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Dynamique de la chromatine en 
réponse aux cassures double brins
L’information génétique contenue à l’in-
térieur de nos cellules est codée sous 
forme d’une molécule : l’ADN. Longue 
d’environ 2 mètres, celle-ci est com-
pactée dans un noyau d’environ 10 µm 
de diamètre, soit 200 000 fois plus 
petit. L’organisation et la dynamique de 
l’ADN jouent un rôle essentiel dans de 
nombreux processus biologiques et se 
trouvent perturbées dans des cellules 
de tissus malades. Afin de mieux com-
prendre la dynamique de l’ADN à l’inté-
rieur d’une cellule vivante, en l’occur-
rence une cellule de bactérie, l’une des 
approches consiste à suivre, par micros-
copie de fluorescence le mouvement 
d’une région spécifique d’ADN appelée 
« locus ». Pour observer la dynamique 
d’un locus particulier dans une cellule 
vivante, il est nécessaire de mettre en 
place une stratégie d’ingénierie géno-
mique visant à créer un domaine d’ADN 
visualisable par microscopie. Pour cela, 
des opérateurs lacO (ou tetO)1 sont 
introduits au locus d’intérêt, auxquels 
vont se lier leurs partenaires protéiques 
LacI (ou TetR) marqués par des fluoro-
phores. Le site d’intérêt est ainsi visible 
sous la forme d’un point fluorescent en 
microscopie champ large. En suivant la 
position de ce point au cours du temps, 
il est ainsi possible de déterminer la 
trajectoire suivie par ce locus, et d’en 
déduire l’espace qu’il explore au sein 

1 L’opéron Lactose (lacO) recrute le répresseur transcription-
nel LacI. Le locus tetO confère la résistance à la tétracycline 
en absence de son répresseur transcriptionnel TetR.

du noyau. Il a ainsi été montré que la 
chromatine diffuse différemment selon 
le niveau de différenciation cellulaire, le 
cycle cellulaire [1], le niveau d’activité 
transcriptionnelle, etc.
Au cours de la vie d’une cellule, notre 
génome subit de nombreuses cassures 
dont les plus génotoxiques sont les 
cassures double brin [2]. Comment la 
dynamique de la chromatine est-elle 
affectée en réponse aux dommages de 
l’ADN ? Dans une 
étude précédente 
[3, 4] (➜) nous 
avions suivi le mou-
vement de deux loci 
génomiques homologues en l’absence et 
en présence de cassure(s) double-brin 
dans des cellules diploïdes de levure 
Saccharomyces cerevisiae. Nous avions 
alors observé une augmentation impor-
tante de la dynamique de la chromatine 
en réponse à une ou plusieurs cassures 
double brin. Le site endommagé s’est 
révélé être le plus mobile, le volume 
nucléaire exploré par ce locus étant dix 
fois supérieur en présence de dommage. 
Cependant, la réponse cellulaire déclen-
chée par une cassure double brin ne se 
limite pas au site endommagé. En effet, 
la dynamique de l’ensemble du génome 
augmente également, et cela de façon 
proportionnelle au nombre de cassures 
double brin induites dans un noyau [3]. 
À la suite de dommages de l’ADN, la 
cellule déclenche donc une modification 
de la dynamique chromatinienne qui se 
traduit par une hyper-mobilité locale 
très importante, ainsi que par une hyper-
mobilité globale plus modérée affectant 

l’ensemble du génome. Les protéines 
impliquées dans la recombinaison homo-
logue, Mec12, Rad93 [5], Rad514 et Sae25 
[3], sont nécessaires pour promouvoir 
l’hyper-mobilité de la chromatine en 
réponse aux cassures double brin. L’aug-
mentation de mobilité locale et glo-
bale de la chromatine semble favori-
ser l’appariement entre chromosomes 
homologues, celui-ci étant dix fois plus 
fréquent après l’induction d’une cas-
sure double-brin [3]. De nombreuses 
études (voir la revue [6]), ont également 
montré que le changement de mobilité 
observé chez la levure est un mécanisme 
conservé à travers les organismes [7-9]. 
Chez les mammifères, l’augmentation 
de mobilité à la suite de dommages de 
l’ADN n’est cependant pas observée dans 
toutes les études, ces variations étant 
probablement la conséquence du type 
et du nombre de cassures, de la région 
chromatinienne endommagée, et de la 
voie de signalisation utilisée pour répa-
rer ces cassures.
En réponse aux cassures double brin, 
le coefficient de diffusion de la chro-
matine reste inchangé [3, 5] : le site 
endommagé explore un espace nucléaire 
plus large sans pour cela augmenter sa 
vitesse de déplacement. Afin de mieux 
comprendre les modifications affectant 
la chromatine à la suite des dommages 

