupled to Alexa
488 (Invitrogen) and anti-mouse coupled to Alexa 647 (Invitrogen) were used to
stain selected proteins in immunofluorescence. The number and intensity of PLA
foci per cell were analyzed by the imaging software ImageJ version 1.48.

Fluorescence recovery after photobleaching of ZNF384. FRAP of GFP-tagged
ZNF384 constructs was performed on a Nikon Ti-E inverted microscope equipped
with a spinning-disk scan head CSU-X1 from Yokogawa at a rotation speed of
5000 rpm, a Plan APO ×60/1.4 N.A oil-immersion objective lens, and a sCMOS
ORCA Flash 4.0 camera. The fluorescence of EGFP was excited with lasers at
490 nm. Bandpass filters adapted to the fluorophore emission spectra were used for
fluorescence detection. Local bleaching within a 4-μm diameter circular area in the
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cell nucleus was performed using a dedicated single-point scanning head (iLas2
from Roper Scientific) coupled to the epifluorescence backboard of the microscope.
Images were collected at 2 images/second. To estimate fluorescence recovery
kinetics, the mean fluorescence intensity inside the bleached area was measured by
automatic segmentation using a custom-made MATLAB (MathWorks) program
R2014b (version 8.4.0.150421) (available upon request). This routine allowed for
background subtraction from the intensity measurements and correction for
photobleaching due to imaging by dividing the intensity in the bleached area with
the one measured for the whole nucleus. The recovery time was the time required
to recover half of the fluorescence signal lost upon photobleaching.

Fluorescence recovery after photobleaching of Ku70. Fluorescence Recovery
After Photobleaching (FRAP) of Ku70 was performed on a Zeiss LSM880 confocal
setup equipped with a Plan APO ×63/1.2 N.A. water immersion objective. Samples
were maintained at 37 °C using a heating chamber. GFP fluorescence was excited at
488 nm and emission was detected at 500–590 nm. DNA damage was induced in a
6 × 2 µm area of the cell nucleus with a pulsed infrared laser set at 800 nm (Mai Tai,
Spectra-Physics). Regions of interest of sizes ranging between 1 and 4 µm2 located
inside the previously irradiated area were bleached using a 488-nm laser. Images of
the subsequent fluorescence recovery were collected at 4 frames per second using
Zen Black (version 14.0.9.201). After background subtraction, the fluorescence
recovery kinetics were obtained by dividing the signal within the bleached area to
the one measured in the unbleached part of the damaged region.

Fluorescence correlation spectroscopy of Ku70. Fluorescence correlation
spectroscopy (FCS) of Ku70 was performed on a Zeiss LSM880 confocal micro-
scope equipped with a C-Apo ×40/1.2 N.A water immersion lens. GFP fluorescence
was excited with a 488 nm laser and single emitted photons at wavelengths ranging
between 500 and 550 nm were detected and counted on the GaAsP spectral
detector. The laser power used for FCS measurements was adjusted to minimize
photobleaching. FCS acquisition lasted 30 s to reduce the noise in the auto-
correlation curves. Samples were maintained at 37 °C using a heating chamber. FCS
curves were detrended for slow fluctuations using Fluctuation Analyzer 4G72.

Mathematical models for fitting of the FRAP and FCS data. The diffusion-
limited model used to fit the FRAP curves is expressed as,

frap tð Þ ¼ e
�TD
2t I0

TD

2t

� �

þ I1
TD

2t

� �� �

ð2Þ

where TD is the characteristic diffusion time within the bleached area and I0 and I1
are modified Bessel functions of the first kind. The parameter TD varies with the
diffusion coefficient of Ku70 but also, in the case of transient interactions with
DNA, it depends on the Kd of this interaction36. The reaction-limited model
assumes that Ku70 interacts with the DNA breaks according to the following
reaction:

Freeþ BS
!
kon

 
koff

Bound ð3Þ

with Free and Bound referring to the binding state of Ku and BS to the break site.
The mathematical expression of the reaction-limited model is then as follows:

frap tð Þ ¼ 1�
k0on

k0on þ koff
e�koff t ð4Þ

where k’on is the pseudo-first-order association rate corresponding to the product
of the association rate kon by the local concentration of break sites [BS] and koff is
the dissociation rate. The one-population model used to fit the correlation curves is
expressed as

G tð Þ ¼
1

23=2N
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T
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1þ
t

ω
2T

� ��1=2
ð5Þ

where N is the number of tagged molecules in the focal volume, τ is the residence
time in the focal volume, and ω is the structural parameter of the focal volume,
which was fixed to 6. Similarly, the two-population model used to fit the correlation
curves is expressed as

G tð Þ ¼
1
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where τ1 and τ2 are the residence times of the two populations in the focal volume
and f1 is the fraction of the molecules belonging to the population displaying a
residence time τ1.

Fluorescence three-hybrid assay. Fluorescence three-hybrid/PAR-3H assays
were performed as described27. Briefly, GFP-tagged proteins were tethered to a
genomically integrated LacO array using a LacI-GFP trap in U2OS-2B2 cells73

expressing mCherry-PARP1. Cells were sensitized with Hoechst and micro-

irradiated with 405 nm light to induce DNA damage. If the GFP-tagged protein of
interest is able to bind PAR, PARylated mCherry-PARP1, which is generated at
sites of DNA damage, will enrich at the LacO array after DNA damage induction.
The mCherry-PARP1 signal intensity at the LacO array was quantified pre and 30,
60, and 120 s post DNA damage induction. The average intensity at the lacO array
was normalized to the average intensity of the nucleus and corrected for back-
ground signal.

Immunofluorescence analysis. Cells were either directly fixed with 2% for-
maldehyde in PBS for 20min at room temperature (RT), or pre-extracted with 0.5%
Triton-X100 (Serva) in PBS on ice for 2min prior to fixation. Alternatively, cells were
fixed, post-extracted with 0.25% Triton-X100 (Serva) in PBS and treated with
100mM glycine in PBS for 20min to block unreacted aldehyde groups. Cells were
then rinsed with PBS and equilibrated in wash buffer (PBS containing 0.5% BSA).
Antibody incubation steps and washes were in wash buffer. Primary antibodies were
incubated for 1–2 h at room temperature. Detection was done using goat anti-mouse
or goat anti-rabbit Ig coupled to Alexa 488, 555, or 647 (1:1500; Invitrogen Molecular
probes) or Cy3-conjugated goat anti-mouse secondary antibody (1:100; Jackson
Immuno Research). All antibodies are listed in Supplementary Table 4. Samples were
incubated with 0.1 μg/mL 4′, 6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI)
and mounted in Polymount.

DSB reporter assay. U2OS 2-6-5 cells stably expressing ER-mCherry-LacR-FokI-
DD41 were treated for 5 h with 1 μM Shield-1 (Clontech Laboratories UK Ltd) and
1 μM 4-hydroxytamoxifen (4-OHT, Sigma-Aldrich) to induce DSBs.

Pull-down and co-immunoprecipitation assays. GFP pull-downs were performed
on U2OS Flp-In/T-Rex cells expressing GFP-NLS, GFP-ZNF384 or the indicated
GFP-tagged ZNF384 mutants and on HeLa and GFP-Ku80-expressing HeLa cells,
while untransfected U2OS cells were used for co-immunoprecipitation assays. Cells
were lysed in EBC buffer (50 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.5% NP-40, 2 mM
MgCl2, protease inhibitor cocktail tablets) with 500 units benzonase. Samples were
incubated for 1 h at 4 °C under constant mixing. 50 μL input sample was collected
in a separate tube and mixed with 2× Laemmli buffer. The cleared lysates were
subjected to GFP pull-down with GFP-Trap beads (Chromotek) or immunopre-
cipitation using a specific antibody (or corresponding IgG control) that was con-
jugated to Protein G-coupled agarose beads (Millipore 16–201). The beads were
then washed six times with EBC buffer and boiled in 2× Laemmli buffer along with
the input samples. Samples were subjected to western blot analysis.

Sample preparation and mass spectrometry. For mass spectrometry, U2OS Flp-
In/T-Rex cells expressing GFP-NLS and GFP-ZNF384 were pelleted and lysed in
EBC-1 buffer (50 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.5% NP-40, 2 mM MgCl2,
protease inhibitor cocktail tablets) with 500 units benzonase. Samples were incu-
bated for 1 h at 4 °C under constant mixing followed by high speed centrifugation
for 10 min at 4 °C. Protein concentration was measured by Qubit in the cleared
lysates, equalized and transferred to tubes containing GFP-Trap beads (Chromo-
tek). After 90 min of incubation at 4 °C under rotating condition, the beads were
washed four times with EBC-2 buffer (50 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM
EDTA, and protease inhibitor cocktail tablets) and three times with 50 mM
ammonium bicarbonate followed by overnight digestion using 2.5 μg trypsin at
37 °C under constant shaking. Digestion was terminated with 1% trifluoroacetic
acid and centrifuged for 5 min at high speed to precipitate insoluble fractions.
Consequently, C18 cartridges were prepared by washing two times with acetonitrile
followed by two times with 0,1% acetic acid. Peptides were loaded on the cartridge,
while bound peptides were washed two times with 0.1% acetic acid and eluted with
1 mL 80% acetonitrile/0.1% acetic acid and lyophilized.

