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Etude du réle de MEIOB et SPATA22, protéines essentielles a la recombinaison

meiotique

Conservé chez les eucaryotes, la recombinaison homologue est essentielle a
la formation des cross-overs indispensables a I'appariement et a la ségréegation des
chromosomes au cours de la méiose. La recombinaison méiotique est réegulée par
I'action combinée de facteurs ubiquitaires et meiotiques spécifiques. SPATAZ2 et son
partenaire MEIOB, tous deux méiotiques spécifiques, sont essentielles a la
reparation des cassures doubles brins (CDB) de 'ADN au cours de la recombinaison
meiotique. lIs interagissent avec RPA, le complexe ubiquitaire majeur de liaison a
I'ADN simple brin, dans la progression et spécialisation de la recombinaison en
meiose. lIs s'expriment aussi anormalement dans certains cancers chez 'Homme et
sont ainsi désignés génes Cancer Testis Antigens (CTA).

D’'une part, nous avons cherché a spécifier le role de SPATAZ2Z a travers
I'étude d'un nouveau mutant ponctuel (shani) de SpataZ2 chez la souns. Le mutant
shani arbore un phénotype similaire aux souris nulles Spata.?f‘ ou Meiob™ - la
reparation incompléte des CDBs induit un armrét des cellules germinales en prophase
| induisant de I'apoptose et |la sterilité. La mutation shani se situe sur un exon codant
de SpataZ2?2 et aboutit a I'épissage incorrect du transcrit et une absence de détection
protéique. Nous proposons que la mutation shani altére une séguence éxonique
activatrice de l'épissage, un ESE (Exonic Splicing Enhancer), du transcrit de
SpataZ2. A notre connaissance, il s'agit de la premiére description d'un élement ESE
d'un géne méiotique murin.

D’autre part, nous avons cherché a déterminer l'influence potentielle de
I'expression ectopique de MEIOB et SPATA2Z dans les cancers. A pariir des
données transcriptomiques en libre accés, nous avons pu observer que certaines
tumeurs et lignées cellulaires expriment conjointement MEIOB et SPATAZ2Z2
suggérant une possible fonctionnalité du complexe. Nos données préliminaires
indiquent que MEIOB et SPATA22 semblent impacter la reprise de prolifération des
cellules qui les expriment transitoirement. Des lignées cellulaires stables inductibles
pour I'expression de MEIOB et SPATAZ22 sont en cours de réalisation afin d'étudier
par la suite la survie/prolifération, la réparation de 'ADN et l'instabilité génétique en
présence de MEIOB et SPATAZ22 dans ce contexie.

Mots clés : SPATAZ22, MEIOB, recombinaison homologue, méiose, cancer



Roles of MEIOB and SPATA22, two essential proteins for meiotic
recombination

Conserved among eukaryotes, homologous recombination is essential for the
formation of cross-overs that are mandatory for pairing and chromosomes
segregation during meiosis. Meiotic recombination is regulated by the combined
action of ubiguitous and meiotic specific factors. SPATAZ22 and its meiotic-specific
partner MEIOB are essential for the repair of DNA double strand breaks (DSB) during
meiotic recombination. They interact with RPA, the major ubiquitous single-stranded
DNA binding complex, in the progression and specialization of meiotic recombination.
They are also expressed ectopically in some human cancers and are thus referred as
Cancer Testis Antigens (CTA).

First, we sought to specify the role of SPATAZ22 through the study of a novel
point mutant (shani) of Spata2? in mice. shani mutant mice phenocopy Spata22-null
and Meiob-null mice: unrepaired DSBs lead to meiotic prophase arrest, apoptosis
and stenlity. The shani mutation lies within a Spata2? coding exon and leads to
incorrect splicing of Spata22 mRNA resulting in no detectable protein. We propose
that the shani mutation alters an exonic splicing enhancer element (ESE) within the
SpataZ?2 transcript. To our knowledge, this is the first description of an ESE element

in a meiotic murine gene.

Then, we sought to determine the putative role of the ectopic expression of
MEIOB and SPATAZ22 in some cancers. We analysed open access transcriptomic
data and observed that MEIOB and SPATAZ22 are co-expressed in some tumors and
cancer cell lines, suggesting a potential functionality of MEIOB-SPATAZ22. Our
preliminary results suggest that MEIOB and SPATAZ2Z modify cell proliferation when
expressed transiently. We are developing stable inducible cell lines for the
expression of MEIOB and SPATAZ22 in order to further study cell proliferation, DNA
repair and genetic instability.

Keywords: SPATA22, MEIOB, homologous recombination, meiosis, cancer
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Avant-propos

Dans les cellules eucaryotes, |la recombinaison homologue (RH) est un des
mecanismes essentiels de réparation de 'ADN qui prévient I'apparition de mutations
et participe au maintien de la stabilité génomique. La recombinaison homologue est
aussi essentielle en méiose lors de I'établissement des cellules sexuelles. La
recombinaison méiotique est assurée par I'action commune de facteurs ubiguitaires
et de facteurs spécifiqgues de la méiose. La découverte et la description des
fonctionnalités de ces facteurs méiotiques chez divers organismes ont fortement
contribuées a caractériser la spécialisation de la RH en méiose. L'étude des acteurs
de la recombinaison méiotique a aussi fortement contribué a déterminer les causes
génétiques d’infertilité chez 'Homme. MEIOB (Meiosis specific with OB domains) et
son partenaire SPATAZ22 (Spermatogenesis associated 22) ont récemment été
découverts et sont essentiels a la RH méiotique. Leurs fonctionnalités et spécificités
d'action restent néanmoins mal comprises au cours de la recombinaison meiotique.
De nombreux facteurs spécifiqgues de la méiose, dont MEIOB et SPATAZ22, sont
aussi exprimeés ectopiquement dans des tumeurs cancéreuses et sont alors désignés
comme des Cancer Testis Antigens (CTA). De nombreuses études suggérent que
I'expression des CTA est impliguée dans le comportement cancéreux des cellules,
notamment, en favornisant l'instabilité génétique. L'expression de CTA permettrait
ainsi de sensibiliser les cellules aux agents génotoxiques couramment utilisés lors de
traitements anti-cancéreux. Une meilleure compréhension de cette expression des
CTA et de leurs fonctionnalités apporterait de nouvelles possibilités aux traitements

des cancers par thérapies ciblées.



Introduction
I) La méiose

La meéiose est un processus central de la reproduction sexuee. Son
importance dans la génération de gamétes viables, et donc dans la pérennité du
cycle de la vie, dépend de la mise en place d'événements meiotiques clés dont

I'appariement complet des chromosomes homologues et la recombinaison meiotique.
A) Généralités
1) La méiose et la gamétogenése

Trés conservée au cours de [l'évolution, la méiose (qui signifie
« amoindrissement, diminution ») permet de générer des gamétes haploides (1N) a
partir de cellules diploides (2N). Chez les mammiféres, elle est intimement liée a la
gametogenése en constituant une de ses étapes essentielles (mitose, meiose et
maturation des gamétes) qui aboutissent au déeveloppement des cellules germinales
en gameétes viables (Handel et Schimenti, 2010). Elle se compose de deux divisions
successives, sexuellement dimorphiques entre la gamétogénése male et femelle.
Elles différent par leur timing d'exécution et par les produits de méiose résultants
entre le male et la femelle ; et sont identiques par leur capacité de brassage

génétique.

- Le timing méiotique au sein de la gamétogenese male et femelle

Durant la vie foetale chez la souns, les cellules germinales primordiales (pré-
spermatogonies chez le male et ovogonies chez la femelle aprés différenciation
sexuelle) proliférent activement dans les gonades (Saitou et Miyauchi, 2016).
L'environnement somatique des cellules germinales dans les gonades influence le
devenir male ou femelle des cellules germinales primordiales (détaillés dans (Bowles
et Spiller, 2015, Spiller et al, 2017)). Chez la femelle, I'entiere population
d'ovogonies entre en méiose de fagon synchrone dans 'ovaire feetal et s'arréte en fin
de prophase de premiére division avant la naissance. Cette entrée précoce en
meiose est caractéristique de la voie de différenciation femelle des cellules
germinales (Spiller et al., 2017). La reprise de méiose ne se fait qu'a partir de la

puberté. La stimulation hormonale via I'axe hypothalamus-hypophyse-gonades induit
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la croissance et la maturation d'une sélection d'ovocytes dont un seul achéve sa
premiére division lors de l'ovulation (MaclLennan et al., 2015). Cette maturation
ovocytaire est intimement liee au développement folliculaire (follicules primordiaux,
primaires, secondaires et tertiaires), durant lequel les ovocytes acquiérent la
compétence a réepondre a la stimulation hormonale ovulatoire pour achever la
premiére division (Saitou et Miyauchi, 2016). Cette reprise de méiose | s'effectuera
de facon cycliqgue au cours de la vie des femelles jusqu'a épuisement du pool
d'ovocytes primordiaux arrétés en prophase |. La deuxiéme division de l'ovocyte
selectionné (ou ovulé) est elle aussi bloquée (en métaphase Il) et ne s'achéve que si
I'ovocyte est fécondé par un gaméte male. Chez le male, les pré-spermatogonies
entrent en quiescence durant la vie feetale. A l'inverse de la femelle, la répression
d'entrée en méiose est caractéristique de la voie de différenciation méale des cellules
germinales. Aprés la naissance seulement, une partie des spermatogonies souches
se différencie pour initier la méiose a partir de la puberté et une partie se multiplie
pour renouveler le pool de cellules souches nécessaires a la spemmatogenése tout
au long de la vie de lindividu (Saitou et Miyauchi, 2016). La deuxiéme division de
meiose succéde sans interruption a la premiére. Les cellules post-méiotiques males
subissent une ultime phase de maturation appelée spemiogengse. Au cours de
cette phase, elles subissent des modifications morphologiques et moléculaires qui

permettront 'obtention de gamétes mobiles matures, les spermatozoides.

- Les produits des deux divisions méeiotiques chez le méale et la femelle

La meéiose est caractérisée par sa capacité a « reduire » le contenu génétique.
Elle differe de la mitose qui « réduit » la quantité d’ADN tout en conservant la méme
information génétique. La premiére division de meiose réeduit I'information génétique
et est dite réeductionnelle. La seconde division répartit la méme information génétique
en deux cellules et est dite équationnelle. La méiose est précédee d'une phase de
replication de 'ADN, la phase S pré-meéiotique, qui dure plus longtemps gu’une
phase S mitotique. A ce stade, les cellules contiennent alors des paires de
chromosomes homologues (2MN) d'origine matemelle et paternelle a deux
chromatides (2C) (figure 1). La premiére division seépare (ou ségrége) les
chromosomes homologues. Les cellules résultantes contiennent alors un seul
exemplaire de chacun des chromosomes homologues (1N) possédant encore ses

deux chromatides sceurs (2C) (Figure 1). Chez le male, il en résulte la formation de



deux spermatocytes Il identiques en taille et contenu alors que chez la femelle Il en
résulte un ovocyte | et un premier globule polaire, difféerents par la taille et le contenu
cytoplasmique (Figure 1) Cette stratégie de division inégale du cytoplasme chez la
femelle assure le contenu énergétique nécessaire au déeveloppement d’'un embryon
aprés féecondation (Bolcun-filas et Handel, 2018). La seconde division sépare les
chromatides sceurs. Aprés l'achévement de ces deux divisions meiotiques, les
gameétes ne contiennent plus qu'un exemplaire chromosomique a une seule
chromatide (1N1C) (Figure 1). Cette seconde division est dimorphigue a la fois sur
sa realisation dans le temps que sur le nombre de gamétes produits. Chez le male,
elle s'effectue directement aprés la premiére division et elles aboutissent a I'obtention
de guatre spermatides. Chez la femelle mammifére, la seconde division ne s'effectue
que lors de la fécondation et produit un deuxiéme globule polaire et un ovocyte Il
désormais fecondé (ou zygote) (Bolcunfilas et Handel, 2018; Handel et Schimenti,
2010).

- Le brassage du matériel génétique au cours des deux divisions meiotiques

En plus de son importance lors de la gamétogenése, la méiose induit de la
diversité génetique au sein du cycle de reproduction sexuée car elle génére un
important brassage du matériel génétique. En effet, la premiére division induit un
brassage inter-chromosomique de par I'échange d'information génétique entre bras
de chromosomes homologues (appelés aussi cross-overs, CO), et, un brassage
chromosomique de par la ségrégation aléatoire des chromosomes homologues. La
fusion aléatoire d'un gameéte male avec un gameéte femelle engendre ['ultime
brassage de l'information génétique porteur de diversité au cours de |la reproduction

sexuée.
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Figure 1 : Meiose et gamétogenése chez les mammiféres

Aprés la phase S pré-méiotique, les cellules germinales (en beige) contiennent des paires de
chromosomes homologues a deux chromatides (2N2C). La méiose s'initie par une longue prophase |
durant laquelle les chromosomes homologues s'apparient (ou se synapsent) et recombinent. Le
chiasma résulte de I'échange de brins (ou CO) entre chromosomes homologues (rouge ou bleu)
formés par recombinaison méiotique. En métaphsase |, les chromosomes homologues sont
maintenus ensemble par les cohésines et alignés grace a leur chiasma sur la plaque métaphasique.
En anaphase | et télophase I, les chromosomes homologues se ségréegent aux pdles opposés. Chez
le male, deux spermatocytes Il identiques en taille et contenu cytologique sont formés alors que chez
la femelle, un ovocyte | et un premier globule polaire différents en taille et contenu sont formés. Chez
la femelle, la premiére division s'initie en vie feetale et ne s'achéve qu'a partir de la puberté a chague
ovulation. En absence de prophase, la seconde division de méiose permet de séparer les chromatides
sceurs formant ainsi des cellules haploides (1N). A partir de la puberté chez le male, cette seconde
division survient aprés la premiére sans interruption et aboutit & la formation de quatre spermatides.
Chez la femelle, elle n'est achevée qu'aprés fécondation par un spermatozoide et aboutit a la
formation d'un ovocyte 1l fécondé, le zygote, et d'un second globule polaire. Les cellules de la lignée
germinale male et femelle sont représentées en bleu et rose, respectivement. (adaptée de (Handel et
Schimenti, 2010))



2) Les divisions méiotiques et I'importance de la prophase |

La premiére division de meéiose commence par une longue prophase | suivie
des autres étapes de divisions cellulaires (métaphase, anaphase et télophase). La
prophase | est particulierement importante au processus de division méiotique
puisgu'elle est l'étape durant laquelle se déroule l'appariement complet des
chromosomes homologues par la formation du complexe synaptonémal (CS)
(structure supra-chromosomique multiprotéique) et la recombinaison homologue
(RH) meiotiqgue (mécanisme de réparation de 'ADN). Ces deux processus sont
intriqués au cours de la prophase | et mettent en place des éléments nécessaires a

la ségrégation des chromosomes homologues.

- La RH meéiotique s'initie par la formation de cassures doubles brins (CDB)
de 'ADMN. Une des extremités de la CDB va envahir une séquence d'’ADN
située sur le chromosome homologue. La CDB est ensuite réparée par
néosynthése d’ADN en utilisant comme matrice modéle cette séquence
provenant du chromosome homologue. La RH meéiotique aboutit & un
échange réciproque de bras de chromosomes, ou cross-over (CO), qui
induit la formation d’'un lien physique entre les chromosomes homologues
appelé chiasmas. Ces derniers générent la tension nécessaire a la
correcte ségrégation des homologues lors de leur alignement sur la plaque
méetaphasique.

- De fagon concomitante a la RH méiotique, les chromosomes homologues
se condensent et s'apparient grace a la formation d'une structure
chromatinienne spécifigue, composée de cohésines et des éléments du
complexe synaptonémal (CS). Dés la phase S pré-méiotique, les
chromatides sceurs sont répliquées et maintenues ensemble par les
cohésines dont certaines sont spéecifiqgues de la meiose. Au cours de la
prophase |, les chromosomes meéiotiques s'appanent par déposition des
différents éléments du CS. Ce rapprochement physique entre les
homologues favorise I'échange d’information génétique (CO) durant la RH
meiotique. En fin de prophase, seules les cohésines localisees au
centromére des chromatides sceurs sont maintenues pour permettre la

separation des chromosomes homologues.



Les chiasmas qui générent la tension des homologues alignés sur la plaque
métaphasique et le maintien des cohésines au centromére des chromatides sceurs
sont deux éléments essentiels a la ségrégation des homologues lors de la premiére
division (MaclLennan et al_, 2015). Les chromatides sceurs d'un homologue migrent
alors vers le méme pdle : elles sont mono-orientées au cours de cette premiére
division (Touati et Wassmann, 2016). Plus courte que la premiére, la deuxiéme
division méiotique s'initie en absence de prophase et les chromatides sceurs se
ségrégent de fagon similaire a une division mitotique c'est-a-dire avec une bi-

onentation (Handel et Schimenti, 2010).

La prophase | se sub-divise en stades leptoténe, zygoténe, pachyténe et
diploténe en fonction de I'état d’appariement des chromosomes et de la progression
de la RH meéiotique. Dés le leptoténe, la chromatine se condense et forme des
boucles qui se structurent autour d'axes des chromatides sceurs formés par
déposition des eéléments axiaux (ou latéraux) du CS et des cohésines; et, la
formation de CDB de la RH s’initie également (Figure 2). En zygoténe, les
chromosomes homologues se rapprochent et s'apparient par déposition des
élements centraux du CS le long des axes des chromatides sceurs : on parle alors de
synapsis des homologues qui sera complet en pachyténe (Figure 2). Dans le méme
temps, les CDB méiotiques vont étre prises en charge par les difféerents acteurs de la
recombinaison méiotique et complétement réparées en pachyténe en formant au
moins un CO par paire d’homologues (ou bivalents) qui les lie physigquement
(chiasma) (Figure 2). En diploténe, les homologues se désynapsent par enlévement
des éléments centraux du CS et restent liés par leur chiasma pour permettre leur
segregation par la suite (Figure 2) (Bolcun-filas et Handel, 2018; Handel et
Schimenti, 2010).

Le bon déroulement des événements de recombinaison et
d'appariement/synapsis chromosomique de prophase | est crucial dans la prévention
des emreurs du nombre de chromosomes ou aneuploidies (Bolcun-filas et Handel,
2018). Chez la femme, il est estimé entre 20 et 25% d’'ovocytes aneuploides dont la
majorité ne permet pas le développement d’'un embryon et aboutit a un avortement
spontané (Hassold et Hunt, 2001). L'aneuploidie viable la plus fréequente est la
tnrsomie 21, lite a la mauvaise ségrégation du chromosome 21 dans l'ovocyte

(Hassold et Hunt, 2001). Les trisomies sont principalement liées aux erreurs de
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premiére division matermnelle. Et, des défauts de recombinaison sont fortement mis en
cause dans la mauvaise disjonction des chromosomes maternels (détailles dans
(Hassold et Hunt, 2001)). Les erreurs de ploidie sont aussi présentes dans les
spermatozoides humains avec une estimation a 2% (Vera et al, 2012)
L'appariement des chromosomes sexuels durant |la prophase |, qui chez le male ne
se synapsent gue partiellement, sont particulierement sensibles a la mauvaise

segregation (Touati et Wassmann, 2016; Vera et al_, 2012).

Appariement des chromosomes homologues
Recombinaison méiotigue

leptoténe

Répheation do 'ADN

|

R

Formation des CD8
g o Chi
- — i' « B
— = faliaton oo latormation des CO E
<]
w
2 |
o Comolexe
i Résolubon des €0 - synaplonémal

|

9,
¢ 6

Mélosa |

| st oostral

¥ el dnil

pachyténg

i

Chiasma

Crosz-ower (C0)

diploténe

Chromainies
EUS

1
Cheamosames homslogue

Figure 2 : La recombinaison méiotique et I'appariement des chromosomes

homologues (ou synapsis) au cours de la prophase |

Les représentations schématiques de la progression de la recombinaison méiotiqgue et de I'état
d'appariement des chromosomes homologues au cours de la prophase de méiose | sont associées a
des images d'étalements de chromosomes méiotigues de souris {(schéma d'appariement des
chromosomes adapté de (Burgoyne et al., 2009)). L'immunolocalisation de I'élément axial SCP3 (ou
SYCP3) (en rouge) et de I'élément cenfral SCP1 (ou SYCP1) (en rouge) permet de suivre
I'appariement des chromosomes homologues des cellules méiotiques (images du Dr Martini).



B) La formation d’une structure chromatinienne
spécifique de la méiose

Durant la prophase |, les chromosomes meiotiques adoptent une structure
chromatinienne spécifique permettant in fine le synapsis des chromosomes
homologues. lls s'‘organisent en boucles de chromatine le long des axes des
chromosomes meéiotiques composés de cohésines et d'éléments du complexe

synaptonémal.
1) Les cohésines et I'appariement des chromatides sceurs
1.1) Les cohésines

Que ce soit en mitose ou en meiose, les cohésines forment des anneaux
structuraux qui viennent entourer les chromatides sceurs afin de les maintenir entre-
elles (Bolcun-Filas and Schimenti, 2012; Ishiguro, 2019). Ces anneaux sont
composes d'un hétérodimére de protéines SMC (Structural Maintenance of
Chromosomes) et d'un héterodimére de protéines non-SMC, les a-kleisines et les
stromalines (SA) (Nasmyth et Haering, 2009). Dans les cellules somatiques, SMC1a
et SMC3 encerclent les chromatides sceurs et interagissent avec la kléisine RAD21
afin de fermer 'anneau de SMC. Les stromalines SA1 et SA2 (ou STAG1 et STAG2,
Stromal Antigen 1 et 2) interagissent avec la kléisine pour maintenir cette structure
en anneau (Figure 3). Dans les cellules germinales, des sous-unités meiotiques
spécifiques coexistent avec des sous-unités canoniques et sont capables de former
plusieurs complexes (Figure 3) (Ishiguro et al., 2011). Les kléisines meéiotiques
spécifiqgues RECE (Recombination 8) et RAD21L (Radiation sensitive 21-like)
s'expriment en plus de RAD21 (Eijpe et al., 2003; Ishiguro et al_, 2011; Lee et al_,
2003; Parra et al,, 2004). La stromaline STAG3 (stromal antigen 3) et SMC1p
remplacent largement SA1/2 et SMC1a, respectivement (Bayés et al_, 2001; Preto et
al., 2001; Revenkova et al_, 2004). Chez la sounis, I'absence d'une de ces cohésines
meiotiques spéecifiqgues induit une infertilité associée a un phénotype structurel des
chromosomes montrant leurs importances (Ishiguro, 2019; Revenkova et al., 2004).
RECS est exprimée et se localise aux chromosomes dés la phase S pré-méiotique
dans les spermatocytes murins (Eijpe et al., 2003). Quant a SMC1p et STAG3, elles
sont enrichies a partir du stade leptoténe (Eijpe et al_, 2003; Prieto et al_, 2001), bien



qu'une faible quantité de STAG3 serait présente avant l'initiation meiotique dans les
spermatogonies (Prieto et al_, 2002). Ces differences d'expression spatiotemporelle
suggerent des rdles distincts des differents complexes de cohésines au cours de la

méiose.
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Figure 3 : Schéma des complexes de cohésines et de leur réle en division de
meéiose |

A} Représentation des différents complexes de cohésines en méiose (adapté de (Bolcun-Filas et
Schimenti, 2012)) B) Les cohésines et les chiasmas maintiennent les chromosomes homologues en
metaphase |. Les chiasmas et les cohésines déposées le long des bras chromosomiques permettent
de maintenir une connexion entre les chromosomes homologues. Cette connexion génere la tension
necessaire a l'alignement des chromosomes homologues sur la plaque métaphasique pour permettre
le passage en anaphase |. Les chromosomes sont attachés au fuseau de microtubules par leurs
kinetochores centromériques. En anaphase |, les cohésines sont dégradées le long des bras
chromosomigues pour permettre la ségregation des chromosomes homologues et maintenues aux
regions centromeriques pour garder les chromatides sceurs ensemble. Les chromatides sceurs d'un
chromosome homologue se ségrégent vers le méme pdle: la ségrégation est mono-orientée.
{Schéma extrait de la thése du Dr Ribeiro}
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1.2) Les roles des cohésines en méiose
a) La ségregation des chromosomes

Les cohésines sont essentielles a la correcte ségrégation des chromosomes
au cours des divisions méiotiques. Elles se déposent le long des chromatides sceurs
dés la phase S pré-méiotique. En métaphase |, les chromosomes homologues sont
lies par leur chiasma et les chromatides sceurs sont maintenues ensemble par les
cohésines (Figure 3). Les chromosomes homologues sont alignés et maintenus sur
la plaque métaphasique par l'attachement des microtubules aux kinétochores
centroménques et les chiasmas. Lors de la transition métaphase/anaphase |, la
cohésion des chromatides sceurs est dissoute par enlévement des cohésines sauf au
niveau des régions centromériques (Figure 3). Cet enlévement des cohésines
uniquement aux bras chromosomiques permet la ségrégation des homologues aux
péles opposés de la cellule. Les chromatides sceurs d'un chromosome homologue
sont donc mono-orientées. La cohésion aux centromeéres des chromatides sceurs est
maintenue jusqu'en anaphase ll. Les cohésines sont alors enlevées des centroméres
et les chromatides sceurs se ségrégent aux pdles opposés. Leur séparation est bi-
orentée comme pour une division mitotique classique. Si l'enlévement des cohésines
aux centroméres se fait dés la premiere division, des anomalies du nombre de
chromosomes (aneuploidies) peuvent survenir d'ou l'importance de l'enlévement
sequentiel des cohésines (Brooker et Berkowitz, 2014; Maclennan et al., 2015;

Touati et Wassmann, 2016).
b) La structure des chromosomes meéiotiques

Les cohésines sont impliquées dans l'organisation de la structure axe/boucle
de chromatine des chromosomes méiotiques, formée par déposition des &léments du
CS (Bolcun-Filas et Schimenti, 2012). Comme exemple, les souris SchB“‘
possédent une taille anormalement supérieure des boucles de chromatine et la
longueur des axes des chromosomes meiotiques sont réduits de moitié (Novak et al_,
2008). Un postulat de Zickler et Klechner propose que la longueur du CS et |a taille
des boucles de chromatine sont réciproquement corrélées (Zickler et Kleckner,
1999). Le ratio longueur du CS/taille des boucles chromatiniennes des divers

mutants murins de cohésines supporte cette idée (Caburet et al_, 2014; Herran et al_,

11



2011; Hopkins et al_, 2014; Llano et al_, 2012; Novak et al., 2008; Revenkova et al_,
2004; Winters et al., 2014; Xu, Huiling et al., 2005). De plus, des ovocytes murins
doublement déficients pour SMC1B et SYCP3 (élement du CS) ont une taille
supéreure des boucles chromatiniennes comparée a de simples mutants SYCP3 ou
des souris sauvages (Movak et al., 2008). Et, 'absence de RECS chez la sours
montre un synapsis anormal et discontinu qui s’effectue entre les chromatides sceurs
et non pas entre chromosomes homologues (Xu, Huiling et al., 2005). L'ensemble de
ces résultats montrent bien le lien entre les cohésines et les éléments du CS dans

I'établissement de I'architecture des chromosomes meiotiques.
c) La progression de la RH méiotique

L'étude des nombreux mutants murins déficients pour des cohésines a permis
de montrer que les cohésines jouent aussi un rile dans la progression de la
recombinaison meiotique (Caburet et al_, 2014; Herran et al., 2011; Hopkins et al_,
2014; Llano et al., 2012; Novak et al_, 2008; Revenkova et al_, 2004; Winters et al_,
2014; Xu, Huiling et al., 2005). Comme exemple, les sours Stag.’;’“" possédent un
synapsis abemrant des chromosomes meéiotiqgues accompagne de défauis de
progression de la recombinaison meiotique caractérises par une absence de
reparation des CDB (Caburet et al., 2014; Hopkins et al_, 2014; Winters et al_, 2014).
Bien que le réle précis des cohésines n‘ait pas été clairement défini dans la
progression de la recombinaison meéiotique, ces derniéres pourraient participer a la
localisation de facteurs nécessaires a la réparation des CDB le long des axes des

chromosomes méiotiques.