2 Kinase analogue d’ATR, ataxia telangiectasia Rad3-related 
protein.
3 Rad9 partage des similitudes avec Brca1, breast cancer 1.
4 La recombinase RAD51 se lie à l’ADN simple-brin, autour 
duquel elle forme un filament nucléoprotéique.
5 Sae2 est une endonucléase capable de faire une coupure 
propre autour d’une lésion double-brin dans l’ADN.
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pendant le temps de l’acquisition, mais 
le mouvement détaillé de la chromatine 
pendant cet intervalle de temps reste 
inconnu. Avec l’arrivée de microscopes 
plus performants, il est maintenant pos-
sible de mesurer la position d’un spot 
à une vitesse 1 000 fois plus impor-
tante (toutes les millisecondes). Afin de 
mettre en évidence l’existence de diffé-
rents régimes de diffusion, nous avons 
mesuré la dynamique de la chromatine à 
4 échelles de temps différentes, avant et 
après induction de dommages de l’ADN 
(une mesure toutes les 10 secondes [3], 
toutes les secondes, toutes les 100 ms et 
même toutes les 10 ms [10]).

Le suivi multi-échelle révèle le 
mouvement complexe de la chromatine 
en réponse aux dommages de l’ADN
En suivant le mouvement de la chroma-
tine à différentes échelles temporelles, 
nous avons montré que la dynamique 
de la chromatine est plus complexe que 
nous ne l’anticipions [10]. À la suite de 
dommages de l’ADN, la chromatine est 
plus mobile lorsqu’elle est observée à 
des intervalles de temps de l’ordre de la 
seconde. Cependant, de manière surpre-
nante, elle est moins mobile lorsqu’elle 
est examinée à des intervalles de temps 
très courts (une mesure au maximum 
toutes les 100 millisecondes). Cela se 
traduit par un croisement des courbes 
de déplacements carrés moyens (mean 
square displacement ou MSD) tradui-
sant le mode de diffusion d’un locus 
(Figure 2A). En d’autres termes, l’aug-
mentation de mobilité décrite précé-
demment dans de nombreuses études 
[3, 5] se révèle n’être en fait que la 
partie apparente, visible à des temps 
longs, des modifications affectant la 
chromatine après des dommages de 
l’ADN. De manière intéressante, l’aug-
mentation de mobilité à des temps longs 
ainsi que la réduction de mobilité à des 
temps courts sont toutes deux observées 
à la fois au site de cassure et dans l’en-
semble du génome. Les changements de 
mobilité de la chromatine observés aux 
différentes échelles de temps sont donc 

coefficient de diffusion Amacro. L’ADN 
d’une cellule forme des domaines à plu-
sieurs échelles imbriqués les uns dans 
les autres, et il est donc concevable 
qu’un grand domaine, lui-même mobile, 
contienne un sous-domaine qui en plus 
de la mobilité qui lui est imposée par 
le grand domaine, diffuse au sein de ce 
dernier et ainsi se déplace à plusieurs 
échelles temporelles et spatiales. Un 
mouvement complexe peut également 
résulter de l’alternance d’une diffu-
sion libre et d’une diffusion dirigée, par 
exemple si l’objet étudié s’accroche par 
intermittence à un filament d’actine ou 
de microtubules. La Figure 1, inspirée 
du modèle de reptation développé par 
Pierre-Gilles de Gennes (1932-2007)6 
[12], illustre un mouvement complexe 
qui présente différents régimes de dif-
fusion selon l’échelle temporelle exa-
minée.
Jusqu’à présent, la dynamique de la 
chromatine a été étudiée principale-
ment à des échelles de temps relative-
ment grandes : par exemple, la posi-
tion d’un site lacO-LacI est mesurée 
toutes les 10 secondes. Cet intervalle 
de temps correspond au temps néces-
saire au microscope pour mesurer la 
position d’un spot en 3 dimensions ; la 
position du spot est alors moyennée 

6 Concept de « reptation » décrit par P.-G. de Gennes dans 
lequel une molécule se déplace tel un serpent en utilisant 
des supports, filaments d’actine ou microtubules.

de l’ADN, nous avons récemment étudié 
la dynamique de la chromatine à dif-
férentes échelles spatio-temporelles 
[10].