Mass spectrometry was performed essentially as previously described74.
Samples were analyzed on a Q-Exactive Orbitrap mass spectrometer (Thermo
Scientific, Germany) coupled to an EASY-nanoLC 1000 system (Proxeon, Odense,
Denmark). Digested peptides were separated using a 15-cm fused silica capillary
(ID: 75 μm, OD: 375 μm, Polymicro Technologies, California, USA) in-house
packed with 1.9-μm C18-AQ beads (Reprospher-DE, Pur, Dr. Maisch,
Ammerburch-Entringen, Germany). Peptides were separated by liquid
chromatography using a gradient from 2 to 95% acetonitrile with 0.1% formic acid
at a flow rate of 200 nl/minute for 65 min. The mass spectrometer was operated in
positive-ion mode at 2.8 kV with the capillary heated to 250 °C, and in a data-
dependent acquisition (DDA) mode with a top seven method. Full-scan MS spectra
were obtained with a resolution of 70,000, a target value of 3 × 106, and a scan
range from 400 to 2000m/z. Maximum Injection Time (IT) was set to 50 ms.
Higher-Collisional Dissociation (HCD) tandem mass spectra (MS/MS) were
recorded with a resolution of 35,000, a maximum IT of 20 ms, a target value of
1 × 105 and a normalized collision energy of 25%. The precursor ion masses
selected for MS/MS analysis were subsequently dynamically excluded from MS/MS
analysis for 60 s. Precursor ions with a charge state of 1 and greater than 6 were
excluded from triggering MS/MS events. Three replicates were included per
condition with two technical repeats each.
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Mass-spectrometry data analysis. Raw mass-spectrometry files were analyzed
with MaxQuant software (v1.5.5.1) as described75 with the following modifications
from default settings: the maximum number of mis-cleavages by trypsin/p was set
to 3, label-free quantification (LFQ) was enabled disabling the Fast LFQ feature.
The Match-between-runs feature was enabled with a match time window of
0.7 min and an alignment time window of 20 min. We performed the search
against an in silico digested UniProt reference proteome for Homo sapiens (June 8,
2020). Analysis output from MaxQuant was further processed in the Perseus
computational platform (version 1.5.5.3)75. Proteins identified as common con-
taminants, only identified by site and reverse peptide, were filtered out, and then all
the LFQ intensities were log2 transformed. Different biological repeats of each
condition were grouped and only protein groups identified in all three biological
replicates in at least one condition were included for further analysis. Missing
values were imputed using Perseus software by normally distributed values with a
1.8 downshift (log2) and a randomized 0.3 width (log2) considering total matrix
values. Volcano plots were generated, and Student’s t tests were performed to
compare the different conditions. Spreadsheets from the statistical analysis output
from Perseus were further processed in Microsoft Excel for comprehensive
visualization and analysis of the data (Supplementary Table 1).

Western blot analysis. Cells were lysed in 2× Laemmli buffer and proteins were
separated by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) using 4–12% pre-cast polyacrylamide gels (BioRad or Invitrogen) and
MOPS running buffer (Invitrogen). Next, proteins were transferred onto nitro-
cellulose membranes (Millipore). Protein expression was analyzed by immuno-
blotting with the indicated primary antibodies (Supplementary Table 3) and
secondary CF680 goat anti-rabbit or CF770 goat anti-mouse Ig antibodies (1:5000,
Biotium). Membranes were scanned and analyzed using an Odyssey Infrared
Imaging System (Licor; V3.0) and Image Studio Lite (version 5.2). Uncropped blots
are provided in the source data file.

Chromatin fractionation. Chromatin fractionation was performed using a pre-
viously published protocol76 with few modifications. Briefly, 100.000–150.000 cells
were grown per 6-cm dish for 24 h and then transfected with siRNAs. Next, the cells
were treated with 500 µM phleomycin for 1 h, washed three times with PBS, and
incubated in NETN extraction buffer (100mM NaCl, 1mM EDTA, 20mM Tris-Cl
pH 8, 0.5% NP-40 + proteasome inhibitors). After 15min of incubation on ice,
samples were taken for the chromatin-unbound fraction and mixed with the same
amount of 2× Laemmli buffer. Cells were washed with PBS, lysed, and incubated in
Laemmli buffer with benzonase for 15min to obtain the chromatin-bound fraction.
Samples were heated for 7min at 80 °C and subjected to western blot analysis.

MBP-based protein purifications. For MBP-based purification, cultures of
Escherichia Coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIL cells containing pET-His6-MBP,pET-
His6-MBP-ZNF384, pET-His6-MBP-C2H2, pET-His6-MBP-N-terminus, and pET-
His6-MBP-C-terminus plasmids were grown to an OD600 of 0.3 absorbance units. To
start induction of protein expression, 0.3mM IPTG was added to the culture followed
by incubation overnight at 20 °C. After centrifugation, cell pellets were frozen and
stored at −80 °C. For protein purification, cell pellets were lysed in 5ml B-per™
Bacterial Protein Extraction Reagent (ThermoFisher Scientific) supplemented with
protease inhibitors (Sigma) and 15 kU rLysozyme (Merck) until the lysates were clear.
The viscosity of the lysate was decreased by the addition of 125 units benzonase or
sonication. The lysate was centrifuged for a centrifuge for 10min at 21,000 × g at 4 °C
in a table centrifuge 21,000 × g. For the ZNF384 FL, N-terminus and C- terminus
fragments, the supernatant was loaded on a column packed with 0.75 ml Amylose
Resin High Flow (NEB) installed in ÄKTA pure protein purification system (Cytiva).
The column was washed with buffer A (20mM Tris pH 7.4, 200mM NaCl, 1mM
EDTA, 10mM β-ME) and the proteins were eluted with buffer B (buffer A + 10mM
maltose). For the ZNF384 C2H2 fragment, two purification steps were performed.
First, the supernatant was loaded on HiTrap SP HP Strong Cation Exchange column
(Cytiva) and proteins were eluted using a linear gradient from 50 to 1000mMNaCl in
20mM Tris pH 7.4, 10 mM β-ME collecting 2ml fractions. Second, the fractions
containing C2H2 were loaded onto the Amylose column, followed by washing and
elution with buffer A and B, respectively.

Biotinylated DNA substrates. Biotinylated DNA substrates (Supplementary
Table 5) were used at a concentration of 1 pmol/µl. dsDNA substrates were made
by annealing complementary oligo’s (Supplementary Tables 2 and 4) in reaction
buffer (10 mM Tris pH 7.5, 150 mM KCl, 5 mM MgCl2, 0.25% Tween-20, 3.5 mM
DTT, 5% glycerol). Annealing was done in a PCR machine heating for 2 min to
95 °C, then gradually cooling over a period of 45 min to 25 °C.

DNA pull-down assay. DNA-binding reactions were done at 4 °C in 40 µl reaction
buffer containing 0.1% BSA, 10 pmol biotinylated DNA substrate (Supplementary
Table 5), and ~50 fmol of purified MBP or the different MBP-tagged ZNF384
proteins. After 30 min, the reaction buffer containing 10 µl Dynabeads M-280
streptavidin suspension and 0.1% BSA was added and samples were incubated for
15 min at 4 °C. After this incubation, beads were washed three times using 200 µl
reaction buffer and loaded on 4–12% polyacrylamide Bis-Tris gel. After

electrophoresis, proteins were blotted onto PVDF membranes for one hour at 50
Volt. Membranes were incubated at room temperature for 1 h with mouse
monoclonal anti-MBP antibody (NEB), followed by 1 h incubation with goat anti-
mouse HRP antibody (Bethyl Laboratories), and imaged by AI680 imager (GE)
with ECL. For Ku70/Ku80 DNA-binding reactions to 3′-overhang DNA, His-MBP-
ZNF384 or His-MBP, 100 fmol Ku70/Ku80 heterodimer, and 10 pmol 3′-overhang
biotinylated oligo were incubated in 40 µl reaction buffer (10 mM Tris pH 7.5,
150 mM KCl, 5 mMMgCl2, 0.25% Tween-20, 3.5 mM DTT, 5% glycerol) with 0.1%
BSA for 30 min at 4 °C. After 30 min, reaction buffer containing 10 µl Dynabeads
M-280 streptavidin suspension and 0.1% BSA was added and samples were
incubated for 30 min at 4 °C. After this incubation, beads were washed three times
with 200 µl reaction buffer, Laemmli sample buffer was added and samples were
incubated for 10 min at 95 °C. For separation by electrophoresis, samples were
loaded on Bolt 4–12% polyacrylamide Bis-Tris Mini Protein gel (ThermoFisher).
After electrophoresis, western blotting was performed and the blots were stained
using mouse anti-MBP (NEB) and rabbit anti-Ku80 (Santa Cruz) as primary
antibodies and goat anti-RabbitCF680 and goat anti-MouseCF770 (Biotium) as sec-
ondary antibodies for detection with an Odyssey Infrared Imaging System
(Licor; V3.0).

In vitro pull-down assay. Protein reactions and washing steps were all done at room
temperature. In total, 15 µl Dynabeads™ M-280 Sheep anti-Mouse IgG (Thermo
Scientific) were incubated with 2 µg mouse anti-Ku80 antibody (Santa Cruz) in 40 µl
PBS containing 0.1% BSA for 30min. Beads were collected using a magnetic rack.
After discarding the supernatant, beads were washed with 200 µl PBS containing 0.1%
BSA and incubated for 30min with 6 pmol of recombinant His-Ku70/Ku80 (Sino
Biological) in 10 µl reaction buffer (10mM Tris pH 7.5, 150mM KCl, 5mM MgCl2,
0.25% Tween-20, 3.5mM DTT, 5% glycerol). Beads were collected and the super-
natant was discarded. Beads were then washed with 200 µl reaction buffer and 10 µl of
0.2% BSA was added to the reaction buffer. After 15min, 10 µl reaction buffer with
1 pmol of purified His-MBP-tagged protein was added and samples were incubated
for 30min. Beads were collected and the supernatant was removed. Beads were
subsequently washed four times with 200 µl reaction buffer. Samples were heated in
Laemmli sample buffer for 10min at 95 °C. For electrophoresis, samples were loaded
on Bolt 4–12% polyacrylamide Bis-Tris Mini Protein gel (ThermoFisher). After
electrophoresis, Western blotting was performed and the blots were stained using
mouse anti-MBP (NEB) and rabbit anti-Ku80 (Santa Cruz) as primary antibodies and
goat anti-RabbitCF680 and goat anti-MouseCF770 (Biotium) as secondary antibodies
for detection with an Odyssey Infrared Imaging System (Licor; V3.0).

