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Résumé

Le ciblage génique est I’intégration d’un fragment d’ADN exogéne partageant des
homologies de séquences avec un génome receveur, au locus génomique correspondant. On
parle alors d’intégration ciblée de facon opposée a I’intégration aléatoire qui se fait de facon
non homologue. Le mécanisme moléculaire impliqué dans le ciblage génique est la voie de
réparation de ’ADN par recombinaison homologue, basée sur 1’action de la protéine RADS51
qui permet 1’échange entre séquences homologues et sur I’action d’endonucléases et de
résolvases qui permettent de rétablir la conformation de la double hélice d’ADN. Chez la
plupart des eucaryotes, la transformation génétique avec un fragment d’ADN exogéne se fait
majoritairement par intégration aléatoire. Il existe cependant quelques exceptions comme la
levure Saccharomyces cerevisiae ainsi que la mousse Physcomitrella patens, dans lesquelles
les intégrations se font préférentiellement de maniere ciblée. Alors que chez la levure, toutes
les intégrations ciblées résultent de deux éveénements de recombinaison homologue
conduisant au remplacement du geéne, chez la mousse les intégrations ciblées résultent
¢galement d’insertions ciblées ou correspondant a un seul événement de recombinaison
homologue accompagné d’une intégration qui apparait comme non homologue. Afin d’étudier
les mécanismes moléculaires impliqués dans le ciblage génique chez la mousse, lors des
remplacements de géne mais également lors de ces insertions ciblées, j’ai réalisé une analyse
fonctionnelle des protéines PPRADS1, en utilisant une approche comparative entre une espéce
végétale trés peu compétente pour le ciblage génique, Arabidopsis thaliana, et une espece
végétale trés compétente pour le ciblage génique, Physcomitrella patens. Cette étude a mis en
¢vidence une disjonction de fonction des protéines PpDRADS]1 : en effet, la moitié N-terminale
de la protéine est fonctionnelle pour les divisions mitotiques mais ne 1’est pas pour le ciblage
génique. Parallelement, j’ai mesuré I’effet de 1’absence de 1’endonucléase RADI-RAD10 sur
le ciblage génique en étudiant les mutants de délétion Aradl, Aradl0 et AradlAradl(. Cette
¢tude a permis de montrer le role important de ce complexe endonucléase dans le ciblage
génique chez la mousse, et plus particulierement dans les insertions ciblées.

Mots clés : ciblage génique (GT), recombinaison homologue (HR), réparation de
I’ADN, Physcomitrella patens, recombinase RADS51, endonucléase RADI-RADIO.



Liste des abréviations

ADN : Acide DésoxyriboNucléique
ADNCc : ADN complémentaire

ADN db : ADN double brin

ADN sb : ADN simple brin

A-NHEJ : NHEJ alternatif

ARN : Acide RiboNucléique

ARNm : ARN messager

ATBR : géne de résistance a un antibiotique (ATB)
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BER : Base Excision Repair

BET : bromure d’éthidium

CDB : Cassure Double Brin

Cdk : cyclin-dependant kinase

C-NHEJ : NHEJ classique

CSB : Cassure Simple Brin
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HR : Homologous Recombination

kb : kilobases

KI : Knock-In

KO : Knock-Out
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MMR : MisMatch Repair

NER : Nucleotide Excision Repair
NHEJ : Non Homologous End Joining
pb : paire de bases

PCR : Polymerase Chain Reaction

PEG : PolyEthylene Glycol

ROS : Reactive Oxygen Species

rpm : rotation par minute

SSA : Single Strand Annealing

Stop : codon de terminaison de la traduction (TAA, TAG ou TGA)
TALEN : Tanscription Activating-Like EndoNuclease
TBE : Tris Borate EDTA

TE : Tris EDTA

TGR : Targeted Gene Replacement

TI : Targeted Insertion

UTR : UnTranslated Region (région non traduite d’une séquence codante)
UV : Ultra-Violets

V : Volts

ZFN : Zinc Finger Nuclease

Nomenclature pour les genes, les protéines et les mutants :

GENE, PROTEINE et mutant

Particularité pour Saccharomyces cerevisiae : GENE, Protéine et mutant (ou mutant A)

Pour Physcomitrella patens : PpGENE, PpPROTEINE et Amutant pour le mutant de délétion.



Préambule

Une des facons de rendre un organisme végétal résistant a des agressions (pathogenes,
facteurs environnementaux) ou d’améliorer le rendement d’une production est de modifier son
information génétique. Lorsqu’on introduit un fragment d’ADN dans un génome végétal receveur
(transgénese), ce fragment s’intégre de facon aléatoire. Il peut donc perturber 1’expression de génes
endogenes. Ce phénomene représente également une limite importante pour 1’analyse fonctionnelle
de genes chez les plantes. Le ciblage génique permet d’éliminer ou de modifier de facon précise et
spécifique un géne sans altérer le reste du génome. La maitrise de cette technologie représente une
¢tape critique pour réaliser une transgénese mieux contrdlée et plus précise a la fois chez les plantes
modeles et chez les plantes d’intérét agronomique, un objectif majeur pour les biotechnologies.

Dans le cadre de mon projet EPHE, je me suis intéressée aux mécanismes moléculaires
impliqués dans le ciblage génique chez I’espece modele Physcomitrella patens.

Dans mon introduction (Chapitre 1), je présenterai tout d’abord le modeéle Physcomitrella
patens (1) et la notion de ciblage génique (I1). Le ciblage génique repose sur des mécanismes de
réparation de I’ADN et notamment de recombinaison homologue, je décrirai donc les mécanismes
de réparation de ADN (lll) et je détaillerai plus précisément les protéines RADS1 (1V) et
RAD1/RADI10 (V), qui sont impliquées dans ces mécanismes et sur lesquelles repose mon projet de
recherche (VI).

Aprés avoir décrit les matériels et les méthodes utilisés dans le cadre de ce projet (Chapitre
2), je présenterai et analyserai les résultats obtenus (Chapitre 3). Ce chapitre est divisé en deux
parties : la premiere partie concerne 1’analyse fonctionnelle des protéines PpRADS1 (1) et la
seconde partie concerne 1’implication du complexe RAD1-RAD10 dans le ciblage génique (11). Je
discuterai d’une fagon plus globale les résultats obtenus lors de ce projet dans le Chapitre 4.



Chapitre 1 : Introduction



I. La mousse Physcomitrella patens

1. 1. Physcomitrella patens, plante modéle

La mousse Physcomitrella patens est une bryophyte, une plante terrestre qui ne dispose pas
de vrai systeme vasculaire, qui est donc dépourvue de tissus conducteurs de la seve comme le
xyléme et le phloeme. Les bryophytes, qui regroupent les hépatiques, les anthocérotes et les
mousses, posseédent un ancétre commun avec les plantes a fleurs. Les bryophytes occupent ainsi une
position clé dans 1’évolution des plantes, entre les algues vertes et les plantes a fleurs (Lang et al.,
2008; Rensing et al., 2008).

Physcomitrella patens est un membre de la famille des Funariaceae, qui regroupe environ
300 espéces dans le monde (e.g. Funaria hygrometrica, Entosthodon obtusus, Physcomitrium
sphaericum, Pyramidula tetragona, Ceratodon purpureus et Physcomitrella patens). Cette famille
de plantes, trés répandue dans les zones tempérées, se développe naturellement au bord des lacs et
des rivieres a la fin de 1’été (jours longs). Les jours courts et une température inférieure a 18°C de
I’automne induisent la formation des organes sexuels et le développement du sporophyte qui
produira les spores durant I’hiver.

Physcomitrella patens, en tant que mousse, fait partie des espéces les plus proches
phylogénétiquement des plantes vasculaires (Rensing et al., 2008). Elle possede la structure
fondamentale de 1’architecture d’une plante, avec un profil de développement relativement simple.
Son métabolisme et son développement sont controlés par les mémes facteurs biochimiques
(auxine, cytokinine, strigolactones) que les plantes terrestres, et elle montre des réponses similaires
aux stimuli environnementaux. Elle est ainsi utilisée depuis plusieurs années comme modéle de
développement des végétaux concernant de nombreux processus biologiques comme la division et
la croissance cellulaire, la croissance filamenteuse, la polarité cellulaire, la photomorphogenese, le
photo- et gravitropisme, la réponse aux hormones, et la transduction des différents signaux associés
(Schaefer, 2002; Cove, 2005).

Le cycle de vie de Physcomitrella patens majoritairement haploide et la taille relativement
petite de son génome (480 Mb) rendent cette espece trés attractive pour les études génétiques. Par
contre ce génome est réparti sur 27 chromosomes de petite taille, ce qui rend I1’analyse
cytogénétique difficile (Schaefer, 2002). Cette mousse posséde un cycle de développement court, de
12 a 15 semaines en culture in vitro; elle posséde des capacités régénératives permettant la culture
de protoplastes et elle est facilement transformable. De plus la dominance du stade haploide au
cours du cycle permet 1’identification rapide de phénotypes aprés mutagenese. Enfin, le séquencage
de son génome en 2008 ainsi que sa compétence pour le ciblage génique (intégration d’un fragment
d’ADN exogéne a un locus homologue par recombinaison) en font un modele végétal
particuliérement intéressant (Schaefer, 2001, 2002; Cove, 2005; Rensing et al., 2008).
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I. 2. Le cycle de vie de Physcomitrella patens

Le cycle de vie de la mousse, comme celui des plantes a fleurs, présente I’alternance d’une
phase haploide (n) productrice de gameétes, assurée par le gamétophyte, et d’une phase diploide
(2n), productrice de spores, assurée par le sporophyte.

Le gamétophyte est dimorphique, il possede 2 stades de développement distincts : le
protonema, correspondant au stade «juvénile» du gamétophyte ayant une croissance
unidimensionnelle, et le gamétophore, qui est le stade « adulte » du gamétophyte qui posséde une
croissance tridimensionnelle.

