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Résumé :

Les téloméres sont des structures nucleoprotéiques situées aux extrémités des chromosomes,
composées de répétitions riches en guanine et associées a des protéines formant le complexe
Shelterin. Leur maintien dépend de la télomérase. En son absence, les téloméres raccourcissent
progressivement en raison du probleme de réplication des extrémités, conduisant a la sénescence
réplicative, un mécanisme puissant de suppression des tumeurs. Les cellules peuvent échapper a la
sénescence par la réactivation de la télomérase (85 % des cancers) ou l'allongement alternatif des
télomeéres (ALT) (15 %). Une autre source de dysfonctionnement des télomeres, moins bien décrite,
provient du stress de réplication, causé par des facteurs tels que les protéines fortement liées a
I'ADN, les structures G-quadruplexes ou l'activité transcriptionnelle. Si ce stress n'est pas
correctement résolu, il peut entrainer des cassures de I'ADN et un raccourcissement abrupt des
télomeéres. Notre laboratoire a montré qu'en absence de télomérase, les fourches de réplication
bloquées aux télomeéres se relocalisent vers le complexe des pores nucléaires (NPCs), favorisant
ainsi leur réplication, bien que les mécanismes sous-jacents soient encore mal compris. Au cours de
ma thése, j'ai étudié comment les fourches de réplication bloquées aux télomeres se relocalisent
vers les NPCs. J'ai utilisé une séquence télomérique interstitielle (ITS) insérée dans le génome pour
éviter la complexité des télomeres naturels et l'interférence de la télomérase. Une séquence
modifiée (ITS-mod) dépourvue du site de liaison canonique de Rapl a été utilisée comme contrdle.
Le clivage endogene de la chromatine (ChEC) a confirmé une liaison réduite de Rapl a I'ITS-mod
par rapport a I'ITS. J'ai démontré que Cdc13 et la protéine de réplication A (RPA) se lient a I'ITS,
mais pas a I'ITS-mod, suggérant une accumulation d'ADN simple brin aux fourches bloquées. La

l sur2 26/11/2024, 10:46



Detail de la soutenance https://fadum.fi/as/detailSout.pl?imprimer=oui&mat=129253&pro...

liaison de Rap1l est corrélée a la fragilité de I'ITS et a l'instabilité de sa longueur, suggérant que la
liaison de Rapl est le principal obstacle a la progression de la fourche de réplication dans les
répétitions télomériques. Le ChEC a montré que I'ITS et les téloméres naturels interagissent avec les
NPCs. La localisation des ITS aux NPCs nécessite les protéines Ctf18, Scc2, et Mrcl, impliqués dans
le chargement de novo des cohésines pendant la réplication, ainsi que le facteur de « silencing »
Sir4. La résection et la SUMOylation sont également des acteurs clés dans ce processus. En
paralléle, j'ai étudié l'effet de mutations affectant les modifications post-traductionnelles et les
propriétés de liaison a I'ADN de RPA sur la relocalisation vers les NPCs et sur la cinétique de
sénescence. J'ai montré que le réle de Rtt105 au cours de la sénescence va au-dela de sa fonction
dans limport de RPA et pourrait impliquer la régulation du mode de liaison de RPA a I'ADN simple
brin. Dans ce sens, j'ai aussi montré que la sous-unité Rfa2 de RPA est impliquée dans le maintien
des téloméres au cours de la sénescence. Enfin, j'ai montré que la liaison RPA et, dans une moindre
mesure Rtt105, jouent un rdle dans la relocalisation des ITS vers les NPCs, ceci indépendamment du
niveau de SUMOylation de RPA. Nous proposons un modéle dans lequel le mode de liaison de RPA,
meédié par Rtt105, pourrait étre requis pour un redémarrage efficace, au niveau des NPCs, des
fourches de réplication. Enfin, j'ai initié une approche de marquage de proximité médiée par la
biotine en utilisant Cdc13 comme appat pour cartographier I'interactome des fourches de réplication
bloguées aux téloméres dans différentes conditions. Cette approche a permis d'identifier plusieurs
protéines télomériques, de réplication de I'ADN, de réparation, ainsi que des composants des NPC.
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