Biolayer interferometry (BLI) measurements. BLI measurements were done on
an OctedRed System (Sartorius), shaking the assay plate (1000 rpm) at 298 K. All
steps were performed in BLI buffer (10 mM Tris PH 7.5, 150 mM KCl, 5 mM
MgCl2, 0.05% (v/v) Tween-20, 0.1% (w/v) BSA, 1 mM DTT). Biotinylated DNA
substrates (Supplementary Table 5) were immobilized on streptavidin sensors pre-
equilibrated in BLI buffer, after which a washout in BLI buffer was done. Then,
400 nM of purified MBP or the different MBP-tagged ZNF384 proteins was used to
measure the association of the analyte. The resulting data were processed using the
ForteBio Data Analysis software (version 7.1.0.38).

Quantitative fluorescence in situ hybridization (FISH) of telomeres. Telomere
FISH was based on a previously published protocol57. Briefly, HCT116 cells were
harvested following 2 h of colcemid (Sigma) incubation. After hypotonic swelling,
cells were fixed in methanol/acetic acid, dropped on slides, and dried at 37 °C
overnight. The next day slides were treated with RNaseA (R4642; Sigma), pepsin
(P7000; Sigma) at pH 2, followed by formaldehyde fixation, washes in PBS,
dehydration in ethanol, and air drying. Hybridization mixture containing 70%
formamide, 0.3 μg/ml Cy3-conjugated (C3TA2)3 peptide nucleic acid (PNA) probe
in 10 mM Tris (pH 7.5) was added to the slide, after which a coverslip was added
followed by DNA denaturation for 1.5 min at 80 °C. After hybridization for 2 h at
room temperature, slides were washed with 70% formamide/10 mM Tris/pH 7.2,
and 0.05M Tris/0.15 M NaCl containing 0.05% Tween-20. Slides were stained with
DAPI, dehydrated with ethanol, air dried, and mounted in Aquapolymount
(Polysciences). Images were acquired on a Zeiss AxioImager M2 wide-field fluor-
escence microscope with 63x PLAN APO (1.4 NA) oil-immersion objectives
(Zeiss). Integrated density and area of single telomeres were measured with ImageJ
(version 1.48) by using Threshold, Polygon, and Analyze Particles functions,
subsequently. While obtaining images we noticed a variation of telomere signals
between metaphases and less so within one metaphase spread. Therefore, after
subtraction of background values, the average integrated density per telomere of
each metaphase was calculated and plotted.

DR-GFP and EJ5-GFP reporter assays. U2OS cells containing either a stably
integrated copy of the DR-GFP or EJ5-GFP reporter were used to measure the
repair of I-SceI-induced DSBs by HR or NHEJ47,66. Briefly, DR-GFP U2OS cells or
EJ5-GFP U2OS cells treated with siRNA for 48 h were co-transfected with an
mCherry expression vector and the I-SceI expression vector pCBASceI66.
Forty-eight hours later, the percentage of GFP-positive cells among the mCherry-
positive cells was determined by FACS on a BD LSRII flow cytometer (BD
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Bioscience) using FACSDiva software version 5.0.3. An example of the gating
strategy can be found in Supplementary Fig. S15I. Quantifications were performed
with FACSDiva™ (BD Biosciences).

Random plasmid integration assay. U2OS cells were seeded (day 1) and trans-
fected with siRNAs the following day (day 2). Later at day 2, the cells were
transfected with 2 μg gel-purified BamHI/EcoRI-linearized pEGFP-C1 plasmid.
The cells were subsequently transfected twice with siRNAs at 24 and 36 h after the
first transfection (day 3 and day 4, respectively). On day 5, cells were collected,
counted, seeded, and grown in medium without or with 0.5 mg/mL G418. The
transfection efficiency was determined on the same day by FACS analysis using
GFP fluorescence as a measure. The cells were incubated at 37 °C to allow colony
formation and medium was refreshed on days 8 and 12. On day 15, the cells were
washed with 0.9% NaCl and stained with methylene blue (2.5 g/L in 5% ethanol,
Sigma-Aldrich). Colonies of more than 50 cells were scored. Random plasmid
integration efficiency was scored as the number of G418-resistant colonies nor-
malized by the plating efficiency, which was determined by the number of colonies
formed on plates without G418 and corrected for the transfection efficiency.

Analysis of repair junctions in the GC92 reporter. Sequence analysis of repair
junctions in the GC92 reporter was performed as described54. Briefly, GC92 fibro-
blasts were first transfected with siRNAs and 48 h later with the I-SceI expression
vector pCBASce66. 48 h later, genomic DNA was extracted using phenol:-
chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1 v/v, Invitrogen). PCR was performed on the
genomic DNA using the CMV1 and CD4int primers (Supplementary Table 3) to
amplify repair junctions. PCR products were cloned into pGEM-T easy vector
(Promega). Colony PCR was performed using M13 primers (Supplementary Table 3)
on individual bacterial colonies to amplify repair junctions, which were subjected to
Sanger sequencing using the M13 FW primer (Supplementary Table 3). Sequences
were analyzed using a custom Sanger sequence analyzer, as described previously44.

Cell survival assays. VH10-SV40 cells were transfected with siRNAs, trypsinized,
seeded at low density, and exposed to IR. For HeLa Flp-In/T-Rex, cDNAs were
expressed by adding Dox for 24 h after siRNA transfection. U2OS cells were seeded
at low densities and exposed to increasing doses of olaparib. After 7 days, the cells
were washed with 0.9% NaCl and stained with methylene blue (2.5 g/L in 5%
ethanol, Sigma-Aldrich). Colonies of more than 20 cells were scored.

Cell cycle profiling. Cells were fixed in 70% ethanol, followed by DNA staining
with 50 µg/mL propidium iodide in the presence of RNaseA (0.1 mg/mL; Sigma).
Cell acquisition and quantification were performed on a BD LSRII flow cytometer
(BD Bioscience) using FACSDiva software version 5.0.3.

Statistics and reproducibility. Results were confirmed in multiple cell lines or by
using complementary approaches. All experiments yielding micrographs, pull-
down experiments, and western blot analysis were performed independently at
least twice, but often three times. The MS experiments were performed in triplicate.
Statistical analysis was carried out using the two-tailed Student’s t test (P < 0.05).
Boxplots were generated using R (version 4.0.5) and R Studio (version 1.4.1106).

Reporting summary. Further information on research design is available in the Nature
Research Reporting Summary linked to this article.

Data availability
The data that support this work are available from the corresponding author upon
reasonable request. The mass-spectrometry proteomics data generated in this study and
shown in Fig. 1d and Supplementary Table 1 have been deposited to the
ProteomeXchange Consortium via the PRIDE partner repository (https://www.ebi.ac.uk/
pride/)77. Access can be obtained with the dataset identifier PDX020417. In addition,
publicly available reference datasets for Homo sapiens (June 8, 2020) were used to search
against an in Silico-digested UniProt reference proteome. Source data are provided with
this paper.

Code availability
The code used in this work is available on Github at https://github.com/sehuet/Singh-
image-processing.
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Abstract

TET (ten-eleven translocation) enzymes initiate active cytosine demethylation via the oxidation of 5-methylcytosine. TET1 

is composed of a C-terminal domain, which bears the catalytic activity of the enzyme, and a N-terminal region that is less 

well characterized except for the CXXC domain responsible for the targeting to CpG islands. While cytosine demethylation 

induced by TET1 promotes transcription, this protein also interacts with chromatin-regulating factors that rather silence this 

process, the coordination between these two opposite functions of TET1 being unclear. In the present work, we uncover a 

new function of the N-terminal part of the TET1 protein in the regulation of the chromatin architecture. This domain of the 

protein promotes the establishment of a compact chromatin architecture displaying reduced exchange rate of core histones and 

partial dissociation of the histone linker. This chromatin reorganization process, which does not rely on the CXXC domain, is 

associated with a global shutdown of transcription and an increase in heterochromatin-associated histone epigenetic marks. 

Based on these findings, we propose that the dense chromatin organization generated by the N-terminal domain of TET1 

could contribute to restraining the transcription enhancement induced by the DNA demethylation activity of this enzyme.

Keywords Ten-eleven translocation enzyme · DNA methylation · DNA hydroxymethylation · Chromatin · Transcription · 

Fluorescence microscopy

Introduction

In the nucleus of eukaryotic cells, DNA is wrapped around 

histones to form the chromatin fiber which, itself, displays 

a hierarchy of folding steps. The complex organization of 

chromatin is essential to ensure that the entire genetic mate-

rial of the cell can be contained within the nucleus, where it 

occupies 20 to 50% of the nuclear volume (Ou et al. 2017). 

Despite this high level of packaging, the chromatin structure 

is not fixed and constantly evolves in relation to multiple 

cellular processes which require access to DNA such as 

transcription, replication, or repair (Fierz and Poirier 2019). 

Key actors in the regulation of chromatin folding are epige-

netic marks such as post-transcriptional modifications found 

on histones and base modifications found in DNA. These 

dynamic marks attract or repel effectors of DNA transac-

tions and control chromatin organization either directly, by 

modulating for example nucleosome stability, or indirectly, 

by recruiting remodelers or chromatin scaffolding proteins 

(Talbert and Henikoff 2017).

While epigenetic marks found on histones are extremely 

diverse, only a handful of modifications are found at the 

DNA level, the main one being 5-methylcytosine (5-mC) 

(Rausch et al. 2019). This mark, mainly found at CpG dinu-

cleotides, has a repressive impact on transcription, in par-

ticular through the recruitment of repressor complexes and 

by regulating the binding of transcription factors to DNA 

at regulatory regions (Watt and Molloy 1988; Iguchi-Ariga 

and Schaffner 1989). 5-mC is written by several DNA 
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methyltransferase enzymes and its removal arises either 

by passive dilution due to DNA replication or by active 

DNA demethylation (Bhutani et al. 2011; Mulholland et al. 