Le protonema résulte de la germination d’une spore haploide et se caractérise par un réseau
de cellules filamenteuses de type chloronema puis de type caulonema. Les chloronemas sont des
filaments a croissance photo-dépendante lente contenant des cellules riches en chloroplastes, leurs
parois intercellulaires sont perpendiculaires a I’axe d’élongation et ils possedent un cycle cellulaire
de 24h. Les chloronemas sont majoritairement bloqués en phase G2 du cycle cellulaire (phase de
contrdle du matériel génétique et de préparation a la mitose) pendant la journée et effectuent leurs
mitoses de fagcon synchrone la nuit (Reski, 1998). Ce sont les organes sources de la photosyntheése.
A partir de ces cellules, s’effectue la transition vers les caulonemas, qui sont des filaments a
croissance rapide et photo-indépendante contenant des cellules pauvres en chloroplastes, leurs
parois intercellulaires sont obliques par rapport a 1’axe et ils possédent un cycle cellulaire de 8h. Les
cellules de jeunes caulonemas sont plutot en G1 (phase de croissance cellulaire et d’accumulation
de matériel pour la synthése d’ADN) et les vieilles cellules deviennent polyploides (Reski, 1998).
Ce sont les organes puits de la photosyntheése.

Une cellule latérale, aussi appelée cellule initiale, se développe sur les caulonemas et peut se
différencier en gamétophore, ou tige feuillée, dans environ 4% des cas, aprés environ une dizaine de
jours de culture. Le gamétophore posséde une croissance tridimensionnelle de type cauline, se
différenciant a sa base en poils absorbants appelés rhizoides. Les organes sexuels males, les
anthéridies, et les organes sexuels femelles, les archégones, se développent a I’apex d’un méme
gamétophore. C’est une espéce monoique autogame. La gamétogenése peut étre induite par un
traitement a 15°C et dure plusieurs semaines. Les gametes males, les anthérozoides, se différencient
au sein des anthéridies et sont mobiles. Ils vont fusionner par migration en milieu aqueux avec le
gamete femelle, 1’archégone, pour former la premicre cellule diploide du sporophyte, le sporogone.
Ces derniers se différencient a leur tour, au sein des archégones, pour former des capsules au sein
desquelles la méiose peut produire jusqu’a 4000 spores haploides (Schaefer, 2002; Cove, 2005). La
fécondation et la sporogenése dure environ 2 a 3 mois.

Le mode d’¢longation des protonemas (chloronemas et caulonemas) et des rhizoides est la
croissance apicale, caractérisée par la sécrétion polarisée de composés pariétaux a 1’apex de la
cellule, couplée a une expansion cellullaire. La machinerie de la croissance apicale regroupant les
filaments d’actine, la profiline (monomeére d’actine), les formines (protéines interagissant avec la
profiline) et les myosines, est essentielle chez Physcomitrella patens pour assurer le développement
des filaments. La différenciation des chloronemas en caulonemas a lieu tout au long du protonema.
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Cette transition est controlée par des facteurs environnementaux comme la lumiére et les nutriments
ainsi que par I’auxine (Vidali and Bezanilla, 2012).

I. 3. Multiplication végétative, régénération et transformation

Physcomitrella patens posséde une capacité de régénération ¢levée. En effet, des fragments
de tissus, qu’ils soient d’origine gamétophytique (protonema ou gamétophore) ou d’origine
sporophytique (sporogone), régénérent pour produire du tissu de type protonema. Ainsi le broyage
mécanique de protonemas permet d’obtenir des fragments servant d’inoculum pour de nouvelles
cultures. C’est la méthode de culture classiquement utilisée permettant la multiplication infinie de
souches, y compris de mutants bloqués précocement dans leur cycle de développement.

La digestion enzymatique de jeunes protonemas (6-7 jours de culture a 25°C en jours longs)
permet 1’isolement d’un grand nombre de protoplastes. En routine, on peut obtenir jusqu’a 3
millions de protoplastes a partir d’une boite de culture en milieu solide. Ces protoplastes constituent
le matériel de départ pour la transformation. La méthode de transformation la plus utilisée est la
perméabilisation des membranes des protoplastes par le PEG (PolyEthyléne Glycol) et la mise en
contact avec I’ADN transformant, la pénétration de ce dernier pouvant étre facilitée par
I’application d’un choc thermique. Les protoplastes se divisent dés 48h aprés leur isolement pour
former des chloronemas. Leur taux de régénération en protonemas est variable, de 1’ordre de 10 a
40%. Le taux de transformation, estimé par expression du gene rapporteur GFP (Green Fluorescent

Protein) apporté par I’ADN transformant, peut varier de 3 a 30% des protoplastes régénérants
(Schaefer, 2002).

La multiplication végétative peut se faire aussi bien en milieu solide qu’en milieu liquide en
Erlen ou en photo-bioréacteurs.

Il. Le ciblage genique

Le ciblage génique est l’intégration d’un fragment d’ADN exogeéne partageant des
homologies de séquences avec un génome receveur, au locus génomique correspondant. On parle
alors d’intégration ciblée de fagon opposée a I’intégration aléatoire (ou illégitime) qui se fait de
facon non homologue. Le mécanisme moléculaire impliqué dans le ciblage génique est la
recombinaison homologue. Chez la plupart des eucaryotes, la transformation génétique avec un
fragment d’ADN exogéne se fait majoritairement par intégration aléatoire (ou recombinaison
illégitime). Il existe cependant quelques exceptions comme la levure Saccharomyces cerevisiae
ainsi que la mousse Physcomitrella patens, dans lesquelles les intégrations se font
préférentiellement de manicére ciblée.
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II. 1. Mise en évidence du ciblage génique

La notion de ciblage génique a été introduite a la fin des années 70 chez la levure
Saccharomyces cerevisiae, par la mise en évidence de recombinaison au locus en utilisant des
fragments du geéne cible dans un plasmide (Hinnen et al., 1978). La fréquence de ciblage se
détermine par le ratio entre le nombre d’intégrations ciblées et le nombre total d’intégrations
(aléatoires et ciblées) dans le génome, elle est de I’ordre de 95% chez cette levure. Cette efficacité a
permis d’utiliser en routine le ciblage génique chez la levure Saccharomyces cerevisiae qui est
devenue un organisme mode¢le grace a cet outil. Cette caractéristique n’est pas commune a toutes les
levures, en effet, la levure Schizosaccharomyces pombe montre des fréquences de ciblage beaucoup
plus faibles (Bédhler et al., 1998; Krawchuk and Wabhls, 1999).

Chez les vertébrés, méme si plusieurs cas de ciblage génique ont été décrits, et notamment
dans des lignées cellulaires humaines (Smithies et al., 1985), aucune espéce ne posséde des
fréquences de ciblage permettant son utilisation en routine en laboratoire. Il faut cependant noter
que chez certains types cellulaires particuliers, le transgéne peut s’intégrer par recombinaison
homologue. C’est le cas des cellules souches de lignées cellulaires embryogénes pluripotentes
(cellules ES) obtenues a partir de blastocystes de souris (Martin, 1981) qui permettent 1’obtention
de souris Knock-Out (KO) par recombinaison homologue, avec des fréquences de ciblage de 0,2 a
2% (Hasty et al., 1991). Un autre type cellulaire, la lignée cellulaire DT40, dérivée de lymphomes
de poulet induits par le virus de la leucose aviaire, montre des fréquences élevées de ciblage
génique (30%), cependant ces cellules différenciées ne permettent pas de générer un organisme
(Winding and Berchtold, 2001).

Chez les plantes, des événements de ciblage génique ont pu étre observés chez le tabac en
ciblant le géne de résistance a la kanamycine de tabacs transgéniques (Paszkowski et al., 1988). Les
fréquences de ciblage observées dans ces tabacs transgéniques varient de 5.10° a 4.10"*. Chez la
plante modéle Arabidopsis thaliana, des fréquences de ciblage de 3.10 a 7.10™ ont été obtenues
(Halfter et al., 1992). Des expériences de ciblage génique ont été également menées chez le mais
conduisant & des fréquences de ciblage de 3.10* (Zhu et al., 1999) ainsi que chez le riz avec des
fréquences similaires (Terada et al., 2002). On peut donc conclure que chez les plantes, comme
chez les animaux, la fréquence de ciblage génique est de I’ordre de 10 a 1072,

Alors que chez les plantes a fleurs ces fréquences sont tres faibles, la mousse Physcomitrella
patens est une exception parmi les plantes et les eucaryotes supérieurs en général, puisqu’elle
montre des fréquences d’intégrations ciblées similaires a celles observées chez la levure. Chez
Physcomitrella patens, 1’intégration ciblée est la voie préférentielle d’intégration d’un transgeéne
présentant de I’homologie avec un locus génomique (Schaefer and Zjrd, 1997). Dans cette analyse
phénotypique, génétique et moléculaire du ciblage de trois loci génomiques, les auteurs montrent
pour la premiere fois chez les plantes, qu’un transgeéne peut s’intégrer de facon efficace par
recombinaison homologue. La fréquence de transformation en conditions de ciblage est 10 fois
supérieure a la fréquence d’intégration illégitime. Des fréquences trés €levées, pouvant atteindre
90%, ont pu étre observées (Schaefer, 2002). Depuis le séquencage du génome de Physcomitrella
patens en 2008, cette mousse est devenue un remarquable outil pour la génétique inverse,
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notamment grace a sa compétence pour le ciblage génique qui permet d’obtenir des délétions ou des
modifications précises pour un gene donné et ainsi d’en étudier la fonction (Rensing et al., 2008).

II. 2. Principe et applications

Dans des cellules compétentes pour le ciblage, lors de I’introduction d’une cassette de
ciblage possédant deux régions homologues au locus cible encadrant un marqueur de sélection, il
peut se produire deux événements de recombinaison homologue. Cela permet le remplacement de la
région génomique ciblée par la cassette de ciblage.

Depuis sa mise en évidence vers la fin des années 1970, le ciblage génique est devenu [’une
des techniques les plus utilisées pour 1’étude fonctionnelle des geénes. Cette technique de génétique
inverse permet d’une part d’étudier les conséquences phénotypiques de la perte de fonction d’un
gene d’intérét (Knock-Out) et d’autre part de réaliser des changements subtils et précis dans la
séquence d’un gene (Knock-In), permettant un changement d’alléle ou une fusion traductionnelle
avec un gene rapporteur comme la GFP.