2) Le complexe synaptonémal et le synapsis des chromosomes

homologues
2.1) La formation du complexe synaptonémal

Décrit pour la premiére fois par Moses et Fawcet en 1956 par microscopie
électronique, le CS est une structure tripartite relativement bien conservée chez les
eucaryotes bien que ses protéines spécifiques différent suivant les organismes.
L'étude de difféerents mutants nuls allant de la levure a la souris a permis de décrire
et mieux comprendre le réle du CS durant la prophase | (Bolcun-Filas et Schimenti,
2012; Costa et Cooke, 2007; Handel et Schimenti, 2010; Yang, F. et Wang, 2009).
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Le CS se compose de deux axes paralléles formés par les élements axiaux
(EA) (ou élements latéraux (EL)) reliés aux éléments centraux (EC) par des éléments
(ou filaments) transverses (ET) (Figure 4). Les EA se déposent progressivement au
niveau des cohésines a la base des boucles pour former un axe le long des
chromatides sceurs des chromosomes. Les EA sont ensuite considérés comme les
EL du CS une fois complet. lls sont ensuite connectés aux EC par les ET qui eux
s'ancrent de chaque cété d'un EL et d'un EC (Figure 4). Chez |la souris, les protéines
connues des axes latéraux sont SYCP2 et SYCP3 (Synaptonemal Complex Protein 2
et 3). Les éléements connus au centre (EC et ET) sont SYCE1 a SYCE3
(Synaptonemal Complex Central Element protein 1, 2 et 3), SYCP1 (Synaptonemal
Complex Protein 1), TEX12 (Testis Expressed 12) et SIX6051 (SIX6 Opposite
Strand Transcnpt 1) (Bolecun-Filas et Schimenti, 2012).

SYCE1 + SIX6051
SYCEZ
SYCE3

TEX12

SYCRIA

Complexe de
cohesines

(5]

7\ Boucles de
A chromatine

Figure 4 : Schéma de I'assemblage du complexe synaptonémal

L'assemblage complet du CS forme une structure tripartite qui joint les chromosomes homologues.
Les filaments transverses SYCP1 relient les éléments axiaux SYCP2/3 déposés le long des axes des
boucles de chromatides sceurs de chacun des chromosomes homologues. Les éléments centraux
SYCEZ2/3, SYCE1, TEX12 et SIX6015 se déposent progressivement pour former I'élément central
(CE) qui stabilise I'appariement (ou synapse) des chromosomes homologues. AE/LE . éléments
axiaux / éléments latéraux ; CR : région centrale ; TF : filament transverse. (adapté de (Bolcun-Filas et
Schimenti, 2012))
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a) Les élements axiaux

Les protéines des EA SYCP2 et SYCP3 interagissent ensemble via leur
domaine coiled-coil situe en région C-terminale et sont chargées aux axes du CS au
niveau des cohésines (Figure 4) (Xu, Huizhong et al., 2019; Yang, F. et Wang,
2009). Contrairement a SYCP3, SYCP2 est désigné depuis longtemps comme &tant
la protéine reliant les EA et les ET. Plusieurs modéles proposent que SYCP2
interagit via son domaine C-terminal avec SYCP3 situé aux axes et via son domaine
MN-terminal avec SYCP1 situé au centre du CS (Bolcun-Filas et Schimenti, 2012; Xu,
Huizhong et al_, 2019; Yang, F. et Wang, 2009). De plus, SYCPZ est aussi proposé
comme étant un intermédiaire entre les EA et les protéines chromatiniennes. La
structure N-terminale de SYCP2 contient un motif conservé capable de lier les
protéines HORMAD1 et HORMADZ2 (HORMA Domain containing 1 et 2) qui
interagissent avec la chromatine (West, A. M. et al_, 2019). De récents travaux sur
I'organisation in vivo des axes du CS dans des spermatocytes murins observes par
microscopie a haute résolution suggérent que SYCP2 avec SYCP3 forment un coeur
protéique autour duquel les cohésines et les protéines HORMAD s’organisent
potentiellement via la liaison avec le domaine N-terminal de SYCP2 (Xu, Huizhong et
al., 2019). Pourtant chez la souris, la formation compléte du CS est intimement liée
au désassemblage des protéines HORMAD au niveau des axes au fur et a mesure
de sa complétion (Shin et al, 2010, Wojtasz et al., 2009). L'absence de ces
demiéres induit une sténlité avec un synapsis incomplet des chromosomes
meéiotiques montrant ainsi leur importance dans I'établissement correct du CS (Shin
et al., 2010). Une meilleure comprehension des interactions entre SYCP2/3 et les
protéines HORMAD pourrait aboutir & un modéle davantage en accord avec la

dynamique in vivo des HORMAD et de la structure précise du CS.
b) Les éléements centraux

Des études d'interaction ont révélés d'une part que SYCE1 et SYCEZ lient le
domaine N-terminal de SYCP1; d'autre part, SYCE3 lie SYCE1 et SYCEZ2; et enfin,
SYCEZ2 interagit avec TEX12. En accord avec la localisation protéigue dans les
différents mutants des EC chez la souns, SYCE1/3 (complexe d'initiation du
synapsis) permettrait le contact avec les ET et SYCE2/TEX12 (complexe

d'élongation du synapsis) induirait la propagation du synapsis le long des axes
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chromosomiques (Figure 4) (Bolcun-Filas et Schimenti, 2012; Davies et al_, 2012;
Fraune et al, 2016; Hamer et al, 2006). Découverte réecemment, SIX60S1
colocalise avec les autres EC dans des spermatocytes murins. Des expériences de
double-hybride chez la levure ont révelé qu'elle peut interagir avec SYCE1 (Gomez-

H et al_, 2016). Son rdle précis dans la formation du CS reste a étre defini.
c) Les élements transversaux

Le constituant majeur des ET est SYCP1. Possédant une structure coiled-coil
centrale et des régions terminales globulaires, les extremités N-terminales de SYCP1
contactent I'EC et les extrémités C-terminales contactent les EA/EL (Figure 4). Des
homodiméres paralléles de SYCP1 viennent progressivement se déposer au centre
du CS reliant ainsi les EA/EL et les EC afin de fermer une structure en « fermeture
éclair » (Zip-like structure) qui joint les chromosomes homologues ensemble (Fraune
et al_, 2016; Yang, F. et Wang, 2009).

2.2) L’interdépendance du complexe synaptonémal et de la progression

de la RH meéiotique

Le lien entre I'établissement du CS et la progression de la RH méiotique au
cours de la prophase | suggére que la structure chromosomique méiotique participe
au deroulement de la RH méiotique, et vice-versa.

D’'une part, la déplétion d'un des constituants du CS chez la souris entraine
des défauts de progression meiotique en plus d'un synapsis aberrant et incomplet.
Le maintien du signal yH2ZA X (marque de CDB non réparées) et la dynamique
anormale des protéines de recombinaison (tels que RPA, RAD51, DMC1, M5H4,
MLH1) sont caractéristiques de ces défauts de recombinaison (Bolcun-Filas et al,
2007, 2009; De Vries et al_, 2005; Gomez-H et al., 2016; Hamer et al., 2006; Kogo et
al., 2012; Schramm et al., 2011; Shin et al., 2010; Yang, Fang et al., 2006).
Inversement, I'absence de formation ou de réparation des CDB induit un synapsis
fortement altéré des chromosomes (déposition aberrante de SYCP1, notamment)
(Baudat et al., 2000; Romanienko et Camenni-Otero, 2000; Souquet et al_, 2013)_ |l
existe donc un lien fonctionnel entre la formation du CS et la dynamique des CDB

meiotiques.
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D’autre part, les sites d'assemblage des EA (SYCP2 et SYCP3) comrélent avec
les sites des CDB aux axes des chromosomes. Le lien fonctionnel CS/RH méiotique
pourraient étre meédié par des interactions directes entre des protéines de
recombinaison (RAD51 et DMC1) et des éléments du CS (SYCP1 et SYCP3) chez
les mammiféres (Tarsounas et al., 1999). RAD51 et son homologue méiotique
spécifiqgue DMC1 sont deux facteurs essentiels a la RH meéiotique qui assurent la
recherche et 'envahissement d’'une séquence homologue pour réparer la CDB. Par
approches biochimiques, les interactions de SYCP3 avec RADS1 (fortes) et DMCA1
(faibles) suggérent que l'interaction SYCP3-RADS51 inhibe l'activité d'invasion de
RADS1 pour favoriser celle de DMC1 (Kobayashi et al_, 2017). Ainsi, les éléments de
CS seraient capables de réguler des facteurs de recombinaison via des interactions

directes.
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Il) La recombinaison homologue méiotique et sa régulation

En prophase |, la recombinaison homologue (RH) méiotique est un mécanisme
spécialisé de réparation de 'ADN. Elle est nécessaire a la formation de CO entre les
chromosomes homologues et permet de génerer de la diversité génetique. Elle est
spécialisée par la présence et la participation de facteurs spécifiques de la méiose ;
qui viennent moduler les difféerentes étapes de la RH mitotique pour lui conférer des
caractéristigues et des fonctionnalités propres. Les grandes eétapes et les
acteurs/régulateurs de la RH seront présentés avant de détailler les spécificités

meiotiques.
A) La recombinaison homologue

1) La recombinaison homologue et la réparation des cassures doubles
brins de ’'ADN

1.1) Les cassures double brins de ’'ADN

Dans les cellules, 'ADN est constamment exposé a des stress exogénes et
endogénes pouvant entrainer des dommages (ou lésions) des molécules d’ADN.
Chaque cellule du corps humain en subit jusqu'a des dizaines de milliers par jour.
Ces dommages peuvent induire des modifications de bases de I'ADN, la formation
de liaison covalente entre bases (liaison inter- et intra-bases), la formation d'adduits
a ’ADN (fixation covalente d'une molécule a 'ADN) et la formation de cassure simple
ou double brin de 'ADN. lls sont les principales causes de mutations au sein du
génome, favonsant l'instabilité génétique et le développement de cancers. Les
fonctions essentielles de la cellule, telles que la réplication ou encore la transcription,
peuvent en étre perturbées allant jusqu’a compromettre la viabilité de la cellule. Afin
de préserver lintégnité de leur génome, les cellules ont mis en place divers
mecanismes de réparation de 'ADN en fonction du type de lésion (détaillés dans
(Chatterjee et Walker, 2017; Dexheimer, 2013; Mehta et Haber, 2014)).

Parmi les dommages de I'ADN, les CDB sont considérées comme les plus
cytotoxiques d'ou l'enjeu majeur de les réparer efficacement pour la cellule
(Chatterjee et Walker, 2017; Dexheimer, 2013). Les CDB « accidentelles » peuvent

resulter d'une exposition a un agent chimigue ou physique (stress exogénes tels que

17



les iradiations et les meédicaments anti-cancéreux) ou bien, aprés passage de la
machinerie de réplication ou de transcription sur de 'ADN endommagé (ou lése)
(stress endogénes). Les CDB « naturelles » sont, elles, programmeées et nécessaires
a des processus physiologiques comme lors de la recombinaison meiotique et
I'établissement du répertoire antigénique des cellules de limmunité acquise
(recombinaison V(D)J) (Mehta et Haber, 2014).

1.2) La réparation des CDB: NHEJ ou RH ?

Dans les cellules somatiques eucaryotes, deux systémes de réparation des CDB
de I'ADMN peuvent étre employés: la jonction d'extrémités cassées par non
homologous end-joining (NHEJ) ou l'utilisation d'une séquence dADN homologue

non lésée par recombinaison homologue (RH) (Figure 5) (Ceccaldi et al_, 2016).

La prise en charge des CDB par la voie du NHEJ ou de la RH est principalement
regulée en fonction du cycle cellulaire (Figure 5) (Ceccaldi et al_, 2016; Chatterjee et
Walker, 2017; Her et Bunting, 2018; Mehta et Haber, 2014; Prakash et al_, 2015).
Ainsi, les cellules privilégient le NHEJ en phases pré- et post-réplicatives, G1 et G2 ;
alors que la RH est favonsée en phase réplicative S et en moindre mesure en post-
replicative G2. En effet, uniquement durant les phases S et G2, la chromatide sceur

est présente pour servir de modeéle afin de réparer la CDB par RH.

La RH peut alors intervenir durant ces phases S/G2 : lors d'un blocage de la
fourche suite a la présence d'une cassure de 'ADN (ADN simple brin « cassé »)ou a
I'effondrement (ou « collapse ») de la fourche de réplication. Elle intervient aussi pour
reparer des brins d’ADNsb formés suite au passage de la fourche (« gaps » ou
« trous » dADNsb aprés réplication) (Costes et Lambert, 2013; Mehta et Haber,
2014). Neanmoins, d'autres situations nécessitent la présence d'une séquence
homologue lors d’'une réparation par RH, comme pour les CDB méiotiques dans les
cellules germinales en méiose et le maintien de la taille des téloméres (mécanisme
d'Alternative Lengthening of Telomeres, ALT) dans les cellules cancéreuses (Cho et
al_, 2014; Hunter, 2015; Tarsounas et West, 2005).

La CDB est signalée par la voie de réponse aux dommages de 'ADN (appelé
DDR, DNA Damage Response) qui coordonne les voies de réparation, 'activation

des points de contréle du cycle cellulaire (checkpoints) et la réorganisation de la
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structure chromatinienne (Panier et Boulton, 2014). Un des premiers événements de
signalisation de la CDB correspond a la phosphorylation de la serine 139 du variant
d'histone H2ZA X (yH2A X) par la kinase ATM (Ataxia-Telangiectasia Mutated) au
niveau de la CDB. Ce signal yH2A X est largement utilisé comme marqueur des
CDB. Durant la phase G1, la cascade de signalisation initiee par ATM aboutit au
recrutement stable de 53BP1 (p53 Binding Protein 1) a la CDB. Elle protége les
extremités contre leur résection inhibant ainsi la progression vers la voie de la RH et
induit le recrutement d'acteurs du NHEJ. Durant la phase 5/G2, BRCA1 (Breast
Cancer 1) inhibe la liaison de 53BP1 et induit I'activation d'acteurs de la résection
pour favoriser la voie de la RH (Bunting et al_, 2010). La balance entre le recrutement
de 53BP1/BRCA1 aux CDB semble dépendre en partie dun remodelage
chromatinien spécifique local de la CDB. Notamment, la déposition de marques
d'histones par des remodeleurs activés par la cascade ATM tels que RNF8-RNF 168
favoriserait le recrutement de 53BP1 a la CDB (Her et Bunting, 2018; Panier et
Boulton, 2014). De plus, les acteurs de la résection sont eux-mémes fortement
regulés au cours du cycle notamment par les CDK (Cycline dépendante des kinases)
(Ceccaldi et al_, 2016; Chatterjee et Walker, 2017; Prakash et al_, 2015).
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Figure 5 : Les voies de réparation des CDB en fonction du cycle cellulaire.

Aprés formation d'une CDB, le choix de réparation de la cassure dépend en grande partie du cycle
cellulaire. En phase S ou G2, BRCAT1 facilite la réparation de la CDB par RH en favorisant activation
de MRN/CHP, acteurs de la résection des extrémités de la CDB. Aprés résection, les exitrémités
d’ADNsb sont protégées par RPA avant d'éfre liées par RADS1 & l'aide de BRCAZ2. La CDB est
réparée par néosynthése d’ADN aprés invasion du filament RADS1 qui ufilise la chromatide sceur
comme matrice. En phase G1 ou G2, 53BP1 est recrutée a la CDB et empéche la résection des
extrémités de la COB. La réparation par la voie du NHEJ s'initie par le recrutement des protéines
Ku/DNA-Pkes. Si nécessaire, la nucléase Artemis peut rogner les extrémités de la CDB pour faciliter
Ia ligation des extrémités. Le complexe de ligation XRCC4-XLF-Ligase 4 relie les extrémités franches
de la CDB. (adapté de (Brandsma et Gent, 2012a))
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2) Les étapes de la recombinaison homologue

La RH s'initie par la résection (ou dégradation) des extrémités 5’ de la CDB
pour former des extremités 3’ sortantes (résection de 5' vers 3’) qui recherchent et
envahissent un brin dADN homologue en formant une D-Loop (Displacement Loop)
(Figure 6). Le brin dADN envahissant commence une synthése d’ADN en utilisant
comme matrice le brin intact. A ce stade, la D-loop peut étre maintenue ou dissoute.
Lorsgu’elle est dissoute, le brin d'ADN |ésé néosynthéthisé vient s’hybrider a 'autre
extremité de la CDB et répare son ADN manquant par synthése d’ADN via le
mecanisme de SDSA (Synthesis-Dependent Strand Annealing) (Figure 6). Dans ce
cas, la réparation de la CDB ne donne pas lieu a un échange réciproque de matériel
génetique, c'est-a-dire a un CO. Des produits de Mon Cross-Over (NCO) sont alors
formés. Lorsque la D-Loop est maintenue, la synthése d’ADN peut continuer. L'autre
extremité de la CDB (celle qui n'a pas « envahit ») s’hybride alors avec le brin dADN
déplacé de la chromatide sceur. Cette nouvelle étape d’hybridation est appelée
« second-end capture » (Figure 6). La synthése d'ADN se fait maintenant sur l'autre
extrémité de la CDB (celle qui n'a pas « envahit »). Les deux molécules d’ADN
finissent par s'entrecroiser et forme une structure de molécules jointes dADN
appelée double jonction de Holliday (dJH) (Figure 6). Cette forme branchée de
molécules d'ADN peut se dissoudre par l'action d’hélicases et de topoisomérases
sans former de CO (NCO) ou se résoudre par action nucléolytique en formant (CO)
ou non des CO (NCO) en fonction de ou sont clivées les molécules d'ADN (Figure 6)
(Kowalczykowski, 2015; San Filippo et al_, 2008).
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Figure 6 : La réparation des CDB par recombinaison homologue

Les fleches simples et doubles représentent des é&tapes iméversibles et réversibles, respectivement.
Les tétes fléchées représentent le sens de la coupure faite par les endonucléases lors de la résolution
(adapté de (Kowalczykowski, 2015)).

22



2.1) La résection

Recruté aux CDB avec CtlP (C-terminal Binding Protein (CtBP) Interacting
Protein), le complexe MRN (MRE11-RAD50-NBS1 : Meiotic Recombination 11-
RADiation sensitive 50-Nibrin) commence par cliver TADN a proximité de la CDB
grace a l'activité endonucléase de MRE11 (Figure 7). Deux activités nucléasiques
vont alors dégrader 'ADN de facon bidirectionnelle a partir de cette entaille a
proximité de la CDB. Une premiére phase de résection courte s'effectue par I'activité
exonucléase 3'>5" de MRE11 qui dégrade 'ADN de 'extremité 3’ vers &' (Figure 7).
Puis, une seconde phase de résection par les exonucléases 5>3 de EXO1
(Exonucléase 1) et DNAZ2 (DNA replication helicase/nuclease 2) qui dégrade 'ADN
de l'extremité 5' vers 3’ sur plusieurs centaines de paires de bases (bp) avec l'aide
de I'hélicase BLM (Bloom syndrome protein) (Figure 7). Cette phase de résection
« etendue » permet de geénérer de longs bras d'’ADNsb essentiels a l'étape
d'invasion. La réegulation de la résection se fait essentiellement par I'activation et le
recrutement de MREN qui dépend de la phosphorylation de CilP par des CDK
regulées au cours du cycle cellulaire (Dexheimer, 2013; Kowalczykowski, 2015;
Syed et Tainer, 2018). L'interaction du domaine C-terminal de BRCA1 avec CtIP est
requis pour 'activation de CtIP, suggérant que BRCA1 via son interaction avec CtIP
participe a l'activation du complexe MRN, et donc a l'activation de l'activité de
resection (Prakash et al_, 2015; Sartori et al_, 2007).

Le complexe trimérique majeur de liaison a I'ADNsb, le complexe RPA
(Replication Protein A), vient se charger sur 'TADNsb formé aprés résection afin de le
protéger contre la dégradation et la formation de structures secondaires. La structure
et les fonctionnalités essentielles de RPA dans le métabolisme de 'ADN, et en

particulier en RH, seront décrites de fagon détaillées ultérieurement.
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Figure 7 : Modéle de la resection bidirectionnelle chez les mammiféres

Le complexe MRN (MRE11-RADS0O-NBS1) avec CHP reconnait la CDB et induit une cassure a
proximité de la CDB grice a son activité endonucléase. A partir de cette incision, lactivité
exonucléase de MRE11 permet de dégrader 'ADN de 3’ vers 5 et celles d'EXO1/DNA2 avec l'aide de
BLM de 5 vers 3. EXO1-DNA2-BLM dégrade jusqu'a des centaines de paires de base générant de
longs bras d’ADNSsb recouverts par RPA. (adapté de (Shibata et al., 2018))

2.2) L'invasion

L'etape d'invasion se fait grace au chargement et a l'activité de la recombinase
RADS51 sur 'ADNsb. Elle permet la recherche d’homologie et I'échange des brins
d’ADN. Des régulateurs (ou médiateurs) permettent de passer d'un filament d’ADNsb
protégé par RPA a un filament d’ADNsb recouvert par les recombinases (on parle de

filament présynaptique) capable d'effectuer l'invasion.

Trés conservée entre les archéobactéries, les procaryotes et les eucaryotes,
RADS51 fait partie de la famille des orthologues des protéines RecA chez les
bacténies. Tout comme RecA, elle forme des filaments nucléoprotéiques en se liant a
I'ADNsb. In wvitro, un monomére de RADS1 lie trois nucléotides et tous les six
monoméres un tour d'hélice est généré sur le filament RADS1. Son activite
ATPasigue est importante pour sa régulation et sa capacité a former des filaments.
Sa fixation a I'ADN induit 'hydrolyse de I'ATP : la forme inactive ADP-RADS1 rend le
filament RADS1 instable (Bhat et Cortez, 2018). La régulation du filament RADS1 au

cours de la RH peut passer par la modulation (1) du chargement de RAD51, (2) de la
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stabilité de RADS1 a I'ADNsb ou encore (3) de l'activité recombinase de RADS1
(Kowalczykowski, 2015; Prakash et al_, 2015; San Filippo et al_, 2008).

Chez differentes espéces allant de la levure a 'Homme, les modulateurs de
I'assemblage et désassemblage du filament présynaptique, et donc du chargement
de RADS1, possédent des caractéristiques communes conservées. lls possédent
tous une capacité de liaison préférentielle a 'ADNsb et d'interaction avec RADS1
(Kowalczykowski, 2015; San Filippo et al_, 2008).

- Le chargement de RADS1T
Chez 'Homme, le régulateur crucial du chargement de RADS1 est BRCAZ

(Breast Cancer 2). Le modéle qui prévaut aujourd’hui est que BRCAZ2 déplace RPA
pour y déposer RADS1 grace a sa haute affinité avec 'ADNsb (Jensen et al_, 2010;
Liu, J. et al.,, 2010). BRCAZ2 possédent deux modes d’interaction distincts avec
RADS1 (Carreira et Kowalczykowski, 2011). Les domaines BRC répétés 1 a 4 de
BRCAZ interagissent préferentiellement avec RADS1 libres (ou non liées a de
I'ADNsb) et les domaines BRC 5 a 8 interagissent préférentiellement avec RADS1
lites a 'ADNsb (Carreira et al., 2009; Carreira et Kowalczykowski, 2011). Et, les
domaines BRC 1 a 4 bloguent I'hydrolyse de I'ATP par RADS1 empéchant sa
dissociation de '’ADNsb et conservant sa forme structurelle active. Les domaines
BRC 1 a 4 faciliteraient le chargement de RAD51 a '’ADNsb et sa nucléation (Figure
8). Les domaines BRC 5 a 8 lieraient RADS1 déja chargées sur 'ADNsb pour
favoriser son extension sur 'ADNsb en stabilisant le filament RADS1 (Figure 8).
Ainsi, BRCAZ permettrait a la fois la nucléation de RADS1 a I'ADNsb et la
stabilisation de RADS1 au fur et 8 mesure de leur ajout sur le filament d'ADN grace a

I'action distincte des domaines BRC (Carreira et Kowalczykowski, 2011).
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Figure 8 : Modéle de formation du filament RAD51 par BRCA2

(1) RADS1 lie les domaines BRC1-4 de BRCA2. (2) Le chargement de BRCAZ & 'ADNsb permet le
recrutement de RADS1 qui est stabilisé permettant sa nuciéation a 'ADNsb. (3) Aprés la nucléation de
RADS1 sur 'ADNsb, BRC5-8 lie le filament RADS1 naissant et favorise son extension en le stabilisant.
{(4) L'extension du filament RADS1 déplace RPA de 'ADNsb. BRCAZ se dissocie de 'ADNsb. (5) Le
filament RADS1 formé est capable de s'apparier avec une séquence homologue. (modifié d'aprés
(Carreira et Kowalczykowski, 2011)).

Pour autant, BRCAZ2 n'interagit pas directement avec RPA (Jensen et al,
2010). Une possibilité est qu'un partenaire d'interaction de BRCAZ lie directement
RPA pour favoriser son désassemblage de 'ADNsb (Zhao et al,, 2015). Il a éte
proposé qu'un nouvel interactant de BRCAZ2, DS51 (Deletion of SUV3 Supressaor)
joue ce role. La combinaison d'approches biochimiques, structurales et in vivo
suggéere que DSS1 mime I'ADNsb afin d'atténuer I'affinité de RPA a 'ADNsb, ce qui
favorise le desassemblage de RPA en faveur de I'assemblage de RAD51 (Figure 9)
(Zhao et al_, 2015).
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Figure 9 : Modéle du déplacement de RPA par BRCA2 et DSS1

BRCAZ2 est recruté a 'ADNsb grace a sa haute affinité avec le simple brin. DSS1 interagit avec RPA
en mimant 'ADNsb. Cette interaction diminue raffinité de RPA avec I'ADNsb favorisant sa
dissocitation de FADNsb. BRCAZ charge RADS1 sur 'ADNsb. (adapté de (Zhao et al., 2015)).

- | es réqulateurs de l'activité dinvasion du filament RADST ;

Chez la levure, 'homologue fonctionnel de BRCAZ2 est Rad52. En revanche, la
protéine humaine RADS2 n'est pas considérée comme un mediateur de la formation
du filament RADS1 car elle stimule davantage I'activité d'invasion de RAD51 que son
chargement (Jensen et al_, 2010; Kowalczykowski, 2015).

Chez les mammiféres, des paralogues de RADS1 (RADS1B, RADSI1C,
RADS1D, XRCC2, XRCC3) et le complexe SWS1-5WSAP1 sont tous capables de
lier RADS1 et TADNsb. Des études structurelles et d’'interactions ainsi que les études
menees chez les paralogues de RADS1 levures suggérent des rdles stabilisateurs du
filament RADS51 (Fasching et al_, 2015b; Prakash et al., 2015; Takata et al., 2001).
De plus, l'nvalidation d'un des paralogues de RADS1 chez la souris cause une
mortalité embryonnaire, montrant I'importance de ces protéines (Kowalczykowski,
2015). Leur implication en RH reste a étre détaillée chez les mammiféres.

La protéine PALB2 (Partner and localizer of BRCAZ2) (aussi FANCN) se lie ala
fois a BRCA1 et BRCAZ, et semble posséder deux réles au cours de la RH. D'une
part, des études biochimiques ont montré que PALB2 lie 'ADN et RADS51, et, stimule
l'activité d'invasion de RADS51 en présence de BRCAZ2. PALB2 se lie
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préférentiellement aux structures d’ADN en D-Loop et son interaction avec RADS1
viendrait stabiliser la D-Loop (Buisson et al, 2010; Dray et al., 2010). D'autre part,
PALB2 avec BRCAZ est capable de stimuler la synthése d'ADN par la polymérase n
de filaments intermédiaires de l'invasion (Buisson et al_, 2014). PALB2 pourrait alors
en interagissant avec BRCA1 et BRCAZ2 participer a I'invasion du filament RADS1 et
ensuite avec BRCAZ2 favoriser la stabilisation de la D-Loop pour permettre la
synthése d’ADN (Kowalczykowski, 2015; Prakash et al_, 2015).

