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La maintenance de l’intégrité du génome est essentielle pour la vie de la cellule et tout disfonctionnement peut mener à de graves pathologies comme des cancers ou des maladies rares. Les patients atteints de xeroderma pigmentosum (XP) présentent un risque accru de cancer de la peau du fait d’une hypersensibilité à la lumière, notamment Ultra-Violette. Les patients atteints du syndrome de Cockayne ont des défauts sévères du développement. Ces deux maladies rares sont causées par des mutations dans les gènes de la Réparation par Excision de Nucléotides (NER). Le NER est une voie de réparation de l’ADN qui retire les lésions volumineuses de la double hélice, comme ceux induits par les UV ou les médicaments anticancéreux à base de cisplatine. Le NER détecte les lésions par deux sous voies différentes, une seule est liée à la transcription mais les deux déclenchent la même cascade enzymatique d’excision. Notre laboratoire cherche à comprendre les mécanismes fondamentaux du NER. Pour cela nous utilisons des techniques de génétique, génomique fonctionnelle et bioinformatique chez la levure et dans les cellules humaines.
Ce projet fait partie d’une collaboration entre plusieurs équipes combinant les approches de génomique fonctionnelle, de chimie analytique, biochimie et bioinformatique pour comprendre la dynamique du processus de réparation d’ADN. L’objectif du stage est de décrire précisément la vitesse et la contribution de chaque sous voie du NER chez la levure. Pour cela, l’étudiant(e) apprendra et mettra en œuvre les cultures de levures, l’irradiation UV afin d’induire les dommages dans l’ADN, et l’échantillonnage pour suivre la réparation au cours du temps. L’étudiant(e) procédera à l’extraction de l’ADN génomique, qui sera envoyé aux collaborateurs pour une quantification absolue des dommages. Il/elle procédera aussi à l’extraction de la chromatine et aux techniques de génomiques fonctionnelles (Immuno-Précipitation de chromatine (ChIP) et d’ADN (DIP), couplé au séquençage Illumina) permettant de localiser et quantifier les dommage et les protéines de réparation sur le génome. Les expériences seront faites dans des souches de levures inactivées pour différents facteurs du NER, ce qui permettra d’estimer la contribution en temps et sur le génome de chaque sous voie. Les résultats attendus contribueront à la compréhension du NER à l’échelle du génome et permettront de répondre à des questions fondamentales concernant les maladies associées.
Dates du stage: Premier semestre 2024
Contact: Cyril DENBY WILKES: cyril.denby-wilkes@i2bc.paris-saclay.fr
Equipe : Genome Transcriptional Regulation (Julie SOUTOURINA)
Website : https://www.i2bc.paris-saclay.fr/equipe-genome-transcriptional-regulation/
Lieu du stage: CEA Saclay, RD36, Bât144, 91191 Gif-sur-Yvette Cedex
Mots clés : Réparation d’ADN par Excision de Nucléotides, génomique fonctionnelle.
Méthodologie: Immuno-Précipitation de chromatine (ChIP) et d’ADN (DIP), extraction d’ADN et réparation, PCR quantitative ; préparation de banque pour séquençage Illumina; Analyses bioinformatiques 



The maintenance of genome integrity is essential for cells and its disfunction leads to severe pathologies including cancers or rare diseases. Thus, patients with xeroderma pigmentosum (XP) disease present an increased risk of skin cancer due to high photosentivity. Patients with Cockayne Syndrome (CS) are characterized by severe symptoms including progressive developmental defects. Both diseases are caused by mutations in the genes of Nucleotide Excision Repair (NER). NER is a DNA repair pathway that removes bulky lesions, such as those induced by Ultra-Violet light (UV), or cisplatin-based chemotherapeutic drugs. NER detects DNA damage with two different subpathways, one of which is coupled to transcription, both leading to the same excision cascade. Our laboratory is interested in understanding of the fundamental mechanisms of the NER. We use genetic, functional genomic and bioinformatic approaches in budding yeast and human cell lines. 
This project is a part of a collaborative program combining functional genomics, analytical chemistry, biochemistry and bioinformatics to understand the dynamics of DNA repair process. This internship aims at describing precisely the repair kinetics and the contribution of both NER subpathways in the budding yeast. The student will treat the yeast culture with UV to induce DNA damage and sample cells over time to study repair kinetics. Genomic DNA will be isolated and send to collaborators for DNA damage absolute quantification, whereas the chromatin will be processed in our laboratory. With functional genomics methods (such as DNA/Chromatin Immuno-Precipitation coupled to quantitative PCR or illumina sequencing) we will probe for DNA damage and protein localisation on the genome. Experiments will be performed in yeast strains inactivated for different NER components allowing us to estimate the contribution over time and space of both NER subpathways. The expected results will contribute to study DNA repair on a genomic scale addressing fundamental biological questions relevant for diseases.
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Key words: DNA repair, functional genomics, Nucleotide Excision Repair
Methodology: DNA/Chromatin Immunoprecipitation, DNA extraction & repair, quantitative PCR ; Illumina library preparation ; NGS bioinformatic analyses
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