Dans les deux cas, le marqueur de sé€lection peut étre flanqué de deux sites spécifiques (sites
Lox) permettant son excision sous 1’action de la recombinase Cre (Baubonis and Sauer, 1993;
Sauer, 1998). Chez Physcomitrella patens, de nombreux outils de biologie moléculaire ont été
développés comme le séquencage du génome permettant 1’essor de la génétique inverse, un systeme
rapporteur permettant de quantifier le ciblage génique, le systéme Cre/Lox ou encore des systémes
d’expression conditionnelle (Schaefer, 2002; Reski and Cove, 2004; Rensing et al., 2008).

Le ciblage génique présente un intérét majeur pour les industries pharmaceutiques et agro-
alimentaires ainsi que pour la recherche en biologie fondamentale et appliquée a la médecine. Ainsi,
les applications du ciblage génique sont nombreuses et peuvent étre de plusieurs types. D’une part,
cela permet de réaliser des analyses fonctionnelles de nombreux génes impliqués dans différents
processus biologiques, en étudiant 1’effet de la délétion totale ou partielle d’un géne donné. On peut
ainsi obtenir des lignées cellulaires mutantes ou des organismes mod¢les pour étudier ces processus.
D’autre part, ces techniques permettent de réaliser de fagon trés précise des modifications
ponctuelles dans un gene et sont utilisées pour remplacer un allele (pour la thérapie génique par
exemple), ou changer les propriétés d’'une enzyme (rendre les modifications post traductionnelles
d’une protéine recombinante moins allergisantes, par exemple). Ainsi, des souches de
Physcomitrella patens possédant un profil de N-glycosylation « humanisée » non immunogene ont
été obtenues par ciblage génique et sont utilisées pour la production de médicaments (Decker and
Reski, 2008). Dans ce cadre de production de protéines recombinantes pharmaceutiques dans un
systeme hétérologue, on peut également citer un exemple récent de bio-médicament produit dans
Physcomitrella patens, le Facteur H, une protéine du sérum humain, qui représente une approche
thérapeutique prometteuse pour des patients atteints de dysfonctionnement du rein et de la rétine
(Biittner-Mainik et al., 2011).
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II. 3. Facteurs influencant la fréquence de ciblage

La faible efficacité de ciblage génique observée chez la majorité des especes a motivé de
nombreuses études visant a modifier les facteurs pouvant influencer et éventuellement favoriser le
ciblage génique.

II. 3. 1. La longueur des zones d’homologie

Chez la levure, I’efficacité de ciblage dépend de la longueur de I’homologie. En effet, si des
zones d’homologies de 35 pb de part et d’autre du marqueur de sélection suffisent pour cibler un
gene avec une efficacité de 54% (Baudin et al., 1993), des fréquences supérieures a 80% sont
obtenues pour des homologies de 45 a 90 pb, alors que les fréquences chutent aux alentours de 4%
pour des homologies de 15 a 25 pb (Manivasakam et al., 1995).

De la méme facon chez Physcomitrella patens, il existe également une relation directe entre
la longueur des zones d’homologies et la fréquence de ciblage. Pour un méme locus, une fréquence
de 90% peut étre obtenue avec des homologies de 1 kb tandis que des zones d’homologies de 400
pb suffisent pour atteindre une fréquence de ciblage génique de 50% (Kamisugi et al., 2005).

II. 3. 2. Le locus a cibler

La fréquence de ciblage génique peut varier d’un locus a 1’autre au sein d’une méme espece.
Par exemple, chez Physcomitrella patens, 1’analyse de plusieurs locus génomiques illustre cette
variation (Kamisugi et al., 2005). En effet, des homologies de 900 pb permettent d’atteindre une
fréquence de ciblage de 84% pour le locus PpRacl alors que la fréquence de ciblage du locus
PpPum n’est que de 39% pour des homologies de 1200 pb. Cela pourrait notamment s’expliquer par
la différence d’accessibilité de la chromatine au niveau du locus ciblé. Des études récentes chez
Saccharomyces cerevisiae ont d’ailleurs montré que I’efficacité de transformation était inversement
corrélée avec la densité en nucléosomes (Aslankoohi et al., 2012). Les nucléosomes constituent
I’'unit¢ de base de condensation de la chromatine dans laquelle ’ADN est enroulé autour
d’octameres d’histones. Ce sont des structures trés condensées bloquant 1’accessibilité de I’ADN.
Leur localisation n’est pas aléatoire sur ’ADN et leur présence peut diminuer I’accessibilité de
I’ADN pour I’intégration d’un transgéne. D’ailleurs, les complexes protéiques de remodelage de la
chromatine qui sont impliqués dans la régulation de I’expression des geénes sont é€galement
impliqués dans la réponse aux dommages de ’ADN en permettant la décondensation de I’ADN afin
de faciliter le chargement de la machinerie de réparation (Bao and Shen, 2007).

II. 3. 3. Le type cellulaire

Comme décrit précédemment, dans certains types cellulaires particuliers de vertébrés,
comme les cellules souches embryonnaires de souris (cellules ES), les cellules DT40 de poulet, ou
encore les cellules ovariennes de hamster chinois (cellules CHO), le transgéne peut s’intégrer par
recombinaison homologue méme si ces éveénements restent minoritaires. Dans le cas de
Physcomitrella patens, deux hypothéses ont été avancées pour expliquer le fort taux de ciblage
génique. La premiere hypothése est basée sur le fait que les protoplastes, issus de chloronemas, sont
majoritairement bloqués en phase G2 et ce blocage favoriserait la recombinaison homologue
(Reski, 1998). La seconde hypothése, qui pourrait étre liée a la premicre, fait intervenir la
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dominance du stade haploide dans le développement de la mousse qui pourrait expliquer la
nécessité d’une machinerie de recombinaison homologue efficace pour éviter les mutations
déléteres (Schaefer, 2002).

II. 3. 4. Importance d’une cassure double brin (CDB)

L’introduction d’une CDB dans la zone d’homologie de I’ADN transformant chez la levure
(Orr-Weaver et al., 1981) et chez les champignons filamenteux comme Aspergillus nidulans (Bird
and Bradshaw, 1997) a permis d’augmenter considérablement la fréquence de ciblage. Chez la
Drosophile, le ciblage par recombinaison homologue a été facilit¢ par une technique sophistiquée
développée par Rong et Golic. Cette technique est basée sur 1’expression nucléaire d’une
recombinase spécifique et d’une endonucléase spécifique qui permettent la libération et la
linéarisation du vecteur de ciblage dans le noyau (Rong and Golic, 2000; Rong et al., 2002). Chez le
tabac, I’induction d’une CDB dans une séquence intégrée dans le génome permet d’augmenter de
10 a 100 fois I’efficacité de ciblage (Puchta et al., 1996). Plus récemment, un systéme de ciblage
génique in planta a été développé chez Arabidopsis thaliana, reposant sur I’expression d’une
enzyme qui coupe spécifiquement la cible chromosomique et le locus donneur chromosomique
libérant ainsi la matrice de ciblage. Des fréquences de ciblage de 1% ont ainsi pu étre observées
chez cette plante (Fauser et al., 2012).

Afin de favoriser la recombinaison homologue, notamment dans les cellules de mammiféres
et de plantes, différents systemes de nucléases dirigées (ou SDN pour Site Directed Nucleases) ont
été développés pour introduire des CDB a des sites chromosomiques spécifiques du locus a cibler
(Paques and Duchateau, 2007; Sun et al., 2012; Wirt and Porteus, 2012).

Parmi ces SDN, on peut citer les méganucléases, qui sont des endonucléases spécifiques
d’un locus donné, comme I-Crel et I-Scel, découvertes dans les années 1980 (Kostriken et al., 1983;
Jacquier and Dujon, 1985). L’induction de CDB par ces endonucléases a permis d’augmenter le
ciblage génique d’un facteur 100 chez la souris (Smith et al., 1995; Gouble et al., 2006) et les
plantes (Puchta et al., 1996; Fauser et al., 2012). Chez I’homme, I’endonucléase I-Crel modifiée
permet de cibler des génes humains afin de corriger les mutations impliquées dans des maladies
mono-géniques (Arnould et al., 2006, 2011). Les nucléases a doigt de zinc (ZFN pour Zinc Finger
Nuclease) sont des nucléases artificielles résultant de la fusion de domaines de liaison ZF (Zinc
Finger) et du domaine de coupure de I’endonucléase Fokl. Chez les animaux, des fréquences de
ciblage de 1,7 a 4,5% ont été atteintes dans des zygotes (embryons unicellulaires) de souris en
utilisant des nucléases ZFN (Meyer et al., 2010). Leur utilisation a également permis d’augmenter
le ciblage génique dans des cellules humaines en culture (Urnov et al., 2005; Porteus et al., 2006) et
chez les plantes (Lloyd et al., 2005; Zhang et al., 2010). Plus récemment, le systéme des TALEN a
été développé. 1l repose sur la fusion de protéines agissant comme un activateur de transcription
(TAL pour Tanscription Activating-Like), domaine de liaison a ’ADN, et d’un domaine de coupure
Fokl. Une étude récente montre que 1’utilisation de TALEN permet de cibler des modifications
génomiques avec une fréquence de 30% et d’atteindre des fréquences de ciblage génique de 4 a
14% dans des protoplastes de tabac (Zhang et al., 2012).
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Chez Saccharomyces cerevisiae et Physcomitrella patens, 1’obtention de fréquences élevées
de ciblage génique est li¢e a la linéarisation de la cassette de ciblage. On peut supposer que ce sont
les CDB aux extrémités qui sont alors prises en charge par des mécanismes de réparation de I’ADN.