2020). The main active demethylation pathway is based on 

the successive oxidation of 5-mC into 5-hmC (5-hydroxy-

methylcytosine), 5-fC (5-formylcytosine), and finally 5-caC 

(5-carboxylcytosine), which are carried out by members of 

the TET (ten-eleven translocation) enzyme family (Ito et al. 

2011). While the 5-fC and 5-caC forms are rapidly excised 

by the DNA repair machinery to restore an unmethylated 

cytosine (Maiti and Drohat 2011), 5-hmC has a relatively 

long lifetime and could thus constitute a fully fledged epi-

genetic mark (Münzel et al., 2011).

The TET family is composed of three members show-

ing distinct expression patterns hinting at different cellu-

lar functions (Lorsbach et al., 2003). All members share 

a catalytic domain responsible for 5-mC oxidation that is 

localized at the C-terminus of the proteins (Tahiliani et al. 

2009; Hu et al. 2013). Furthermore, TET1 and TET3, but 

not TET2, bear a CXXC domain that binds to unmethyl-

ated CpGs and is thought to be responsible for the localiza-

tion of these proteins at CpG-rich genomic sites like CpG 

islands, protecting them from aberrant methylation (Tahil-

iani et al., 2009). By controlling the balance of 5-mC/5-

hmC levels within the genome, the TET enzymes are key 

regulators of transcriptional processes associated with cell 

differentiation, tumorigenesis, and neurodegeneration (Ras-

mussen and Helin 2016; Jin et al. 2016). However, the role 

of TET enzymes is not limited to their catalytic activity. 

Indeed, they have been shown to serve as a binding plat-

form for effectors that regulate transcription such as the 

histone methyltransferase complex PRC2 (Wu et al. 2011), 

the histone acetyltransferase hMOF (Zhong et al., 2017), 

or the O-linked N-acetylglucosamine transferase OGT (Shi 

et al. 2013; Bauer et al. 2015). Importantly, the existence of 

a shorter isoform of TET1 (TET1short) has been recently 

reported. While the long isoform of TET1 (TET1long) is 

expressed mainly in undifferentiated cells, TET1short lev-

els seem to increase upon differentiation as well as during 

tumorigenesis (Zhang et al. 2016; Good et al. 2017). Despite 

lacking the N-terminal domain of TET1long, including the 

CXXC domain, TET1short is still able to demethylate CpG 

islands (Zhang et al. 2016). Nevertheless, TET1short cannot 

fully complement the longer isoform, suggesting that the 

N-terminal domain of the full-length protein fulfils specific 

cellular functions that remain to be clarified.

In the present work, we demonstrate that the N-terminal 

region of the TET1 protein, which is lacking in TET1short, 

is able to induce a global reorganization of chromatin in 

three different human cell lines (U2OS, HeLa, and MCF-

7). This restructuring process is seen at the larger chroma-

tin folding scales but also at the molecular level since his-

tone exchange rates are impacted by the TET1 N-terminal 

domain. We also show that the chromatin reorganization is 

associated with a global shutdown of transcription. Alto-

gether, our findings uncover a previously unidentified func-

tion of TET1 in the regulation of the chromatin structure 

with potential consequences regarding its roles in the regula-

tion of transcription.

Methods

Plasmids

Plasmids coding for the full-length TET1, TET2, and 

TET3 tagged with GFP on their N-terminal end are gifts 

from Heinrich Leonhardt and Cristina Cardoso (Frauer 

et al. 2011). The plasmids coding for the C-terminal and 

N-terminal fragments of TET1, both tagged with GFP on 

their C-terminal end, as well as the TET1 mutant lacking 

the CXXC domain, tagged with GFP on its N-terminal end, 

were provided by Wei Xie (Zhang et al. 2016). The catalyti-

cally inactive mutant of full-length TET1 fused to GFP on 

its N-terminal end was obtained by site-directed mutagenesis 

on GFP-tagged TET1 with primers 5′-gttgtgcatgttgtgaatg-

gccttgtaagaatgggcacaaaaatcc-3′ and 5′-ggatttttgtgcccattct-

tacaaggccattcacaacatgcacaac-3′ using Phusion polymerase 

(Thermo Scientific). Haico Van Attikum (Rother et  al. 

2020) provided the plasmid coding for GFP fused to a NLS 

(nuclear localisation sequence), which promotes GFP accu-

mulation in the nucleus. The H2B-mCherry was a gift from 

Jan Ellenberg (Euroscarf P30632 (Neumann et al. 2010)). 

mEGFP was cut from H1-mEGFP (gift from Gyula Timin-

szky) and replaced with mCherry using the restriction sites 

BshTI and Bsp1407I (Thermo Scientific), to generate the 

H1-mCherry construct.

Cell culture

The experiments were performed on three different human 

cell lines: osteosarcoma U2OS cells, cervical carcinoma 

HeLa cells, and breast cancer MCF-7 cells. All cell lines 

were cultured in DMEM (4.5 g/L glucose, Sigma) supple-

mented with 10% fetal bovine serum (Life Technologies), 

2 mM glutamine (Sigma), 100 µg/mL penicillin, and 100 

U/mL streptomycin (Sigma) in a humidified incubator at 

37 °C with 5%  CO2. For transient expression of fluores-

cent constructs, cells were transfected 5 h after seeding into 

glass-bottom chambers (Thermo Scientific and Zell Con-

tact) with XtremeGENE HP (Roche) or Xfect (Takara Bio) 

according to the manufacturer’s instructions. U2OS stably 

expressing H2B-mCherry were generated by transfection of 

the H2B-mCherry plasmid followed by a 2-week selection 

in growing medium supplemented with puromycin (0.25 μg/

mL, Invivogen). Immediately prior to imaging live cells, 



Chromosoma 

1 3

Fig. 1  The overexpression of 

GFP-TET1 leads to chromatin 

reorganization. a Images of 

Hoechst-stained UO2S cells 

expressing either unfused GFP, 

or GFP-tagged TET1, TET2, or 

TET3. Cells were imaged 24 h 

after transfection. More than 30 

cells were imaged per condition 

and a typical image is shown 

for each of them. b Time-

lapse image sequence of live 

U2OS cells stably expressing 

H2B-mCherry and transiently 

expressing GFP-TET1. The 

images were pseudocolored 

according to the look-up table 

displayed below the images. 

The timelapse acquisition 

started 6 h after transfection. 

c Images from b were quanti-

fied to monitor the changes in 

GFP-TET1 expression levels 

(black curve), assessed by 

GFP fluorescence intensity, in 

parallel to the chromatin spatial 

distribution, assessed by the 

fluorescence contrast estimated 

from the images of the H2B-

mCherry signal (red curve). The 

curves show a mean ± SD of 17 

cells. Before averaging, the indi-

vidual curves for the chromatin 

contrast and the expression level 

were aligned in time using as a 

reference the timepoint at which 

the normalized expression level 

equalled 0.5. The time was 

then estimated relative to this 

reference timepoint. d Images 

of Hoechst-stained U2OS cells 

expressing either unfused GFP, 

or full-length TET1 (GFP-FL), 

a catalytically inactive mutant 

of TET1 (GFP-FLmut), or a 

TET1 construct lacking the 

CXXC domain (GFP-ΔCXXC), 

all tagged with GFP. Cells were 

imaged 24 h after transfection. 

For panels a, b, and d, scale 

bars = 10 µm
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growth medium was replaced with  CO2-independent imag-

ing medium (Phenol Red-free Leibovitz’s L-15 medium 

(Life Technologies) supplemented with 20% fetal bovine 

serum, 2 mM glutamine, 100 µg/mL penicillin, and 100 U/

mL streptomycin). All experiments were completed with 

unsynchronized cells.

Immunofluorescence staining

Cells were fixed using 4% paraformaldehyde and permea-

bilized with 0.1% Triton X-100 at room temperature. For 

5-hmC staining, chromatin was denaturated by adding 

hydrochloric acid at 2 M for 30 min. Cells were blocked 

with blocking buffer (BSA 3% Tween 0.05% in PBS) before 

incubation overnight at 4 °C with primary antibodies rec-

ognizing double-strand DNA (Abcam, ab27156), 5-hmC 

(Active Motif, ref 39769), or the trimethylation of histone 

H3 at lysine 27 (Upstate, ref 07–449), diluted in the blocking 

buffer. The secondary antibodies labeled with Alexa Fluor 

555 (Thermo Scientific, ref A21428) diluted in blocking 

buffer were added for 1 h at room temperature. DNA was 

stained for 15 min with Hoechst 33342 at 1 µg/mL (Thermo 

Scientific).

Nascent RNA staining by 5‑ethynyl uridine

For nascent RNA staining, cells were incubated with 5-ethy-

nyl uridine (EU) at 1 mM in culture medium for 1 h before 

being fixed with 4% paraformaldehyde. Cells were permea-

bilized with 0.1% Triton X-100 for 15 min before RNA was 

labeled using the Click-iT® RNA Alexa Fluor 594 Imaging 

Kit according to the manufacturer’s instructions (Thermo 

Scientific).

Confocal imaging and fluorescence recovery 
after photobleaching

Fluorescence imaging of live and fixed cells was on a 

LSM880 point-scanner confocal microscope (Zeiss) using 

a 60 × /1.4 N.A. oil-immersion objective lens. The pinhole 

was set to one Airy unit and fluorescence detection was 

performed on a GaAsP detector array. The fluorescence of 

the Hoechst was excited at 405 nm and detected within a 

window ranging from 415 to 470 nm. The fluorescence of 

the GFP was excited at 488 nm and detected within a win-

dow ranging from 500 to 550 nm. The fluorescence of the 

mCherry and Alexa Fluor 555 was excited at 561 nm and 

detected within a window ranging from 580 to 650 nm. The 

fluorescence of the Alexa Fluor 594 was excited at 594 nm 

and detected within a window ranging from 605 to 695 nm. 