Chez la levure, la translocase ATP dépendante Rad54 lie le filament
présynaptique Rad51-ADNsb et facilite I'appariement des brins d'ADN lors de la
recherche d’homologie en conférant une stabilité accrue du filament (indépendante
d’hydrolyse d’ATP), ce qui facilite la formation de la D-Loop (Kowalczykowski, 2015;
Mazin et al_, 2010). De plus, Rado4 semble aussi impliquée en postsynaptique (ou
post « invasion ») : elle est capable in vitro de se transloquer (ou diffuser) de TADNdb
et d'enlever RAD51. L'enlévement de RADS1 laisserait les extrémités 3'OH de 'ADN
libres nécessaires a l'initiation de la synthése par les polymérases (Mazin et al,
2010). Chez la souris les homologues de Rad54, RAD54 et RADS4B favorisent la RH
(Wesoly et al, 2006). Chez 'Homme, RADS54 et RADS54B sont capables de
s'associer a RADS1 (Mazina et Mazin, 2004; Tanaka et al_, 2000). In vitro, RADS4
stimule I'activité d’apparnement et dinvasion par RADS1 (Mazina et Mazin, 2004;
Sigurdsson et al., 2002). Leurs réles précis restent néanmoins peu connus chez les

mammiféres (Miyagawa et al_, 2002; Zhang, Z. et al_, 2007).

- | es requlateurs negatifs du filament RADS1

Parmi les réegulateurs negatifs de la formation et stabilisation du filament de
RAD5S1, les hélicases humaines FANCJ (Fanconi anemia group J protein), RECQ5
(DNA helicase RecQ-like 5), FBH1 (F-box DNA helicase 1) et BLM (Bloom syndrome
protein) sont toutes capables d'empécher la formation du filament RADS1 en
dissociant RADS1 de F'ADNsb (Heyer, 2015; Kowalczykowski, 2015). Les hélicases
sont des ATPases capables de transloquer le long de I'ADN et denlever des
protéines liées a I'ADN. Classiquement, elles permettent le désappariement des
doubles brins d'ADN (ou d'ARN) au niveau de jonction ADNdb/ADMNsb en rompant

les liaisons hydrogénes (Toussaint, 1995).
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Aprés linvasion, le brin d’ADN apparié peut (1) ne jamais initier de synthése
d’ADN et avorter spontanément la RH, (2) initier la synthése d’ADN et dissoudre la
D-loop pour réparer par SDSA ou (3) synthétiser et allonger ce brin dADN

neosynthétise jusqu'a la formation de la dJH.

2.3) L'extension de la D-Loop et la synthése d’ADN

Aprés linvasion du brin homologue par le filament RADS51 et son
désassemblage, le brin d’ADN s'apparie de fagon stable et forme un hétéroduplex
d’ADN. La (les) polymérases peuvent commencer a synthétiser de 'ADN au niveau
des extrémités libres 3'OH au sein de la D-Loop. Puis, I'élongation du brin
neosynthétiseé entraine un déplacement de la D-Loop : on parle d'extension de la D-
Loop. Cette synthése d'ADMN est dépendante d'une action combinée de la
polymérase &, de PCMNA (Proliferating Cell Antigen A) et de RPA. En effet, des
experiences menées avec des protéines humaines et de levures ont montré que la
polymerase & est capable de synthétiser de 'ADN dans des D-loops produites par
RADS1 (Li et al_, 2009; Sneeden et al_, 2013). RPA semble fixer et stabiliser TADNsb
au sein de la D-Loop au cours de la progression de la polymérase & et I'ajout de
PCNA stimule la processivité de cette derniére (Mcvey et al., 2017; Sneeden et al |
2013). D'autres études biochimiques avec des protéines humaines ou de levures et
génetiques chez les levures ont révélé que les polymérases £ et n sont aussi
capables de synthétiser de 'ADN de D-Loop bien que leurs roles précis ne soient
pas bien &tablis (Mcvey et al_, 2017; Sneeden et al_, 2013; Wright et al., 2018).

L'élongation du brin dADMN améne des contraintes topologiques qui peuvent
engendrer le blocage de la synthése au sein de la D-Loop. De maniére générale, les
topoisomérases et les hélicases enlévent ces contraintes pour permettre a la
synthése de se poursuivre. Les hélicases désapparient les jonctions ADNdb/ADNsb
tandis que les topoisomérases décaténent (ou « désenchainent ») des molécules
jointes d’ADN. Ces derniéres induisent une cassure simple ou double brin d'’ADN
(topoisomeérase de type | et ll, respectivement) et font passer un brin d'ADN a travers
cette cassure pour les décatener (Toussaint, 1995).

Chez les mammiféres, le complexe d’hélicases MCME-MCMS (Minichromosome
maintenance 8 et 9) semble impliqué dans la régulation de la synthése. MCM&-
MCM9 favorise la synthése d'’ADN de fagcon RADS1-dépendante, suggérant ainsi son

implication en RH (Natsume et al_, 2017). Dans une étude récente, Husted et al_, ont
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identifie le recruteur du complexe MCMB8-MCMS9 aux CDB, HROB (Homologous
Recombination factor with OB domain) (Hustedt et al_, 2019). HROB interagit a la fois
avec MCM8-MCMS, I'ADNsb et RPA - des acteurs situés a la D-Loop et tous
impliqués dans la régulation de la synthése d'ADNM. De plus, la double inactivation de
HROB et de I'hélicase HELQ (Helicase POLQ-like) dans des cellules humaines
suggere que HROB-MCMS-MCMS9 d’'une part et HELQ d'autre part participent a deux
voies redondantes dans la regulation de la synthése d'ADN en RH (Figure 10)
(Hustedt et al_, 2019). Les souris déficientes pour HROB, MCME et MCMS arborent
le méme phénotype d'infertilité associeé a un arrét de progression des cellules
meiotiques, montrant leurs réles essentiels en RH méiotique (Griffin et Trakselis,
2019; Hartford et al., 2011; Hustedt et al_, 2019; Lutzmann et al_, 2012).

A B
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HELQ MCME-9
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Figure 10 : Modéle des réles de HELQ et du complexe HROB-MCM8-MCMS9 en

recombinaison

A) HELQ et HROB-MCMB-MCMS constituent deux voies paralléles de réparation des CDB aprés
invasion du filament RADS1 en RH. B) HROB-MCM8-MCMS favorise la synthése d’ADN aprés
invasion. HROB interagit avec RPA et le complexe MCMB-MCM9. HROB favorise la localisation de
MCM8-MCMS aux sites de recombinaison. L'interaction de HROB avec RPA au niveau du brin d'ADN
déplacé au sein de la D-Loop favoriserait 1a localisation de MCM8-MCMS9. Le positionnement correct
de MCMB-MCM2 par HROB faciliterait la progression de la synthése d’ADN et la migration de la bulle
de réplication post-invasion. (modifié d'aprés (Hustedt et al., 2013))
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2.4) Démantélement de la D-Loop

Aprés avorir initie la synthése d’ADN au sein de la D-Loop, celle-ci peut étre
démantelée (ou réversée) avant d'étre prise en charge par la voie de réparation
SDSA afin de réparer la cassure dADN. De nombreuses données biochimiques
suggérent l'implication d’hélicases de par leur capacité a séparer des jonctions
d’ADNdb/ADNsb. MNotamment, chez I'Homme, les hélicases FANCM (Fanconi
anemia group M protein), RECQ1 (DNA helicase RecQ-like 1), WRN (Werner
syndrome helicase) et BLM possédent toutes un pouvoir antirecombinogéne in vivo
et la capacité in vitro de démanteler la D-Loop (Heyer, 2015; Kowalczykowski, 2015).
Il est proposé que BLM démantéle la D-Loop a l'aide de TOPllla-RMI1/2 (DNA
topoisomerase 3-alpha; RecQ-mediated genome instability protein 1 et 2) et de RPA
(Fasching et al_, 2015; Van Brabant et al_, 2000). Le mécanisme d’action des autres
hélicases dans le déemantélement de la D-Loop n'a pas été mis en évidence et
pourrait nécessiter des acteurs/régulateurs inconnus a ce jour venant aider I'action

des hélicases.

2.6) La capture de la seconde extremité de la CDB de I’'ADN

Si la D-loop reste stabilisée, le brin dADN de la CDB qui n'a pas envahi va
s'apparier avec le brin dADN déplacé: on parle de « second-end capture » pour

former une structure d’hétéroduplex jointe de deux molécules d'ADN, la dJH.

La second-end capture a &té principalement décrite in vitro avec des protéines
recombinantes de levure. Elle est (1) catalysée par Rad52, (2) implique l'interaction
de Rad52 et Rpa qui recouvre a la fois I'extrémité qui a envahi au sein de la D-loop
et 'autre extremité de la CDB qui n’a pas envahi et (3) est favorisée par la synthése
d’ADN au sein de la D-Loop (Kowalczykowski, 2015; Wright et al., 2018). L'absence
de RAD52 chez la souris n'induit pas de stérnilité a I'inverse de son homologue levure.
RADS2 n'est donc pas essentielle a cette étape puisque la formation des CO
meiotiques n'est pas alterée (Rikers et al., 1998). Chez 'Homme, RADS2 est
capable de lier 'TADNsb recouvert par RPA in vitro (Jensen et al_, 2010). Sa déplétion
dans les cellules humaines montre une augmentation de la réparation des cassures
par SDSA, ce qui comréle avec un role dans la second-end capture (Kan et al_, 2017).

Chez les mammiféres, les acteurs/regulateurs restent pas ou peu connus et
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pourraient impliquer des protéines de liaison a 'ADNsb capables de lier RPA au sein

de la D-loop pour stimuler la second end-capture.

2.7) La dissolution et la résolution de la dJH

La double jonction de Holliday (dHJ) formée par la jonction des deux
molécules d’ADN entre elles peut étre (1) dissoute en ne formant pas de produit de
CO (NCO) (activité hélicase) ou (2) résolue par clivage des brins dADN en formant
ou non des produits de CO (CO et NCO, respectivement) en fonction de ou sont
clives les brins d’ADN (activité nucléasique dite « résolvase ») (Figure 11).
L'importance de la prise en charge de la dJH chez les mammaliens a été clairement
observée de par la |étalité synthétique des cellules déplétées de I'hélicase BLM (voie
de la dissolution) et de la nucléase SLX4 (voie de la résolution) ou des nucléases
SLX4 et GEN1 (voies de la résolution) (Gamer et al., 2013; Wyatt et al_, 2013).

(1) Une jonction de Holliday est une jonction a quatre voies qui engage deux
molécules dADNdb (ou duplex) (Holliday, 1964). La libération des deux molécules
d’ADN peut se faire via un processus appelé la « dissolution ». La dissolution d’'une
dJH nécessite une hélicase pour faire converger les deux jonctions de Holliday et
une topoisomeérase pour catalyser le passage d'un brin dADMN au travers d'une
coupure transitoire d’'un autre brin d'ADN. De cette facon, les deux molécules d'ADN
sont séparées l'une de 'autre sans échange réciproque de séquences d'’ADN (sans
CO). Chez les mammiféres, le complexe BLM-TOPIllla-RMI1/2 (BTR) promeut la
dissolution de la dJH (Figure 11). BLM recruterait la topoisomérase llla a 'ADN et
stimule son activité de décaténation avec l'aide de RMI1/2. Cette interaction
fonctionnelle impliqguant une hélicase de la famille RecQ et une Topoisomérase |l
semble étre conservée de la bactérie a 'Homme ainsi que la stimulation de I'activité
enzymatique de la topoisomérase par I'hélicase (Bizard et Hickson, 2014; Heyer,
2015). En plus, RPA est capable d’interagir via RMI1-RMI2 avec le dissolvasome
BTR et stimule I'activité de dissolution des dJH par le BTR (Xue et al_, 2013). Les
personnes ayant des mutations de BLM souffrent du Syndrome de Bloom caractérise
par un excés d'échange entre chromatides sceurs (CO) et une instabilité génétique
prédisposant au cancer (Heyer, 2015; West, 5. C_ et al_, 2015), montrant I'importance

de I'activité anti-recombinogéne (anti-CO) de cette hélicase.
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(2) La libération des deux molécules dADN de la dJH peut aussi se faire via
un processus appelé la «résolution». La résolution neécessite ['action
d'endonucléases spécifiques de structures précises de 'ADN (ou « résolvases ») qui
clivent les deux JH et forment des produits de CO ou de NCO aprés ligation des
brins dADN clivés. Le clivage symétrique ou asymeétrique des deux jonctions de
Holliday aboutit a des produits de NCO et de CO, respectivement. Dans les cellules
humaines, les nucléases impliquées sont d’'une part SLX1-5LX4 et MUS81-EME1 qui
forment le complexe SLX-MUS et d'autre part la nucléase GEN1 (Figure 11) (Castor
etal., 2013).

- L'association de SLX1-5LX4 et MUS81-EME1 permet la reconnaissance
d'une grande variété de structures d’ADN par les résolvases, ce qui confére a ce
complexe un haut potentiel d’'activité résolvase. Cette activité résolvase de dHJ in
vitro est supérieure en présence des deux diméres plutdt que séparément. Le dimere
SLX cliverait la dJH pour générer une structure clivee d’ADN reconnue
spécifiqguement par MUS81-EME1 pouvant étre alors a nouveau cliveée. Plusieurs
regulateurs du cycle cellulaire tels que CDK1 et PLK1, kinases actives en phase G2
principalement, modulent l'interaction du complexe SLX-MUS ainsi qu'avec d'autres
interactants (West, 5. C_ et al_, 2015; Wrnight et al_, 2018).

- Le mécanisme d'action de GEN1 est trés similaire a la résolvase de
référence RuvC décrite chez E.Colii un homodimére clive deux sites d’ADN situés a
I'exact opposé de la dHJ de fagon coordonnée et symétrique. Sa régulation se ferait
principalement via la modulation de sa localisation nucléaire. Dans les cellules
humaines, GEN1 est exclue du noyau par sa sequence d'exportation nucléaire. A la
transition G2/M, la membrane nucléaire se désassemble et donne 'accessibilité de
GEN1 aux chromosomes pour résoudre des JH rémanentes (Gamer et al, 2013;
West, S. C_etal., 2015).
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double jonction de Holliday

Figure 11 : La dissolution ou la résolution de la double jonction de Holliday

Le complexe BTR désenchaine les brins d’ADN joints de la double jonction de Holliday (dJH) par
mécanisme de dissolution et génére des produits de non cross-over (NCQO). Les endonucléases
structurelles du complexe SLX-MUS, formé par SLX1-5LX4 et MUS81-EME1, d'une part et GEN1
d'autre part clivent la dJH par mécanisme de résolution. Le clivage symétrique ou asymétrique de la
dJH génére des produits de NCO et de cross-over (CO), respectivement. (adapté de (Matos et West,
2014))

Bien que le choix entre dissolution ou résolution des dJH chez les
mammiféres n'est pas compris a ce jour, elles semblent régulées en partie en
fonction du cycle cellulaire selon la nécessité ou non de former un CO. Chez les
mammiféres, la voie du NCO prédomine par rapport a celle du CO en RH (jusqu’'a un
ratio de 30 pour 1 dans des cellules embryonnaires souris et 6 pour un 1 dans des
cellules humaines). A cela s'ajoute la faible frequence des événements de RH dans
les cellules (estimeé a 1 pour 100 CDB en moyenne). La formation d'un CO est donc
préféerentiellement réprimée et constitue un événement particulierement rare
(Moynahan et Jasin, 2010).
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B) La recombinaison méiotique

La recombinaison meéiotique suit les mémes grandes étapes que la RH
mitotique. Elle se caractérise par I'action combinée de facteurs ubiquitaires impliqués
en RH mitotique et de facteurs spécifiguement exprimés dans les cellules
germinales. Cette implication de facteurs méiotiques spécifiqgues avec des facteurs
ubiquitaires apporte des spécificités d'actions et de régulations a la RH méiotique a
chaque étape de son déroulement. Elle aboutit a la formation d'un CO au moins par
paire de chromosomes homologues (ou bivalents). Les spécificités méiotiques de

cette RH spécialisée seront présentées aux différentes étapes de la RH.

1) La formation des CDB meéiotiques programmeées

Le RH méiotique s'initie par la formation de CDB programmées localisées
préférentiellement aux niveaux de sites spécifiqgues appelés points chauds (ou
« hotspots ») de recombinaison (Baudat et al., 2013; Lam et Keeney, 2015). Dans
les spermatocytes murins et humains, les CDB formées sont estimées entre 200 et
400 par cellule (Baudat et al_, 2013). Une partie seulement de ces CDB aboutira a la

formation de CO entre chromosomes homologues.
1.1) La formation des CDB méiotiques

La formation des CDB meéiotiques par SPO11 (SPOrulation 11) et ses
orthologues semble étre une caracténistique commune a linitiation de la RH
meéiotique a la fois chez les champignons, les invertébrés, les plantes ou les
mammiféres (Keeney, 2007). SPO11 est une endonucléase orthologue de la sous
unité catalytique A de la topoisomérase VI (topoisomérase de type Il) chez les
archaebacténes. Les TopoV| posséde une sous-unité A qui clive 'ADN, et, une sous-
unité B qui régule l'activité catalytique par hydrolyse d’'ATP et contrile ainsi
I'ouverture de 'ADN pour le passage d'un autre brin d’ADN (relaxation topologique)
(Bouuaert et Keeney, 2016).

Des études fonctionnelles et structurelles chez la levure ont permis de
comprendre le mécanisme d'action de SPO11 : elle catalyse la formation des CDB
de facon similaire aux topoisomérases de type Il. SPO11 se diménse et clive TADN
par réaction de transestérification, ce qui en résulte d'une liaison phosphodiester

entre les sites tyrosines catalytiques de SPO11 avec les extremités 5' de la CDB
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(Lam et Keeney, 2015). SPO11 reste donc liee aux extrémités 5 de 'ADN aprés
clivage. Chez la souris et 'Homme, SPO11 posséde deux isoformes SPO11a et
SPO11B. La majorité des CDB méiotiques sont induites par SPO11B. De récents
travaux chez la plante et la souris suggérent que SPO11 et la protéine TOPVIBL
(TopoVIB-like) agissent ensemble sous forme d'hétérotétramére ressemblant
fortement aux formes ancestrales des topoisomérases (sous unité catalytique A et
sous unité régulatrice B) (Figure 12) (Bouuaert et Keeney, 2016; Robert et al_, 2016;
Vrelynck et al.,, 2016). TOPVIBL agirait donc comme la sous unité régulatrice de
SPO11.

En plus de SPO11, dautres protéines auxiliaires sont essentielles a la
formation des CDB meéiotiques. Chez la souris, MEI4 (MElosis-specific 4), REC114
(RECombination 114) et IHO1 (Interactor of HORMAD1 protein 1, aussi nommée
CCDC36) sont capables de catalyser la réparation des CDB au niveau des axes des
chromosomes méeiotiques (de Massy, 2013; Kumar et al.,, 2010, 2018). Leur
invalidation chez la souns révéle une absence de formation des CDB, des défauts de
synapsis des chromosomes homologues et une absence de protéines effectives pour
la réparation des CDB : un phénotype similaire observé chez les souris déficientes
pour SPO11 (Baudat et al.,, 2000; Kumar et al., 2010, 2018; Romanienko et
Camenni-Otero, 2000; Stanzione et al., 2016). Ces trois protéines essentielles sont
capables d'interagir ensemble (Kumar et al., 2018). De plus, HORMAD1 (localisée
aux axes des chromosomes asynapses) interagit avec IHO1 et permettrait ainsi le
recrutement MEI4-REC114-IHO1 aux axes des chromosomes (Stanzione et al,

2016). Ce tnmére pourrait y activer et/ou moduler I'activité catalytique de SPO11.

La kinase ATM est capable d'agir comme un régulateur limitant la formation
des CDB (Lange et al_, 2011). Aprés formation des CDB méiotiques, MREN reconnait
la cassure et y est recruté induisant le recrutement et I'activation d'ATM. ATM est
connue pour signaler les CDB en phosphorylant 'histone H2A X (yH2A _X) et active la
reparation des CDB (Figure 12) (Maréchal et Zou, 2013). Dans des spermatocytes
At‘m‘f‘, la formation des CDB est dix fois supéneure a la normale (Lange et al_, 2012).
Tell (Telomere maintenance 1), 'hnomologue d'ATM chez la levure S. cerevisiae, est
impliqguée dans le phénoméne dinterférence des CDB. Elle inhibe la formation
d'autres cassures a une distance proximale d'une CDB formée et empéche la

formation de cluster de CDB (Garcia et al., 2015). Ces données suggérent qu'ATM
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restreint localement I'activité de SPO11 par un rétrocontréle negatif qui empécherait
la formation de nouvelles cassures (Figure 12). Cette régulation pourrait se faire via
un réarrangement chromatinien autour de la CDB formée qui restreint I'accessibilité a
SPO11 et/ou par la régulation de l'activité de SPO11 via ses protéines auxiliaires.
Motamment, Tell est capable de phosphoryler Rec114 et la phosphorylation de
Rec114 corréle avec une diminution globale des CDB meéiotiques (Carballo et al,
2013). Chez les mammiféres, ATM pourrait ainsi réguler 'activité de SPO11 en
agissant sur les protéines auxiliaires de formation des CDB (recrutement et/ou

activite).
1.2) La localisation des CDB méiotiques

Les CDB meiotiques se localisent préférentiellement au niveau des points
chauds de recombinaison c'est-a-dire au niveau des régions d’ADN clivees par
SPO11. Ces régions sont majoritairement déplétées en nucléosome rendant 'accés
a la chromatine favorisé aux protéines de formation et de réparation des CDB (Lam
et Keeney, 2015). Chez la souns et 'Homme, les points chauds de recombinaison
sont retrouvés a la fois sur des régions géniques et intergéniques; et, corrélent avec
des sites chromatiniens enrichis des marques post-traductionnelles H3K4me3 et

H3K36me3 (marques de chromatine « ouverte ») (Grey et al., 2018).

La méthyltransféerase PRDM9 (PR domain-containing protein 9) joue un réle
central dans la localisation spécifigue des CDB méiotiques au sein du génome. Dans
les mutants murins Prdm9” ou les mutants non fonctionnels, les CDB se forment
mais avec une localisation alternative. Les souns sont stériles et caractérisées par
une absence de réparation des CDB (Diagouraga et al., 2018; Hayashi et al_, 2005;
Sun et al, 2015).

PRDMS lie la chromatine grace a son domaine en doigt de zinc et se localise
aux centres des points chauds de recombinaison (Grey et al., 2018). L'activité
catalytique de son domaine PR/SET induit I'enrichissement des marques H3K4me3
et H3K36me3 au niveau de ces points chauds (Diagouraga et al., 2018). Cet
enrichissement se fait sur les boucles de chromatine au niveau de nucléosomes
situés a proximité des sites de liaison de PRDM9. PRDMS induirait un remodelage
chromatinien dans le but de rendre accessible la chromatine a la machinerie de

formation et de réparation des CDB.
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De plus, PRDMY est capable d'interagir avec des protéines présentes aux
axes des chromosomes au niveau des sites de recombinaison : les éléments du CS
(RECB8, SYCP3, SYCP1) et avec CXXC1 (CXXC Finger Protein 1) et EWSR1 (Ewing
Sarcoma Breakpoint Region 1) (Imai et al_, 2017; Parvanov et al., 2017). CXXC1 lie
H3K4me3 et interagit avec PRDMY et IHO1 (protéine auxiliaire de SPO11) alors que
EWSR1 interagit avec la cohésine RECS8 (Eberl et al_, 2013; Imai et al_, 2017). Ces
interactions permettraient de relier les margues chromatiniennes déposées par
PRDMS9 aux boucles de chromatine avec la machinerie de formation des CDB située
aux axes (SPO11 et ses protéines auxiliaires MEI4-REC114-IHO1) (Figure 12).

PRDMS spécifie la localisation des CDB en fonction (1) des séquences
spécifiques reconnues par son domaine de liaison a 'ADN, (2) de la position de ces
sequences au sein du génome et (3) de l'environnement chromatinien de ces
sequences. L'accessibilité des séquences de liaison de PRDMY peut dépendre de
leur positionnement global en sein du génome (régions plus ou moins réprimeées), du
contenu en nucléosomes et de la présence de modifications post-traductionnelles.
Cette varnabilité de liaison de PRDMY9 a ses sequences spécifigues au sein du
génome induit un polymorphisme des sites de liaisons de PRDMS, et donc des sites

de recombinaison, inter- et intra-espéces (détaillée dans (Grey et al_, 2018)).
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Boucle rephée sur
l'axe pour |8
formation de s COB

Figure 12 : La formation de la CDB en méiose

A) SPO11 et sa sous unité régulatrice TOPEBL (TOPOVIBL) catalyse la formation de la CDB
méiotigue. TOPGBL induit 'activation de SPO11 sans étre nécessaire au clivage (1) ou bien reste
complexée & SPO11 pour le clivage de 'ADN (2). (adapté de (Robert et al, 2016)) B) Modéle du
couplage de la localisation des CDB méiotiques avec la machinerie de formation des CDB. PRDM9
dépose les marques chromatiniennes H3K4me3 et H3K36me3 (efoiles vertes) aux boucles de
chromatine des chromosomes méiotiques aux points chauds de recombinaison. CXXC1 et EWSR1
interagissent avec ces marques chromatiniennes et les protéines de formation de la CDB (MEI4-
REC114-1HO1) et les protéines structurelles (RECS) situés aux axes des chromosomes méiotiques.
Les marques déposées par PRDMS aux boucles de chromatine sont ainsi reliées a la machinerie des
CDB meiotiques aux axes. Aprés repliement de la boucle de chromatine sur I'axe, SPO11 se trouve &
proximité de ses protéines auxiliaires et catalyse la formation de la CDB. (adapté de (Borde et de
Massy, 2013)) C) La kinase ATM régule la formation des CDB méictiques. SPO11 induit la formation
des CDB au niveau de sites enrichis en H3K4me3 et H3K36me3 déposés par PRDMI. ATM est
activée en réponse aux CDB. ATM inhibe la formation d'autres CDB par SPO11 et signale les
cassures en phosphorylant I'histone H2A X (yH2A X) a proximité de la CDB. (adapté de (Lukaszewicz
etal., 2018))
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2) La résection en méiose

Contrairement aux topoisomérases canoniques, SPO11 reste liée de fagon
covalente aux extrémités des CDB meéiotiques qu'elle a induites et doit étre enlevée
pour permettre une prise en charge de la CDB pour la réparer (Baudat et al., 2013).
Dans les cellules humaines, nous avons vu précedemment que le complexe
nucléasique MEN et les nucléases EXO1/DNAZ2 avec 'aide de I'hélicase BLM sont

impliqués dans la résection en RH mitotique (paragraphe 2.1) La résection)

A l'inverse de son homologue chez la levure (complexe MRX) (Borde, 2007),
I'implication du complexe MRN chez les mammiféres n'a pas été clairement &tablie
en meiose. Chez la souris, un mutant hypomorphe (mutation sur un seul alléle) de
MRE11 trongué au niveau de son domaine de liaison a '’ADN montre la formation du
méme nombre de foyers DMC1 (recombinase méiotique spécifique) que chez les
ovocytes sauvages, ce qui suggére que la résection a eu lieu correctement (Inagaki
et al., 2016). Il se peut que (1) I'invalidation incompléte de MRE11 chez la souris ne
permette pas d'observer son effet catalytique en méiose du fait de son caractére
essentiel en cellules somatiques. Cette invalidation ne serait pas suffisante pour
abolir I'activité de MRE11 en résection meéiotique. Et, (2) d'autres nucléases peuvent
substituer I'action catalytique de MRE11 (redondance d'actions entre nucléases).
Pour autant, ces souns mutantes sont infertiles et présentent des défauts de de
synapsis des chromosomes homologues et de réparation des CDB. MRE11 posséde
bien un réle essentiel dans la progression meéiotique.

Quant a EXO1, son invalidation chez la souris n'induit pas de phénotype
drastique avant le stade pachyténe des cellules méiotiques : les homologues sont
comrectement synapsés mais ne forment pas de CO (Wei et al_, 2003). Ces résultats
montrent davantage l'implication d’'EXO1 dans la formation des CO méiotiques que
dans la phase de résection des extrémités de la cassure.