II. 3. 5. Choix du mécanisme de réparation des CDB

Les cellules ont développé une panoplie de mécanismes de réparation des CDB (voir I11).
L’intégration d’'un ADN transformant dans un génome receveur se fait en utilisant les processus de
réparation des CDB. Il existe trois mécanismes majoritaires de réparation des CDB: Ia
recombinaison homologue (HR : Homologous Recombination), le raboutage des extrémités non
homologues (NHEJ : Non Homologous End Joining) et la réparation par micro-homologies (SSA :
Single Strand Annealing). Alors que certaines bactéries (comme Helicobacter pylori, Salmonella
enterica, Streptococcus pneumoniae) et certaines levures (principalement Saccharomyces
cerevisiae) privilégient 'utilisation de séquences homologues (voie HR) pour réparer les CDB
chromosomiques et intégrer un ADN exogeéne (Debowski et al., 2012), chez la majorité des
eucaryotes 1’intégration illégitime est privilégiée, qu’elle se fasse par micro-homologies (voie SSA)
ou religation des extrémités (voie NHEJ). La capacité de ciblage génique serait donc directement
liée au choix de la voie de réparation des CDB. Dans le chapitre suivant, je vais présenter les
mécanismes de réparation de I’ADN et plus particulierement ceux concernant la réparation des
CDB.

I11. Les mécanismes de réparation de I’ADN

Afin d’assurer I’intégrité du génome et sa transmission, il est indispensable pour la cellule
de disposer de mécanismes lui permettant de contrdler d’une part la stabilité du génome (réparation)
et d’autre part la plasticité du génome (variabilité génétique).

III. 1. Les dommages a I’ADN

L’ADN d’une cellule est continuellement exposé a une multitude de dommages endogenes
et exogenes. Parmi les agents endogenes, on peut citer les radicaux libres dérivés de I’oxygene ou
ROS (Reactive Oxygen Species), générés par le métabolisme cellulaire pouvant oxyder les bases de
I’ADN et causer des cassures, ainsi que les erreurs produites lors de la réplication de ’ADN suite a
une mauvaise incorporation de nucléotides. De plus, la recombinaison méiotique ainsi que la
recombinaison V(D)J des génes d’immunoglobulines générent également des cassures induites de
I’ADN, nécessaires pour assurer la ségrégation des chromosomes et la variabilit¢ génétique d’une
part, et augmenter la réponse immunitaire d’autre part. Les dommages exogenes peuvent étre causés
par des agents chimiques (produits chimiques industriels, médicaments utilisés en chimiothérapie)
et par des agents physiques (rayonnements ionisants et Ultra-Violets (UV)).

On estime le nombre de 1ésions de I’ADN entre 10° et 10° par cellule par jour (Hoeijmakers,

2009; Lord and Ashworth, 2012), ce qui représente chez un homme adulte sain de 10'® a 10"
évenements de réparation par jour (Freiberg et al., 2006). Ces 1ésions peuvent étre de différents
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types : des modifications de base (oxydations, alkylations), des cassures simple brin (CSB) et des
cassures double brin (CDB). Des Iésions non réparées peuvent interférer avec la réplication de
I’ADN ou la transcription, conduire a des mutations et des pathologies (notamment les cancers) ou a
la mort de la cellule (Ciccia and Elledge, 2010; Lord and Ashworth, 2012).

Afin d’assurer le maintien de ’intégrité du génome au cours du cycle cellulaire, des points
de contrdle, « G1/S » pour la transition vers la réplication et « G2/M » pour la transition vers la
mitose, permettent a la cellule de détecter les éventuels dommages. Ces contrdles qui permettent ou
non la poursuite du cycle cellulaire sont réalisés par des complexes Cycline/Cdk (cyclin-dependant
kinase). Il est donc crucial pour la cellule de réparer de fagon appropriée et efficace ces différentes
1ésions en utilisant plusieurs mécanismes adaptés (voir II1. 2).

II1. 2. La réponse aux dommages de I’ADN

Le systeme de réparation de I’ADN est un processus trés complexe qui fait intervenir un tres
grand nombre de génes : en 2011, 168 genes humains impliqués dans la réparation étaient identifiés
(Wood et al., 2011). Ces outils de réparation doivent étre trés finement contrdlés pour maintenir
I’intégrité du génome d’un individu : il faut réparer les 1ésions sans infliger d’autres dégats. Des
déficiences dans les voies de réparation peuvent avoir des conséquences préjudiciables pour un
organisme. Ainsi, chez I’homme, des mutations dans ces geénes affectent 1’homéostasie des
systémes nerveux et immuns et peuvent conduire a un vieillissement prématuré et a des
prédispositions a des cancers (Jackson and Bartek, 2009).

Face a la variété et a la fréquence des 1ésions de I’ADN, les cellules ont développé une
panoplie de mécanismes de réparation qui constituent la réponse aux dommages de I’ADN : la voie
MMR (MisMatch Repair), les voies NER/BER (Nucleotide Excision Repair/Base Excision Repair),
la voie NHEJ (Non-Homologous-End-Joining), la voie SSA (Single Strand Annealing) et la voie
HR (Homologous Recombination). La réponse aux dommages de I’ADN est une voie complexe de
transduction du signal qui a la capacité de détecter les Iésions de I’ADN et de transmettre cette
information a la cellule pour influer sur la réponse cellulaire a ces 1ésions, en permettant le
recrutement des facteurs appropriés au bon endroit et au bon moment. Cette réponse se fait en 3
étapes coordonnées : la détection de la I€sion par des protéines « capteursy, la signalisation qui fait
intervenir les médiateurs et les transducteurs de signal, et finalement la réponse proprement dite,
c’est-a-dire la réparation physique de la 1ésion par les protéines « effecteurs ». Parmi ces détecteurs
de dommages, on peut citer les ADN glycosylases, la PARP-1 (PolyADP ribose polymérase 1), le
complexe MRN (MRE11-RAD50-NBS1) nommé MRX (Mrel1-Rad50-Xrs2) chez la levure, les
kinases ATM (Tell chez la levure) et ATR (ou Mecl) ainsi que la protéine RPA (Replication
Protein A). La détection d’une lésion déclenche 1’accumulation de facteurs (les médiateurs) qui
vont permettre 1’arrét du cycle cellulaire, puis la réparation ou la mort cellulaire par les protéines
effectrices. Les kinases ATM/Tell et ATR/Mecl peuvent phosphoryler a la fois les médiateurs et
les effecteurs. Le facteur de transcription p53, surnommé « gardien du génome » joue un rdle
important dans le maintien de I’intégrité du génome : des mutations de p53 sont observées dans plus
de la moiti¢ des cancers humains. En effet, son activation permet d’une part de bloquer le cycle
cellulaire et d’autre part de déclencher 1’accumulation de facteurs de réparation ou d’apoptose.
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La nature des 1ésions de I’ADN conditionne la voie de réparation que la cellule va mettre en
place puisqu’elles mobilisent des protéines de détections spécifiques. On peut distinguer plusieurs
voies principales de réparation de ’ADN. Pour la réparation des modifications de bases et des
cassures simple brin (CSB), trois voies de réparations sont impliquées : la voie NER, la voie BER et
la voie MMR. Pour la réparation des cassures double brin (CDB), trois autres voies de réparations
sont impliquées : la voie NHEJ, la voie HR et la voie SSA.

La cassette de ciblage utilisée lorsque 1’on souhaite éliminer ou modifier un géne est un
fragment d’ADN linéaire qui porte deux CDB a ses extrémités. Lors de I’introduction de cette
cassette dans la cellule, ce sont donc les mécanismes de réparation des CDB qui sont impliqués
dans D’intégration de ce transgéne. Je développerai donc particuliecrement les mécanismes de
réparation des CDB.

III. 3. La réparation des cassures double brin (CDB)

Les cassures double brin sont produites par des agents génotoxiques exogenes
(rayonnements ionisants et agents mutagenes) mais aussi par des événements endogenes tels que le
blocage des fourches de réplication ou lors de processus biologiques générateurs de diversité,
comme la méiose et la recombinaison des geénes d’immunoglobuline. La cassure double-brin de
I’ADN est une Iésion particuliére qui se trouve au centre de 1’équilibre stabilité/variabilit¢ du
génome. Ces cassures constituent la forme la plus toxique des Iésions de I’ADN, puisqu’elles
peuvent provoquer la mort de la cellule si elles ne sont pas réparées et leur mauvaise réparation peut
engendrer une instabilité génomique ou des translocations. Pour empécher cela, les cellules ont
développé plusieurs mécanismes de réparation des CDB. Aprés détection d’une cassure double brin,
plusieurs mécanismes de réparation indépendants peuvent étre mis en ceuvre par la cellule : la voie
NHEJ classique (ou C-NHEJ), la voie NHEJ alternative (ou A-NHEJ), la voie SSA et la voie HR.
Pendant longtemps, on ne parlait que d’un seul type de NHEJ, appelé maintenant NHEJ classique,
qui est le mécanisme prédominant et qui est plutdt conservatif. Mais des études récentes ont mis en
évidence un autre type de NHEJ, le NHEJ alternatif qui lui, est mutagéne (Ma et al., 2003;
Guirouilh-Barbat et al., 2004; Mladenov and Iliakis, 2011). Le choix entre ces voies dépend de la
phase du cycle cellulaire et du recrutement des premiers facteurs sur la cassure.

II1. 3. 1. Le choix de la voie de réparation

Apres détection d’'une CDB, le choix entre les deux mécanismes majeurs de réparation (C-
NHEJ et HR) repose sur la phase du cycle cellulaire pendant laquelle s’est produite la CDB ainsi
que le traitement des extrémités de la cassure. Pour résumer, le NHEJ fonctionne tout au long du
cycle cellulaire mais il est favorisé en G1 et la HR est limitée a la fin de la phase S et a la phase G2,
apres réplication du génome lorsqu’une chromatide sceur est disponible pour servir de matrice de
réparation (Takata et al., 1998).