The pixel size was set to 70 nm. Laser intensities and detec-

tor gains were chosen to avoid detector saturation and the 

acquisition settings were kept constant within the course of 

a given experiment. FRAP of H2B-mCherry was performed 

on the same setup. Photobleaching was achieved by 30 itera-

tions of scanning half the nucleus at 100% power of the 561 

nm laser. Then, cells were imaged for 11 h at 1 image per 

hour to monitor the progressive recovery within the bleached 

area. FRAP of H1-mCherry as well as the full-length or 

truncated forms of TET1 tagged with GFP was completed 

on a Ti-E inverted microscope from Nikon equipped with a 

CSU-X1 spinning-disk head from Yokogawa, a Plan APO 

60 × /1.4 N.A. oil-immersion objective lens, and a sCMOS 

ORCA Flash 4.0 camera. A 4 µm-diameter circle within the 

nucleus was bleached by 40 consecutive scans at 100% of 

561 or 488 nm and subsequent fluorescence recovery was 

monitored by imaging the cells for 25 to 50 s at 4 frames/

second. For all live-cell experiments, cells were maintained 

at 37 °C with a heating chamber.

Image analysis

Image analysis was performed using the ImageJ software. 

For the quantification of fluorescence signals, the mean 

intensity within manually defined region delineating the 

nucleus was measured and subtracted from background. 

Colocalization between two channels was performed by 

calculating the Pearson coefficient using the JACoP plugin 

(Bolte and Cordelieres 2006). To assess chromatin compac-

tion, we estimated the fluorescence contrast on images of 

nuclei expressing H2B-mCherry or stained with Hoechst, 

using the plugin GLCM_Texture written by Julio E. Cabrera. 

The contrast is one of the Haralick features (Haralick et al. 

1973) and measures the mean-squared intensity difference 

between pixels separated by a given distance d. This distance 

Fig. 2  The N-terminal domain of TET1 promotes chromatin reorgani-

zation. a Schematic representation of the GFP-tagged TET1 protein 

domains. Cys-rich corresponds to a cysteine-rich region and DSBH 

stands for double-stranded β-helix. b Images of Hoechst-labeled 

U2OS cells expressing either unfused GFP, full-length (GFP-FL), 

N-terminal domain (NTER-GFP), or C-terminal domain (CTER-

GFP) of TET1, all tagged with GFP. More than 100 cells were 

imaged per condition and a typical image is shown for each. c Images 

of Hoechst-labeled HeLa and MCF-7 cells expressing unfused GFP 

or the N-terminal of TET1 tagged with GFP. More than 30 cells 

were imaged per condition and a typical image is shown for each. d 

Image sequences of the fluorescence redistribution after photobleach-

ing a circular area of the nucleus (dotted red circles) of U2OS cells 

expressing either GFP fused to a nuclear localisation sequence (GFP-

NLS), full-length TET1 (GFP-FL), the N-terminal domain of the pro-

tein (NTER-GFP), or its C-terminal domain (CTER-GFP), all tagged 

with GFP. e Images from d were quantified to assess the fluorescence 

recovery within the bleached region. The curves show a mean ± SD 

of 15 to 20 cells for each condition. f Characteristic recovery times 

estimated from the fitting of the curves shown on panel e. For all the 

data shown on this figure, cells were imaged 24 h after transfection. 

For panels b to d, scale bars = 10 µm

◂
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d was set to 10 pixels, which corresponded to the charac-

teristic size of the dense chromatin domains generated by 

TET1 overexpression. Since we found that the measured 

contrast was independent of the cardinal directions, this 

parameter was only calculated along the east direction. The 

contrast estimated for each nucleus was the average of the 

values measured for three regions of 20*20 pixels randomly 

chosen within this nucleus, taking care that these regions 

do not overlap with the nucleus border or the nucleoli. For 

the timelapse acquisitions shown on Figs. 1b and S1b, the 

changes in fluorescence contrast were measured from the 

images of the H2B-mCherry patterns and the levels of 

expression of unfused GFP or GFP-TET1 were assessed by 

the mean intensity in the GFP channel. The expression level 

was then rescaled to range between 0 and 1. Before averag-

ing, the individual curves for the chromatin contrast and the 

expression level were aligned in time using as a reference the 

timepoint at which the normalized expression level equalled 

0.5. The time was then estimated relative to this reference 

timepoint.

To analyze the FRAP acquisitions, regions of inter-

est were defined manually to measure the fluorescence 

intensities within the bleached area (Ibleach), the whole 

nucleus (Inuc), and outside the cell (Ibg), along the entire 

image sequence. Based on these intensity measurements, 

the intensity within the bleached area was corrected from 

background and from the loss of total nuclear intensity 

due to both local photobleaching and timelapse imaging 

(Bancaud et al., 2010), using the following expression:

After subtracting the signal estimated immediately after 

the bleach, the intensity was normalized to the pre-bleach 

signal. To estimate the characteristic recovery time, the post-

bleach curves were fitted with the following single-exponen-

tial recovery model:

with t the time after bleaching and τ the fitted character-

istic recovery time.

Flow cytometry

For staining with the Click-iT® RNA reagent (Thermo 

Scientific), U2OS cells were seeded into 6-well plates 

and transfected with the corresponding GFP-tagged TET1 

expression plasmid. After 16  h, cells were treated for 

1 h at 37 °C with 1 mM of 5-ethynyl uridine diluted in 

DMEM medium. Then, cells were harvested by trypsi-

nization and fixed with 4% paraformaldehyde for 20 min 

Ifrap =

Ibleach−Ibg

Inuc−Ibg

I
rec
(t) = 1 − exp (−t∕�)

at room temperature. After permeabilization for 15 min 

using the Click-iT® saponin-based permeabilization 

reagent, the cells were stained with the click-chemistry 

cocktail according to the manufacturer’s instructions for 

30 min at room temperature and protected from light. For 

H3K27me3 staining, U2OS cells were seeded into 6-well 

plates and transfected with the corresponding GFP-tagged 

TET1 expression plasmid. After 16 h, cells were fixed 

with 4% paraformaldehyde, permeabilized with saponin-

based permeabilization reagent, and incubated with rabbit 

polyclonal antibody against H3K27me3 (Sigma-Aldrich, 

07–449) for 1 h at 1/100 dilution in the permeabilization 

reagent. After three cycles of washes/centrifugation with 

the permeabilization buffer, the pellet was resuspended and 

stained for 30 min using a 1/1000 dilution of Alexa Fluor 

647 secondary antibody (Thermo Scientific, A315573). 

Finally, the samples were washed/centrifuged three times 

with PBS and the pellets were resuspended with PBS for 

cytometry analysis.

All the conditions were analyzed on a LSRFortessa X-20 

(BD Bioscience) using BD FACSDiva Software v8.0.1. 

GFP was excited at 488 nm laser and detected within 30 

nm window centered on 530 nm. For the Click-iT® staining 

using Alexa Fluor 594, fluorescence was excited with a 575 

nm laser and detected within a 30 nm window centered on 

620 nm. Alexa Fluor 647 was excited at 640 nm laser and 

detected within a 30 nm window centered on 670 nm. At 

least  105 events were collected for each condition. Quanti-

fications were performed with the FACSDiva software (BD 

Biosciences).

Statistics

All the experiments were performed in at least three 

replicates with reproducible results for each replicate. 

When a single experiment is shown, a typical replicate 

was chosen. For the curves displaying time courses, 

means ± SD are shown. Boxplots were generated using 

a web tool developed by the Tyers and Rappsilber labs 

(http:// boxpl ot. tyers lab. com/). The box limits corre-

spond to the 25th and 75th percentiles and the bold line 

indicates the median value. The whiskers extend 1.5 

times the interquartile range and outliers are shown by 

dots. The numbers in parentheses below each condition 

refer to the number of cells, for the imaging data, or to 

the number of experiments, for the cytometry data. p 

values were calculated using either two-sided unpaired 

Student’s t-test assuming unequal variances for data 

showing normal distributions, or unpaired two-sample 

Wilcoxon test. On the boxplots, * refers to p < 0.05, ** 

to p < 0.01, *** to p < 0.001, **** to p < 0.0001, and 

n.s. to non significant.

http://boxplot.tyerslab.com/
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Fig. 3  The N-terminal domain 

of TET1 affects the association 

of histones H2B and H1 with 

chromatin. a Image sequences 

of the fluorescence recovery 

after photobleaching of the 

mCherry signal within half of 

the nucleus (dotted red outlines) 

of U2OS cells expressing 

H2B-mCherry together with 

either unfused GFP or the 

N-terminal domain of TET1 

(NTER-GFP) tagged with GFP. 

b Images from a were quanti-

fied to assess the fluorescence 

recovery within the bleached 

region (left). The curves show 

a mean ± SD of 15 and 17 cells 

for the unfused GFP control 

and the NTER-GFP condition, 

respectively. The FRAP curves 

were then fitted with a single-

exponential recovery model 

to extract the characteristic 

recovery times (right). c Image 

sequences of the fluorescence 

recovery after photobleaching 

of the mCherry signal within 

a circular area of the nucleus 

(dotted red circles) of U2OS 

cells expressing H1-mCherry 

together with either unfused 

GFP or the N-terminal domain 

of the protein (NTER-GFP) 

tagged with GFP. d Images 

from e were quantified to assess 

the fluorescence recovery within 

the bleached region (left). The 

curves show a mean ± SD of 

18 and 17 cells for the unfused 

GFP control and the NTER-

GFP condition, respectively. 