De facon similaire, l'invalidation conditionnelle de BLM dans les cellules
germinales ne modifie pas le nombre de foyers RADS1 (recombinase aussi impliquée
en RH meéiotique), montrant que I'absence de BLM n’affecte pas ou peu la résection
(Holloway et al_, 2010).

Une étude récente menée dans des spermatocytes murins a analysé les

sequences des extremités résectées par methode END-5eq (détaillé dans (Paiano et
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al., 2020)). Ces extrémités sont séquencées et comparées avec celles notamment
des séquences d'ADN liées par SPO11 (séquencage SPO11-oligo). Leurs résultats
indigquent que (1) le pattern de résection chez la souris est proche de la levure, (2)
MRE11 lie les points chauds de recombinaison et que (3) EXO1 n'impacte que
faiblement la longueur de la résection. Le mécanisme de résection via le complexe
homologue MRN chez la levure serait conserve chez les mammiféres et impliquerait
bien l'activité de MRE11. Et, EXO1 n’est pas la seule nucléase impliquée : DNAZ2
pourrait aussi participer avec l'aide de BLM ou d'une autre hélicase (redondances

fonctionnelles multiples possibles).
3) L’invasion

Au cours du cycle mitotique, RPA recouvre 'ADNsb des extrémités sortantes
des CDB aprés résection. RPA est remplacé par RADS1 pour former le filament
RADS51 recombinogéne qui envahit une séquence homologue. En meéiose et en
particulier chez les mammiféres, il n’est pas clairement établi que RPA soit recruté le
premier. En effet chez la souris, le nombre de foyers RADS1 est supéneur a celui des
foyers RPA en début de recombinaison au stade leptoténe. RADS1 pourrait &tre

chargée avant RPA en méiose (Moens et al_, 2002; Plug et al., 1998).

La recombinaison méiotigue nécessite la recombinase ubiquitaire RADS1, et,
la recombinase méiotique spécifigue DMC1 (Disrupted Meiotic cDNA 1). La présence
de ces deux recombinases est une caractéristique conservée chez les levures, les
plantes et les mammiféeres (Brown et Bishop, 2015). Pour autant, certains
organismes tels que la mouche Drosophila melanogaster, le vers Caenorhabditis
elegans et le champignon Sordaria macrospora utilisent pour seule recombinase
RADS1. La présence de cette seconde recombinase DMC1, uniguement en meéiose,
ameéne a réfléchir sur les spécificités apportées par l'utilisation de cette seconde
recombinase en RH au cours de la méiose.

Les deux recombinases possédent des caractéristigues biochimiques trés
similaires. Chacune d’elles est capable de (1) de s'oligomériser sur de I'TADNsb (et
ADNdb) pour former un filament nucléoprotéique et (2) de promouvoir la recherche
d’homologie et I'invasion du filament nucléoprotéique formé (Brown et Bishop, 2015).
Chez la levure S. cerevisiae et |la plante A. thaliana, I'activité recombinase de Rad51

est dispensable a la recombinaison meiotique et agirait comme un facteur accessoire
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de l'activité recombinogéne assuréee par Dmc1 du filament Rad51-Dmc1 (Cloud et
al., 2012; Da Ines et al_, 2013). Bien que recruté a 'ADNsb, I'activité recombinase de
Rad51 semble y étre réprimée. De plus, Dmc1 favorise l'invasion entre séquences
nucléotidiques hétérologues, ce qui faciliterait I'invasion entre les brins polymorphes
des chromosomes homologues lors de la recombinaison méiotique (Borgogno et al_,
2016). Dmc1 jouerait un réle prédominant de celui de Rad51 lors de linvasion du
filament recombinogéne en méiose (Brown et Bishop, 2015). Pour autant, les
fonctionnalités spécifiques des recombinases ne sont pas ou peu connues chez les

mammiféres.

Chez la souris, I'absence de DMC1 induit une infertilité associée a un arrét de
progression des cellules germinales en stade zygoténe, et, un synapsis incomplet et
aberrant des chromosomes homologues (Yoshida et al., 1998). L'invalidation de
Radb1 étant |étale chez 'embryon, son rile en gaméetogénése a éte étudié grace a
des micro-injections de siRNA de RADS1 dans les testicules souris (Knockdown
RADS1) (Dai et al., 2017). Dans les tubes séminiféres affectés, I'ensemble des
stades des cellules germinales (mitotiques et méiotiques) est fortement altéreé et les
spermatocytes progressent difficilement au-dela du stade zygoténe, mettant ainsi en
évidence le role de RAD51 en RH dans les cellules mitotiques et méiotiques. De
facon intéressante, les rares spermatocytes en zygoténe ne présentent pas de
défauts de localisation de DMC1 aux chromosomes meiotiques. Ce phénotype peut
étre biaisé par la présence résiduelle de RADS1 suffisante a la localisation de DMC1.
Néanmoins, il apparait que chez les mammiféres les deux recombinases pourraient
bien avoir des rdles etlou spécificités propres durant linvasion en meiose

(recrutement et/ou activité différente).

Comme en RH mitotique, BRCAZ semble aussi jouer un réle dans le
chargement des recombinases sur '’ADNsb en recombinaison méiotique. Du fait de
la létalité de l'invalidation compléte de BRCAZ2 chez la souris, son rdle dans la
gametogenése n'a été révélé qu'aprés l'utilisation d’'un transgéne humain de BRCAZ2
pour permettre la survie de souris avec invalidation totale de BRCAZ. Ce transgéne
ne s'exprime presque pas dans les gonades. Ces souris sont infertiles et les
spermatocytes sont arrétés a la transition zygoténe/pachyténe (Sharan et al., 2004).
Dans ces mutants, la localisation de RAD51 et DMC1 est compromise alors que celle

de RPA ne l'est pas. Ces résultats comrélent avec I'implication majeure de BRCAZ2
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nécessaire au chargement des deux recombinases durant I'étape d'invasion de la
RH en stade zygoténe. Les études biochimiques ont montré que BRCAZ2 favorisait la
nucléation de RADS1 et DMC1 sur de 'ADNsb, et interagit directement avec RADS1
et DMC1 (Jensen et al., 2010; Martinez et al., 2016). BRCAZ est capable de stimuler
I'activité recombinase de DMC1 (en plus de celle de RADS51) a partir dADNsb
recouvert par RPA (Liu, J. et al_, 2010; Martinez et al_, 2016). Le modéle qui émerge
est que BRCAZ serait le médiateur du chargement de RADS1 et DMC1 a 'ADNsb
grace a sa capacité de liaison a 'ADNsb et sa capacité de déplacer/enlever RPA

recouvert sur de 'ADNsb.

Ces demiéres années, d'autres regulateurs (ou médiateurs) ont été mis en
evidence dans la formation et/ou I'activité du filament RAD31/DMC1.

Des protéines en interaction directe avec BRCAZ2 permettent le recrutement
des recombinases aux sites de recombinaison. Notamment, le nouveau facteur
meiotique spécifigue MEILB2 (Meiotic Localizer of BRCAZ2) (ou HSF2BP, Heat Shock
Factor 2 Binding Protein) est essentiel a la localisation de BRCAZ2 et des
recombinases RAD51/DMC1 aux sites de recombinaison en zygoténe dans des
spermatocytes murins (Zhang, J. et al., 2019). Son invalidation chez la souris induit
une stérilité associée a une absence de réparation des CDB méiotiques. MEILB2
interagit directement avec BRCAZ et indirectement avec RADS1 via BRCAZ. L'étude
de la dynamique des foyers RAD51, DMC1, BRCAZ taggué et MEILB2 a mis en
évidence que (1) l'absence de MEILB2 abolit la localisation de BRCAZ2 et des
recombinases et (2) la localisation de MEILB2 précéde celle des recombinases.
MEILB2 est ainsi proposé comme un facteur clé du recrutement des recombinases
grace a son interaction avec BRCAZ.

Le complexe Shu formé par SWS1-SWSAP (SWIM domain-containing and
Srs2-interacting protein 1 homolog) (SW5S1-associated protein 1) est considére
comme un régulateur positif de BRCAZ favorisant le chargement des recombinases
(Abreu et al., 2018). Chez la souris, la délétion de ce complexe induit une infertilité
associée a un arrét tardif des cellules en prophase | (pachyténe) et une forte
diminution du recrutement des recombinases RADS1 et DMC1. Cette diminution est
accentuée chez des doubles mutants Swsap1” Brca2**"*?” oi1 une forme tronquée
de BRCAZ est exprimée et induit une perte partielle de I'interaction avec RADS1 et

DMC1. Ces résultats suggérent bien une action régulatrice du complexe Shu sur le
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role cargo de BRCAZ2 pour le recrutement des recombinases et la formation du
filament présynaptique.

Le complexe HOPZ2-MND1 semble favoriser [l'activité du filament
présynaptique. In wvifro, les protéines meéiotiques spécifiqgues HOP2 (Homologous-
pairing protein 2 homolog) et MND1 (Meiotic nuclear division protein 1 homolog)
interagissent avec RADS1 et DMC1 et stimulent I'activité recombinase du filament
RADS1 ou DMC1 (Petukhova et al., 2005). In vivo, les souris déficientes pour HOP2
montrent une accumulation des recombinases et de RPA, et, un arrét de progression
meiotique en stade pachyténe : des indicateurs de défauts de réparation des CDB
meiotiques aboutissant a l'infertilité des animaux (Petukhova et al., 2003). Ces
resultats suggérent que HOP2-MND1 n'est pas nécessaire au chargement des
recombinases mais qu'il agirait sur l'activité du filament RADS1/DMC1. De plus,
d'autres résultats in wvitro suggérent que (1) SYCP3 (&lément du CS) enire en
compétition avec HOP2-MND1 pour lier le filament RADS1 et inhiberait ainsi 'activité
regulatrice de HOP2-MND1 sur ce filament et (2) SYCP3 ne modifie pas l'activité
recombinase du filament DMC1 (Kobayashi et al, 2017). SYCP3 inhiberait
speécifiqguement l'activité recombinase de RADS5S1 pour favoriser celle de DMC1 au
cours de [linvasion en meiose. L'absence de HOP2-MND1 aux sites de
recombinaison en présence de SYCP3 ne permettrait plus une correcte modulation
de l'activité du filament mixte RAD51/DMC1 en meéiose. HOP2-MND1 participerait
ainsi a la modulation de l'activité du filament en concertation avec d’'autres facteurs
regulateurs qui apporteraient des spécificités au filament.

Conservé de la plante Arabidopsis a 'Homme, le complexe FIGL1-FLIP
(FIDGETIN-LIKE-1/FIDGETIN-LIKE-1 INTERACTING PROTEIN) posséde un rdle
antagoniste de BRCAZ2 et est impliqgué en RH mitotique et méiotique. En efiet, les
mutants figl1, ou flip chez la plante, présentent des dérégulations de la dynamique
des recombinases RADS1 et DMC1, et, une augmentation anormale de CO
(Fernandes et al., 2018). Toujours chez la plante, la double déficience figl1 et brcaZ2
restaure la formation des foyers RADS1/DMC1 dans les cellules méiotiques et les
foyers RADS1 dans les cellules somatiques (Kumar et al_, 2019). Ce complexe est
aussi impligué en RH dans des cellules humaines down-régulées pour FIGNL
(Fidgetin-like protein 1), I'nomologue humain de FIGL1 (Yuan et Chen, 2013).
FIGL1/FLIP pourrait réguler directement ['activité recombinase du filament
RADS1/DMC1 par I'activité ATPase de FIGL1 (Yuan et Chen, 2013). En effet, FIGL1
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fait partie de la famille des protéines AAA-ATPase capables de remodelages
structurels protéiques mono- ou multi-méres (White et Lauring, 2007). Le complexe
FIGL1T/FLIP pourrait donc agir comme un régulateur négatif de [l'activité
recombinogéne du filament RAD5S1/DMC1. Des expénences biochimiques plus
pousseées permettraient véritablement de déterminer a quelle(s) étape(s) de
I'invasion et comment agit ce complexe (formation, recherche d’homologie ou activité

recombinase du filament présynaptique).

Parmi les facteurs évoqués dans la formation du filament RAD51/DMC1 en
meiose, certains sont essentiels alors que dautres le régulent. L'implication de
facteurs ubiquitaires avec des facteurs meéiotiques spécifiques suggére gue ces
demiers apportent des caractérnistiques biochimiques, structurelles et/ou
d'interactants spécifiques modulant les intermédiaires de recombinaison nécessaires

a envahir I'homologue plutét que la chromatide sceur.

4) La synthése d’ADN au sein de la D-Loop en méiose

Aprés invasion du brin homologue, la synthése d’ADN s'initie au sein de la D-
Loop en utilisant comme matrice modéle la chromatide du chromosome homologue
(chromatide sceur en mitose). Cette sequence d'ADN provenant du chromosome
homologue, et non de la chromatide sceur, peut présenter des mésappariements de
base avec l'extremité 3'OH qui a envahie et d'olu s'initie la synthése. Or, certaines
polymérases sont incapables d'initier la synthése en présence de mésappariements
comme la polymérase B (Bebenek et Kunkel, 2004). Chez 'Homme et chez S.
cerevisiae, la polymeérase d posséde une activité exonucléase lul permettant d'initier
une synthése d’ADN en présence de mésapparements (Mcvey et al_, 2017). Chez 5.
cerevisiae, cette demiére est impliquée en RH mitotique ainsi qu'en RH méiotique et
en particulier dans la formation des CO méiotiques (Li et al., 2009; Maloisel et al_,
2004). D'autres polymérases a activité nucléase pourraient étre impliquées lors de la
synthése d’ADN en meéiose. Chez les mammiféres, parmi les 14 polymérases
existantes, aucune n'a encore été décrite comme essentielle lors de la synthése au
sein de la D-Loop en méiose, potentiellement di a des redondances fonctionnelles

des nombreuses polymérases existantes (Mcvey et al_, 2017).

Les mésappariements de 'ADN dans la D-loop peuvent étre également

comigés par le mécanisme de réparation des mésappariements de I'ADN (ou
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mismatch repair, MMR) (Fishel, 2015). Un mésappariement peut résulter d’'un
mauvais appariement entre deux bases ou bien d’insertion ou délétion de bases
(appelé indels) induisant des boucles de mésappariement entre deux brins d’ADN.
Le MMR reconnait un mésappariement, dégrade la séquence contenant celui-ci et
synthétise de novo cette séquence en absence d'erreurs. Plusieurs facteurs sont
impliqués : les homologues MutS et MutL, I'éxonucléase EXO1, la polymérase 6,
PCNA et son cofacteur RFC (Replication Factor C), RPA et 'ADN ligase |. Chez les
eucaryotes, les homologues MutS d’'E.coli forment des complexes: MSH2-MSH3
(Mutsg), MSH2-MSHG6 (MutSa) et MSH4-MSHS (MutSy). Les homologues MutlL
forment aussi des héterodiméres: MLH1-PMS2 (MutLa), MLH1-PMS1 (MutLp) et
MLH1-MLH3 (MutLy). Seuls MutSa, MutSE et MutLa sont impliqués dans le MMR.
L'implication de MutLp n'est pas clairement établie. MutSy et MutlLy sont eux
impliqués dans la promotion et la formation des CO méiotiques (paragraphe 6) La
promotion des CO en méiose). Un modéle simple de réparation par le MMR est le
suivant (Figure 13). MutS (a ou B) lie le mésappariement de facon ATP dépendante
et recrute MutLa pour former un tétramére (Figure 13). PCNA est recruté avec son
cofacteur RFC et entoure I'ADMNdb pour le stabiliser. PCNA stimule [l'activité
endonucléase de MutLa qui clive 'ADN en amont (ou en aval) du mésappariement
(Figure 13). Certaines données suggérent gu'avant le clivage MutSa/p et MutLa
diffusent le long de I'ADN a distance du mésappariement alors que d'autres
suggérent que seul MutLp diffuse. EXO1 est recruté au niveau de la cassure dADN
et activé par MSHZ2 et/ou MLH1. EXO1 dégrade la séquence contenant le
mesappariement de 5" vers 3’ (Figure 13). RPA stabilise 'ADNsb forme et PCNA
stimule la polymérase & dans la synthése de cette séquence manquante. Les
extremités sont ensuite religuées par '’ADN ligase | (Figure)(Fishel, 2015; Jincny,
2006; Liu, D. et al_, 2017).
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Figure 13 : Schéma de réparation d’'un mésappariement de ’ADN

Aprés reconnaissance du meésappariment, les MutSa (ou B) et MutLa forme un complexe au
mésappariement de I'ADN. PCNA-RFC stimule le clivage de I'ADN par MutLa & proximité du
mésappariement. A partir de cette entaille, EXO1 dégrade la séquence contenant le mésappariement
et la polymérase § synthétise de novo la séguence en absence d'emeurs. Les extrémités d'ADN sont
ensuite religuées par la ligase | pour rétablir la continuité du brin d'ADN. (adapté de (Liu, D. et al_,
2017))

Comme en mitose, 'extension de la synthése d’ADN au sein de la D-Loop
ameéne des contraintes topologiques de 'ADN et nécessite la stabilisation des brins
au sein de celleci. Le complexe HROB-MCM8-MCM9 et I'hélicase HELQ
nécessaires en RH mitotique I'est aussi en RH meiotique (paragraphe 2.3) L'extension
de la D-Loop et 1a synthése d'ADN). L’'absence de HROB, MCM8, MCM9 ou HELQ chez la
souris induit des phénotypes d'infertilité ou sous fertilité révelant une implication de
chacun de ces facteurs au développement correct des gamétes (Adelman et al,
2014; Hustedt et al_, 2019; Lutzmann et al_, 2012).

47



5) La répression des CO en méiose

La régulation des intermédiaires meéiotigues a chaque étape de son
déroulement permet d'empécher la formation des CO notamment en induisant (1) le
démantélement (ou réversion) de la D-Loop, (2) la dissolution de la dJH (3) ou sa
resolution en NCO. Chez la souris, sur plus de 200 foyers RADS1/DMC1
comptabilisés, événements engagés dans les étapes précoces de la RH méiotique,
seuls ~23 CO en résultent (moyenne/cellule méiotique) (Handel et Schimenti, 2010).
La majorité des intermédiaires de recombinaison forme des produits de NCO. Cette
regulation des intermédiaires de recombinaison est assurée par les hélicases et les

topoisomérases de facon similaire a la RH mitotique.

Chez les eucaryotes, BLM-TOPIllla-RMI1/2 (BTR) est un complexe majeur de
la promotion des événements de NCO en RH (Hunter, 2015). Il est impliqué dans le
démantélement des D-Loop et la dissolution des dJH en présence de RPA
(paragraphes 2.4) Démantélement de la D-Loop et 2.7) La dissolution et la résolution de la dJH)
(Fasching et al., 2015; Xue et al, 2013). Chez la levure en RH mitotique et
meiotique, I'homologue de BLM (avec l'aide de TOPI et RMI) semble bien
responsable (1) du déemantélement de la D-Loop pour mener les intermédiaires vers
la voie du SDSA, et, (2) contrdler les evénements de NCO par dissolution de la dJH
(De Muyt et al., 2012; Hatkevich et Sekelsky, 2017; Kaur et al_, 2015; Tang et al_,
2015). Chez les mammiféres, I'invalidation conditionnelle de Bim chez la souris induit
une augmentation de la fréquence des CO méiotiques (Holloway et al_, 2010). Bien
que ces résultats ne permettent pas d'établir clairement I'implication de BLM dans le
démantélement de la D-Loop et/ou la dissolution de la dJH en méiose, BLM apparait
comme un régulateur important des intermeédiaires de recombinaison méiotique

impliqué dans la voie du NCO.

D’autres hélicases pourraient intervenir pour prendre en charge les
intermédiaires de recombinaison afin de promouvoir la voie du NCO. Elles pourraient
avoir des réles mineurs et redondants anti-CO en méiose par rapport au role central
de BLM. Notamment, les hélicases de la méme famille que BLM (famille des
hélicases RECQ homologues) comme RECQ1/5 et WRN possédent des capacités
de démantélement de D-Loop in vitro et sont impliquées en RH mitotique in vivo.

FANCM (Fanconi anemia group M protein) est aussi capable de démanteler des D-
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Loop naissantes et de dissoudre des JH in vitro (Gari et al_, 2008). Chez les plantes
et la levure, 'homologue de FANCM est impliqué dans la répression de la formation
des CO méiotiques et favorise la réparation par le SDSA (NCO) (Crismani et al_,
2012; Girard et al_, 2015; Lorenz et al_, 2012). Les souris déficientes pour FANCM
présentent une hypofertilité associée a un hypogonadisme davantage lié a une perte
des cellules germinales mitotiques (Bakker et al_, 2009). Pour autant, FANCM est
bien exprimé dans les cellules germinales méiotiques et se localise fortement aux
noyaux des cellules en pachyténe (Fouquet et al_, 2017). Et, une mutation ponctuelle
de FANCM a été décrite dans un cas familial d'insuffisance ovarienne prématurée
(IOP) (Fouquet et al., 2017). Ces données suggérent que FANCM est impliquée en
recombinaison meiotique chez les mammiféres. Une invalidation ciblée de FANCM
dans les cellules germinales méiotiques permetirait de déterminer spécifiguement

son implication dans la régulation de la formation des CO en méiose.

6) La promotion des CO en meiose

Aprés l'initiation et I'élongation de la synthése au sein de la D-Loop, des
facteurs appelés ZMM stabilisent les intermédiaires de recombinaison post-
synaptiques afin de promouvoir la formation des CO. Le complexe ZMM est un
acronyme pour les protéines levures qui le composent Zip 1/2/3/4 (molecular ZIPper
1, 2 3 et 4), Msh4/5 (MutS Homolog 4 et 5), Mer3 (MEiotic Recombination 3) et
Spo16 (SPOrulation 16) (Lynn et al_, 2007; Pyatnitskaya et al_, 2019). Relativement
bien conserve de la levure a 'Homme, le complexe ZMM chez les mammiféres se
compose de: SYCP1 (Zip1), RNF212 (Ring Finger Protein 212) (Zip3), HEI0
(Human Enhancer of Invasion clone 10) (Zip3), TEX11 (Testis Expressed sequence
11) (Zip4), M5H4 et 5, et HFM1 (Helicase Family Member 1) (Mer3). Les orthologues
de zip2 et spo16 sont SHOC1 (Shortage in chiasmata 1) et SPO16, respectivement
(Guiraldelli et al_, 2018; Zhang, Q. et al_, 2018, 2019).

L'ensemble des éléments ZMM posséde une caractéristique commune : elles
sont nécessaires a l'assemblage des éléments du CS et au synapsis des
chromosomes conjointement a l'initiation de la recombinaison méiotique. La fonction
proposée des ZMM est de protéger les intermédiaires de recombinaison de 'action
des hélicases notamment lors du démantélement des D-Loop. Les ZMM

stabiliseraient ainsi les intermédiaires de recombinaison afin de promouvoir la
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formation de la dJH et la formation des CO. Elles peuvent se sub-diviser selon leurs
caractéristiques fonctionnelles : (1) les protéines associées au métabolisme de 'ADN
(Mer3/HFM1, MSH4/5, Zip2/SHOC1, SPO16), (2) les protéines de modifications
post-traductionnelles d'ubiquitinylation et/ou sumoylation régulant les interactions
protéiques (HEIT10, RNF212, TEX11) et (3) des protéines structurelles (SYCP1)
(Lynn et al_, 2007).

Le passage de la structure tnplexe d'ADN de la D-Loop a la structure
quadruplexe de la dJH suppose que les différents intermédiaires de recombinaison
de la D-Loop a la dJH soient stabilisés, notamment, lors de l'extension de la

synthése d’ADN au sein de la D-Loop et de |la seconde-end-capture.

Parmi les ZMM, I'hélicase Mer3 chez la levure a été décrite in vivo comme un
facteur pro-CO (Mazina et al., 2004). In vitro, elle est a la fois (1) capable de
dissoudre les D-Loop et les jonctions de Holliday (Duroc et al., 2017) et (2) de
stimuler l'activité recombinase du filament RADS1 et l'extension de la D-Loop
(Mazina et al., 2004). Cette demiére fonctionnalité in wvifro pourrait stabiliser les
intermédiaires naissants de la D-Loop pour permettre la second-end capture et
favoriser la formation de la dJH en méiose. Un autre rile de Mer3, indépendant de
son activité hélicase, a aussi été deécnt : l'interaction de Mer3d avec Mih1-MIh2
(MutLB, MLH1/PMS1 chez les mammiféres) limite I'extension de la D-Loop par
synthése d’ADN en meiose. |l se peut que la liaison de Mer3d aux differents
intermédiaires de recombinaison soit suffisante a les stabiliser et promouvoir leur
prise en charge par d'autres ZMM plus tardifs. Le modéle proposé est que (1) Mer3
lie la D-Loop pour favoriser I'extension de celle-ci par synthése d’ADN, puis (2) avec
MutLp inhibe la synthése excessive au sein de la D-Loop et enfin (3) interagit avec
d'autres /MM pour favoriser la formation de la dJH (Figure 14) (Duroc et al_, 2017).
Chez la souris, 'absence de HFM1 (Helicase For Meiosis 1), I'homologue de Mer3,
induit un phénotype similaire a celui décrit chez la levure: une diminution drastique
(mais pas totale) du nombre de CO et un synapsis incomplet des chromosomes
homologues (Guiraldelli et al., 2013). Le réle de Merd/HFM1 pourrait ainsi étre
conservé chez les mammiféres.
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Figure 14: Modéle de regulation des intermédiaires de recombinaison
meéiotique par Mer3

Aprés invasion du brin d'ADN 1és&, Mer3 (en orange) lie et stabilise la D-loop naissante et la synthése
d’ADN s'initie. En interaction avec MutLB, Mer3 blogue I'extension de la D-Loop par synthése d'ADN.
Mer3 agirait aussi sur des intermédiaires plus tardifs de recombinaison avec d'autres ZMM pour
favoriser la formation d'un cross-over (CO). Si les intermédiaires ne progressent pas jusqu'a la
second-end caplure, ils sont pris en charge par le SDSA pour reparer les CDB. Les rectangles verts
indiguent des zones de conversion génique entre les brins homologues. {adapté de (Duroc et al,
2017))

Le diméere MSH4-MSHS (MutSy) assurerait aussi la stabilisation des
intermédiaires de recombinaison favorisant la formation et stabilisation de la dJH
(Cohen et Holloway, 2015; Pyatnitskaya et al_, 2019). MSH4 et M5SHS possédent des
homologies de structure avec les protéines MutS des bactéries du MMR sans
posseder le domaine de liaison aux mesappariements de bases et sans réle dans le
MMRE. (Manhart et Alani, 2016). Elles sont conservées chez les champignons, les
plantes, les mammiféres ainsi que chez C.elegans. Bien que présentant des
differences phénotypiques, les mutants déficients pour 'une ou [autre de ces

protéines des différentes espéces sont hypofertiles voire infertiles et possédent un
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nombre de CO altérés, ce qui supporte un réle conservé dans la formation des CO
(Pyatnitskaya et al_, 2019). Deux réles du complexe MSH4-MSHS5 sont proposés a ce
jour en recombinaison méiotique : (1) un rdle précoce stabilisateur des intermédiaires
de recombinaison favorisant la formation/stabilisation de la dJH (réle « ZMM ») et (2)
un role régulateur du complexe endonucléase MLH1-MLH3 nécessaire a la
resolution de la dJH en méiose (Pyatnitskaya et al_, 2019).

(1) Tout d'abord, chez les souris stériles Msh4™ ou Msh5 f', les cellules
germinales arrétent leur progression en meiose dés le stade zygoténe et présentent
un synapsis incomplet et aberrant des chromosomes homologues. De plus, les
protéines humaines MSH4-MSHS lient spécifiquement les D-Loop et les JH in vitro
(Cannavo et al_, 2020; Snowden et al_, 2004). MSH4/5 entoure les jonctions dADNdb
(Liu, D. et al., 2017) présentes aux D-Loop et aux dJH (Snowden et al., 2004). Et,
elles interagissent et colocalisent en partie avec les recombinases RADS1/DMCA1
ainsi quavec le complexe MLH1-MLH3 (MutLy) (Neyton et al., 2004; Santucci-
Darmanin et al_, 2002). Des travaux réalisés chez la levure indiquent que MSH4/5
antagonise l'action anti-CO de I'hélicase Sgs1/BLM (Jessop et al., 2006). Ces
resultats corrélent avec un role stabilisateur du complexe MutSy des intermédiaires
précoces lors de linvasion pour faciliter leur maturation/stabilisation en dJH, et
notamment en les protégeant contre le démantélement de la D-Loop et/ou la
dissolution de la dJH par I'action des hélicases.