D’une part, ces deux mécanismes sont essentiels comme le suggere la 1étalité de certains
mutants KO d’une des deux voies (rad51 ou brca2 pour la HR et ligase IV ou xrcc4 pour le NHEJ)
chez certaines espéces comme la souris par exemple (Kass and Jasin, 2010). Par ailleurs, I’analyse
de double mutants affectant les deux voies, a mis en évidence la combinaison des voies HR et
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NHEJ chez la souris (doubles mutants rad54-ku80) ainsi que dans les cellules de poulet (double
mutants rad54-ku70). En effet, ces doubles mutants montrent un sévere défaut de réparation se
traduisant par une hyper-radiosensibilité par rapport aux simples mutants (Fukushima et al., 2001;
Couédel et al., 2004). D’autre part, il existe €¢galement une compétition entre les deux mécanismes,
puisque chez des mutants du NHEJ (mutants ku) de levure qui montrent une augmentation de la
résection des extrémités, on observe une augmentation de la HR et du SSA (Lee et al., 1998). De la
méme manicre, chez Neurospora crassa, on observe une augmentation de la HR (et de I’efficacité
de ciblage génique associée) chez des mutants ku70 ou ku80 (Ninomiya et al., 2004).

Le choix entre réparation par NHEJ ou par HR est régulé par les kinases dépendantes des
cyclines, les CDK, et donc influencé par le stade du cycle cellulaire. Chez la levure, I’activit¢ CDK
est nécessaire pour la résection des extrémités et donc pour la HR pendant la transition S/G2 (Aylon
and Kupiec, 2004; Ira et al., 2004). La fixation des protéines Ku70 et Ku80 sur I’ADN protégerait
ce dernier de la résection, favorisant le NHEJ. Et inversement, la résection des extrémités d’une
CDB empécherait la fixation des protéines Ku, favorisant la HR, le SSA ou le NHEJ alternatif
(Symington and Gautier, 2011). On peut noter que le stade de développement joue un réle dans ce
choix, en effet la HR est favorisée dans les cellules souches embryonnaires de souris alors que le
NHE] est favorisé chez les souris adultes (Essers et al., 2000).

III. 3. 2. La voie NHEJ (Non Homologous End Joining) classique

La voie NHEJ a longtemps été considérée comme mutagene mais serait en fait plutdt
conservative (Feldmann et al., 2000; Rass et al., 2009). Le mécanisme de NHEJ repose sur la
ligation directe des extrémités non homologues d’une CDB, pouvant étre source de délétions ou de
mutations autour de la cassure. C’est un mécanisme simple, rapidement mis en place par la cellule
mais qui est peut se révéler dans certains cas non fidele. Ce mécanisme a lieu tout au long du cycle
cellulaire mais il est particulierement favorisé en phase G1. Ce mécanisme qui ne nécessite pas de
résection des extrémités et qui dépend des protéines Ku et Lig4 est appelé NHEJ classique, ou C-
NHEJ. Les acteurs principaux du C-NHEJ sont les protéines Ku70 et Ku80, qui forment un
hétérodimere qui se fixe sur les extrémités d’'une CDB reconnues par le complexe MRX (Mrel1-
Rad50-Xrs2), et le complexe Ligase (Ligase4 et ses co-facteurs) qui permet le raboutage des
extrémités.

Le C-NHEJ est le mécanisme dominant de réparation chez les mammiféres et chez les
plantes, il est moins important chez la levure. Chez Saccharomyces cerevisiae, le complexe MRX
stimule la réaction de ligation par le complexe Ligase in vitro (Chen et al., 2001). Dans le C-NHEJ,
le complexe MRX aurait un role structural permettant de maintenir les deux extrémités proches
I’une de D'autre (Rass et al., 2012). Chez les eucaryotes, l’initiation du C-NHEJ est la
reconnaissance d’une CDB par le complexe hétérodimérique Ku70/Ku80 qui forme un anneau
asymétrique et qui assure la stabilisation des extrémités et empéche leur dégradation. Chez les
mammiferes, ce complexe se lie a la sous-unité catalytique de la protéine kinase dépendante de
I’ADN, la DNA-PKcs, lui conférant son activité kinase. Cette fixation conduit au recrutement du
complexe de ligation comprenant la Lig4/LigaselV et ses co-facteurs, Lifl/ XRCC4 et Lif2/XLF. Le
complexe Ku-Ligase peut recruter d’autres facteurs du C-NHEJ (des nucléases et des polymérases)
permettant de retraiter ces extrémités avant de les religuer. Il semblerait que le C-NHEJ fonctionne
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par plusieurs essais de ligation et traitement des extrémités. Le C-NHEJ est un mécanisme trés
dynamique qui permet la réparation rapide et plutdt conservative de la cassure double brin, avec
d’éventuelles délétions (Pardo et al., 2009; Ciccia and Elledge, 2010).

Il existe également un mécanisme de religation des extrémités indépendant des protéines Ku
et Lig4, le NHEJ alternatif (alt-NHEJ ou A-NHEJ).

III. 3. 3. La voie NHEJ alternative

Chez la levure, des événements rares de raboutage des extrémités indépendants des protéines
Ku ont mis en évidence une voie alternative de NHEJ (Ma et al., 2003). Chez les cellules de
mammiferes, des CDB sont raboutées méme lorsqu’il y a blocage de facteurs clés du NHEJ, comme
les protéines DNA-PKcs, KU70, KU80, LigaselV et XRCC4 (Guirouilh-Barbat et al., 2004;
Mladenov and Iliakis, 2011). Cela suggere 1’existence d’une voie alternative du NHEJ, le NHEJ
alternatif (A-NHEJ), qui est aussi appelée B-NHEJ pour Back-up NHEJ ou MMEJ pour
Microhomology Mediated End-Joining. Cette voie utiliserait la détection de CDB par la protéine
PARPI et le complexe MRX, qui permet la résection initiale des extrémités de la cassure. Alors que
ce complexe avait un rdle structural dans la voie C-NHEJ, il possede une activité nucléase dans les
voies A-NHEJ, SSA et HR. Dans la voie A-NHEJ, cette résection limitée permet de découvrir des
zones d’ADN complémentaires distantes de la cassure pouvant s’hybrider. Cette hybridation de
micro-homologies (5 a 25 nucléotides) est ensuite prise en charge par la ligase Lig3/LIGIII et la
proté¢ine XRCC1. La résolution de I’intermédiaire puis la ligation des extrémités conduisent
inévitablement a des délétions a la jonction, ce mécanisme est donc plus mutagéne que le C-NHEJ
(Cheng et al., 2011; Mladenov and Iliakis, 2011; Simsek et al., 2011). D’ailleurs, 1’analyse des
translocations observées dans différentes tumeurs montrent 1’utilisation de micro-homologies pour
la religation, suggérant que ces translocations ont été générées par A-NHEJ et non par C-NHEJ
(Stephens et al., 2009).

Chez les plantes, une voie de religation indépendante des protéines Ku et Lig4 a aussi été
mise en évidence et impliquerait AtLigl et AtXRCC1 (Waterworth et al., 2009, 2011; Charbonnel
etal., 2011).

L’implication de ces différentes voies dans ’apparition de mutations apres réparation de
cassure double brin reste encore a préciser, mais il semble maintenant clair que le C-NHEJ n’est pas
forcément non fidele.

III. 3. 4. La voie SSA

A la différence de la voie C-NHEJ qui ne nécessite pas de résection des extrémités et de la
voie A-NHEJ qui dépend d’une résection limitée, la voie SSA et la voie HR sont initiées par la
résection extensive des extrémités initialement traitées par le complexe MRX-Sae2. La résection
représentant un risque d’instabilité¢ génétique, elle est donc finement régulée. Elle est favorisée
pendant la phase S du cycle cellulaire, afin de permettre la recombinaison homologue nécessaire au
redémarrage des fourches de réplication bloquées, ainsi qu’en phase G2 lorsqu’une matrice
homologue est disponible.
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Cette résection se fait en 2 étapes successives apres perte des protéines Ku70-Ku80 aux
extrémités de la CDB. Des études génétiques chez Saccharomyces cerevisiae ont montré que la
résection initiale était assurée par le complexe MRX-Sae2, la dégradation 5°-3” étant réalisée par la
protéine Mrell et la protéine Sae2. Cela génére des extrémités simple brin, qui sont des substrats
pour I’hélicase Sgs1-Dna2 qui facilite la résection extensive par I’exonucléase Exol (Mimitou and
Symington, 2009, 2011). Cette résection et la formation d’une extrémité 3’ simple brin conduisent a
la fixation de la protéine RPA (Replication Protein A) qui permet de stabiliser ces extrémités. En
présence de séquences répétées d’ADN, I’hybridation des zones homologues va étre catalysée par le
médiateur de recombinaison Rad52 et son homologue Rad59 (Bai and Symington, 1996; Motycka
et al., 2004). La longueur de ces homologies (séquences répétées) doit étre de plus de 30 pb et la
réparation est plus efficace avec des longueurs de 200 a 400 pb (Sugawara et al., 2000). Cette
hybridation conduit au recrutement du complexe endonucléase structure spécifique Rad1-Rad10 qui
clive les queues simple brin non homologues . Ces endonucléases a structure spécifiques finalisent
la réparation d’une CDB en éliminant les séquences hétérologues entre ces s€quences répétées.

La voie SSA n’est donc pas une voie de réparation fidele mais elle est dirigée par
I’homologie.

Lorsque la cellule dispose d’une chromatide sceur (en phase S et en phase G2 du cycle
cellulaire), il y a formation du nucléofilament Rad51 qui permet I’invasion du brin et la
recombinaison homologue.