The FRAP curves were then 

fitted with a single-exponential 

recovery model to extract the 

characteristic recovery times 

(right). For all the data shown 

on this figure, cells were imaged 

24 h after transfection. For pan-

els a and c, scale bars = 10 µm
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Results

Overexpression of TET1 leads to a global 
reorganization of the chromatin structure

By using confocal fluorescence imaging, we observed that 

overexpression of GFP-TET1 and GFP-TET2, but not GFP-

TET3, led to a global reorganization of the chromatin within 

the nucleus of human osteosarcoma U2OS cells as seen both 

by Hoechst and anti-DNA staining (Fig. 1a and S1a). While 

the chromatin in control cells occupied the entire nuclear 

space relatively evenly, the expression of GFP-TET1 and 

GFP-TET2 led to chromatin condensation into large bundles, 

leaving some nuclear areas largely devoid of staining. Since 

this phenotype was more pronounced for TET1, we focused 

on the impact of TET1 expression on chromatin structure. 

To better understand how chromatin reorganization arises 

upon TET1 overexpression, we transiently transfected GFP-

tagged TET1 or free GFP in U2OS cells stably expressing 

H2B-mCherry and monitored the progressive increase in the 

GFP fluorescence levels in parallel with changes in the fluo-

rescence contrast of the chromatin pattern, providing a read-

out of the chromatin compaction state in living cells. While 

no significant change in the chromatin pattern was observed 

in cells expressing GFP (Fig. S1b, c), a rapid increase of the 

fluorescence contrast of H2B-mCherry was observed upon 

expression of GFP-TET1 (Fig. 1b, c). The tight correlation 

between the timing of the chromatin reorganization and the 

rising of TET1 levels within the nucleus suggests that the 

change in the chromatin pattern is directly linked to the pres-

ence of TET1 rather than a secondary consequence of cel-

lular mechanisms controlled by this enzyme.

TET1 is responsible for 5-mC oxidation to allow its 

later replacement by unmethylated cytosine (Tahiliani et al. 

2009). However, when expressing a catalytically inactive 

form of TET1 we observed the same chromatin pattern as 

with the active enzyme (Fig. 1d). Furthermore, this reorgani-

zation phenotype also did not rely on the CXXC domain of 

TET1 (Fig. 1d). Therefore, these data show that the change 

in chromatin structure promoted by TET1 is not the conse-

quence of 5-mC oxidation processes or further DNA dem-

ethylation steps.

The N‑terminal domain of TET1 is sufficient 
to induce chromatin reorganization

To better delineate the domains of TET1 responsible for 

chromatin reorganization, we analyzed the impact of the 

expression of two truncated forms of the full-length pro-

tein: a C-terminal fragment (CTER) bearing the catalytic 

domain shared between the different TET proteins, and a 

N-terminal fragment (NTER) which remains poorly char-

acterized except for the CXXC domain (Fig. 2a). Impor-

tantly, the CTER is reminiscent of the recently identified 

short isoform of TET1 found expressed in differentiated 

cells. While the CTER is still able to oxidize 5-mC into 

5-hmC (Fig S2a, b), in line with what is reported for TET-

1short (Good et al. 2017), its expression in U2OS cells did 

not lead to visible changes in the chromatin organization 

(Fig. 2b). In contrast, expression of the NTER fragment, 

while not affecting 5-hmC levels within the nucleus (Fig 

S2a, b), led to a global reorganization of the chromatin 

resembling the one observed when overexpressing the 

full-length protein (Fig. 2b). The amount of chromatin 

reorganization, assessed by the fluorescence contrast of 

the Hoechst staining, correlated with the levels of expres-

sion of the NTER fragment of TET1, similar to what was 

observed for the full-length protein (Fig S2c). Importantly, 

this chromatin restructuring phenotype upon expression 

of the NTER fragment was also observed in human HeLa 

and MCF-7 cells, demonstrating that it is not specific to 

U2OS cells (Fig. 2c).

We also assessed the affinity of these two truncated TET1 

constructs for chromatin by monitoring the kinetics of fluo-

rescence recovery after photobleaching (FRAP) for each 

GFP-tagged construct. The NTER fragment displayed a 

much slower recovery than the CTER construct (Fig. 2d–f), 

in agreement with previous findings showing that it is prin-

cipally the NTER region that controls TET1 binding to chro-

matin (Zhang et al. 2016). Nevertheless, the NTER fragment 

appeared less bound to chromatin than the full-length TET1, 

which was also confirmed by a reduced colocalization of 

Fig. 4  The N-terminal domain of TET1 promotes transcription shut-

down and H3K27me3 enrichment. a Images of Hoechst-stained 

U2OS cells expressing either unfused GFP, full-length (GFP-FL), 

or the N-terminal domain of TET1 (NTER-GFP), both tagged with 

GFP. The levels of nascent RNA were monitored by EU staining. 

More than 100 cells were imaged per condition and a typical image 

is shown for each. b Images from a were quantified to estimate the 

mean nuclear levels of EU staining in each condition. c Quantifica-

tion of EU signals measured by flow cytometry in U2OS cells trans-

fected with full-length (GFP-FL) or the N-terminal domain of TET1 

(NTER-GFP), both tagged with GFP. The EU signal measured in 

the cells expressing these two constructs was normalized against the 

one measured in the GFP-negative cells (GFP-). The mean ± SEM of 

6 independent experiments is shown. d Images of Hoechst-stained 

U2OS cells expressing either unfused GFP, full-length (GFP-FL), 

or the N-terminal domain of TET1 (NTER-GFP), both tagged with 

GFP. The cells were also immunostained for the H3K27me3 histone 

mark. More than 100 cells were imaged per condition and a typical 

image is shown for each. e Images from d were quantified to estimate 

the mean nuclear levels of H3K27me3 in each condition. f Quantifi-

cation of H3K27me3 signals measured by flow cytometry in U2OS 

cells transfected with full-length (GFP-FL) or the N-terminal domain 

of TET1 (NTER-GFP), both tagged with GFP. The H3K27me3 signal 

measured in the cells expressing these two constructs was normal-

ized against the one measured in the GFP-negative cells (GFP-). The 

mean ± SEM of 4 independent experiments is shown. For all the data 

shown on this figure, cells were fixed and stained 24 h after transfec-

tion. For panels a and d, scale bars = 10 µm

◂
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the former with Hoechst (Fig S2d). Altogether, these results 

demonstrate that the dynamic association of the N-terminal 

domain of TET1 with chromatin, which displays charac-

teristic exchange times of about 10 s, alters higher-order 

chromatin states, as shown by light microscopy, ultimately 

leading to a spatial redistribution of the genomic material 

within the nucleus.

Large‑scale chromatin reorganization promoted 
by the N‑terminal domain of TET1 is associated 
with changes in histone association with chromatin

We next assessed whether the changes in chromatin fold-

ing induced by the N-terminal domain of TET1 were also 

associated with altered dynamics of its molecular con-

stituents. Histones are key chromatin scaffolding proteins 

regulating the spatial organization of the genome within 

the nucleus, and their exchange rates correlate with the 

chromatin compaction state (Misteli et  al. 2000; Ban-

caud et al. 2009). Therefore, we assessed the impact of 

the N-terminal domain of TET1 on the exchange rates 

of two different histones: the core histone H2B as well 

as the linker histone H1. Using FRAP, we observed that 

expression of the N-terminal domain of TET1 decreased 

H2B exchange rate (Fig. 3a, b), in line with the fact that 

this domain seems to promote the local condensation of 

chromatin. Conversely, the linker histone H1 displayed 

reduced association with chromatin in cells expressing the 

N-terminal domain of TET1 compared to controls (Fig. 3c, 

d). Therefore, the dense chromatin domains generated by 

the expression of the N-terminal domain of TET1 differ 

from transcriptionally silent heterochromatic areas in 

which H1 displays increased binding (Misteli et al. 2000; 

Bancaud et al. 2009).

Expression of the N‑terminal domain of TET1 leads 
to a global shutdown of transcription

The results obtained so far demonstrate that the N-terminal 

domain of TET1 regulates the architecture of chromatin 

at multiple scales. Since this enzyme was shown to play 

key roles in the regulation of transcription, we next tested 

whether the changes in chromatin organization induced by 

the N-terminal domain of TET1 were also associated with 

a modulation of the transcriptional state. By quantifying 

5-ethynyl uridine (EU) staining both by confocal imaging 

and by flow cytometry to assess the level of nascent RNA in 

cells expressing the N-terminal domain of TET1, we found 

that the presence of this domain of TET1 led to a partial 

inhibition of transcription, similarly to the overexpression 

of the full-length protein (Fig. 4a–c and S3b). Further-

more, the negative colocalization between the EU and Hoe-

chst staining in cells expressing the N-terminal domain of 

TET1 suggests that transcription is confined at the interface 

between the dense chromatin domains and the nucleoplasm 

(Fig. S3a). Concomitant to the reduction in RNA synthesis 

rates, immunofluorescence staining also showed that the 

expression of the N-terminal domain of TET1 increased 

the levels of trimethylation of the lysine 27 of histone H3 

(H3K27me3) (Fig. 4d, e), an epigenetic mark written by 

the PRC2 complex and found within facultative hetero-

chromatin (Cao et al. 2002). These results were confirmed 

by flow cytometry, which also revealed a positive correla-

tion between the amount the N-terminal domain of TET1 

expressed in the cells and the levels of H3K27me3 mark 

(Fig. 4f and S3b). Altogether, these findings demonstrate 

that the N-terminal domain of TET1 is able to shutdown 

transcription by establishing a chromatin environment dis-

playing some of the characteristics found in heterochromatin 

regions.