« Suivi » multi-échelles de la 
chromatine 
La dynamique de la chromatine peut 
être mesurée selon différentes échelles 
de temps variant de quelques secondes 
à quelques minutes [11]. Lorsque l’on 
étudie la diffusion d’un objet, l’échelle 
de temps à laquelle les mesures sont 
collectées révèle la nature de la diffu-
sion uniquement à cette échelle spa-
tio-temporelle précise. Jusqu’à présent, 
aucun consensus n’avait été atteint sur 
la nature exacte du mouvement de la 
chromatine dans les cellules, sans doute 
parce que chaque étude se restreignait 
à une échelle de temps particulière en 
décrivant un processus de diffusion 
potentiellement différent à une autre 
échelle temporelle. De la même façon 
que la chromatine présente une organi-
sation multi-échelle, on peut imaginer 
que la chromatine diffuse différem-
ment selon l’échelle spatio-temporelle 
examinée. Dans ce cas, le mouvement 
de la chromatine serait décrit par un 
mouvement complexe résultant de la 
superposition de différents régimes de 
diffusion. Par exemple, un locus peut 
évoluer avec un coefficient de diffu-
sion anormale Amicro dans une région de 
l’espace qui diffuse elle-même avec un 

A B C

Mouvement d’un objet
visible à temps court

Mouvement du même objet
visible à temps intermédiaire

Mouvement du même objet
visible à temps long

Figure 1. Modèle de reptation appliqué à la chromatine. Illustration tirée du modèle de reptation 
de P.-G. de Gennes. À différentes échelles temporelles (A, B, C) correspondent différents régimes 
de diffusion.
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du locus endommagé que dans le reste 
du génome, nous avons proposé que 
l’augmentation de rigidité devait être 
plus importante à ce niveau, même si 
elle affecte également l’ensemble du 
génome dans une moindre mesure. Nos 
résultats sont concordants avec une 
étude récemment réalisée avec des 
méthodes différentes sur des cellules 
de levure haploïdes [14].
Nous avons proposé un modèle dans 
lequel la chromatine peut être compa-
rée à une pelote de laine : en réponse 
aux dommages de l’ADN, les extrémités 
endommagées sont recouvertes de pro-
téines de recombinaison homologue, 
symbolisées dans ce modèle par une 
aiguille (Rad51 étant connu pour rigi-
difier l’ADN in vitro). En réponse aux 
dommages, la chromatine deviendrait 
globalement plus rigide, cet effet étant 
plus important au niveau de la cas-
sure. À intervalles de temps courts, l’ai-
guille est peu mobile car très rigide ; au 
contraire, à intervalles de temps longs, 
l’aiguille pourrait traverser les mailles 
de laine plus facilement et deviendrait 
plus mobile qu’avant la cassure de l’ADN.
De façon générale, une dynamique 
multi-échelle est-t-elle un mécanisme 
favorisant la cinétique de recherche 
de cibles ? Dans de futurs travaux, il 
serait intéressant d’examiner si d’autres 
mécanismes biologiques font interve-
nir de tels mouvements résultant de la 
superposition de différents types de 
diffusion. ‡
Chromatin mobility upon DNA damage: 
a multi-scale story
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Figure 2. Analyse de la mobilité de la chromatine à différentes échelles de temps. A. À gauche : 
schéma de la souche utilisée pour décrire la dynamique de la chromatine au locus où la cassure 
est provoquée. Des opérateurs lacO (ou tetO) sont introduits au locus d’intérêt, auxquels vont se 
lier leurs partenaires de liaison LacI (ou TetR) marqués par des fluorophores. RFP (red fluores-
cent protein) et YFP (yellow fluorescent protein) sont des protéines naturellement fluorescentes, 
respectivement rouge et jaune. Les protéines impliquées dans la recombinaison homologue, dont 
Rad51, sont recrutées au site de cassure de l’ADN, le site de reconnaissance de l’endonucléase 
I-SceI. À droite : carrés moyens des déplacements (MSD) représentés sur une échelle log-log, en 
l’absence de cassure (courbe noire) et en présence d’une cassure unique au site de cassure de 
l’endonucléase I-Scel (courbe rouge). B. Modèle de la pelote de laine et de l’aiguille proposé 
pour illustrer la dynamique multi-échelle de la chromatine en réponse aux dommages de l’ADN.
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> L’ADN est le support de l’information 
génétique de tous les êtres vivants. 
Afin de transmettre cette information 
génétique aux cellules filles issues 
de la division cellulaire, les cellules 
doivent répliquer leur ADN de manière 
fidèle. Il arrive fréquemment que des 
dommages ou lésions au niveau de 
l’ADN viennent perturber ce processus 
de réplication. Ces lésions ont diverses 
origines exogènes, comme par exemple 
les rayons ultra-violets (UV) dus à 
l’exposition au soleil, ou des cancé-
rogènes chimiques, tels que le benzo-
pyrène issu de la fumée de cigarette, 
mais également des origines endo-
gènes, telles que les dommages oxy-
datifs générés par les produits réactifs 
de l’oxygène issus de la respiration 
cellulaire.
Afin de faire face à ces lésions, les 
cellules possèdent des mécanismes de 
réparation qui permettent de « net-
toyer » l’ADN avant qu’il ne soit répli-
qué. Cependant, ces mécanismes de 
réparation peuvent être défectueux, ou 
certaines lésions peuvent leur échap-
per. Ces lésions alors présentes dans 
l’ADN pendant le processus de répli-
cation vont bloquer la progression de 