III. 3. 5. La voie HR

La recombinaison homologue consiste en 1’échange de séquences entre molécules d’ADN
homologues. Elle est importante pendant la mitose et la méiose. Au cours de la mitose, la
recombinaison homologue est initiée par les CDB fortuites provoquées par des agents exogénes ou
par le blocage des fourches de réplication. Elle permet la réparation sur la chromatide sceur ainsi
que le redémarrage de la réplication. La recombinaison homologue mitotique, qui repose sur
I’action de la recombinase Rad51, maintient la stabilit¢ génomique et prévient la tumorogenése
(Moynahan and Jasin, 2010). Lors de la méiose, la ségrégation correcte des chromosomes
homologues paternels et maternels en premiére division est assurée par la recombinaison
homologue, qui est initiée par la formation programmée de CDB catalysées par la topoisomérase
SPOI11 (Bergerat et al.,, 1997). La recombinaison homologue permet en effet d’établir un lien
physique (appelé crossing-over) entre deux chromosomes homologues (appelés aussi bivalents).
Elle permet également I’échange d’information entre les all¢les paternels et maternels d’un
individu, assurant la diversité génétique de la descendance. A la différence de la mitose, deux
recombinases sont présentes en méiose chez la plupart des eucaryotes : Rad51 et Dmcl.

Beaucoup de génes de la voie HR ont ¢été¢ identifiés par 1’isolement de mutants de levure
hypersensibles aux agents mutagénes causant des CDB et montrant une défaillance a produire des
gameétes viables. Ces génes sont connus sous le nom de génes du groupe d’épistasie de RADS52 :
RADS50, RADS51, RAD52, RAD54, RADS55, RAD57, RAD59, RDH54, MRE11 et XRS2 (Symington,
2002; San Filippo et al., 2008). Le mutant rad52 a été le premier mutant isolé et montre le
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phénotype le plus marqué parmi ce groupe de mutants, méme lorsqu’ils sont combinés dans des
double mutants (Schiestl et al., 1994).

La réparation par HR se fait en 3 étapes : la résection des extrémités 5°, I’invasion d’une
CDB par le simple brin pour former un hétéroduplex, et finalement la résolution des intermédiaires
générés. La premiére étape de résection qui est commune avec la voie SSA a été décrite dans le
paragraphe précédent. Apres fixation du complexe MRX (Mrel 1-Rad50-Xrs2) sur les extrémités de
la cassure et leur résection, les extrémités simple brin sont traitées par 1’exonucléase Exol ou le
complexe Sgsl-Dna2. Le recrutement de la protéine RPA stabilise les extrémités simple brin et
permet, lorsqu’une chromatide sceur est disponible, en phase S ou G2 du cycle cellulaire, le
chargement de la recombinase Rad51 sur I’ADN au site de la cassure. La polymérisation de Rad51
sur ’ADN simple brin conduit a la formation du nucléofilament ou filament présynaptique de
recombinaison. Ce dernier est stabilisé par les médiateurs de recombinaison (Rad52, Rad54 et
Rad55-Rad57) et il stimule I’invasion de brin et la recherche d’homologie conduisant a la formation
d’une boucle. Cette boucle peut étre rapidement résolue apres synthese d’ADN par retour du brin
envahissant, produisant des non crossing-over (modele SDSA pour Synthesis Dependant Strand
Annealing). Lorsque cette boucle est stabilisée par la capture d’une seconde extrémité conduisant a
la formation d’une double jonction de Holliday, des endonucléases particuliéres, les résolvases,
permettront la résolution de ces jonctions produisant soit un crossing-over soit un non crossing-over
en fonction de la combinaison des coupures (modele DSBR pour Double Strand Break Repair)
(Chapman et al., 2012).

La recombinaison homologue est un mécanisme fidele si la matrice utilisée est identique a la
copie originale. En effet, lorsque la réparation se fait sur la chromatide sceur, elle est génétiquement
silencieuse car la matrice est identique. Ce mécanisme est indispensable pour assurer la stabilité du
génome mais il doit étre contrdlé car il peut se révéler délétére. Ainsi, si la matrice est le
chromosome homologue (cellule diploide), la réparation peut conduire a une perte d’hétérozygotie
des marqueurs parentaux qui peut étre délétere (Moynahan and Jasin, 2010). Un exces de
recombinaison homologue peut également conduire a une instabilité génomique comme des
mutations locales, des réarrangements chromosomiques pouvant entrainer I’amplification ou la
délétion de genes (Stankiewicz and Lupski, 2002). Les processus de la voie HR sont contrdlés
temporellement par les régulateurs du cycle cellulaire, les kinases cycline-dépendantes ou CDK (Ira
et al., 2004). Ce mécanisme est donc tres régulé et implique un grand nombre de facteurs. Parmi ces
facteurs, on trouve non seulement les protéines codées par les génes du groupe d’épistasie de
RADS5?2 (Krogh and Symington, 2004) mais également des ADN polymérases pour la synthése
d’ADN, des nucléases pour la résection (comme Exol, Sae2), des hélicases pour dérouler la double
hélice d’ADN (comme Sgsl, Srs2, Dna2), des topo-isomérases pour relacher les contraintes de
torsion de I’ADN, des résolvases pour cliver les jonctions de Holliday (Mus81, SIx1-Slx4) ainsi que
des ligases.

I11. 4. Les protéines de réparation des CDB chez Physcomitrella patens

Par homologie de séquences avec les protéines de levure ou d’origine humaine, un certain
nombre d’orthologues a pu étre identifi€¢ parmi les protéines prédites chez Physcomitrella patens.
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En ce qui concerne la voie NHEJ, les protéines KU70, KU80 et Ligase IV
sont présentes chez la mousse. Pour la voie SSA, les protéines RAD1 et RAD10 sont également
retrouvées, et en ce qui concerne la voie HR, les protéines du complexe MRX (MRE11, RADS5O0 et
XRS2), ainsi que les protéines RADS51, RAD52, RAD54, RADS51B, RADS1C, RADS1D et XRCC2
sont présentes chez Physcomitrella patens. Les hélicases SGS1 et SRS2 ainsi que les résolvases
MUSS1, SLX, SLX4 et GENlsont également conservées chez la mousse.

III. 5. Les mécanismes impliqués dans le ciblage génique

Afin d’expliquer les mécanismes d’intégration d’une cassette de ciblage au locus homologue
dans le génome receveur, deux modeles ont été proposés selon qu’il y ait invasion d’un brin ou des
deux brins de la cassette.

Chez Saccharomyces cerevisiae, 1’analyse moléculaire des cellules filles produites par
division des transformants a montré la présence des polymorphismes apportés par I’ADN de
ciblage) dans toutes les cellules possédant le marqueur de sélection. Dans la cellule parentale, ces
polymorphismes étaient donc présents sur les deux brins (en frans), ce qui correspond a deux
événements de recombinaison homologue, et non sur le méme brin. Cela conduit au remplacement
du géne ciblé par le marqueur de sélection. Ce modele correspond a celui qui avait été proposé dans
une lignée cellulaire cancéreuse de souris (Li and Read, 2001; Langston and Symington, 2004). Ces
résultats montrent que chez Saccharomyces cerevisiae, le ciblage génique est initié par deux
invasions de brins indépendantes.

Chez Saccharomyces cerevisiae, la totalité des éveénements ciblés résulte d’une double
recombinaison homologue entre les deux extrémités de la cassette de ciblage et les deux locus
génomiques , conduisant a des remplacements de geéne par le marqueur de sélection (ou TGR pour
Targeted Gene Replacement).

Chez Physcomitrella patens, on retrouve les mémes remplacements de geéne résultant de
deux évenements de HR, mais on observe également un autre type d’éveénements ciblés : les
insertions ciblées (TI pour Targeted Insertion). Ces insertions ciblées sont le résultat de 1’intégration
a une extrémité du locus ciblé par recombinaison homologue accompagné, a I’autre extrémité, de ce
qui apparait comme un événement d’intégration de type non homologue. Dans ce cas, il y a
remplacement d’une partie du géne « abc » par le marqueur de sélection et conservation du géne
«a’be», «a’ » représentant la région « a » plus ou moins tronquée. Si la recombinaison a lieu en 3°,
on parle alors d’insertion ciblée 3° (Kamisugi et al., 2006). Le mécanisme aboutissant a ces TI n’est
toujours pas complétement €élucidé.

IV. La protéine RAD51, un element clé de la Recombinaison Homologue

La recombinaison homologue est donc au centre des mécanismes impliqués dans le ciblage
génique. Au cours de mon projet, je me suis intéressée a la protéine RADS1 qui par son activité
recombinase permet 1’échange de brin entre deux molécules d’ADN et qui est donc un facteur
essentiel pour le ciblage génique.
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Chez Escherichia coli, la protéine RecA est 1’élément central de la recombinaison
homologue. Son activité de liaison a I’ADN simple brin (ADN sb) en présence d’ATP permet la
formation d’un nucléofilament hélicoidal essentiel pour la réparation et la recombinaison (Roberts
et al., 1978; Kowalczykowski et al., 1994; Shinohara and Ogawa, 1999). Chez les eucaryotes,
plusieurs geénes RecA-like ont été identifiés : RADS51, DMCI et les paralogues de RADS5I. Deux
protéines sont impliquées dans 1’invasion de brin nécessaire au mécanisme de recombinaison
homologue : ce sont les recombinases RADS51 et DMCI. La protéine RADS1 est exprimée a la fois
en mitose et en méiose alors que la protéine DMCI1 n’est exprimée qu’en méiose (Masson and
West, 2001). Les paralogues de Rad51, les protéines Rad55 et Rad57 chez Saccharomyces
cerevisiae, ou les protéines RAD51B, RADS5SIC, RADSID, XRCC2 et XRCC3 chez les
mammiferes, ne possédent pas d’activité recombinase malgré leur similarité protéique avec Rad51
(Johnson and Symington, 1995; Sung, 1997).

Orthologue de la protéine RecA, la recombinase RADS51 est un facteur clé de la
recombinaison homologue somatique chez les eucaryotes, elle est donc au centre des mécanismes
de ciblage génique. Les protéines RADS1 et RecA, sont des protéines trés conservées des bactéries
a 'homme. Chez Physcomitrella patens, il existe deux génes RADS51 (PpRADS51-1 et PpRADS51-2)
dont les protéines partagent 96% d’identité (Ayora et al., 2002). Les protéines RADS51 de mousse
partagent une identité¢ de 50% avec la protéine Rad51 de Saccharomyces cerevisiae et de 76% avec
la protéine RADS1 d’Arabidopsis thaliana.