(2) En plus de cette fonction « ZMM » stabilisatrice des intermédiaires de
recombinaison, MSH4-MSHS semble avoir un réle plus tardif stimulateur de I'activité
de résolution de la dJH par MutLy. Chez la souris, les foyers MSH4/5 s’associent aux
sites de recombinaison en zygoténe (—-100-150 foyers MSH4/5 pour les 250-300
CDB) et les foyers rémanents colocalisent avec des foyers MLH1-MLH3 en
pachyténe (Gray et Cohen, 2016; Santucci - Darmanin et al., 2000). Or, l'interaction
entre MSH4-MSHS et MLH1-MLH3 dans les testicules murins (Santucci - Darmanin
et al., 2000) renforcent I'idée que MSH4/5 a une action au niveau de la dJH avec le
complexe MLH1-MLH3. Des études récentes, chez la levure in vivo et in vitro avec
les protéines recombinantes humaines correspondantes, ont confirmé une interaction
transitoire de MutSy avec les MutLy et que l'activité résolvase de MLH1-MLH3 des
JH est stimulée en présence des MutSy (Cannavo et al., 2020; Sanchez et al_, 2020).

L'ensemble de ces données suggérent bien que chez les mammiféres MSH4-MSHS
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agit comme des stabilisateurs des intermédiaires dont une partie seulement aboutit a
la formation des CO et qu'il participerait a la désignation des CO en stimulant le
complexe MLH1-MLH3 sur les dJH stabilisées.

Chez la souns, les ZMM RNF212 et HEI10 semblent impliquées dans la
regulation de MLH1-MLH3 par MSH4-MSHS aux intermédiaires. Elles possédent des
rdles antagonistes dans le maintien des MutSy et sont essentielles a la formation des
CO (Qiao et al_, 2014; Reynolds et al_, 2013; Ward et al_, 2007). Chez les mutants
Rnf212" et Heit 04', le synapsis des chromosomes s'établit correctement alors que
les sites de recombinaison spécifiques des CO par MLH1-MLH3 ne parviennent pas
a se former induisant la stérilité des animaux. Les mutants Rnf212" présentent (1)
une diminution drastique des foyers MSH4 durant la progression méiotique et une
absence compléte en pachyténe ; et, (2) trés peu de foyers HEI10. Quant aux
mutants Hei10™", ils présentent a l'inverse (1) une persistance des foyers MSH4 en
pachyténe et (2) une augmentation de la colocalisation entre MSH4 et RNF212 a
tous les stades. Ces résultats suggérent bien que RNF212 a une action antagoniste
de celle de HEI10 sur la présence de MSH4 aux intermédiaires de recombinaison
nécessaires a la formation des CO méiotiques. De plus, RNF212 et HEI10 sont deux
homologues des E3 ligases capables de catalyser des modifications post-
traductionnelles grace a leur activité de sumoylation et d'ubiquitinylation,
respectivement. Qiao et al., proposent que la balance entre ces deux activités
regulerait I'association/dissociation de MutSy aux intermédiaires permettant leur
progression jusqu'a la formation de CO (Qiao et al, 2014). HEI10 limiterait
I'association de RNF212 aux intermédiaires précoces de recombinaison liés par
MutSy, ce qui permettrait la distinction entre les futurs sites de CO et de NCO (Figure
15). RNF212 stabiliserait les intermédiaires précoces de recombinaison en stabilisant
MutSy jusqu'a la formation/stabilisation de la dJH. Puis, HEI10 permettrait la
dissociation de RNF212 et MutSy a ces intermédiaires pour quiils progressent
jusqu’'a la formation des CO (Figure 15). Bien que les cibles de RNF212 et HEI10 ne
solent pas identifiées, la balance des modifications post-traductionnelles de MutSy
par RNF212 et HEI10 pourrait ainsi permetire la régulation des intermédiaires lies

par MutSy et la progression d'une partie seulement pour former des CO.
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Figure 15: Modéle de réegulation des intermédiaires de recombinaison par
HEI10 et RNF212

MSH4-MSH5 (MutSy) se lie aux intermédiaires post-synaptiques pour les stabiliser. HEI1O régule
l'association de RNF12 aux intermédiaires liés par MuiSy. Lorsque RNF212 est liee aux
intermédiaires de recombinaison, elle les stabilise en maintenant liés les MutSy jusqu'a la formation
de la dJH. HEI0 dissocie RNF212 et MutSy de la dJH pour permetire sa resolution par le complexe
MLH1-MLH3 (MutLy) pour former un cross-over (CO) (voie du CO). Lorsque RNF212 ne lie pas les
intermédiaires précoces de recombinaison, MutSy se dissocient des intermédiaires. Ces
intermédiaires sont déstabilisés sans aboutir a la formation de CO (voie du NCO). (adapté de (Qiao et
al., 2014))

24



7) La dissolution ou la résolution de la dJH en méiose

Grace a la stabilisation des intermédiaires de recombinaison par les ZMM, les
intermédiaires progressent jusqu’a la formation de la dJH qui pourra étre résolue par
activité nucléasique ou dissoute par I'action d'hélicases (paragraphe 2.7) La dissolution
et la résolution de la dJH). La dissolution de la dJH en méiose fait aussi intervenir
I'nélicase BLM avec ses partenaires TOPIlla-RMI1/2 et RPA (paragraphe 2.7) La
dissolution et la résolution de la dJH). La résolution de la dJH en méiose se fait
majoritairement par le complexe MLH1-MLH3 pour former uniguement des CO, dits
de classe | (90-95% des CO meéiotiques chez la souris). La résolution de la dJH peut
aussi se faire par l'action de MUS81-EME1, SLX1-5LX4 et GEN1 et aboutir a la
formation ou non de CO (CO et NCO). Ces CO sont dits de classe Il. lls ne
constituent qu'une faible minorité des CO méiotiques (moins de 10% chez la sours)
et résulte d'endonucléases activées par la reconnaissance de structures spécifiques
de 'ADN. Un produit de CO ou de NCO est formé en fonction du clivage asymétrique

ou symétnique de la dJH, respectivement (Hunter, 2015).

Chez de nombreux organismes, le dimére MLH1-MLH3 est indispensable a la
resolution des dJH pour former des CO en recombinaison méiotique. Chez la souris,
MLH1 et MLH3 se localisent en foyers discrets en pachyténe et leur nombre
comrespond a celui des chiasmas formés (observations cytologiques des CO) (Baker
et al., 1996; Edelmann et al_, 1996; Lipkin et al_, 2002). MLH1 et MLH3 colocalisent
dans des spermatocytes et ovocytes murins et les formes recombinantes humaines
(ou souris) interagissent in vitro, ce qui suggére fortement que MLH1-MLH3 forme un
complexe stable en méiose (Jaafar et Flores-Rozas, 2009; Toledo et al_, 2019). Leur
déficience induit des phénotypes similaires de stérilité caractérisés par un arrét de
progression des cellules germinales a la transition fin de prophase |/métaphase | et
une perte quasi-totale des chiasmas. Chez la levure et la sours, [l'activité
endonucléase de MLH3 est essentielle dans la résolution des CO (Nishant et al_,
2008; Toledo et al.,, 2019). Pour autant, comment ce dimére clive la dJH reste
particulierement mal compris in vivo. Des données récentes in vitro indiquent que le
complexe MutlLy lie préférentiellement les structures branchées de 'ADN dont les
Jjonctions de Holliday et est capable de cliver ces structures branchées de 'ADN,
suggéerant que MLH1-MLH3 est potentiellement capable de résoudre la dJH via son

activité nucléase en meéiose (Cannavo et al., 2020). La résolution de la dJH en CO
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suppose un clivage asymetrique des deux jonctions de Holliday. Chez la levure, il est
proposé que MutLy forme des polyméres et induit des cassures simples brins en
trans au niveau d’ADNdb a proximité des jonctions de Holliday qui permettraient la
resolution de la dJH en CO (Figure 16) (Manhart et al., 2017). L'onentation et la
localisation spécifique de polyméres Mutly a la dJH pourrait permetire le clivage

asymetrique induisant la formation de CO (Figure 16).

Clivage asymétrique de la dJH en méiose
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Figure 16 : Modéle de la résolution de la dJH en méiose

La présence asymétrique des co-facteurs tels que MSH4-MSHS et PCNA & la dJH stimule le clivage
de structures d'ADN précurseurs de la dJH (a gauche) ou de dJH matures par MLH1-MLH3 avec
l'aide d'EXO1. L'orientation spécifigue en frans de MLH1-MLH3-EXO1 permettrait de cliver la dJH de
fagcon asymétrique pour former des CO. (adapté de (Cannavo et al., 2020))

Par ailleurs, MutlLy agirait en concertation avec une autre nucléase essentielle
a la formation des CO en meiose, EXO1 (Figure 16) (Wei et al_, 2003; Zakharyevich
et al., 2010). Chez la levure, l'activité nucléease d’'EXO1 ne participe pas a la
formation des CO alors que son interaction avec MLH1 est nécessaire (Zakharyevich
et al_, 2010). L'utilisation de protéines recombinantes humaines in vitro a montré que
EXO1 interagit de facon constitutive avec le dimere MLH1-MLH3 et sa présence
stimule spécifiguement 'activité nucléasique du complexe (Cannavo et al., 2020;
Sanchez et al, 2020). L'ensemble de ces donneées suggerent qu’'EXO1 stimule
I'activité nucléase de MutLy pour permettre la résolution des dJHs in vivo. Une
question persiste © comment EXO1 induit cette stimulation de [l'activation du
complexe ? Elle pourrait moduler I'activité du complexe via (1) son interaction directe
qui induit un changement de conformation, (2) recruter des facteurs induisant des
modifications post-traductionnelles stimulant I'activité du complexe ou (3) les deux
(Sanchez et al_, 2020).
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En plus de MutSy et dEXO1, d'autres facteurs sont capables de stimuler
l'activité des MutLy. Notamment, PCNA-RFC interagit directement avec MutLy et
stimule son activité (Figure 16). De fagon intéressante, I'activité maximale de MutLy
est obtenue en présence de I'ensemble de ces facteurs (Cannavo et al., 2020). Son
activation semble ainsi nécessiter plusieurs facteurs permettant un clivage efficient
de la dJH. Ce clivage de la dJH par MutLy serait donc lié davantage a sa régulation
qu’'a la reconnaissance spécifigue de la structure de la dJH par MutLy pour induire le
clivage. Ces multiples facteurs pourraient réguler a la fois la localisation précise et
I'activité du complexe au niveau de la dJH pour cliver 'ADN uniquement aux sites

induisant la formation de CO (Figure 16).

Le fait que les mutants nuls Mih1", MIh3" et Exo1” possédent des CO
réemanents implique qu'une minorité des CO produits en méiose sont pris en charge
par d'autres acteurs (Edelmann et al_, 1996; Lipkin et al_, 2002; Toledo et al_, 2019;
Wei et al_, 2003). De la levure aux mammiféres, les endonucléases MUSE81-EME1,
SLX1-S5LX4 et GEN1 sont impliquées dans la résolution des dJH en méiose (Castor
et al., 2013; Hunter, 2015; Manhart et Alani, 2016; Zakharyevich et al_, 2012). Leur
mode d'action suppose qu'elles reconnaissent et clivent les dJH et/ou ses structures
intermédiaires aboutissant a la formation ou non de CO suivant le site de clivage sur
les structures d'’ADN (paragraphe 2.7) La dissolution et la résolution de la dJH). Les souris
déficientes pour MUS81 ou SLX4 présentent un nombre de foyers MLH1/3 supérieur
aux souris sauvages sans augmentation du nombre de chiasmas (Holloway et al_,
2008, 2011). Ces résultats in vivo montrent bien I'existence de CO indépendants de
MutLy. De plus, la persistance de BLM sur les chromosomes méiotiques en absence
de MUSE1 suggére que BLM avec 'aide de TOPIa-RMI1/2 induirait la dissolution
des dJH qui ne peuvent plus étre pris en charge par MUS81 et éviterait ainsi la

formation de chiasmas sumumeéraires.

a7



ll) Un exemple de coopération de facteurs ubiquitaires et
méiotiques spécifiques durant la recombinaison méiotique : les
protéines de liaisons a ’ADNsb RPA, MEIOB et SPATA22.

L'information génétique est contenue au sein de la double hélice dADNM.
L'utilisation de cette information nécessite un passage a 'état de simple brin comme
en réplication ou lors de la transcription. L'”ADNsb est donc particulierement abondant
dans les cellules. Etant moins stable que la forme double brin, FTADNsb est protége
par les protéines de liaisons a 'ADNsb, appelées protéines SSB (Single Strand
Binding), de la dégradation par les agents/facteurs nucléolytiques et de la formation
spontanée de structures secondaires (Liu et Huang, 2016). Les SSB sont
conservees chez les bactéries, les archées et les eucaryotes. Bien que leurs
sequences et leurs sous-unités puissent varier selon les espéces, elles sont toutes

caractérisées par leur forte affinité a 'ADNsb.

A) Le complexe ubiquitaire essentiel de liaison a
I"ADNsb : le complexe RPA

Dés 1988, le complexe RPA a été decnt pour la premiére fois dans des
cellules humaines cancéreuses Hela dans une étude sur la réplication de 'ADN
utilisant le virus simien 40 (SV40) comme modéle (Fanning et al., 2006). Depuis,
RPA a eté étudié intensivement et est considéré chez les eucaryotes comme un
facteur crucial de liaison a 'ADNsb impligué dans le meétabolisme de I'ADN,
notamment en réplication, recombinaison et réparation de 'ADN. De nombreux
homologues ont &té identifies parmi les eucaryotes, en particulier pour RPA1, sur la

base d’homologie des séquences et structures protéiques.
1) Structure et modalités d’interaction des sous-unités de RPA

Le complexe RPA est un hétérotrimére composé de trois sous-unités RPA1,
RPAZ et RPA3. Bien que la structure compléte de RPA n’'a jamais pu étre élucidg,
des analyses biochimiques et structurales des domaines de RPA ont permis de
comprendre et mieux caractériser ce complexe. Les éléments structurels et
fonctionnels du complexe RPA sont ses domaines de  liaison

oligosaccharide/nucléotide (Oligonucleotide/Oligosaccharide-Binding, OB) au nombre
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de 6 au total. Le domaine OB contient un repliement OB, ou OB-fold, qui est un
repliement protéique de 5 a 6 feuillets B qui se structure en tonneau [ (Figure 17);
et, est une caractéristique structurelle commune a toutes les protéines de liaison a
I'ADNsb (Bochkarev et Bochkareva, 2004; Oakley et Patrick, 2010). Au sein d'un
domaine OB, les repliements OB sont souvent accompagnés de structures annexes
comme des hélices a. Initialement décrit comme un domaine de liaison a 'ADNsb, le

domaine OB est aussi impliqué dans des interactions protéiques.

La grande sous-unité RPA1 posséde 4 domaines OB : DBD-A (DNA binding
domain A), DBD-B, DBD-C et DBD-F. La moyenne sous unité RPAZ et la petite sous-
unité RPA3 contiennent DBD-D et DBED-F, respectivement (Figure 17) (Bochkareva
et al., 2002). Les domaines DBD-A et DBD-B de RPA1 conférent en grande majorité
la capacité de liaison a 'ADNsb du complexe RPA alors que les domaines DBD-C et
DBD-D de RPA1 et RPAZ2, respectivement, y participent en moindre mesure. Le
domaine DBD-C de RPA1, et les domaines de RPAZ2 et RPA3, DBD-D et DBD-E
respectivement, constituent le coeur de tniménisation de RPA par linteraction
d'hélices contenues dans chague domaine ci-dessus (Figure 17) (Bochkareva et al_,
2002; Krasikova et al., 2016). Situé en région C-terminale, le domaine DBED-C de
RPA1 contient un motif zinc impliqué dans la modulation de la liaison du complexe
RPA (Krasikova et al., 2016). Quant a son domaine DBD-F situé en région N-
terminale, il est lui impligué dans de nombreuses interactions protéiques
modulatrices du métabolisme de RPA. La région en hélice-tour-hélice situé en région
C-terminale de RPA2 (2C) est elle aussi impliquée dans des interactions protéiques
et sa partie non-structurée en N-terminale contient de nombreux sites de
phosphorylation. L'ensemble de RPA3 est structuré selon son domaine unigue DBD-
E et ne posséde pas d'autres fonctions connues que celle I'impliquant dans la

tnmeérisation du complexe RPA (Bochkareva et al_, 2002).
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Figure 17 : La structure du complexe RPA

A) Schéma des sous-unités du complexe RPA. Les domaines OB de RPA sont représentés en bleu &t
la partie C-terminale de RPAZ en jaune. Les domaines DBD-C, -D, -E interagissent ensemble pour
former le frimére RPA. Les interactions sont signalées par les fleches noires. B) Domaine OB de
RPAZ. L'OB-fold contenu dans le domaine OB est entouré en blanc (image de gauche). La rotation a
90° permet d'observer la structure en tonneau de 'OB-fold (image de droite). (C) Domaines de RPAT,
RPAZ et RPA3 responsable de la frimérisation de RPA. Trois hélices provenant de chacune des sous-
unités interagissent ensemble pour former le complexe RPA. Les modélisations sont issues de la
thése du Dr.Ribeiro et établies avec le logiciel USCF Chimera, référence Protein Data Bank 1L10
(d'aprés (Bochkareva et al., 2002)).

2) RPA et sa capacité de liaison a ’'ADNsb

RPA posséde une affinité de liaison a 'ADNsb (de 10® a 107" M) jusqu'a 1000
fois supérieure a celle de 'ADNdb. Sa liaison a 'ADNsb se fait en plusieurs étapes
selon une polanté de 5" vers 3’ du simple brin. Selon des données biochimiques, de
cristallographies et de microscopies électroniques, la liaison s'établit selon plusieurs
modalités d'interaction qui dépendent de la longueur des nucléotides lies et des
sous-unités impliquees - (1) 8-10 nucléotides (nt), (2) 12-23 nt, (3) 23-27 nt et (4) 30
nt (Figure 18) (lftode et al., 1999; Oakley et Patrick, 2010). Les domaines DBD-A et
DBD-B de RPA1 contactent en premier entre 8 a 10 nt et avec la plus grande affinite
I'ADNsb. Puis, les domaines DBD-C de RPA1 et DBD-D de RPAZ2 permettent
d'étendre |a liaison & 'ADNsb de 12 & 23 nt et 23 & 27 nt, respectivement et de facon
séquentielle. Enfin, grace a la flexibilité des linkers reliant chaque domaine OB, les 4

domaines OB étendent leur interaction avec I'ADNsb jusque 30nt, ce qui confére au
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complexe RPA une stabilité de liaison renforcée a I'ADNsb (Figure 18). Ce
mécanisme de liaison a 'ADNsb est désigné comme un mécanisme « Hand-off » de
par la dynamique séquentielle de liaison des differents domaines OB du complexe
RPA. Ces différents modes d'interaction de RPA avec 'ADNsb pourraient conférer
des propriétés et des fonctionnalités aux filaments nucléoprotéiques recouveris par
RPA dans ses différents rdles in vivo (décrits par la suite au paragraphe 3) Les rdles
essentiels de RPA dans le métabolisme de 'ADN). Cette cinétique de liaison a ’ADNsb
pourrait avoir (1) une necessité fonctionnelle selon le processus cellulaire impliqué
(réplication ou réparation de 'ADN) ou bien (2) pourrait participer a de multiples
conformations du complexe nécessaires a la prise en charge de 'ADNsb et dans la

regulation des partenaires d'interaction de RPA.

Deux études suggérent que cette modalité de liaison a '’ADNsb des différents
domaines OB de RPA apporte une dynamique de liaison nécessaire notamment a
I'echange de RPA avec d'autres protéines de liaison a 'ADNsb. Les deux études ont
suivi la dynamique de l'interaction RPA-ADNsb a I'échelle de la molécule unique in
vitro. La premiére montre que les protéines recombinantes humaines de RPA sont
capables de diffuser le long de 'ADNsb jusqu'a dissoudre des structures secondaires
(épingle a cheveux) de 'ADNsb (Nguyen et al.,, 2014). La seconde montre que le
complexe recombinant de levure de RPA suit des cycles d'association-dissociation
rapides favorisant I'enlévement de RPA au profit d’autres protéines de liaisons a
'ADNsb présentes en solution, comme la recombinase RADS1 levure ou la protéine
SSB d’'E.coli (Gibb et al., 2014). Leurs résultats suggérent un modele de liaison
dynamique de RPA capable : (1) de diffuser le long de 'ADNsb, (2) de déstabiliser
des structures secondaires de I'ADNsb et que (3) les régions non liées par un
domaine OB de RPA pourrait servir de site de liaison a d’autres protéines induisant la
dissociation de RPA sur 'ADNsb (liaison dynamique des domaines OB de RPA)
(Figure 18). Cette dynamicité Intrinséque du complexe apporterait une
caractéristique essentielle a 'assemblage/désassemblage du filament RPA
notamment au cours de la recombinaison pour promouvoir l'association d'autres
protéines de liaison a '’ADNsb (tel que RADS1).

&1



A B Pralre on sohatan cagabia e lan FADRNEY

RS ety
' .—w—. . -
....‘“ - | H p ADMsb axposd 0 J"l" .
o E . sooo < .. Sooo o
i T ' I e

- _ o2 ..rca'-
L A= 5 = = ».—QQ—E’—’—L

[:““ == -D_‘,-bc’ ) -:.gjc’cr-

=
g, T2 o
' | A e el saeate
!
i | ¥
Ey Wi - e9%e e9So
ST, ' P EPERCI W

Figure 18 : Modéle de liaison a ’'ADNsb du complexe RPA

A) Modéle de liaison sequentielle a 'ADNsb du complexe RPA. Les domaines DBD-A et -B de RPA1
lie entre 8 & 10 nt d'ADNsb. La liaison des domaines DBD-C et DBD-D permet de lier entre 12 3 23 nt
et jusque 30 nt d'ADNsb. La flexibilité des linkers entre les différents domaines OB permet d'étendre
linteraction de RPA le long de 'ADNsb. Les domaines OB DBD-A & F correspondent respectivement
aux lettres A & F. (adapté d'aprés (Fanning et al., 2006}) B) Modéle de liaison dynamique de RPA. Les
domaines de liaison & 'ADNsb (en vert ou rose) de RPA s'associe et se dissocie rapidement de
IADMsb. La présence d'autres protéines capables de lier 'ADNsb en solution (comme RADS1)
favorise la dissociation et le remplacement de RPA sur le filament d'ADNsb. (adapté de (Gibb et al.,
2014))

3) Les roles essentiels de RPA dans le métabolisme de 'ADN

Le complexe RPA est impliqué dans des processus vitaux de la cellule - la
replication, les mécanismes de réparation de 'ADN (réparation par excision de base
(BER), de nucléotides (NER) et de meésappariements de bases (MMR)) et la
recombinaison (mitotique et meiotique). L'ensemble de ces processus presente des
intermédiaires d’ADNsb et tous nécessitent la présence de RPA qui lie rapidement le
simple brin. Les proprietés multiples de RPA (structurales, de liaison a 'ADNsb,
d'interactions, d'état de phosphorylation) lui conférent des fonctionnalités essentielles
dans les différentes voies du metabolisme de 'ADN et dans le maintien de la stabilité
géenomique. De par sa structure et sa capacité d'interactions multiples via ses
domaines RPAZ2-Cter et RPA1-Nter principalement, RPA est considéeré comme un
« hub » d'interactions ou complexe échafaud qui orchestre les différents

intermédiaires simples brins avec les machinenes du métabolisme de ['ADN
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(réplication, réparation ou RH) (Sugitani et Chazin, 2016). L'état de phosphorylation
de la région N-terminale de RPA2 est impliqué dans la modulation des interactions
du complexe RPA et participe ainsi a la régulation de l'activité de RPA dans les
différentes voies du métabolisme de 'ADN. RPA agit aussi en coordination avec la
reponse cellulaire aux dommages de I'ADN et est requis dans l'activation de points

de contréles cellulaires (checkpoints).

Les roles de RPA dans la réplication de 'ADN, l'activation des checkpoints
replicatifs et des dommages a I'ADN, et dans la réparation de I'ADN par

recombinaison seront détaillés dans ce manuscrit.

3.1) Le role de RPA dans la réplication de I’ADN et I'activation des

points de contrbles cellulaires

a) Le role de RPA dans la synthése d’ADN aux fourches de

réplication

Le complexe RPA est impliqué dans la synthése d'ADN par son interaction
avec la machinene de réplication. Chez les eucaryotes, la machinene de réplication,
aussi appelée réplisome, se compose de nombreuses sous-unités protéiques : des
hélicases (le complexe CMG dont MCMZ2-7), des ADN polymérases (d'initiation a,
d'élongation & et g), des protéines de recrutement (RFC), des protéines stimulatrices
de la processivité des polymérases (PCNA) et des protéines de liaison a 'ADNsb
(RPA). Grace a sa liaison a 'ADNsb, RPA aiderait en premier lieu au recrutement de
la polymérase a aux origines de réplication favorisant ainsi linitiation de la
replication. L'interaction directe de la région N-terminale de RPA1 avec la
polymérase a permet aussi de stimuler specifiguement I'activité et la processivité de
synthése d’ADN de cette demiére. Par ailleurs, la polarité de liaison a 'ADNsb de
RPA semble participer a la stimulation de la synthése par la polymérase a. Lors de
I'elongation de la synthése par les polymérases & et £ RPA stimule aussi la
processivité de ces polymérases via potentiellement son interaction avec PCNA
(Oakley and Patrick, 2010). De plus, le mécanisme sequentiel de liaison a 'ADNsb
de RPA (mécanisme « Hand-off ») favorise I'enlévement de la polymérase a au profit
de la polymérase & au cours de la synthése. Et enfin, RPA et les hélicases MCM sont

aussi capables d'interagir pour stabiliser l'avancée de la fourche. En revanche,
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I'hyperphosphorylation de RPA2 en N-terminale a été décrite comme inhibitrice des
interactions protéiques de RPA, notamment avec la polymérase a. Cette modification
post-traductionnelle de RPA modulerait le recrutement et/ou la stimulation de la
polymérase a afin d'inhiber la réplication (Maréchal and Zou, 2015; Oakley and
Patrick, 2010).

b) Le réle de RPA dans l'activation des points de controles

cellulaires liés au stress réplicatif et aux dommages de 'ADN

Au sein des cellules, le stress réplicatif comrespond au ralentissement ou a
I'arrét de la fourche de réplication. |l peut résulter notamment : (a) d'un blocage du
passage de la fourche par la collision avec la machinerie de transcription, (b) d'une
coupure de 'ADN (ADNsb « cassé ») lors du passage de la fourche donnant lieu a la
formation d'une CDB ou encore (c) d'autres lésions de I'’ADN (telles que des bases
modifiees, des cassures de I'ADN, des liaisons entres bases, etc) bloguant le
passage de la machinerie de réplication. Les fourches de réplication amrétées
peuvent étre directement réparées par RH. Elles peuvent aussi étre stabilisées en se
remodelant en formant une fourche dite « réversée ». La structure nouvellement
formée est en « chicken foot » connue aussi comme une jonction de Holliday.
Motamment, ces fourches réversées peuvent étre prises en charge et réparées par
un mecanisme dépendant de la recombinaison, le Break Induced Repair (BIR). La
RH permet ainsi la réparation des lésions de réplication et le redémarrage des
fourches arrétées et/ou réversées. Le complexe RPA est impliqué a plusieurs
niveaux dans: (1) le remodelage de ces fourches arrétées afin de les stabiliser et
permettre la réparation des événements liés aux stress réplicatifs via la
recombinaison (Mehta et Haber, 2014; Zeman et Cimprich, 2014); et, (2) I'activation
des points de contrdles cellulaires lies aux stress réplicatifs et (3) aux dommages a
I'’ADN (les CDB).