Discussion

Our data show that overexpression of TET1 promotes 

chromatin remodeling in three different human cell lines 

(U2OS, MCF-7, and HeLa), which leads to the establish-

ment of a condensed chromatin architecture refractory to 

transcription. These dense chromatin domains observed 

in the presence of TET1 share some features found in 

heterochromatin, such as increased levels of H3K27me3 

(Wiles and Selker 2017), but nevertheless differ from 

these compact regions. Indeed, while the histone linker 

H1 was shown to be crucial for the condensation of the 

chromatin fiber (Willcockson et al. 2021), we observed 

reduced association of this histone in the compact chro-

matin conformation promoted by TET1. Interestingly, 

senescence-associated heterochromatin foci, which 

arise from heterochromatic areas detaching from the 

nuclear lamina, also show reduced H1 binding due to 

its replacement by the high mobility group protein A2 

(HMGA2) (Funayama et al. 2006). It would be useful 

to assess whether TET1 overexpression could promote 

cell senescence.

The TET1-mediated chromatin condensation process 

reported here is independent of both the catalytic activity of 

this enzyme and its targeting to CpG islands via the CXXC 

domain. The N-terminal region of the protein, which trig-

gers this condensation, displays a strong affinity for chroma-

tin. Therefore, it could serve as a platform to recruit factors 

modulating chromatin conformation, as it was recently pro-

posed for OGT (Zhang et al. 2016). TET1 has been shown 

to interact with the histone-deacetylases Sin3A and HDAC1 

as well as the chromatin remodeler CHD4, three actors 

known to promote chromatin compaction (Shi et al. 2013). 

Future experiments would be needed to assess whether the 
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recruitment of these proteins to chromatin through their 

binding to TET1 could contribute to the establishment of the 

compact genome organization observed in cells expressing 

the N-terminal domain of TET1. Furthermore, the increase 

in H3K27me3 staining in these dense domains may be pro-

moted by the association between TET1 and the PRC2 com-

plex (Neri et al. 2015), contributing to a global silencing of 

transcription.

In this work, we uncovered a new role of the N-terminal 

region of TET1 in the regulation of the chromatin organiza-

tion and transcription inhibition. The inhibitory impact of 

this region of the protein might be needed to balance the 

positive influence of the catalytic domain on transcription, 

where unrestrained activity of the recently identified short 

isoform of TET1 is associated with tumorigenesis (Good 

et al. 2017). Further work will be needed to better delineate 

the characteristics of this coordination mechanism between 

the two domains of TET1.

Supplementary Information The online version contains supplemen-

tary material available at https:// doi. org/ 10. 1007/ s00412- 022- 00769-0.

Acknowledgements We thank the engineers of the Microscopy Rennes 

Imaging Center (BIOSIT, Université Rennes 1), Stéphanie Dutertre and 

Xavier Pinson for technical help on the microscopes. We are also grate-

ful to the engineers of the flow cytometry facility (BIOSIT, Université 

Rennes 1), Laurent Deleurme and Alexis Aimé for technical assistance. 

This work would not have been possible without the generous dona-

tion of plasmids from Heinrich Leonhardt, Cristina Cardoso, Wei Xie, 

Haico Van Attikum, Gyula Timinszky, and Jan Ellenberg.

Author contribution A.L., S.Z., S.H., and R.S. completed the experi-

ments within the manuscript. C.C. generated cell lines and DNA con-

structs. A.L., S.Z., S.H., and O.D.A. performed data analysis. G.S. and 

S.H. conceived and supervised this study. S.H. wrote the manuscript. 

All authors read and commented on the manuscript.

Funding This work was funded by the Ligue contre le Cancer du 

Grand-Ouest, the Conseil Régional de Bretagne and the Institut Uni-

versitaire de France. The Microscopy-Rennes Imaging Center (BIOSIT, 

Université Rennes 1), is a member of the national infrastructure France-

BioImaging supported by the French National Research Agency 

(ANR-10-INBS-04).

Data availability The raw datasets used during the current study are 

available from the corresponding authors on reasonable request.

Code availability Not applicable

Declarations 

Ethics approval and consent to participate Not applicable

Consent for publication Not applicable

Competing interests The authors declare no competing interests.

References

Bancaud A, Huet S, Daigle N et al (2009) Molecular crowding affects 

diffusion and binding of nuclear proteins in heterochromatin and 

reveals the fractal organization of chromatin. EMBO J 28:3785–

3798. https:// doi. org/ 10. 1038/ emboj. 2009. 340

Bancaud A, Huet S, Rabut G, Ellenberg J (2010) Fluorescence pertur-

bation techniques to study mobility and molecular dynamics of 

proteins in live cells: FRAP, photoactivation, photoconversion, 

and FLIP. Cold Spring Harb Protoc 2010:pdb.top90. https:// doi. 

org/ 10. 1101/ pdb. top90

Bauer C, Göbel K, Nagaraj N et al (2015) Phosphorylation of TET pro-

teins is regulated via O-GlcNAcylation by the O-Linked N-acetyl-

glucosamine transferase (OGT). J Biol Chem 290:4801–4812. 

https:// doi. org/ 10. 1074/ jbc. M114. 605881

Bhutani N, Burns DM, Blau HM (2011) DNA demethylation dynam-

ics. Cell 146:866–872. https:// doi. org/ 10. 1016/j. cell. 2011. 08. 042

Bolte S, Cordelieres FP (2006) A guided tour into subcellular colo-

calization analysis in light microscopy. J Microsc 224:213–232. 

https:// doi. org/ 10. 1111/j. 1365- 2818. 2006. 01706.x

Cao R, Wang L, Wang H et al (2002) Role of histone H3 lysine 27 

methylation in Polycomb-group silencing. Science 298:1039–

1043. https:// doi. org/ 10. 1126/ scien ce. 10769 97

Fierz B, Poirier MG (2019) Biophysics of chromatin dynamics. Annu 

Rev Biophys 48:321–345. https:// doi. org/ 10. 1146/ annur ev- bioph 

ys- 070317- 032847

Frauer C, Rottach A, Meilinger D et al (2011) Different binding prop-

erties and function of CXXC zinc finger domains in Dnmt1 and 

Tet1. PLoS ONE 6:e16627. https:// doi. org/ 10. 1371/ journ al. pone. 

00166 27

Funayama R, Saito M, Tanobe H, Ishikawa F (2006) Loss of linker his-

tone H1 in cellular senescence. J Cell Biol 175:869–880. https:// 

doi. org/ 10. 1083/ jcb. 20060 4005

Good CR, Madzo J, Patel B et al (2017) A novel isoform of TET1 that 

lacks a CXXC domain is overexpressed in cancer. Nucleic Acids 

Res 45:8269–8281. https:// doi. org/ 10. 1093/ nar/ gkx435

Haralick RM, Shanmugam K, Dinstein I (1973) Textural features for 

image classification. IEEE Trans Syst Man Cybern 3:610–621. 

https:// doi. org/ 10. 1109/ TSMC. 1973. 43093 14

Hu L, Li Z, Cheng J et al (2013) Crystal structure of TET2-DNA com-

plex: insight into TET-mediated 5mC oxidation. Cell 155:1545–

1555. https:// doi. org/ 10. 1016/j. cell. 2013. 11. 020

Iguchi-Ariga SM, Schaffner W (1989) CpG methylation of the cAMP-

responsive enhancer/promoter sequence TGA CGT CA abolishes 

specific factor binding as well as transcriptional activation. Genes 

Dev 3:612–619. https:// doi. org/ 10. 1101/ gad.3. 5. 612

Ito S, Shen L, Dai Q et al (2011) Tet proteins can convert 5-methyl-

cytosine to 5-formylcytosine and 5-carboxylcytosine. Science 

333:1300–1303. https:// doi. org/ 10. 1126/ scien ce. 12105 97

Jin S-G, Zhang Z-M, Dunwell TL et al (2016) Tet3 reads 5-carboxyl-

cytosine through Its CXXC domain and is a potential guardian 

against neurodegeneration. Cell Rep 14:493–505. https:// doi. org/ 

10. 1016/j. celrep. 2015. 12. 044

Lorsbach RB, Moore J, Mathew S et al (2003) TET1, a member of a 

novel protein family, is fused to MLL in acute myeloid leukemia 

containing the t(10;11)(q22;q23). Leukemia 17:637–641. https:// 

doi. org/ 10. 1038/ sj. leu. 24028 34

Maiti A, Drohat AC (2011) Thymine DNA glycosylase can rap-

idly excise 5-formylcytosine and 5-carboxylcytosine: potential 

implications for active demethylation of CpG sites. J Biol Chem 

286:35334–35338. https:// doi. org/ 10. 1074/ jbc. C111. 284620

Misteli T, Gunjan A, Hock R et al (2000) Dynamic binding of histone 

H1 to chromatin in living cells. Nature 408:877–881. https:// doi. 

org/ 10. 1038/ 35048 610

https://doi.org/10.1007/s00412-022-00769-0
https://doi.org/10.1038/emboj.2009.340
https://doi.org/10.1101/pdb.top90
https://doi.org/10.1101/pdb.top90
https://doi.org/10.1074/jbc.M114.605881
https://doi.org/10.1016/j.cell.2011.08.042
https://doi.org/10.1111/j.1365-2818.2006.01706.x
https://doi.org/10.1126/science.1076997
https://doi.org/10.1146/annurev-biophys-070317-032847
https://doi.org/10.1146/annurev-biophys-070317-032847
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0016627
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0016627
https://doi.org/10.1083/jcb.200604005
https://doi.org/10.1083/jcb.200604005
https://doi.org/10.1093/nar/gkx435
https://doi.org/10.1109/TSMC.1973.4309314
https://doi.org/10.1016/j.cell.2013.11.020
https://doi.org/10.1101/gad.3.5.612
https://doi.org/10.1126/science.1210597
https://doi.org/10.1016/j.celrep.2015.12.044
https://doi.org/10.1016/j.celrep.2015.12.044
https://doi.org/10.1038/sj.leu.2402834
https://doi.org/10.1038/sj.leu.2402834
https://doi.org/10.1074/jbc.C111.284620
https://doi.org/10.1038/35048610
https://doi.org/10.1038/35048610