l’ADN polymérase réplicative. Nous 
avons montré par le passé que dans 
une telle situation il se produit un 
découplage de la synthèse des deux 
brins d’ADN [1], ce qui permet au brin 
endommagé de poursuivre la réplica-
tion sur une certaine distance. Il a été 
montré depuis qu’un mécanisme de 
ré-initiation de la réplication en aval 
de la lésion [2] permet à la fourche de 
réplication de poursuivre sa progres-
sion, laissant une brèche d’ADN simple-
brin. Tous les organismes vivants (des 
bactéries aux humains) possèdent plu-
sieurs stratégies pour combler cette 
brèche et tolérer une lésion non répa-
rée : (1) la synthèse translésionnelle 
(ou TLS pour trans-lesion synthesis), un 
mécanisme par lequel une ADN polymé-
rase spécialisée (dite translésionnelle) 
remplace transitoirement l’ADN poly-
mérase réplicative et insère un nucléo-
tide directement en face de la lésion. 
Ces ADN polymérases translésionnelles 
étant très peu fidèles, la TLS est donc 
souvent à l’origine de mutations [3] ; 
(2) le mécanisme de contournement 
des dommages (ou DA pour damage 
avoidance), un mécanisme fondé sur 
la recombinaison homologue. La région 

d’ADN simple-brin générée en aval de 
la lésion envahit la région homologue 
(double-brin) de la chromatide sœur 
ce qui permet à la cellule de récupérer 
l’information génétique altérée par la 
lésion. Ce mécanisme contrairement à 
la TLS est fidèle.
L’équilibre entre ces deux voies de 
tolérance des dommages est très 
important puisqu’il définit le niveau de 
mutagenèse de la cellule. Par consé-
quent, décrypter la réplication d’un 
ADN endommagé, en particulier l’équi-
libre entre synthèse translésionnelle 
et mécanismes de contournement des 
dommages, est fondamental pour 
comprendre comment les mutations 
apparaissent et comment elles sont 
évitées. Si d’un côté cette mutagenèse 
est essentielle au processus d’évolu-
tion et d’adaptation au stress de l’en-
vironnement, en particulier chez les 
microorganismes, elle est également 
responsable de graves dérèglements 
cellulaires qui peuvent notamment 
conduire à la cancérisation des cel-
lules humaines. À l’heure actuelle, on 
ne sait pas comment une cellule dont 
l’ADN est lésé va choisir une voie de 
réparation plutôt que l’autre.
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