(1) Lors de la réversion des fourches de réplication, RPA favorise la réversion
de la fourche et la formation de la jonction de Holliday (ou « chicken foot »). La
translocase a ADN SMARCAL1 interagit avec la partie C-terminale de RPA2 pour
étre recrutée aux fourches de réplication arrétées. RPA stimule alors spécifiqguement
I'activité de réversion de la fourche par SMARCAL1. Cette fourche réversée pourra

ensuite &tre prise en charge et reparée (Bhat et Cortez, 2018).
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(2) Lorsquune fourche de réplication est soumise a un stress réplicatif, les
polymérases tendent a s'arréter alors que les hélicases continuent de désenchainer
les brins d’ADN en amont de la |ésion de 'ADN. Ce découplage des hélicases et des
polymérases induit la formation de longs brins d’ADNsb recouveris par RPA. Cet
intermédiaire dADNsb lié par RPA est essentiel a I'activation du point de contréle
replicatif par ATR lors d'un arrét de la fourche de réplication. RPA lie ATRIP (ATR-
interacting protein) qui par sa liaison avec ATR le recrute aux sites de dommages de
I'ADM. Le recrutement du complexe ATR-ATRIP favorise le recrutement de la
topoisomérase TOPBP1 qui stimule I'activité kinase d'ATR. L'activation dATR induit
une cascade de phosphorylation sur des effecteurs tels que les kinases CHEK1/2
(Checkpoint kinase 1 et 2) pour freiner et/ou stopper la réplication (Figure 19)
(Cimprich et Cortez, 2008; Marechal et Zou, 2015). ATR est considérée comme la
kinase de réféerence activatrice du checkpoint lié aux stress réplicatifs. Son activation
se fait aussi en présence d'autres dommages de I'ADN qui induisent la formation de
la structure ADNsb-RPA.

(3) Si le passage d'une fourche de réplication a amené des « trous » sur
'ADNsb (lies a des bases endommagées notamment), une CDB peut s'étre formée.
La présence de cette CDB est reconnue par MRN qui active et recrute ATM a la
CDB. ATM phosphoryle le variant d’histone H2A X, yH2A X, au niveau proximal de la
CDB. La protéine médiatrice MDC1 (Mediator of DNA Damage Checkpoint 1)
reconnait cette forme phosphorylée de 'histone H2A X et permet le recrutement a la
CDB d'autres complexes MRN via l'interaction de MDC1 avec NBS1 (MRN) pour
favoriser la résection (Figure 19) (Cimprich et Cortez, 2008). Aprés résection, les
extremités sont recouvertes par RPA afin de les protéger contre la dégradation et la
formation de structures secondaires. En plus de son rdle protecteur du simple brin,
I'étude reéalisée par Robison et al. (2004) montre que les formes phosphorylées de
MRMN et RPA co-localisent en foyers discrets et interagissent aux niveaux de
fourches de réplication amrétées. Aprés traitement a la phosphatase, les deux
complexes ne sont plus capables dinteragir ensemble en réponse aux stress
replicatifs. Ces résultats suggérent qu'en réponse a des dommages de 'ADN et/ou a
un stress réplicatif, la phosphorylation de RPA favoriserait son interaction avec le
complexe de résection MRN nécessaire a la réparation des dommages par
mécanismes de recombinaison. RPA et ATM sont donc impliquées en réplication

lorsqu’il y a apparition d’'une CDB.
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Figure 19 : L’activation d’ATM et d’ATR en réponse au stress réplicatif et aux

dommages de I’ADN

A} L'activation d'ATM en réponse a une fourche de réplication soumise a un stress réplicatif. La
progression de la polymérase réplicative (pol) est ralentie par la présence de la machinerie de
transcription (blocage) ou la présence de lésions de 'ADN alors que les héelicases du complexe MCM
poursuivent la décaténation des brins d’ADN en aval de la fourche. Les brins d'ADNsb formés sont
recouverts par RPA qui recrute ATR-ATRIP a la fourche de réplication. TOPBP1 se lie a ATR-ATRIP
gui stimule 'activation d'ATR. ATR induit une cascade de signalisation via CHK1 afin de reverser et/ou
redémarrer la fourche de réplication et induit un arrét du cycle cellulaire jusqu'a résolution du stress
réplicatif. La protéine RAD17 et le complexe RAD3-HUS1-RAD1 (9-1-1) participent & I'activation du
checkpoint réplicatif. B) L'activation d'ATM en réponse & une CDB. Le passage dune fourche de
réplication sur de I'ADN endommagé peut induire la formation d'une CDB. MRN reconnait la CDB et y
recrute ATM qui phosphoryle H2A_X. MDC1 reconnait la forme phosphorylée de H2A X et permet le
recrutement d'autres protéines MRN et ATM a la cassure. ATM induit une cascade de signalisation via
CHK2 afin d'activer la résection (MRN) et permetire la réparation de la CDB. (modifiés d'aprés
(Cimprich et Cortez, 2008))

66



De facon intéressante, les kinases majeures de la voie de réponse aux
dommages de I'ADN et au stress réplicatif que sont ATM et ATR respectivement,
semblent capables de s'influencer mutuellement lors de stress réplicatifs. Les deux
kinases ATR et ATM s’activeraient selon des structures spécifiques de I'ADN,
ADNsb-RPA et CDB respectivement. L'’ADNsb-RPA active ATR pour favoriser la
reversion de la fourche de réplication. Les CDB, résultantes d'ADN endommagé
aprés passage de la fourche de réplication, activent ATM pour permettre la résection
des extremités de la CDB. La résection aboutit a la formation d’ADNsb-RPA qui
active alors ATR. Ainsi, RPA est nécessaire a l'activation des deux Kkinases
essentielles de la vole de réponse aux dommages a I'ADN et stress
replicatifs (Chanoux et al_, 2009; Maréchal et Zou, 2015, Tomimatsu et Mukhenee,
2009).

Par ailleurs, ATM et ATR phosphorylent de nombreuses cibles communes. En
reponse aux dommages a 'ADN, RPA2 est hyperphosphorylé sur plusieurs sites
dépendants de la liaison du complexe RPA a I'ADNsb et du contexte réplicatif
(détaillées par (Zou et al_, 2006)). Cette hyperphosphorylation semble étre effectuée
par les kinases de la famille des PIKK (Phosphatidylinositol 3-kinase-related kinases)
dont font parties ATM et ATR. A quoi servirait cette hyperphosphorylation dans un
contexte de lésions a I'ADN ? L'hypothése premiére est qu'elle induirait un
changement du réle de RPA en réplication au profit de son réle dans les mécanismes
de réparation des dommages de 'ADN. Le fait que (1) cette hyperphosphorylation
déstabilise I'interaction de RPA avec la polymérase a in vitro (Patrick et al_, 2005) et
que (2) une forme constitutive hyperphosphorylée de RPA ne se localisent pas aux
foyers de réplication mais aux foyers de dommages a 'ADN (Vassin et al., 2004)

semblent conforter cette hypothése.
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3.2) Le réle de RPA en recombinaison homologue

Au cours de la recombinaison, de nombreux intermédiaires simples brins sont

génerés et donc potentiellement liés par RPA.
a) RPA et la formation de la D-Loop

Les recombinases sont capables de recouvrir TADNsb et de former un filament
nucléoprotéique a activité recombinogéne en absence de RPA (Brooks Crickard et
2018; Chan et al., 2018, Sung, 1994). Et, elles sont capables seules de
promouvoir I'enlévement de RPA sur 'ADNsb, mais lentement en comparaison avec
la présence de BRCAZ (Brooks Crickard et al_, 2018; Chan et al_, 2018; Liu, D_ et al_,

2017). Pour autant en absence de RPA, la formation de la D-loop par les

al.

3

recombinases est trés faible (0,9%) méme en présence dautres protéines
mediatrices de la formation de ce filament recombinogéne (Chan et al., 2018).
Finalement, comment les recombinases et BRCAZ permettent efficacement d’'enlever
RPA de I'ADNsb pour favoriser la formation du filament recombinogéne et la

formation de la D-Loop?

RPA est capable d’interagir avec les recombinases RADS1 et DMC1 (Golub et
al_, 1998; Stauffer et Chazin, 2004). Et, la perte d'interaction directe entre le domaine
DBD-A de RPA1 (domaine majeur de laison a 'ADNsb de RPA) et RAD51 diminue
considérablement la capacité de RAD51 a déplacer directement RPA de 'ADNsb
(Stauffer et Chazin, 2004). Stauffer et Chazin proposent que l'interaction de RPA1
avec RADS1 entre en compétition directe avec 'ADNsb. Cette interaction mimerait
celle avec 'ADNsb engendrant le décrochage de RPA (Figure 20). Il n'a pas été
montré si l'interaction directe de DMC1 avec RPA favorise le déplacement de RPA
de facon similaire a RADS1. De plus, BRCAZ2 stimulerait I'échange RAD51/RPA en
favorisant l'interaction RAD51/RPA et induirait ainsi la déstabilisation de RPA a
I'ADNsb (Martinez et al., 2016). La formation du filament RADS1 est davantage
stimulée en présence d'une autre protéine partenaire de BRCAZ2, D551, capable de
mimer 'ADNsb (Liu, J. et al_, 2010; Zhao et al_, 2015a). Complexé a BRCAZ2, DSS1
interagit avec RPA (la partie N-terminale, et les domaines d'interaction a 'ADNsb,
DBD-A et DBD-B de RPAT1) et diminue l'interaction de RPA avec 'ADNsb en mimant
I'ADNsb favorisant l'enlévement de RPA (Zhao et al, 2015) (paragraphe 22)
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Linvasion). Il apparait donc que le déplacement de RPA se fait par l'intermédiaire
d'interactions compétitives qui miment celles avec I'ADNsb (Figure 20). En
recombinaison meéiotique, le facteur méiotique spécifiqgue MEILB2 lie directement
BRCAZ2 et assure le recrutement des recombinases RADS1 et DMC1 aux sites de
recombinaison pour assurer la progression de la RH meéiotique (Brandsma et al_,
2019; Zhang, J. et al_, 2019, 2020). MEILBZ2 pourrait jouer un role similaire a celui de
DSS1 en meiose pour permettre la formation du filament recombinogéne en

stimulant le déplacement de RPA.

RPA Protéine « DNA mimic »

3
\\,
N-

Figure 20 : Modéle du déplacement de RPA a I’ADNsb par des protéines
mimant I’ADNsb

Une protéine de liaison a 'ADNsb (protéine « DNA mimic » en vert) entre en compétition directe avec
linteraction de RPA et 'ADNsb favorisant le décrochage de RPA a 'ADNsb. (adapté de (Sugitani et
Chagzin, 2016)).

ADNsb

b) RPA et la régulation de la formation des CO

RPA participe a d'autres étapes de la RH que celle de linvasion notamment
(1) a la résection des extremités de la CDB, (2) a la synthése d’ADN au sein de la D-
Loop et (3) a la déstabilisation d’intermédiaires de recombinaison.

(1) Apres formation de la CDB, les extrémités sont résectées par le complexe
MRN/CtIP (resection initiale) et EXO1/BLM/DNAZ2 (elongation de la résection). RPA
coordonnerait la résection initiale avec 'élongation de la résection. RPA interagit (1)
avec MRN, BLM et DNAZ ; et, (2) stimule les activités de résection de EXO1 et
DNAZ2. RPA est recruté a 'ADNsb apres initiation de la résection par MEN. Puis,
RPA interagit, recrute et stimule la nucléase DNAZ2 aux extrémités d’ADN et stimule
'activité de BLM. Et, RPA favorise aussi I'affinité d'EXO1 aux extremites d’ADN et
stimule son activité aprés recrutement dEXO1 par CtIP/MRN (Brosh et al., 2000;
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Chen et al., 2013; Nimonkar et al., 2011; Symington, 2014). RPA participe donc
activement au recrutement et a la stimulation des acteurs de la résection en
recombinaison.

(2) Aprés l'invasion du filament recombinogéne, la synthése d’ADN au sein de
la D-Loop par la polymérase & dépend de la présence de RPA (Sneeden et al,
2013). En effet, RPA stimule fortement la synthése d’ADN en se liant a la fois au brin
d’ADN qgui a envahi et qui s’est fait envahir au sein de la D-Loop. De ce fait, RPA
prévient les contraintes topologiques au sein de la D-Loop et évite l'amrét de la
synthése par la polymérase (Figure 21). RPA participe aussi a la stabilité des
intermédiaires de la D-Loop de par son interaction avec les hélicases HROB-MCMBE-
MCMS9 en recombinaison mitotique et méiotique (Hustedt et al., 2019) (paragraphe
2.3) L'extension de la D-Loop et la synthése d’ADN). RPA favorise donc la synthése dADN
en stabilisant les intermédiaires au sein de la D-Loop.

(3) A l'inverse, RPA participe a la déstabilisation de certains intermédiaires de
recombinaison afin de prévenir la formation de CO. La présence de RPA stimule la
dissolution des D-Loop et des dJH en présence de BLM-TOPIlla-RMI1/2 (BTR)
(Fasching et al_, 2015b; Xue et al., 2013). Notamment, l'interaction de RPA stimule
I'activité hélicase de BLM (Brosh et al_, 2000) et celle avec RMI1 est indispensable a
la dissolution de la dJH (Fasching et al., 2015b). RPA est aussi capable d’interagir
avec d'autres hélicases potentiellement impliqguées en RH felles que WRN et
RECQL1 et stimule leurs activités hélicases pour la dissolution de D-Loop in vitro
(Cui et al., 2003; Shen et al.,, 2003; Sommers et al., 2014; Sowd et al., 2009).
L'interaction de RPA avec les hélicases semble favoriser leur action dans la
dissolution de molécules jointes de 'ADN (D-Loop, dJH) et participerait ainsi a

I'inhibition de la formation des CO en RH.
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Figure 21 : Modéle du role de RPA lors de la synthése d’ADN au sein de la D-

Loop en recombinaison

Aprés invasion du filament recombinogéne RAD51, RFC charge PCNA permettant le chargement de
la polymérase § et lnitiation de la synthése d'ADN au sein de la D-Loop. RPA en se liant & 'ADNsb
présent au sein de la D-loop favorise le recrutement de la polymérase en stabilisant les infermédiaires.
L'élongation de la synthése d'ADN induit des contraintes topologiques lors de la migration de la D-
Loop. RPA lie I'extrémité d'ADN en amont de la polymérase et facilite la processivité de la polymerase
(d'aprés (Sneeden et al., 2013)).
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B) Le complexe méiotique spécifique essentiel de
liaison a ’ADNsb : le complexe MEIOB-SPATA22

1) La découverte et les modéles d’étude de MEIOB et SPATA22

Meiosis specific with OB domains (Meiob) a été découvert et étudié selon
deux approches chez la souris. D'une part, le Laboratoire de Développement des
Gonades a utilisé une analyse transcriptomique différentielle basée sur le différentiel
d'entrée en méiose des cellules germinales entre le male et la femelle (post-natal
versus feetal) (Souquet et al, 2013). D'autre part, Luo et al., (2013) ont utilisé une
approche de crible des protéines associées a la chromatine dans les cellules
meiotiques. La souris nulle pour Meiob a été générée par transgenese ciblée par les

deux équipes pour en étudier le réle.

Spermatogenesis associated 22 (SpataZ?) a été identifié pour la premiére fois
chez 'Homme comme un géne associé a la spermatogénése dans une analyse
transcriptomique différentielle entre le testicule foetal et adulte (Sha et al., 2002).
SpataZ? a aussi été deécnt et étudié chez le rat et la souris a la suite d'un cnble
génétiqgue par mutagénése aléatoire a 'ENU (N-ethyl-N-nitrosourea). Chez le rat, la
mutation appelée tremor (fm) induit une délétion chromosomique de plusieurs génes
dont SpafaZ? (Ishishita et al., 2013, 2014). Chez la souris, la mutation appelée
repro4?2 se localise au niveau du géne SpafaZ2. Elle est non-sens avec I'apparition
d'un codon stop prématuré et une absence de protéine SPATAZ22 (La Salle et al,
2012). La souris nulle pour Spata2? a par la suite été générée par transgénése
ciblée (Hays et al_, 2017a).

2) La conservation de MEIOB et SPATA22

Meiob est retrouve chez la plupart des métazoaires (a I'exception des
nématodes), les champignons et dans un organisme unicellulaire, Capsaspora
owczarzaki. MEIOB est trés conservé chez les vertébrés (91% de similitude et 85%
d'identité entre les séquences d'acides aminés entre la souris et 'Homme). Aucun
homologue n'a été identifié chez les levures S. cerevisiaie et 5. pombe (Ribeiro et al |
2016; Souquet et al, 2013). En revanche, Meiob est un paralogue méiotique
spécifigue de RPA1 chez les métazoaires. La phylogénie de MEIOB et RPAT

suggére que Meiob aurait évolué a partir de la duplication d’'un géne ancestral de
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Rpa1 avant 'apparition de la multicellularité et des métazoaires (Ribeiro et al_, 2016;
Souquet et al_, 2013).

Spata2? est retrouvé chez les vertébrés a os (Eutéléostomes) incluant les
mammaliens, les oiseaux, les reptiles et les poissons. SPATA2Z est conservé entre
ces espéces avec un degré de conservation variant en fonction de la divergence
entre les espéces (/3% d'identité entre les séquences d'acides aminés entre
I'Homme et la souris et seulement 37% entre celles de 'Homme et du zebrafish).
Aucun paralogue de Spata22 n'a été identifié chez la souris ou I'Homme (La Salle et
al_, 2012).

3) MEIOB et SPATA22, deux facteurs essentiels a la RH meéiotique

3.1) La localisation de MEIOB et SPATA22 aux intermédiaires de

recombinaison

A partir des modéles murins et/ou rats, l'expression speécifique et la
localisation de MEIOB et SPATA22 ont été déterminées dans les cellules germinales.
Meiob et Spata2? sont spécifiqguement exprimeées dans les cellules germinales
meiotiques males et femelles (Hays et al., 2017a; La Salle et al_, 2012; Luo et al_,
2013; Souquet et al_, 2013). Les deux protéines se localisent en foyers au niveau des
chromosomes meéiotiques du leptoténe jusqu’au pachyténe (Hays et al., 2017a; La
Salle et al., 2012; Luo et al., 2013; Souquet et al_, 2013). Dans les spermatocytes
murins et de rats, les foyers de MEIOB et SPATA22 se forment dés le stade
leptoténe, atteignent un maxima en zygoténe et diminuent en pachyténe (Hays et al_,
2017a; Ishishita et al., 2013, 2014; Luo et al., 2013; Souquet et al., 2013). La
dynamique de MEIOB et SPATAZ22 suit celle d'autres acteurs de la RH méiotique tels
que RPA, RADS1 et DMC1 (Moens et al_, 2002).

De plus, MEIOB et SPATAZ22 co-localisent avec RPA et co-localisent
partiellement avec RADS1 et DMC1 (Hays et al_, 2017a; La Salle et al_, 2012; Luo et
al., 2013; Souquet et al_, 2013). Une faible proportion de MEIOB et SPATA2Z? co-
localisent avec MSH4 ou MLH1, des acteurs plus tardifs de la recombinaison (Hays
et al, 2017a; Souquet et al., 2013). Chez des mutants Spoﬂ“" qui ne forment pas de
CDB, MEIOB n'est pas localisée aux chromosomes meéiotiques (Souquet et al,

2013), ce qui atteste que MEIOB est recrutée aux intermédiaires de recombinaison.
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Et, le fait que MEIOB s’accumule en absence de DMC1 (Souquet et al., 2013),

suggére que MEIOB est recruté aux filaments présynaptiques.

L'ensemble de ces résultats suggérent que MEIOB et SPATAZ2 sont des
acteurs de la RH méiotique et participent a la réparation des CDB a des étapes

précoces et plus tardives (comme RPA).

3.2) MEIOB et SPATA22 sont essentielles a la réparation des CDB

meéiotiques

L'étude du rdle de MEIOB et SPATAZ22 en recombinaison meiotique s'est faite
par 'analyse du phénotype des souris et/ou rats invalidés pour les génes codants
ces protéines (Hays et al_, 2017a; Ishishita et al., 2013, 2014; La Salle et al_, 2012;
Luo et al_, 2013; Souquet et al_, 2013). L'absence de MEIOB ou SPATAZ22 induit une
sterlité male et femelle due a un arrét de progression meéiotique des cellules
germinales a un stade similaire au zygoténe ou au pachyténe (zygoténe/pachyténe-
like) et est associé a une apoptose des cellules germinales. MEIOB et SPATAZ22 sont
donc essentielles a la progression de la prophase | de méiose.

Les mutants présentent des défauts de progression meéiotique associés a un
synapsis aberrant et incomplet des chromosomes méiotiques. De plus, la persistance
du marqueur yH2A X et de RPA dans les cellules arrétées indiguent une absence
reparation des CDB meiotiques. Chez les souris Meiob™ et le rat tm déficient pour
SpataZ?2, le nombre de foyers RPA est normal du leptoténe jusqu’au zygoténe puis
reste anormalement élevé (Ishishita et al.,, 2014; Luo et al., 2013). Par ailleurs,
I'absence de foyers MLH1 chez les mutants traduit une absence de formation de CO,
caractéristigue des défauts de réparation des CDB méiotiques (Hays et al., 2017a;
Ishishita et al., 2014; Luo et al., 2013; Souquet et al., 2013). Ainsi, ces résultats
indiqguent que MEIOB et SPATAZ22 sont nécessaires a la réparation des CDB
meiotiques par recombinaison.

Afin de déterminer a quel(s) étape(s) de la recombinaison MEIOB et SPATAZ22
interviennent, le chargement des recombinases a été principalement &tudié au vu de
I'arét cytologique des cellules germinales chez les mutants nuls pour Meiob ou
Spata22. Chez les souris Meiob™ et les rats tm déficients pour Spata2Z2, le nombre
de foyers RADS1 et DMC1 est initialement normal en stade leptoténe puis décline

précocement a partir du stade zygoténe (Ishishita et al_, 2014; Luo et al_, 2013). Ces
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resultats suggérent que MEIOB et SPATAZ22 ne sont pas nécessaires au chargement
des recombinases. Cette perte précoce des recombinases en absence de MEIOB et
SPATAZZ peut s’expliquer selon - (1) MEIOB et SPATAZ22 stabilise les recombinases
aux intermédiaires de recombinaison pour favoriser l'invasion ; ou (2) en leur
absence, l'invasion se fait mais les intermédiaires post-synaptiques ne peuvent pas
progresser et les recombinases sont enlevées. MEIOB et SPATAZ2 agiraient au
moment de l'invasion soit en stabilisant/facilitant les intermédiaires de l'invasion soit

en stabilisant les intermédiaires en post-synaptique.

4) Les propriétés de MEIOB et SPATA22
4.1) La structure de MEIOB et SPATA22

MEIOB est un paralogue de la grande sous-unité de RPA1 et posséde 3
domaines OB homologues de RPA1 (Ribeiro et al., 2016). Cependant, MEIOB et
RPA1 different significativement par leur région N-terminale puisque MEIOB ne
posséde pas de quatriéeme domaine OB en région N-terminale similaire a RPA1. Le
domaine OB en N-terminale de RPA1 (DBD-F) est impliqué dans de nombreuses
interactions comme ATRIP ou MRN (paragraphe 1) Structure et modalités d'interaction des
sous-unités de RPA). L'absence de ce domaine chez MEIOB suggére que MEIOB
posséde des interactions propres avec un nombre plus restreint de partenaires. Cette
différence notable supporte lI'idée que MEIOB posséderai un rdle distinct de RPAT1 et
explique en partie que RPA1 ne compense pas lI'absence de MEIOB dans les Meiob
" (Ribeiro et al., 2016; Souquet et al_, 2013).

SPATAZ2Z2 posséde deux régions trés conservees - une petite région située en
MN-terminale (quelques dizaines d’acides amines chez la souris) et une plus grande
region située en C-terminale (une centaine d'acides aminés chez la souris) (La Salle
et al., 2012). Sa région N-terminale est structurellement désorganisée alors que sa
region C-terminale s'organise en domaine globulaire (La Salle et al_, 2012). L'analyse
structurale menée par le Dr Ribeiro indique que SPATAZZ posséde un domaine OB
situé dans sa région conservée en C-terminale (Ribeiro et al., 2018). SPATAZ22
posséde de forte similarités de structure avec la moyenne sous-unité de RPA, RPAZ,
de par son domaine OB unique en région C-terminale et une région N-terminale sans

structure fonctionnelle apparente (Ribeiro et al., 2018). Tout comme RPAZ2, cette
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region N-terminale de SPATAZ2Z pourrait participer a la modulation de la
fonctionnalité de SPATA22.

4.2) L'interaction de MEIOB et SPATA22 et leur interdépendance

Dans le but de déterminer des partenaires de MEIOB, I'équipe de Luo et al_,
(2013) a realisé des etudes d'interactions protéiques au sein des cellules germinales
et mis en évidence que MEIOB et SPATAZZ interagissent ensemble (Luo et al_,
2013). Cette interaction est assurée par les parties C-terminales de MEIOB et
SPATAZZ qui contiennent les domaines OB terminaux des deux protéines (Xu, Y. et
al., 2017). Seuls les domaines OB situés en région C-terminale sont nécessaires et
suffisants a leur interaction (Ribeiro et al_, 2018). Cette modalité d'interaction via les
domaines OB C-terminaux de MEIOB et SPATA22 posséde des similitudes avec
celle des sous-unités de RPA. De plus, cette interaction entre les deux protéines
semble assurer une stabilité interdépendante dans les cellules germinales (Hays et
al., 2017a; Luo et al., 2013). Et, la co-localisation de MEIOB et SPATA22 aux
chromosomes meiotiques et aux CDB induites dans les cellules somatiques par des
agents genotoxiques est aussi interdépendante (Luo et al_, 2013; Xu, Y. et al_, 2017).
Ces résultats suggéerent que MEIOB et SPATA22 forment un complexe et sont

capables de se localiser aux CDB.

4.3) MEIOB et sa capacité a lier FTADNsb

Au vu de 'nomologie de MEIOB avec RPA1 et parce que RPA1 posséde 3
des domaines OB impliqués dans l'interaction de RPA avec 'ADNsb, il est probable
que MEIOB puisse aussi lier 'ADNsb. Il a ainsi été montré in witro que MEIOB lie
speécifiqguement 'ADNsb via son domaine OB central (équivalent au domaine DBD-B
de RPAT1) (Luo et al., 2013; Souquet et al_, 2013). Cette liaison a 'ADNsb de MEIOB
pourrait participer a son recrutement directement aux intermédiaires simples brins au

cours de la recombinaison.

Ce domaine OB central de MEIOB posséderait aussi une activité exonucléase
3'>5" spécifique de 'ADNsb (Luo et al_, 2013). Cette activité n'est pas attendue pour
un homologue de RPA1 : RPA protége le simple brin contre la dégradation. Chez la
souris, MEIOB n’est pas nécessaire ni a la formation des CDB ni a la résection et il

se localise aux intermédiaires jusqu’en pachyténe (Luo et al., 2013; Souquet et al_,
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2013). Luo et al., ont alors proposé que MEIOB serait impliqué dans la résection
d’ADN excédentaire lors de la synthése au sein de la D-Loop ou lors de la formation
des événements de NCO par le SDSA (Luo et al., 2013). Pour autant, les auteurs
restent prudents sur la possibilité qu’'in vivo MEIOB n'utilise pas cette activité avec
ses partenaires d'interaction. De plus, cette activité n'a été observée qu'avec 'OB
central de MEIOB. Et, la purfication de cette forme tronquée est particulierement

succincte et pourrait potentiellement étre contaminée.