 Chromosoma

1 3

Mulholland CB, Nishiyama A, Ryan J et al (2020) Recent evolution of 

a TET-controlled and DPPA3/STELLA-driven pathway of passive 

DNA demethylation in mammals. Nat Commun 11:5972. https:// 

doi. org/ 10. 1038/ s41467- 020- 19603-1

Münzel M, Globisch D, Carell T (2011) 5-Hydroxymethylcytosine, 

the sixth base of the genome. Angew Chem Int Ed Engl 50:6460–

6468. https:// doi. org/ 10. 1002/ anie. 20110 1547

Neri F, Incarnato D, Krepelova A et al (2015) TET1 is controlled by 

pluripotency-associated factors in ESCs and downmodulated 

by PRC2 in differentiated cells and tissues. Nucleic Acids Res 

43:6814–6826. https:// doi. org/ 10. 1093/ nar/ gkv392

Neumann B, Walter T, Hériché J-K et al (2010) Phenotypic profiling of 

the human genome by time-lapse microscopy reveals cell division 

genes. Nature 464:721–727. https:// doi. org/ 10. 1038/ natur e08869

Ou HD, Phan S, Deerinck TJ, et al (2017) ChromEMT: visualizing 

3D chromatin structure and compaction in interphase and mitotic 

cells. Science 357:. https:// doi. org/ 10. 1126/ scien ce. aag00 25

Rasmussen KD, Helin K (2016) Role of TET enzymes in DNA meth-

ylation, development, and cancer. Genes Dev 30:733–750. https:// 

doi. org/ 10. 1101/ gad. 276568. 115

Rausch C, Hastert FD, Cardoso MC (2019) DNA Modification read-

ers and writers and their interplay. J Mol Biol. https:// doi. org/ 10. 

1016/j. jmb. 2019. 12. 018

Rother MB, Pellegrino S, Smith R et al (2020) CHD7 and 53BP1 

regulate distinct pathways for the re-ligation of DNA double-

strand breaks. Nat Commun 11:5775. https:// doi. org/ 10. 1038/ 

s41467- 020- 19502-5

Shi F-T, Kim H, Lu W et al (2013) Ten-eleven translocation 1 (Tet1) 

is regulated by O-linked N-acetylglucosamine transferase (Ogt) 

for target gene repression in mouse embryonic stem cells. J Biol 

Chem 288:20776–20784. https:// doi. org/ 10. 1074/ jbc. M113. 

460386

Tahiliani M, Koh KP, Shen Y et al (2009) Conversion of 5-methylcy-

tosine to 5-hydroxymethylcytosine in mammalian DNA by MLL 

partner TET1. Science 324:930–935. https:// doi. org/ 10. 1126/ scien 

ce. 11701 16

Talbert PB, Henikoff S (2017) Histone variants on the move: substrates 

for chromatin dynamics. Nat Rev Mol Cell Biol 18:115–126. 

https:// doi. org/ 10. 1038/ nrm. 2016. 148

Watt F, Molloy PL (1988) Cytosine methylation prevents binding to 

DNA of a HeLa cell transcription factor required for optimal 

expression of the adenovirus major late promoter. Genes Dev 

2:1136–1143. https:// doi. org/ 10. 1101/ gad.2. 9. 1136

Wiles ET, Selker EU (2017) H3K27 methylation: a promiscuous 

repressive chromatin mark. Curr Opin Genet Dev 43:31–37. 

https:// doi. org/ 10. 1016/j. gde. 2016. 11. 001

Willcockson MA, Healton SE, Weiss CN et al (2021) H1 histones 

control the epigenetic landscape by local chromatin compaction. 

Nature 589:293–298. https:// doi. org/ 10. 1038/ s41586- 020- 3032-z

Wu H, D’Alessio AC, Ito S et al (2011) Dual functions of Tet1 in 

transcriptional regulation in mouse embryonic stem cells. Nature 

473:389–393. https:// doi. org/ 10. 1038/ natur e09934

Zhang W, Xia W, Wang Q et al (2016) Isoform switch of TET1 regu-

lates DNA demethylation and mouse development. Mol Cell 

64:1062–1073. https:// doi. org/ 10. 1016/j. molcel. 2016. 10. 030

Zhong J, Li X, Cai W et al (2017) TET1 modulates H4K16 acetylation 

by controlling auto-acetylation of hMOF to affect gene regulation 

and DNA repair function. Nucleic Acids Res 45:672–684. https:// 

doi. org/ 10. 1093/ nar/ gkw919

Publisher's note Springer Nature remains neutral with regard to 

jurisdictional claims in published maps and institutional affiliations.

https://doi.org/10.1038/s41467-020-19603-1
https://doi.org/10.1038/s41467-020-19603-1
https://doi.org/10.1002/anie.201101547
https://doi.org/10.1093/nar/gkv392
https://doi.org/10.1038/nature08869
https://doi.org/10.1126/science.aag0025
https://doi.org/10.1101/gad.276568.115
https://doi.org/10.1101/gad.276568.115
https://doi.org/10.1016/j.jmb.2019.12.018
https://doi.org/10.1016/j.jmb.2019.12.018
https://doi.org/10.1038/s41467-020-19502-5
https://doi.org/10.1038/s41467-020-19502-5
https://doi.org/10.1074/jbc.M113.460386
https://doi.org/10.1074/jbc.M113.460386
https://doi.org/10.1126/science.1170116
https://doi.org/10.1126/science.1170116
https://doi.org/10.1038/nrm.2016.148
https://doi.org/10.1101/gad.2.9.1136
https://doi.org/10.1016/j.gde.2016.11.001
https://doi.org/10.1038/s41586-020-3032-z
https://doi.org/10.1038/nature09934
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2016.10.030
https://doi.org/10.1093/nar/gkw919
https://doi.org/10.1093/nar/gkw919




Titre : Caractérisation de la dynamique de l'ADN-glycosylase OGG1 et de résidus responsables de 
son interaction avec l'ADN en cellules vivantes 
Mots clés : Réparation de l’ADN, 8-oxoguanine, OGG1, Dynamique, Microscopie Confocale

Résumé : L’ADN est constamment soumis à de 
nombreux stress, menaçant son intégrité et, par 
conséquent, le bon fonctionnement cellulaire. Pour y 
faire face, la cellule dispose de tout un arsenal de 
voies de réparation. L’une des altération du génome 
les plus fréquentes est l’oxydation de la guanine en 
8-oxoguanine (8-oxoG). La 8-oxoG possède un fort 
potentiel mutagène du fait de son appariement 
préférentiel avec l’adénine au lieu de la cytosine lors 
de la réplication. Ainsi, elle doit être détectée et 
réparée à temps pour éviter la fixxation dans le 
génome de mutation par transversion G:C vers T:A. 
Cettee lésion appairée à une cytosine est détectée 
et excisée par la 8-oxoguanine ADN-glycosylase 
(OGG1), ce qui initie la réparation par excision de 
base. Si le fonctionnement d’OGG1 a été largement 
étudié in vitro et que de nombreuses données 
structurales sont disponibles, très peu d’études se 
sont penchées sur la dynamique de cette protéine 

au sein du noyau cellulaire. Le but de ma thèse était 
donc de caractériser la dynamique de recherche de 
la 8-oxoG par OGG1 et d’identifixer les éléments 
(résidus ou fonctions) régulant cettee dynamique. 
Ainsi, j’ai pu montrer que l’interaction avec l’ADN 
était un élément majeur de la recherche de la 8-
oxoG par OGG1, et que muter les résidus impliqués 
dans l’interaction avec l’ADN perturbait la 
dynamique d’OGG1 et sa capacité à trouver et 
exciser la 8-oxoG. De même, la reconnaissance de 
la 8-oxoG, mais également celle de la cytosine lui 
faisant face, jouent toutes deux un rôle important 
dans le fonctionnement de l’ADN-glycosylase et son 
recrutement à la zone de dommages. Enfixn, le motif 
NNN, très conservé mais très peu caractérisé 
jusqu’ici semble être essentiel à l’association 
spécifixque avec la 8-oxoG mais pas à la dynamique 
de recherche.

Title : Characterization of the dynamics of the DNA-glycosylase OGG1 and of residues 
responsible for its interaction with DNA in living cells 

Keywords : DNA repair, 8-oxoguanine, OGG1, Dynamics, Confocal Microscopy

Abstract : DNA is constantly subjected to various 
stress, threatening its integrity, and consequently, the 
proper functioning of the cell. In order to preserve the 
genomic integrity, the cell can activate a large set of 
repair pathways. One of the most common genomic 
alteration is the base modifixcation 8-oxoguanine (8-
oxoG), an oxidized form of guanine. It is highly 
mutagenic, due to its tendency to pair with adenine 
instead of cytosine during replication. Thuus, it needs 
to be detected and repaired on time to avoid G:C to 
T:A transversions. 8-oxoG paired with cytosine is 
recognized and excised by the 8-oxoguanine DNA-
glycosylase (OGG1), which initiates the base 
excision repair pathway. Although OGG1 has been 
widely studied in vitro and many structural data are 
available, many questions remain concerning the 
dynamics of the protein within the cell nucleus. 
Hence, the goal of my PhD project was to 
characterize the dynamics of OGG1 searching for 8-
oxoG and get new insights about the residues or 
functions of OGG1 that regulate these dynamics.  

I was able to show that the interaction between 
OGG1 and DNA is crucial for the efficcient search of 
8-oxoG, and that mutating the residues involved in 
such interaction impairs OGG1 dynamics and its 
ability to detect and excise 8-oxoG. Similarly, 8-
oxoG detection, but also that of the facing cytosine, 
both play an important role in the function of the 
DNA-glycosylase and in its ability to accumulate at 
the sites of damage. Finally, the NNN motif, which is 
highly conserved but very poorly characterized, 
seems to be essential to the specifixc association 
with 8-oxoG, but not for the nuclear exploration by 
OGG1.
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