IV. 1. Structure et domaines

Les protéines RADS51 possedent des domaines fonctionnels conservés caractéristiques de
I’activité recombinase. Afin de catalyser I’appariement homologue et 1’invasion de brin, les
protéines RADS51 possedent une activit¢ ATPase dépendante de I’ADN, une affinité pour I’ADN
simple brin et la capacité a se polymériser dans le sens 5’-3” le long du brin. Ainsi, des domaines de
fixation a I’ADN et a I’ATP sont présents dans ces protéines, ce sont les domaines Walker A et
Walker B (en vert). Les protéines RADS1 possedent également des interfaces de multimérisation
(en gris) et plusieurs sites de phosphorylation (étoiles rouges et noires) qui ont été identifiés sur la
protéine Rad51 humaine et dont la plupart sont conservés chez Physcomitrella patens et
Arabidopsis thaliana. La thréonine T13 et la sérine S14 sont phosphorylées en réponse aux
dommages de I’ADN et facilite le recrutement de Rad51 a la cassure (Yata et al., 2012), la
phosphorylation de la tyrosine Y54 est impliquée dans la régulation de la fixation sur ’ADN simple
brin (Popova et al., 2009). Chez Saccharomyces cerevisiae, la phosphorylation de la sérine S192
(S137 chez la mousse) par Mecl est nécessaire pour les activités ATPase et de liaison a I’ADN
(Flott et al., 2011) et trois résidus conservés (R188, K361 et K371, en rouge) ont été identifiés
comme essentiels pour 1’invasion de brin en mitose, mais non requis en méiose (Cloud et al., 2012).

IV. 2. Régulation de RADS1

Les cellules possédent un ensemble de mécanismes régulateurs qui leur permettent de
maintenir I’intégrité de leur génome et de s’assurer que la HR se déroule au bon moment, au bon
endroit et de facon correcte. Certains de ces mécanismes concernent directement le nucléofilament
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Rad51, comme les phosphorylations précédemment décrites ainsi que 1’ubiquitination entrainant sa
dégradation par le protéasome (Daboussi et al., 2002). D’autres mécanismes font intervenir des
régulateurs positifs, comme les médiateurs de la recombinaison, ou des régulateurs négatifs de
recombinaison (Krejci et al., 2012).

La protéine RADS]1 est donc régulée par plusieurs autres protéines. Chez Escherichia coli, la
protéine SSB (Single Strand DNA Binding) se fixe a I’ADN sb pour stabiliser ses extrémités et
empécher la reformation de la double hélice (Shereda et al., 2008). L’orthologue de SSB chez les
eucaryotes est la protéine RPA (Replication Protein A). C’est une protéine nucléaire abondante qui
se lie a ’ADN sb, et empéche ainsi la fixation de RADS51. Mais elle est également capable de
supprimer la structure secondaire de I’ADN double brin (db), favorisant ainsi la HR. RPA peut donc
stimuler ou inhiber I’assemblage du nucléofilament (Krejci et al., 2012).

Les protéines Rad52 et Rad54 facilitent 1’assemblage du filament présynaptique de
recombinaison en déplacant la protéine RPA sur le brin d’ADN (Sung, 1997; Symington, 2002;
Mazin et al, 2010). En s’associant avec Rad51, la protéine Rad52 permet également son
recrutement au site de CDB chez la levure. Ce sont des médiateurs de recombinaison. De plus, chez
les mammiferes et les plantes le suppresseur de tumeur BRCA2 permet le chargement de RADS51
(Pellegrini et al., 2002; Siaud et al., 2004). Chez I’homme, la protéine HsRad52 permet de favoriser
I’activité d’autres médiateurs de recombinaison comme BRCA?2 ou les complexes des paralogues de
RADS51, comme le complexe BCDX2 (pour RAD5S1B/RADS1C/RADS1D/XRCC2), et le complexe
CX3 (pour RAD51C/XRCC3) (Masson et al., 2001a, 2001b; Lazaro-trueba et al., 2006; Liu et al.,
2007; Klein, 2008).

Il existe également des régulateurs négatifs comme les hélicases Mphl et Sgsl, et plus
récemment, I’hélicase Srs2, qui a ét¢ impliquée dans le démantelement du filament présynaptique
Rad51 chez la levure (Langston and Symington, 2005; Krejci et al., 2012).

De la méme fagon que pour RADS1, des modifications post-traductionnelles concernent les
régulateurs de RADS1. Par exemple, la phosphorylation et la sumoylation de RAD52 et RAD54
permettent de réguler leur interaction avec RADS51 (Krejci et al., 2012).

IV. 3. Mutants rad51

Chez certaines especes, I’inactivation du gene RADS5I est viable, comme chez
Saccharomyces cerevisiae (Game and Mortimer, 1974), les champignons filamenteux Aspergillus
nidulans (Seong et al., 1997) et Neurospora crassa (Ninomiya et al., 2004), la drosophile (Staeva-
Vieira et al., 2003), le nématode (Rinaldo et al., 2002). C’est le cas également chez les plantes
Arabidopsis thaliana (Li et al., 2004), le mais (Pawlowski et al., 2003), et Physcomitrella patens
(Markmann-Mulisch et al., 2007; Schaefer et al., 2010). Par contre, chez la souris (Tsuzuki et al.,
1996) et dans les cellules DT40 de poulet (Sonoda et al., 1998), la délétion rad51 n’est pas viable.

Les souris KO rad51 stoppent leur développement embryonnaire précocement, ce qui
montre I’importance de la HR lors du développement (Tsuzuki et al., 1996). La délétion rad51 est
létale chez les cellules DT40, mais son inactivation conditionnelle a permis de montrer que
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I’absence de RADS51 provoquait I’accumulation des cellules en phase G2/M, I"augmentation des
aberrations chromosomiques et du taux de mort cellulaire (Sonoda et al., 1998). Cela montre
I’importance de la HR au cours du cycle cellulaire, de la prolifération et du développement ainsi
que dans la maintenance des chromosomes et la réparation des CDB.

Chez Saccharomyces cerevisiae, le mutant rad51 a été isolé sur des critéres d’hyper-
sensibilité¢ aux radiations et de réduction de la recombinaison mitotique et méiotique (Game and
Mortimer, 1974). La sensibilité de ce mutant a plusieurs agents chimiques (bléomycine, cisplatine et
MMS) a été démontrée (Abe et al., 1994). De plus, la recombinaison est affectée et I’accumulation
des CDB en méiose diminue fortement la sporulation de ce mutant et la viabilité des spores est tres
faible.

Chez Arabidopsis thaliana, le mutant Atrad51 ne présente pas de phénotype somatique,
mais montre une hypersensibilité aux agents génotoxiques. Par contre, le mutant montre un sévere
défaut méiotique, et en conséquence ne produit pas de graines (Li et al., 2004). Cette stérilité
s’explique par 1’absence de réparation des cassures méiotiques, ce qui se traduit par la
fragmentation des chromosomes. De fagon comparable, chez le mais, qui posséde deux genes
RADS51, le double mutant rad51 présente un développement végétatif normal mais un défaut
méiotique conduisant a une stérilit¢ male (Li et al., 2007). Chez ces deux plantes, la protéine
RADSI1 est essentielle en méiose mais ne I’est pas en mitose.

Chez Physcomitrella patens, 1’inactivation des 2 génes PpRADS51 conduisant a la perte de
fonction RADSI, affecte le développement végétatif, augmente la sensibilité aux agents
génotoxiques inducteurs de CDB (rayonnements y et bléomycine) et engendre la stérilité chez le
double mutant. De plus, cette perte de fonction RADS51 stimule les mutations spontanées
(phénotype « mutator »), abolit le ciblage génique et augmente le taux d’intégrations aléatoires
(Markmann-Mulisch et al., 2007; Schaefer et al., 2010). Cela montre le réle de PpRADS1 dans le
développement et dans la réparation de I’ADN, et du point de vue du ciblage génique, le role de
cette protéine dans le contrdle de la balance entre intégrations ciblées et intégrations aléatoires.

De plus, la fonction des protéines PpRADS1 dans le ciblage génique ne peut pas étre
complémentée par la protéine AtRADS1 d’Arabidopsis thaliana, malgré une forte identité
protéique, de l'ordre de 76% sur la protéine entiére et atteignant 90% dans les domaines
fonctionnels. Alors que la protéine PpRADS51-1 complémente le défaut méiotique du mutant
Atrad51 (collaboration avec M-P. Doutriaux). Ces résultats suggérent que les protéines RADS1 de
Physcomitrella patens possédent des caractéristiques spécifiques essentielles au ciblage génique,
qui pourraient expliquer la plus grande capacité de la mousse pour le ciblage génique par rapport
aux plantes supérieures.

Apres I’invasion de ’ADN transformant au locus ciblé du génome receveur générée par la
recombinase RADS1 et ses partenaires, une autre étape importante pour le ciblage génique est la
résolution des molécules de jonctions ainsi créées qui implique notamment des endonucléases
particulieres.
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V. Le complexe RAD1-RAD10

La résolution des molécules de jonction issues de la voie HR ainsi que les queues 3’
sortantes issues de la voie SSA nécessitent 1’intervention d’endonucléases spécifiques pour traiter
ces intermédiaires (Ciccia et al., 2008). Parmi ces endonucléases, le complexe Rad1-Rad10 montre
un intérét particulier : il est impliqué a la fois dans la voie HR et dans la voie SSA, et il semble étre
impliqué dans le ciblage génique chez la levure et dans les cellules de mammiféres (Prado and
Aguilera, 1995; Niedernhofer et al., 2001).

Le complexe Rad1-Rad10 est un hétéro-dimere composé de deux sous unités, Radl (ou XPF
chez les mammiferes) et Rad10 (ou ERCCI1). Ce complexe est une endonucléase qui reconnait
spécifiquement des structures particulieres de I’ADN.