4.4) L'interaction de MEIOB et SPATA22 avec RPA

En plus de l'interaction de MEIOB et SPATA22 dans les cellules germinales
murines, MEIOB est capable d’interagir avec RPA2 (Luo et al_, 2013). Ces résultats
comrélent avec la colocalisation de MEIOB, SPATAZZ et RPA aux chromosomes
meiotiques et suggérent que MEIOB et SPATAZ22 collaborent avec RPA au cours de
la RH meiotique (Hays et al., 2017a; Luo et al_, 2013; Souquet et al_, 2013). Pour
définir les modalités d'interaction entre ces trois protéines, des expénences de co-
immunoprécipitation lors de surexpressions des protéines souris dans des cellules
humaines ont montré que (1) MEIOB et SPATAZ22 interagissent respectivement avec
RPA1, (2) SPATAZ22 interagit avec RPA1 et RPA2 et (3) MEIOB et SPATA22
participent ensemble a l'interaction avec RPA3 (Xu et al., 2017). Ces interactions
multiples suggérent que MEIOB et SPATAZZ2 collaborent avec le complexe RPA.
Cependant, chacune des sous-unités de RPA a été exprimée individuellement dans
cette étude. L'interaction de MEIOB-SPATAZ22 avec le complexe RPA n'a donc pas
éte testée. De plus, 'absence de RPA1 chez la souris dans les cellules germinales
induit 'absence de localisation des sous-unités RPA2 et RPA3 aux chromosomes
meiotiques (Shi et al., 2019), ce qui suggére qu’in vivo seule la forme complexée des
sous-unités de RPA est impliqguée en recombinaison. Cela implique aussi que
MEIOB et SPATAZ22 interagiraient plutdt avec le complexe RPA entier en méiose. De
plus, I'absence de RPA1 ne modifie pas le recrutement de MEIOB et SPATA22 aux
chromosomes méiotiques mais celui des recombinases (Shi et al., 2019), ce qui
renforce l'idée que le complexe MEIOB-SPATAZ22Z ne nécessite pas la présence
d'une sous-unité de RPA pour étre formé. |l est probable que la complexation de
MEIOB-SPATAZ22, d'une part, et des sous-unités de RPA, dautre part, soient
responsables in vivo des points de contacts multiples entre les différentes protéines
observeées in vitro lors de l'interaction de MEIOB, SPATAZ22 et RPA.
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Par ailleurs, d'autres données in wvivo décrivent un nouvel interactant de
MEIOB et SPATA22. Chez la souris, MEILB2/HSF2BP, essentielle au recrutement
des recombinases RAD51 et DMC1 aux sites de recombinaison, interagit avec
SPATAZZ et RADS1 (Zhang, J. et al., 2019). Et BRME1, |le partenaire stabilisateur de
MEILB2, interagit avec MEIOB et SPATAZ2Z, et RADS1 (Zhang, J. et al., 2020). De
plus, MEILB2 et son partenaire BRME1 n’influent ni sur la localisation de RPA ni
celles de MEIOB et SPATA2Z. Il se pourrait que l'interaction de MEILB2/BEME1
avec MEIOB et SPATA22 favorise |la formation correcte du filament recombinogéne
et la formation de la D-Loop. L'interaction décrite entre MEILB2 et SPATAZ22 indique
que SPATAZ22 pourrait avoir des interactions propres qui joueraient un rdle dans les
fonctionnalités du complexe MEIOB-SPATAZ22. Alors que la réegion C-terminale de
SPATAZZ est impliquée dans l'interaction avec son partenaire MEIOB (Xu, Y. et al_,
2017), la fonction de la region N-terminale de SPATAZ2 est inconnue a ce jour. Cette
region pourrait servir de hub dinteraction au complexe MEIOB-SPATAZ22 pour

onenter les fonctionnalités du complexe au cours de la recombinaison.

Au vu des données in vitro et in vivo, I'interaction de MEIOB et SPATAZ22 avec
RPA suggére bien que MEIOB et SPATAZ22 sont présents aux intermédiaires liés par
RPA et collaborent sur ces intermédiaires pour les faire progresser en RH méiotique.
D’autres études sur les propriétés et les fonctionnalités de l'interaction de MEIOB et
SPATAZ2Z2 avec RPA permettront une meilleure compréhension de son réle en
recombinaison méiotique. Notamment, elles permettront de savoir sur quelle(s)
étape(s) précisément est (sont) impliqué(es) MEIOB et SPATA22 et quapporte ce
complexe a ces intermédiaires en RH méiotique (spécificités structurales et/ou

d'interactions) pour favoriser leur progression.
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5) MEIOB et SPATA22 chez ’'Homme

Grace aux méthodes de séquencages modernes, de plus en plus de causes
génetiqgues sont reliees a des cas dinfertilité humaine et apportent une meilleure
compréhension des cas d'infertilité considérés jusqu’alors idiopathiques (Hassold et
al., 2007; Hassold et Hunt, 2001; Huhtaniemi et al., 2018; Mandon-pépin et al_, 2002;
Vera et al_, 2012). Les modéles animaux déficients pour Meiob et SpataZ?2 ont permis
d'etablir leur réle essentiel dans la réparation des CDB méiotiques par recombinaison
et ainsi de les lier a de potentielles causes génétiques notamment d'azoospermie
chez 'lhomme.

Deux études génétiques a la recherche de variants perte-de-fonction impliquées
en spermatogénése chez des patients atteints d'azoospemmie ont mis en évidence
des mutations de MEIOB. La premiére décrit un cas familial de consanguinité
possedant une mutation homozygote faux sens d’'un acide aming trés conservé du
premier domaine OB de MEIOB alors que la deuxiéme décrit une mutation non-sens
retrouvée chez deux fréres induisant la troncation de la moitié du domaine OB C-
terminal de MEIOB (Gershoni et al_, 2017, 2019). La causalité de ces mutations n'a
pas &té démontrée par des études fonctionnelles de ces formes mutées de MEIOB.
Pour autant, ces deux mutations se localisent dans les domaines fonctionnels de
MEIOB et sont donc fortement susceptibles de modifier la conformation et/ou les
interactions, notamment avec son partenaire SPATA22, empéchant a ces formes
mutées d'étre fonctionnelles chez ces patients infertiles. Récemment, nous avons
collaboré avec l'equipe du Dr Veitia sur un cas familial d'insuffisance ovarienne
prématurée (IOP) présentant une mutation ponctuelle de MEIOB. Cette mutation
induit un saut d’'épissage de I'exon 12 aboutissant a la délétion de la majonté de 'OB
C-terminale de MEIOB. MNous avons participé a l'étude fonctionnelle de cette
mutation de MEIOB et montré que cette forme tronquée n'est plus capable d'interagir
avec son partenaire SPATAZ2 (Caburet et al., 2019). Cetie étude atteste de
I'importance in vivo de linteraction entre MEIOB et SPATA22. Quant a SPATA22,
des variants d'expression ont été retrouvés chez des patients atteints d'azoospermie
et il a aussi été décrnt un niveau anormalement bas d'expression du transcrit
SPATAZZ dans une autre cohorte de patients azoospermiques (Dorosh et al_, 2013;
Okada et al_, 2008).
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IV) MEIOB et SPATAZ22 et leur expression dans les cancers: un role

potentiel de dérégulation ?

Bien gu'exprimés spécifiguement dans les cellules germinales méiotiques,
MEIOB et SPATAZZ2 sont exprimés de fagon aberrante dans plusieurs types de
cancers (Wang, C. et al., 2016). Cette expression aberrante dans les cancers est
aussi le cas de nombreux autres génes spécifiguement exprimés dans les cellules
germinales comme SP0O71, SYCF3 ou encore HORMAD1T (Whitehurst, 2014). Ces
génes normalement restreints aux cellules germinales et exprimés anormalement
dans divers cancers sont regroupés au sein de la famille des Cancer Testis Antigens
(CTA).

A) Les Cancer Testis Antigens
1) La découverte des Cancer Testis Antigens

Les CTA ont été découverts lors de recherches dantigénes de surfaces
spécifiqguement exprimés par les cellules tumorales dans le but de les utiliser comme
des cibles en immunothérapies (Van Der Bruggen et al_, 1991; Van Pel et al_, 1995).
MAGE-1 (Melanoma Antigen 1) fut le premier membre découvert d'une large famille
de CTA. Les géenes MAGE, dont l'expression est restreinte au testicule, sont
couramment exprimeés dans les tumeurs (Simpson et al_, 2005; Van Der Bruggen et
al., 1991). La combinaison d'approches immunologiques et d'analyse des profils
d'expression a permis de classer plus de 200 génes parmi les CTA (Whitehurst,
2014). Aujourd’hui, de nombreux génes sont considérés comme des CTA
uniquement sur la base de leur expression retrouvee dans les testicules/ovaires
(ainsi que le placenta) et les tumeurs sans que leur statut d’antigéne n'ait été
déterminég (Gantchev et al.,, 2020; Whitehurst, 2014). Cette expression restreinte
associée aux potentiels antigéniques des CTA en font des cibles idéales pour des

traitements par immunothérapie et thérapies ciblées des cancers.
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2) La classification des Cancer Testis Antigens

Les CTA peuvent étre classés en fonction de leur profil d’expression. Bien
gquayant tous une expression préférentielle restreinte aux gonades, certains CTA
peuvent présenter une expression (a) exclusivement gonadique, ou (b) restreinte aux
gonades et au cerveau ou bien (c) aux gonades et dans pas plus de deux autres
tissus somatiques (avec une expression inférieure a celle retrouvée dans les
gonades) (Hofmann et al., 2008). En plus de leur profil d'expression, de nombreux
CTA sont localisés sur le chromosome X et référencés comme des génes CT-X.
Décnt initialement pour les génes testiculaires, les génes CT-X seraient exprimés
préférentiellement par les cellules souches testiculaires, les spermatogonies, qui
proliféerent activement. L'expression des génes CT-X semble aussi étre fortement
associée a des séquences répétées au sein du génome. A l'inverse, les génes non
lies au chromosome X (génes non CT-X) sont répartis au sein du génome entier
sans évenements genomiques particuliers associés (Simpson et al., 2005). Et, leur
expression predominante semble étre dans des stades de différentiation plus tardifs
des cellules germinales comme ceux des spermatocytes. Cette distinction entre les
cellules germinales différenciées et indifférenciées pour I'expression des génes CT-X
et les non CT-X pourraient apporter des caracténstiques propres (prolifération vs
différentiation, par exemple) aux cellules cancéreuses en fonction des génes

exprimes.
3) L’'expression des Cancer Testis Antigens
3.1) L'expression hétérogéne des Cancer Testis Antigens

L'analyse des banques de données transcriptionnelles publiques a permis de
déterminer de nouveaux CTA potentiels et d’étudier leur expression a grande échelle
sur des échantillons variés de patients atteints de cancers. Ainsi, le niveau
d'expression difféere d'un CTA a un autre et d'un type de cellule tumorale a un autre
(Wang, C. et al_, 2016; Whitehurst, 2014). Et, le niveau d'expression des CTA varie
en fonction des échantillons au sein d'un méme type de cellules tumorales. Certains
CTA seraient exprimés dans au moins 40% des échantillons provenant d'un méme
type de tumeur (Hofmann et al., 2008; Wang, C. et al., 2016). La présence de

protéine n'a pas systéematiquement été déterminée et/ou comrélée avec la présence
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des transcnts pour tous les CTA. Souvent, celle-ci est mise en évidence lors d'études
menées sur un nombre restreint de CTA dans des lignées cancéreuses et des
échantillons de patients. Néanmoins, l'expression de certains CTA (seul ou a
plusieurs) pourrait étre des indicateurs spécifiques (ou « signatures ») d'un type de
tumeur et/ou avoir une fonctionnalité au sein de la tumeur potentiellement en
influencant son comportement tumoral (capacité de survie/prolifération,

d'invasion/migration et d'instabilité génétique).
3.2) L’activation des Cancer Testis Antigens

L'expression aberrante des génes de cellules germinales dans les cancers
suppose une activation de I'expression du programme germinal (partielle ou totale)
dans les cellules cancéreuses. Cette activation aberrante pourrait étre la
consequence de linstabilité génétique caracténstique des cancers et'ou de
dérégulations épigénétiques. L'activation des CTA au sein des tumeurs semblent
étre fortement liee a des modifications épigénetiques majoritairement de méthylation
de 'ADNM. En effet, I'exposition a un agent de déméthylation est suffisante a induire
I'activation de I'expression de certains CTA (tels que les MAGE), ce qui suggére un
mecanisme commun entre les CTA (Coral et al_, 2002; De Smet et al_, 1999; Fratta et
al., 2010, 2011; Whitehurst, 2014). En outre, le ségquencage bisulfite a montré que
certains CTA possédent des régions promotrices hypométhylées dans differentes
tumeurs en comparaison avec leur tissu d'expression normale et corréle avec une
activation d'expression (Glazer et al., 2009; Smith et al., 2009). Bien que la
méethylation de 'ADN semble &tre un régulateur clé dans 'activation des CTA, il est
aussi proposé que les modifications d’histones, dont I'acétylation, participent a cette
expression aberrante. L'utilisation d'inhibiteurs pharmacologiques de la méthylation
de 'ADN et/ou de 'acétylation d'histone induit (ou augmente) I'expression de CTA
dans difféerents types de cancers (Akers et al, 2010). Cette induction
pharmacologique peut activer une partie des CTA, mais la réactivation globale n'est
pas observée. Ces résultats suggérent des specificités de régulations propres a
chaque CTA et/ou [l'implication d'autres phénoménes de régulations
transcriptionnelles (autres modifications épigénétiques, modulation de facteurs de
transcription). Les régulations de l'expression des CTA restent mal connues et

semblent varier en fonction des CTA et des types de cancers.
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4) La mise en évidence de fonctionnalités des Cancer Testis Antigens

Le processus de développement des cellules germinales et celul des tumeurs
possédent de fortes similitudes comme la capacité de proliferation clonale et
I'hyperactivité transcriptionnelle (Simpson et al., 2005). Ces similitudes suggérent
qu'un lien fonctionnel entre le processus de tumonsation et 'expression des CTA

puisse exister.

De nombreux CTA ont été notamment impliqués dans différents aspects du
développement/maintien du processus tumoral (Fratta et al., 2010, 2011; McFarlane
et Wakeman, 2017). En particulier, une sous-population des CTA ayant une
expression meiotique spécifique dans les cellules germinales émerge et est de plus
en plus décrite dans la littérature avec un role promoteur d'instabilité genétique au
sein des cellules cancéreuses . les génes de réparation des CDB méiotiques
(Gantchev et al., 2020). Ces génes de réparation de 'ADN, comme SPO7T1, sont
exprimés dans les cancers et de par leur fonctionnalité sont capables d'influencer la
reparation des dommages de 'ADN et la stabilité génétique dans ces cellules.

Comme exemple, la déplétion de DMC1 dans des lignées cellulaires de
glioblastome induit une diminution de la prolifération, une augmentation du stress
replicatif et une radiosensibilité accrue in vitro, ce qui suggérent que l'expression
ectopique de DMC1 dans les cellules cancéreuses jouerait un réle dans la réparation
des dommages de 'ADN (Rivera et al_, 2015). Cette expression ectopique de DMC1,
semble donc influencer la survie/prolifération et la réparation des dommages de

I’ADN dans ces cellules.
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B) MEIOB et SPATA22 sont des Cancer Testis Antigens
1) L'expression de MEIOB et SPATA22 dans les cancers

MEIOB et SPATAZ22 sont eux aussi exprimés de facon aberrante dans
plusieurs types de cellules cancéreuses provenant entre autre des poumons, de la
vessie ou des reins (Wang, C. et al., 2016). Différents niveaux d'expression des
transcrits de MEIOB ou SFATAZ2Z ont été retrouvées chez des patients et dans des
lignées cellulaires canceéreuses (Shichama et al.,, 2014; Wang, C. et al., 2016).
L'expression seule ou conjointe de MEIOB et SPATAZZ2 a aussi été décrite et

détaillée dans 19 types différents de cellules tumorales (Wang, C. et al_, 2016).

Au vu du réle de MEIOB et SPATAZ22 dans la réparation des CDB en méiose,
leur expression ectopique dans les cancers pourrait influencer le comportement de
ces cellules. Deux études portent sur I'expression de MEIOB et de son influence
dans des lignées cellulaires cancéreuses et mettent en évidence de potentielles
fonctionnalités de cette expression aberrante de ME/OE dans les cancers (Shichama
et al., 2014; Wang, C. et al, 2016). Notamment, la surexpression de MEIOB
augmente la viabilité cellulaire et accroit le phénotype tumoral de ces cellules de
lignées cancéreuses de poumons (migration, invasion et capacité a former des
colonies), et inversement lorsque MEIOB est déplétée (Wang, C. et al., 2016). De
plus, cette expression ectopique de MEIOB semble influer sur la progression du
cycle cellulaire en augmentant le nombre de cellules en phase post-mitotique G2
(Wang, C. et al, 2016). Ces résultats suggérent que l'expression ectopique de
MEIOB modifierait le comportement de ces cellules notamment leur
prolifération/survie et favoriserait des processus caractéristiques des cellules
tumorales. En revanche, I'influence de I'expression ectopique de SPATAZ22 seule ou
de l'expression conjointe de MEIOB et SPATAZ2Z2 na pas étée étudiée sur le
comportement des cellules cancéreuses, en particulier sur la prolifération et la

reparation des dommages de 'ADN.
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2) MEIOB et SPATA22 dans les cancers: dérégulation des fonctionnalités
de RPA ?

Le fait que (1) MEIOB et SPATA22 semblent collaborer avec RPA dans la
reparation de I'ADN en meéiose et (2) quelles sont recrutées ensemble aux
dommages de I'ADN lorsgu'elles sont surexprimées suggérent que MEIOB et
SPATAZ2Z pourraient aussi collaborer et/ou influencer les fonctionnalités de RPA
dans les cellules cancéreuses exprimant conjointement MEIOB et SPATAZ22.
L'expression ectopique de MEIOB et SPATAZ22 dans les cancers pourrait induire la
présence de partenaires de RPA capables de modifier/perturber les interactions
(protéiques et/ou ADN) de RPA et donc les fonctionnalités du complexe RPA. MEIOB
et SPATA22 pourraient déréguler le métabolisme de RPA ; et ainsi influencer les
roles de RPA, notamment en prolifération et/ou réparation des dommages de 'ADN
et donc impacter la survie cellulaire.

La présence de MEIOB et SPATAZ2 pourrait perturber les intermédiaires
replicatifs pris en charge par RPA et inhiber la capacité proliférative des cellules
(toxicité) ou bien aider RPA et favoriser la prolifération des cellules cancéreuses
(prolifération clonale). Les cellules pourraient acquérr une tolérance a la présence de
MEIOB et SPATA22 et adapter leur comportement. De fagon similaire, la présence
de MEIOB et SPATAZ22 pourrait modifier/perturber les intermédiaires pris en charge
par RPA lors de |la réparation des dommages a I'ADN. Ces déréegulations pourraient
notamment induire la modification de la balance entre les voies de réparation
(NHEJ/RH), la modification des produits de réparation et des capacités de réponse
aux difféerents stress de I'’ADN (réplicatifs et dommages a I'ADN).

L'ensemble des modifications du métabolisme de RPA induites
potentiellement par la présence de MEIOB et SPATA22 participerait a l'instabilité
génetigue des cellules cancéreuses et pourrait influencer la sensibilisation des
cellules aux agents génotoxiques. MEIOB et SPATAZ22 apporteraient donc des
spécificités aux cellules cancéreuses permettant d'adapter le traitement anti-

cancereux des patients présentant ce type de cancer.
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Objectifs de thése

Ces travaux de thése ont eu pour but de spécifier les riles de MEIOB et
SPATAZ2Z au cours de la recombinaison méiotique afin de mieux comprendre
comment ils participent a la spécialisation de la recombinaison meiotique. Ces
travaux ont aussi portés sur la caracténsation de I'expression ectopique de MEIOB et
SPATAZZ et la détermination de l'influence potentielle de cette expression sur le

comportement des cellules.
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Résultats




Résultats

La découverte et la caractérisation de nouveaux facteurs spécifiques de la
meiose essentiels a la recombinaison meiotique chez les mammiféres permettent
une meilleure compréhension de ce mécanisme. Au cours de ma thése, j'ai cherche
en particulier a comprendre comment MEIOB et SPATAZ22, deux facteurs spécifiques
de la meiose, participent a la spécialisation de la RH en meéiose. En plus de leur
expression specifique dans les cellules germinales, de nombreux génes meiotiques
sont exprimés dans certains cancers et appelés génes Cancer Testis Antigens, dont
font partie MEIOB et SPATAZ2. J'ai cherché a mieux comprendre comment cette
expression ectopique de MEIOB et SPATAZ22 pourraient influencer le processus

cancéreux de ces cellules.

- Les fonctionnalités de MEIOB et SPATAZ22 en recombinaison meiotique :

Mous avons cherché a étayer les différentes fonctionnalités du complexe
MEIOB-5PATAZ22 au cours de la recombinaison méiotique en combinant des
approches in vivo et in vitro. Notamment nous avons cherché a déterminer (1)
comment le complexe MEIOB-SPATAZ22 agit en collaboration avec le complexe
ubiquitaire et essentiel qu'est RPA au cours de la recombinaison méiotique et (2)
comment MEIOB, SPATAZ2 et RPA interagissent.

Le premier article présenté dans cette thése porte sur la caractérisation du
phénotype d'un nouveau mutant ponctuel de SpataZ2? chez la souris génére par le
laboratoire du Dr Keeney et dont la mutation est localisée en région N-terminale de
SPATAZZ. La fonctionnalité de la région N-terminale est mal connue. L'étude de ce
nouveau mutant ponctuel en collaboration avec I'équipe du Dr Keeney avait pour but
de préciser le rile de cette région N-terminale de SPATAZ22 et de caractériser son
importance en RH méiotique. La localisation et la nature de la mutation laissaient
Supposer que nous avions affaire a une mutation non-sens. Or, I'étude des transcrits
produits par le géne muté a révelé que la mutation affectait I'épissage aboutissant a
une mutant nul. Bien que le phénotype de nos mutanis soit similaire a celui des
souris nulles Spata.?.?”‘ ou Meiob-/~, nous avons confirmé l'importance in vivo de la
présence de MEIOB et SPATA22 dans la progression correcte de la RH méiotique.
Cette étude a aussi permis d'étayer les riles potentiels de MEIOB et SPATAZ2 en

a7



recombinaison meéiotique. Et, nous avons découvert l'existence de séquences
régulatrices de I'épissage, appelées ESE (Exonic Splicing Enhancer), dans un géne

de méiose chez la souris.

Le deuxiéme article porte sur la caractérisation structurelle de MEIOB et
SPATAZ2Z, la détermination des modalités d'interaction entre MEIOB, SPATAZ22 et
RPA et de la fonctionnalité de ces interactions. Cet article porte sur les travaux de
thése menés par le Dr Ribeiro et J'al participé a la finalisation de celui-ci. Nous avons
mis en évidence des similitudes structurales de MEIOB et SPATA22 avec les sous-
unités RPA1 et RPA2, respectivement, du complexe RPA. En se basant sur ces
similitudes, nous avons démontré que MEIOB et SPATA22 interagissent via leurs
domaines C-terminaux et que MEIOB et SPATAZ22 collaborent pour interagir avec le
complexe RPA. Cette étude a permis de proposer une structure du complexe
MEIOB-5PATAZ22 et des fonctionnalités de ce complexe en recombinaison

meiotique.

Le troisieme article porte sur I'étude fonctionnelle d’'une mutation ponctuelle de
MEIOB retrouvée chez deux sceurs atteintes d'insuffisance ovarienne prématurée
(IOP) issues d'une famille consanguine. Cette mutation induit un épissage alternatif
du transcnt de MEIOB aboutissant a la délétion de la majorité du domaine C-
terminale de MEIOB. Nous avons participé a cette étude en collaboration avec le
laboratoire du Dr Veitia et avons démontré que cette forme tronquée de MEIOB n'est
plus capable d’interagir avec son partenaire SPATAZ22. Cette étude a mis en

évidence I'importance in vivo de l'interaction entre MEIOB et SPATA22.

L'ensemble de ces études ont contribuées a proposer différents rdles du

complexe MEIOB-SPATAZ22 au cours de la recombinaison meiotique.

- Les fonctionnalités potentielles de MEIOB et SPATA22 dans certains

cancers .

Mous avons cherché a mieux comprendre les fonctionnalités potentielles de
I'expression ectopique de MEIOB et SPATAZ2 dans certains cancers. Notamment,
J'al caractérisé cette expression ectopique par des approches in sillico et J'al initié
I'étude de l'influence de cette expression ectopique sur le comportement des cellules

cancereuses.
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Pour cela, J'ai analysé I'expression des transcrits MEIOB et SPATAZ22 a partir
des données de séquencages transcriptomiques accessibles en ligne provenant de
différents tissus tumoraux issus de patients et des lignées cancéreuses. J'al mis en
évidence que MEIOB et SPATA22 ont une expression préférentielle mutuellement
exclusive mais que certaines tumeurs les expriment conjointement. Nous avons
aussi montré que la surexpression de MEIOB et SPATA22 semble modifier le
comportement prolifératif des cellules. Ces résultats constituent des données

préliminaires et nécessitent d’étre approfondies.

J'ai développé des constructions plasmidiques nécessaires a |'établissement
d'une lignée stable inductible pour I'expression de MEIOB et SPATAZ22. Cette lignée
stable permettra d’approfondir I'étude de linfluence de l'expression ectopique de
MEIOB et SPATAZ22 sur le comportement des cellules cancéreuses. Notamment, elle
permettra d'évaluer I'impact de I'expression ectopique de MEIOB et SPATAZ22 sur les
capacités prolifératives, les capacités de réparation de I'ADN et l'instabilité génétique

dans ces cellules.

Ces resultats préliminaires suggérent que I'expression ectopique de MEIOB et

SPATAZZ pourrait influencer la dynamique des cellules cancéreuses.
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Abstract

Recombination is crucial for chromosome pairing and segregation during meiosis. SPATA22, along with its direct binding
partner and functional collaborator, MEIOB, is essential for the proper repair of double-strand breaks (DSBs) during meiotic
recombination. Here, we describe a novel point-mutated allele (shani) of mouse Spata2?2 that we isolated in a forward genetic
screen. shani mutant mice phenocopy Spata22-null and Meiob-null mice: mutant cells appear to form DSBs and initiate meiotic
recombination, but are unable to complete DSB repair, leading to meiotic prophase arrest, apoptosis and sterility. shani mutants
show precocious loss of DMC1 foci and improper accumulation of BLM-positive recombination foci, reinforcing the require-
ment of SPATA22-MEIOB for the proper progression of meiotic recombination events. The shani mutation lies within a Spata2?2
coding exon and molecular characterization shows that it leads to incorrect splicing of the Spata22 mRNA, ultimately resulting in
no detectable SPATA22 protein. We propose that the shani mutation alters an exonic splicing enhancer element (ESE) within the
Spata?2?2 transcript. The affected DNA nucleotide is conserved in most tetrapods examined, suggesting that the splicing regulation

we describe here may be a conserved feature of Spata22 regulation.
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Introduction

Gamete formation during sexual reproduction occurs by a
specialized cell division program called meiosis, where two
rounds of chromosome segregation follow one round of DNA
replication; homologous chromosomes segregate in the first
round and sister chromatids separate in the second. The mei-
otic cell division program contains an extended prophase,
during which replicated homologous chromosomes pair and
recombine. This creates temporary connections called cross-
overs that are essential to stabilize homologs on the metaphase
spindle during segregation (Page and Hawley 2003; Hunter
2015). Errors in these events can cause gametogenic failure
and infertility or can produce aneuploid gametes that in turn
result in miscarriage and developmental defects (Hassold and
Hunt 2001; Sasaki et al. 2010).

Meiotic recombination initiates with the formation of pro-
grammed DSBs that are resected to yield single-strand DNA
(ssDNA) overhangs. Then, DMCI1, the meiosis-specific
strand-exchange protein, along with its ubiquitously
expressed paralog, RADS1, assembles onto ssDNA to form
nucleoprotein filaments that conduct homology search and
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strand invasion. The resulting recombination intermediates are
repaired by multiple pathways to ultimately give either non-
crossover products or crossovers (Baudat et al. 2013; Hunter
2015). Recombination intermediates and their repair pathways
are closely regulated to guarantee the formation of at least one
crossover per homolog pair (Hunter 2015; Zickler and
Kleckner 2015). While we have a broad-strokes picture of
the factors involved and their contributions to meiotic recom-
bination, mechanistic detail of their individual molecular func-
tions and their cross-talk is lacking. We also lack clear under-
standing of how meiosis-specific proteins collaborate with
ubiquitous repair proteins to specialize homologous recombi-
nation during meiosis. Moreover, it is unclear whether the
catalog of relevant vertebrate proteins important for meiotic
recombination is complete.