Il existe plusieurs nucléases de ce type : Rad1-Rad10 (ou XPF-ERCC1), Mus81-Mms4 (ou
MUSS81-EME1), SIx1-SIx4 (ou SLX1 —SLX4) et Yenl (ou GEN1). Ces nucléases reconnaissent de
facon sélective plusieurs types d’intermédiaires de jonction. Ces structures peuvent résulter de la
formation et de la migration de la boucle dans la voie HR, comme les jonctions de Holliday (cadres
rouges), ainsi que de ’appariement de séquences répétées dans la voie SSA produisant des queues
3’ sortantes (cadre vert). Ces nucléases reconnaissent également les fourches de réplication (cadres

bleus) ou encore les modifications de nucléotides (cadre noir) avant la réparation par la voie NER
(Ciccia et al., 2008; Ip et al., 2008; Schwartz and Heyer, 2011).

V. 1. Structure des protéines

Les protéines RADI et RAD10 sont trés conservées de la levure a ’homme. La protéine
RADI1 est la sous-unité catalytique du complexe, elle posséde un domaine nucléase ERCC4 (pour
Excison Repair Cross Complementation group 4) fonctionnel et un domaine DEAH (hélicase)
inactif. La protéine RAD10 est la sous-unité non catalytique, elle ne posséde qu’un domaine
ERCC4 inactif (Ciccia et al., 2008; Schwartz and Heyer, 2011). Le domaine ERCC4 de RADI1
confere l’activité de clivage spécifique des structures branchées apres association avec RAD10
(Gaillard and Wood, 2001). L hétérodimérisation est requise pour la stabilisation des deux protéines
et pour I’activité nucléase chez la levure comme chez les mammiféres (Schiestl, 1988; Schiestl and
Prakash, 1990; Sijbers et al., 1996).

V. 2. Role dans la réparation de cassure simple brin (CSB)

Le role du complexe Rad1-Rad10 a tout d’abord été établi dans la voie de réparation des
CSB, c’est une des deux endonucléases essentielles pour 1’étape de double incision de la réparation
par la voie NER. Chez la levure, le complexe Rad1-Rad10 permet I’incision de ’ADN en 5’ de la
l1ésion et I’autre endonucléase Rad2 permet I’excision en 3’ de la Iésion (Guzder et al., 1995, 1996).
Ce mécanisme permet de retirer du génome plusieurs types de lésions CSB induites par les
rayonnements U.V et certains agents chimiques (Gaillard and Wood, 2001). Chez I’homme, des
défauts de la voie NER causent la maladie Xeroderma pigmentosum (XP), caractérisée par une forte
photosensibilité ainsi qu’une une trés forte augmentation de la prédisposition aux cancers de la peau
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et des yeux (Gregg et al., 2011). L’étude de souris KO pour le gene ERCCI (ERCCI-/-), homologue
de RAD10, a permis de montrer I’implication de ce complexe dans d’autres voies de réparation de
I’ADN. En effet, ces souris KO ont un retard de croissance, une mort précoce et des anomalies du

foie et des reins ne pouvant pas étre attribués a la voie NER seule (McWhir et al., 1993; Weeda et
al., 1997).

V. 3. Role dans la réparation de cassure double brin (CDB) : les voies SSA et HR

Chez la levure, le complexe Radl-Rad10 est également impliqué dans la recombinaison
mitotique (Schiestl, 1988; Schiestl and Prakash, 1990), dans la réparation de CDB (Fishman-Lobell
et al., 1992; Ivanov et al., 1996) et plus particulierement dans le ciblage génique (Prado and
Aguilera, 1995). Dans les cellules de mammiferes, le complexe XPF-ERCC1 est indispensable pour
le ciblage génique (Niedernhofer et al., 2001). Ce complexe pourrait donc étre impliqué dans la
résolution d’intermédiaires de recombinaison lors du ciblage génique. Il est a noter que chez la
drosophile la protéine Mei9, orthologue de Radl, est impliquée dans les crossing-over méiotiques
(Sekelsky et al., 1995).

L’endonucléase Rad1-Rad10 est nécessaire pour éliminer les séquences non-homologues
libres générées lors de la réparation par la voie SSA. Le complexe Rad1-Rad10 permet I’excision de
ces queues 3’ apres appariement des séquences répétées (Lyndaker and Alani, 2009). Les protéines
Msh2 et Msh3 de la voie de réparation des mésappariements (MMR) semblent impliquées dans la
stabilisation des régions hybridées (Fishman-Lobell et al., 1992).

De plus, les protéines RADI et RAD10 sont impliqués dans I’intégration d’une cassette de
ciblage chez la levure et dans les cellules ES de souris. En effet, les mutants de levure radl et msh?2
sont trés affectés pour le ciblage génique, montrant que les complexes Radl1-Rad10 et Msh2-Msh3
favorisent le ciblage génique en stimulant 1’invasion par les deux extrémités et donc la voie HR
(Langston and Symington, 2005). Chez la levure, le complexe Rad1-Rad10 serait particulierement
impliqué dans la gestion de I’hétérologie, qui est présente dans le ciblage génique lorsqu’on
introduit un marqueur de sélection. Dans les cellules ES de souris, le complexe XPF-ERCCI1 est
indispensable pour le ciblage génique (Niedernhofer et al., 2001).

Lors du ciblage génique, plusieurs mécanismes de résolution sont possibles pour
I’intégration de la cassette de ciblage chez Saccharomyces cerevisiae (Langston and Symington,
2005). Dans le premier modéle, s’il y a invasion des deux extrémités de la cassette, I’intégration
homologue de celle-ci se fait par la voie HR. Dans le second modele, 1’intégration homologue d’une
seule extrémité impliquerait un mécanisme similaire a la voie SSA.

Dans le premier modele, 1’invasion des deux extrémités de la cassette conduit a la formation
de deux boucles, chacune constituée d’un hétéroduplex d’ADN. Apres expansion des boucles par
migration de I’embranchement et réplication jusqu’a la jonction homologie/hétérologie, le clivage
au niveau de ces jonctions est nécessaire pour permettre le ciblage (Niedernhofer et al., 2001).
Chaque brin du locus génomique doit étre clivé au niveau de cette jonction ADN db/ADN sb qui
représente un substrat pour I’endonucléase Radl-Radl0. Cette incision rend possible
I’isomérisation de la molécule et finalement le remplacement de gene. Si le brin non envahissant
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s’apparie dans la boucle, il y a formation d’une double jonction de Holliday qui est une structure
reconnue et prise en charge par des résolvases (fleches blanches). La coupure par Rad1-Rad10 peut
alors accompagner les coupures des résolvases (Mus81-Mms4, Yenl ou Slx1-SIx4) pour éliminer
les structures sortantes générées apres résolution, afin de permettre la religation.

Dans le second modéle, I’intégration homologue d’une seule extrémité de la cassette de
ciblage dans le chromosome crée deux fragments avec des séquences répétées directes de 1’autre
coté du marqueur de sélection. Aprés résection des extrémités homologues 5°, la réparation peut se
faire par un mécanisme similaire au SSA sur une des régions d’homologies (représentées par « D »
et « F ») interrompues par une zone d’hétérologie (« E » représentant le marqueur de sélection).
Cette réparation peut alors former une structure de type queue 3’ nécessitant la nucléase Radl-
Rad10 pour sa résolution, conduisant a I’élimination de la séquence génomique « G » et son
remplacement par le marqueur de sélection « E ».

Le complexe Radl-Radl0 pourrait donc étre impliqué dans le ciblage génique chez
Physcomitrella patens, que ce soit dans le cadre de la voie SSA ou de la voie HR.

Pour cette raison et afin de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans le ciblage
génique, je me suis également intéressée dans le cadre de mon projet, au role que pouvait avoir ce
complexe Rad1-Rad10 dans le ciblage génique chez Physcomitrella patens, qui fait intervenir non
seulement la recombinaison homologue mais également une voie apparemment non-homologue de
réparation (voir III. 7). En effet, chez Physcomitrella patens, il existe deux types d’intégrations
ciblées, d’une part les remplacements de gene (ou TGR) qui résultent de deux éveénements de HR et
d’autre part les insertions ciblées (ou TI) qui résultent d’un événement de HR accompagné d’un
évenement de recombinaison qui apparait comme non-homologue.

V1. Projet de recherche: Etude des mécanismes de réparation de I’ADN

impliqués dans le ciblage génique chez Physcomitrella patens

Afin d’améliorer la compréhension des mécanismes impliqués dans le ciblage génique chez
Physcomitrella patens, mon projet de recherche s’articule autour de deux questions et repose sur
deux approches Le chapitre 3 sera consacré aux résultats obtenus dans le cadre de ce projet, il sera
constitué de deux parties.

Partie I : Quels sont les domaines protéiques de PpPRAD51 impliquées dans le ciblage
génique ?

Malgré une forte identité, les protéines RADS1 d’Arabidopsis thaliana et de Physcomitrella
patens ne posseédent pas les mémes activités. En effet, la protéine AtRADS1 ne permet pas de
rétablir le ciblage génique en absence des protéines PpRADS1. Ceci permet de mettre en ceuvre une
approche comparative entre une espece végétale trés peu compétente pour le ciblage génique,
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Arabidopsis thaliana, et une espéce végétale trés compétente pour le ciblage génique,
Physcomitrella patens.

L’approche choisie pour identifier le ou les domaines protéiques essentiels au ciblage est
I’analyse fonctionnelle de protéines chimériques entre Arabidopsis thaliana et Physcomitrella
patens.

Partie Il : Quel est le role de RAD1-RAD10 dans les mécanismes d’intégration lors du
ciblage?

Le complexe RAD1-RAD10 semble impliqué dans le ciblage génique chez la levure et dans
les cellules animales, et plus précisément dans la résolution d’intermédiaires de recombinaison. On
peut s’interroger sur I’implication de ce complexe chez la mousse Physcomitrella patens.

L’analyse de mutants Ppradl, Ppradl( et Ppradl/Ppradl(, en utilisant différentes cassettes
de ciblage, soit avec hétérologie (cassette avec marqueur de sélection) soit sans hétérologie (cassette
sans marqueur de sélection), devrait permettre d’apporter des indications concernant 1’implication et
le rdle de ce complexe dans le ciblage génique chez Physcomitrella patens.
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