To explore the mechanisms underlying the regulation of
meiotic recombination and to identify novel mouse meiotic
mutants, we performed a phenotype-based, random chemical
mutagenesis screen. Two hits we previously described are
rahu, that was defective for a rodent-specific DNA methyl-
transferase paralog DNMT3C (Jain et al. 2017), and ketu,
which was defective for the conserved RNA helicase
YTHDC?2 (Jain et al. 2018). Here, we describe a new mutant
that we named shani, for “Spata22-affected with hypogonadic
testes and infertility.” Shani, Ketu, and Rahu are harbingers of
misfortune in Vedic mythology.

shani is a missense mutation in Spata22, which encodes a
protein that is essential for meiotic recombination (La Salle
et al. 2012; Ishishita et al. 2013). The shani mutation is ex-
pected to alter an amino acid, but surprisingly it causes exon
skipping, eventually leading to lack of detectable SPATA22
protein. SPATA22 and its functional collaborator, MEIOB,
form a meiosis-specific complex and they resemble subunits
of RPA, the ubiquitous ssDNA-binding complex that regu-
lates ssDNA during replication, repair and recombination
(Wold 1997; Luo et al. 2013; Souquet et al. 2013; Ishishita
et al. 2014; Ribeiro et al. 2016; Xu et al. 2017; Ribeiro et al.
2018). SPATA22-MEIOB colocalize on meiotic chromo-
somes with RPA subunits and their null mutants accumulate
unrepaired DSBs, suggesting that they perform a critical func-
tion(s) during meiotic recombination (La Salle et al. 2012;
Luo et al. 2013; Souquet et al. 2013; Ishishita et al. 2014;
Hays et al. 2017). Also, mutations in this complex have been
linked to human infertility (Gershoni et al. 2017; Caburet et al.
2019; Gershoni et al. 2019).

Spata22°""5hani homozygote mice are both female- and
male-sterile. We show that Spara22*"*"$"4" mytant spermato-
cytes have defective chromosome synapsis and fail to com-
plete DSB repair during meiotic prophase, like Spata22-null
mice (Hays et al. 2017). Our results validate previous findings
as well as further our understanding of the meiotic role of
SPATA22 in mice. Importantly, we have isolated a novel
allele of Spata22 that reveals unexpected post-transcriptional
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regulation and may provide insight into how gene expression
is regulated more generally during meiosis.

Results

Isolation of the novel meiotic mutant shani
from a forward genetic screen

To isolate mutants with defects in meiosis, we carried out a
phenotype based, random mutagenesis screen in mice (Jain
etal. 2017; Jain et al. 2018). We mutagenized male mice with
the alkylating agent N-ethyl-N-nitrosourea (ENU) that pre-
dominantly creates single base substitutions. Then we follow-
ed a three-generation breeding scheme to recover recessive
mutations causing meiotic defects (Caspary 2010; Probst
and Justice 2010; Jain et al. 2017; Jain et al. 2018) (Fig. 1a).

We screened third-generation (G3) male offspring for mei-
otic defects by measuring testes weights. In adult wild-type
mice, normal spermatogenesis results in testes populated with
spermatogenic cell types spanning all stages of spermatocyte
development. Mice with meiotic defects, such as failure to
initiate or complete meiotic recombination, display spermato-
genic arrest with apoptotic elimination of spermatocytes,
resulting in a reduction in testes size or hypogonadism (de
Rooij and de Boer 2003). To control for low testes weight
due to poor growth and reduction in overall body size, we also
measured the body weight and analyzed data as testes-to-
body-weight ratios.

In an F1 founder line we named shani, four of the G3 males
screened (Fig. 1b) showed a 69.6% reduction in testes-to-
body-weight ratio compared to littermates (mean ratios were
0.21% for shani mutants and 0.69% for wild-type and hetero-
zygous animals; p <0.01, one-sided ¢ test; Fig. 1c).

shani maps to a missense mutation in the Spata22
gene

To identify the causative mutation, we generated additional
mutant animals and performed whole-exome sequencing of
DNA from five G3 shani mutants. Then, we searched for
homozygous variants that were shared between all five mu-
tants (Fig. 2a). This revealed three un-annotated DNA se-
quence variants (Fig. 2a). Two variants were located within
introns lacking sequencing read coverage in ENCODE long
RNA-sequencing data from adult wild-type testis, making
these unlikely phenotype-causing mutations. The third was
an exonic variant located in the predicted Spata22 coding
sequence and was spanned by testis transcripts (Fig. 2a, b).
The Spata22 variant is an A to G nucleotide transition at
position Chr11:73336037, resulting in a missense mutation
(glutamic acid to glycine) in exon 4 (Fig. 2b, c). Spata2?2
RNA is expressed predominantly in the adult testis (Fig. 2d)
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Fig. 1 Mice from the ENU-induced mutant line shani have meiotic de-
fects. a Breeding scheme. Male mice (C57BL/6J strain) were
mutagenized and crossed to wild-type females (FVB/NJ strain) to pro-
duce founder (F1) males that were potential mutation carriers. Each F1
male was then crossed to wild-type females (FVB/NIJ strain) to generate
second generation (G2) offspring and G2 daughters were crossed back to
their F1 sire to generate third-generation (G3) offspring. G3 males were
screened for meiotic defects. If an F1 male was a carrier of a single
autosomal recessive mutation of interest, roughly half of his G2 daughters
were expected to be carriers and roughly one eighth of G3 males were

and Spata22-null mice display meiotic defects with
hypogonadism (Hays et al. 2017). This led us to surmise that
this ENU-induced point mutation disrupts Spata22 function
and is the cause of the shani mutant phenotype.

To characterize the shani mutation, we examined conser-
vation of Spata22. The mouse Spata2?2 transcript encodes a
protein of 358 amino acids and 40.17 kDa (presented
schematically in Fig. 2e). Searches in protein databases re-
vealed that placental mammals possess a similar SPATA22
protein: 358 to 364 amino acids in length with two well-
conserved domains, a short motif located near the N-
terminus and a longer region located near the C-terminus
(yellow boxes in Fig. 2¢). These domains were present in
SPATA22 homologs from all vertebrates examined and were
separated by a less conserved region of ~190 amino acids.
Using these domains to search, SPATA22 homologs were
retrieved in invertebrates such as echinoderms, cnidarians
and molluscs (Fig. 2e, Table S1). In several distant animals,
e.g., arthropods (Arthropoda) and sponges (Porifera), a likely
homolog restricted to the C-terminal domain could be re-
trieved but with substantial divergence from other homologs
(Table S1). The conserved C-terminal domain corresponds to
the region in mouse that is required for interaction with
MEIOB, the functional collaborator and direct binding partner
of SPATA22 (Xu et al. 2017; Ribeiro et al. 2018), suggesting
that the SPATA22-MEIOB interaction is likely a conserved
property of SPATA22.

The shani mutation lies outside of the two widely con-
served SPATA22 protein domains (Fig. 2e). The mutation-
containing region is poorly conserved in vertebrates (Fig.
2¢) but shows higher conservation among tetrapods, particu-
larly within mammals (Fig. 2f). We observed that this region
is also well conserved at the nucleotide sequence level (Fig.

expected to be homozygous. Un-filled shapes represent animals that are
wild type for a mutation of interest, half-filled shapes are heterozygous
carriers, and filled shapes are homozygotes. b Screen results for the shani
line. The F1 male was harem-bred to four G2 females, yielding 38 G3
males that displayed either a wild-type or shani phenotype (a,a ,a ,b).
Due to the harem-breeding setup we were unable to determine the pro-
portion of G3 animals birthed from any given G2 female. ¢ Testes-to-
body-weight ratios for G3 mice screened (listed in b). Total number of G3
mice screened (n) is indicated and shani mutants (a, a , a , b) are
annotated

2f). Moreover, the mutated adenine is invariant in most mam-
malian genomes examined (except in rat), as well as in
sauropsids and amphibians (Fig. 2f).

Spata22°""7shani jutants are sterile due
to gametogenic failure

Spata22-null animals display a meiotic recombination defect,
leading to meiotic prophase arrest and infertility (Hays et al.
2017), so we evaluated these phenotypes in mice carrying the
Spata22"" allele. Heterozygotes had normal fertility and
transmitted the shani mutation in a Mendelian ratio (21.4%
Spata22*"*, 49.7% Spata22*"""* and 28.7% Spata22*""”
shani from heterozygote x heterozygote crosses; n = 219 mice;
p=0.31, chi-squared test). Spata22°"*"*"*" animals did not
display obvious somatic defects. However, homozygous mu-
tant males and females were sterile: none of the three
Spata22°"mshani males tested sired progeny when bred
with wild-type females for 13—17 weeks, and no preg-
nancies were observed from crosses of three homozy-
gous mutant females to wild-type males (bred for
17 weeks).

In histological sections of adult testes, seminiferous tubules
from control animals had the full array of spermatogenic cells,
including spermatocytes and spermatids, as expected
(Fig. 3a). In contrast, tubules from Spata22*"*"s"a" \yere
greatly reduced in diameter and contained only early sper-
matogenic cells, with no post-meiotic germ cells visible
(Fig. 3a). Mutants contained abnormal tubule types: some
tubules (“Em” in Fig. 3a) had only a single layer of Sertoli
cells and presumptive spermatogonia along the tubule perim-
eter; and some also had spermatogenic cells that appeared
apoptotic (“Apo” in Fig. 3a). Increased apoptosis was
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Fig. 2 shani mice harbor a point mutation in Spata22. a Autosomal
homozygous variants identified by whole-exome sequencing in five G3
shani mutants (a from Fig. 1b and ¢, ¢ , d, e additional mutants gener-
ated using the same breeding strategy). Variants depicted exclude known
between-strain SNPs. Vertical axis reflects variant index and chromo-
somes are not to scale. A detailed view of Chrl1 variants is shown on
the right. Three homozygous variants that are shared between mutants are
highlighted in fuchsia with positions, gene names and genic locations
listed. b Top: Schematic of Spata22 (as predicted by Ensembl release
94) with protein-coding regions depicted as filled boxes. Location of
the ENU-induced lesion is shown. Bottom: The density of ENCODE long
RNA-sequencing reads (release 3) from adult testis within a window
spanning from 500 bp upstream to 500 bp downstream of Spata22. The
vertical viewing range is 0 50; read densities exceeding this range are
overlined in fuchsia. ¢ The shani allele of Spata22. d Spata22 transcript
expression level estimate (mean of reads per kilobase per million mapped
reads (RPKM) values provided by ENCODE) in adult tissues. e Top:
Schematic of mouse SPATA22 showing locations of conserved domains
(yellow boxes) and the shani mutation. Bottom: Clustal Omega alignment
of SPATA22 consensus amino acid sequences. Each line is a consensus
sequence for the group and was derived using at least four species per
group. Groups used are: placentals (Eutheria), marsupials (Metatheria),
turtles (Testudines), snakes (Serpentes), birds (Aves), frogs (Anura), croc-
odiles (Crocodilia), fishes (Actinopterygii), echinoderms
(Echinodermata), cnidarians (Cnidaria), molluscs (Mollusca). f Clustal
Omega alignment of SPATA22 amino acid and Spata22 nucleotide se-
quences from tetrapods corresponding to exon 4 of mouse Spata2?.
Nucleotide sequences encoding the first and last amino acids listed for
all species except flycatcher are overlined in black. Location of the shani
mutation is indicated. Species used are: mouse (Mus musculus), rat
(Rattus norvegicus), human (Homo sapiens), cow (Bos taurus), platypus
(Ornithorhynchus anatinus), elephant (Loxodonta Africana), tiger
(Panthera tigris altaica), opossum (Monodelphis domestica), turtle
(Pelodiscus sinensis), flycatcher (Ficedula albicollis), xenopus
(Xenopus tropicalis). Amino acid and nucleotide residues are shaded to
reflect degree of conservation

confirmed by elevated TUNEL staining in mutants (Fig.
3b, c). These patterns are consistent with spermatocyte
arrest and apoptosis during pachytene stage of meiotic
prophase, occurring possibly at stage IV of the seminif-
erous epithelial cycle, which is typical of mutants with
meiotic recombination defects (for example Dmcl /
(Barchi et al. 2005)) and is also observed in Spata22-
null males (Hays et al. 2017).

Defects in meiotic recombination in females cause
elevated oocyte loss (Hunter 2017) and Spata22-null
adult females have shrunken ovaries lacking oocytes
(Hays et al. 2017). Meiotic recombination in females
initiates during fetal development and arrests soon after
birth, at which time oocytes mature into follicles that
further develop during the reproductive life of the fe-
male (Peters 1969; Hunter 2017). As expected, adult
wild-type ovaries had abundant developing follicles. In
contrast, ovaries from adult Spata22‘9h“”i/Sh”"i females
were dramatically smaller compared to wild-type litter-
mates, and no developing follicles were visible (Fig.
3d, e), like in Spata22-null and consistent with the ob-
served infertility.

Spata22°hnshani snermatocytes are defective

in meiotic DSB repair and chromosome synapsis

Our initial findings showed that Spata22°"*"s"*"i have sper-
matocyte arrest, apoptosis, and infertility phenotypes similar
to that observed in Spata22-null animals (Hays et al. 2017).
We next examined meiotic recombination events, specifically
DSB formation, repair and chromosome synapsis. We immu-
nostained chromosome spreads of spermatocytes for SYCP3,
a component of the chromosome axes (Lammers et al. 1994;
Zickler and Kleckner 2015), and for H2AX, a phosphorylat-
ed form of histone variant H2AX that is generated in response
to DSBs (Mahadevaiah et al. 2001) (Fig. 4a). In normal mei-
osis, sister chromatids begin to form a SYCP3-containing
protein axis from which chromatin loops emanate during the
leptotene stage of meiotic prophase. During the zygotene
stage, axes elongate and homologous chromosome axes begin
to align and form stretches of the synaptonemal complex (SC),
a tripartite structure comprising the homologous axial ele-
ments and the central region connecting them. The SC elon-
gates and connects homologous chromosomes along their
lengths in the pachytene stage. The SC disassembles during
the diplotene stage (Fig. 4a). DSB formation occurs primarily
during leptonema and zygonema, yielding nucleus-wide

H2AX staining. The H2AX staining disappears progres-
sively as recombination proceeds and is largely gone from
autosomes during pachynema. H2AX is also present on the
X and Y chromosomes in the sex body during pachynema and
diplonema (Fig. 4a).

Spata22""shani spermatocytes with SYCP3 staining pat-
terns indicative of leptonema and mid zygonema had pan-
nuclear H2AX staining, which is consistent with these cells
having initiated meiotic recombination via formation of DSBs
(Fig. 4a). Spata22*"*""*"*" spermatocytes with SYCP3 stain-
ing patterns indicative of later stages appeared abnormal, how-
ever. Cells with staining showing elongated axes that have
begun to align (late zygonema-like) were abundant and
retained pan-nuclear H2AX staining (Fig. 4a). There were
also rare cells where few homologous chromosomes appeared
to be connected along their entire lengths (pachynema-like)
(Fig. 4a).

We also tracked synapsis by co-immunostaining for
SYCP3 and SYCPI, a SC central region protein (de Vries
et al. 2005; Zickler and Kleckner 2015). In wild type,
SYCPI staining appears during zygonema as cells begin to
build the SC, it marks autosomes along their lengths during
pachynema when the SC connects homologous chromosomes
and is largely absent from the autosomes in diplonema when
the SC is disassembled (Fig. 4b). In Spata22*"“ """ litter-
mates, leptonema and mid zygonema appeared normal. But
later-stage spermatocytes (late zygonema-like and
pachynema-like) had SYCP1 patterns indicative of synapsis
defects: numerous Spata22*""s""i spermatocytes possessed
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Fig. 3 shani allele of Spata22 leads to gametogenic failure. a Periodic
acid-Schiff (PAS)-stained sections of Bouin s-fixed testes from a 3-
month-old Spata22*"“ 4" male and a wild-type littermate. Arrows in-
dicate post-meiotic germ cells (spermatids) and arrowheads point to sper-
matocytes with an apoptotic morphology (condensed and/or fragmented).
In the mutant, examples are indicated of apoptotic (“Apo”) tubules con-
taining cells with apoptotic morphology and emptier-looking (“Em”) tu-
bules harboring only cells with spermatogonia-like morphology and
Sertoli cells. b TUNEL assay on testis sections from mice shown in a.
Black arrowheads point to TUNEL-positive cells (stained dark brown). ¢
Quantification of TUNEL assays performed on testis sections of
Spata22*"#hani pytants aged 2 4 months (mos) and their wild-type or
heterozygous littermates. The number of seminiferous tubules counted
from each animal is indicated (n) and lines in the dot plot depict mean
+ SD. d, e Paraformaldehyde (PFA)-fixed, PAS-stained ovary sections
from a 2-month-old Spata22*"“"*"4 female and a wild-type littermate.
In a and b, the scale bars represent 50 m and 10 m in the lower and
higher magnification images, respectively. In d and e, they represent
200 mand 50 m, respectively

patterns are typical of recombination- and synapsis-defective
mutants such as Dmcl / (Pittman et al. 1998; Yoshida et al.
1998), and are comparable to that observed in Spata22-null
spermatocytes (Hays et al. 2017). We conclude that
Spata22shanishant gnermatocytes have a defect in meiotic
DSB repair and chromosome synapsis, leading to meiotic pro-
phase arrest and apoptosis. This culminates in the absence of
postmeiotic cells, hypogonadism and sterility.
Recombination dynamics in Spata22°hen/shani
mutants

To evaluate the molecular characteristics of the
Spata22°"emshani cells with a meiotic recombination de-
fect, we examined behaviors of recombination proteins
by immunostaining spread spermatocyte chromosomes.
SYCP3 staining patterns were used to define meiotic
prophase stages, and only recombination protein foci
overlapping with SYCP3-positive axes were counted.
We first analyzed DMCI1 strand-exchange protein that
assembles on ssDNA formed at DSBs and is required
for homology search and strand invasion during meiotic
recombination (Brown and Bishop 2014). In normal
meiosis, DMCI1 foci appear in leptonema, accumulate
to maximal levels in early to mid zygonema, then de-
cline as DSB repair proceeds through pachynema (Fig. 5a, b).
In Spata22°"*"shani "DMC1 foci accumulate during early
stages but prematurely decline in mid zygonema and are se-
verely reduced in late zygonema compared to wild type (Fig.
Sa, b; mean foci count of mid zygonema and late zygonema-
like Spata22°"@"/shani — 96 and 27, respectively; mean foci
count of mid zygonema and late zygonema wild type = 154
and 101, respectively). These findings are consistent with pre-
vious observations of DMC1 behavior in mice lacking
MEIOB, the functional collaborator and direct binding partner

of SPATA22 (Souquet et al. 2013). Spata224" /i HMC1
foci counts in late leptonema and early zygonema, although
not statistically significant, were lower compared to wild type
(Fig. 5b), suggesting that DMC1 accumulation may also be
modestly affected at these stages.

We also examined RPA2, which is a subunit of the ubig-
uitous, trimeric ssDNA-binding complex RPA (Wold 1997).
RPA is present on ssDNA-containing intermediates during
DSB metabolism. In wild type, RPA2 foci form during
leptonema, increase in early and mid zygonema, and then
decrease as DSB repair progresses in late zygonema and early
pachynema (Fig. 5¢, d). Spata22*""/shani cells accumulate
RPA2 foci during early stages and arrest during zygonema
with RPA2 foci present (Fig. 5c, d). This is as observed in
Spata22-mutant rats and Meiob /" mice (Luo et al. 2013;
Souquet et al. 2013; Ishishita et al. 2014), suggesting that
arrested cells likely possess ssDNA-containing interme-
diates. We observed that RPA2 foci counts in mid
zygonema and late zygonema were reduced compared
to wild type (Fig. 5d; mean foci count of mid
zygonema and late zygonema-like Spatg22*henishani —
198 and 134, respectively; mean foci count of mid
zygonema and late zygonema wild type =242 and 205,
respectively), likely due to defects in recombination in-
termediate processing during these stages.

We further investigated localization of the RecQ helicase
family protein, Bloom s syndrome mutated (BLM). BLM and
its orthologs process multiple types of recombination interme-
diates (Singh et al. 2009; De Muyt et al. 2012). BLM has been
previously reported to form discrete foci on chromosome axes
during wild-type meiosis (Moens et al. 2000; Holloway et al.
2010) and to accumulate in recombination-deficient mutants
(Holloway et al. 2008; Holloway et al. 2010). In our hands,
BLM was barely detectable in most wild-type spermatocytes,
with few cells forming clear axis-associated foci that met our
immunofluorescence cutoff (Fig. Se, f). In contrast to wild
type, Spata22""*ham had bright and numerous BLM foci
on chromosome axes (Fig. Se, ). RPA has been shown to
stimulate BLM activity in vitro and to colocalize with BLM
during meiosis (Walpita et al. 1999; Brosh Jr. et al.
2000); therefore, we asked if the BLM foci we see in
mutants colocalized with RPA. Most BLM foci also had
an RPA2 focus present (Fig. 5g). BLM foci were first
detected in early zygonema and levels continued to rise
as cells progressed to mid zygonema and late zygonema-
like stages (mean foci count of late zygonema-like
Spata22*"9"/shani = 55y Our results suggest that in
Spata22°"mshani - oither there is increased BLM recruitment
(for example, an increase in the presence or accessibility of
BLM targets) or that BLM is abnormally retained. Taken to-
gether, our results indicate a failure to repair DSBs appropri-
ately and/or the presence of aberrant DNA structures in
Spatazzvhamfvhani'

@ Springer



168

Chromosoma (2020) 129:161-179

SPATA22 protein is not detected in Spatg22°h®"/shani
testes

During normal meiosis, SPATA22 appears on chromosome
axes as foci that match DSB dynamics: SPATA22 foci are
first detectable during late leptonema, focus numbers increase
progressively through zygonema, then decrease through
pachynema and are no longer detected during diplonema
(Fig. 6a, b) (Ishishita et al. 2014; Hays et al. 2017).
SPATAZ22 patterns are similar to those for MEIOB, as

a

Spata22** Spata22sharilshani Spata22++

S pa ta2 Zshani/sham

Fig. 4 Meiotic prophase progression is impaired in Spata22°"*"" S/’“”"_.
Representative chromosome spreads from wild-type and Spata22°"n
shani gpermatocyte nuclei assessing H2AX (a) and SC formation (b).
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expected for members of a protein complex (Luo et al. 2013;
Souquet et al. 2013).

Since the meiotic recombination defect and spermatocyte
arrest in Spata22*"""*"" phenocopied a null mutation, we
asked whether SPATA22 protein was properly localized. In
testis sections, SPATA22 staining was prominent in SYCP3-
positive spermatocyte nuclei in wild type, but little to no stain-
ing was observed in SYCP3-positive nuclei in Spata22*"*"
shani |ittermates (Fig. 6¢). On spread spermatocyte chromo-
somes, whereas SPATA22 foci were visible along axes in

C

diplonema

pachynema

diplonema

zygonema-lige

pachynema-like

Prophase stages are indicated and mutant spermatocytes were classified
based on SYCP3 patterns. Scale bars represent 10 m
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wild type, similarly staged cells from Spata22“"*hani itter-
mates showed only weak background staining that did not
overlap with axes (Fig. 6d, left panels).

To discern whether the lack of staining in Spata?2
spermatocytes was due to protein mis-localization or lack of
protein, we performed western blot analysis on whole testis
lysates. Because mutants undergo spermatocyte arrest, we ex-
amined juvenile mice aged 16 dpp. At this age spermatocytes
in meiotic prophase are abundant (Bellve et al. 1977), howev-
er we expected that programmed cell death had not yet signif-
icantly altered the relative sizes of germ cell subpopulations.
While SPATA22 could be detected in wild type at the expect-
ed size, no bands were detected in the mutant using a poly-
clonal antibody (Fig. 6e). Thus, it is likely that the shani mu-
tation leads to lack of protein production or to protein
destabilization.

Absence of SPATA22 strongly impairs the stability of its
partner, MEIOB (Luo et al. 2013; Hays et al. 2017).

Zshani/shani

a Spata22++

Consequently, MEIOB is not detected on chromosome axes
in spermatocytes from SPATA22-null mice (Luo et al. 2013;
Hays et al. 2017). Similarly, we could not detect MEIOB on
chromosome axes in Spata22"“ """ spermatocytes (Fig. 6d,
right panels). We conclude that the meiotic recombination
defect in Spata22*""s"4" spermatocytes is a consequence
of decreased SPATA22 protein levels and decreased
SPATA22-MEIOB complex on chromosome axes.

The shani mutation leads to defective Spata22
splicing and RNA instability

To determine how the shani mutation leads to decreased
SPATA22 protein levels, we examined Spata2?2 mRNA by
reverse transcription-PCR (RT-PCR) using primers directed
to the 5 and 3 UTRs (primer set X; Fig. 7a, b). SpataZZH "
Meiob™"", and Meiob"’ adult testes yielded a 1239-bp band,
consistent with the predicted length of wild-type Spata22

Spat322sham'/shan/ E

Spata22**

e Spata22*/+ ° Spatazzsham/shanf
o L ez mzZ I1ZIZleP
8 300,

ns ns *k ek
—_— e

"5 2004

Re)

~ 100

)

p

8 o

O n=1010

84001 ns s e

. 3001 o %

[&] ® e ®
200<%;} T ?{- ,

Vo] 2 T T ; s

a ! < %

<

@ n=8 7 9 131228 11 2119

5150 ns dwx | wwk ek

o

foci

BLM

sPataZZShanf/shan/'

Fig. 5 Spata22°"hani spermatocytes show precocious DMC1 loss and
abnormal BLM accumulation. a, ¢, e Immunostained chromosome
spreads from wild-type and Spata22*"@"shani spermatocyte nuclei.
Images of representative zygotene stages are presented. b, d, f
Quantification of DMC1, RPA2 and BLM foci. Each point is the count
from one spermatocyte and number of spermatocytes analyzed is indicat-
ed (n). Lines depict mean=+ SD and the results of two-tailed Mann-

Whitney tests are shown: ns is not significant (p >0.05); *p <0.05,
*#p < 0.01, ***p <0.001. Meiotic prophase stages are as follows: late
leptonema (IL), early zygonema (eZ), mid zygonema (mZ), late
zygonema (1Z), early pachynema (eP) and late zygonema-like (1Z-1) in
mutant. Spermatocytes were classified based on SYCP3 patterns. g
Higher magnification view of immunostaining shown in e. Scale bars
represent 10 mina, c,eand2 min pg
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Fig. 6 SPATA22 localization and protein levels in wild-type and
Spata22°"mshant testes. a Representative wild-type chromosome spreads
from spermatocyte nuclei. b Quantification of SPATA22 foci in wild
type. Each point is the count from one spermatocyte and number of
spermatocytes analyzed is indicated (n). Lines depict mean £+ SD.
Meiotic prophase stages are abbreviated as in Fig. 5b; mid pachynema
(mP). ¢ SYCP3 and SPATA22 immunofluorescence on testis sections
from 11-month-old Spata22° """ and wild-type males. Sections con-
taining cells with similar SYCP3 profiles are shown and DNA is stained
with DAPI. d Defective SPATA22 and MEIOB localization in
Spata22s"mishani R epresentative chromosome spreads with similar
SYCP3 profiles are shown (late zygonema for Spara22** and cells
arrested at late zygonema-like for Spata22"“"#"e") e Western blot anal-
ysis of SPATA22 protein levels in whole-testis lysates from two 16-dpp
Spata22* " ¥shani and a wild-type littermate. Scale bars represent 10 min
a, ¢ d

mRNA. PCR products from Spata22"“"/s""i testes were
shorter, however (Fig. 7b).

We next assessed mRNA levels by quantitative RT-PCR
using three primer sets spanning segments of Spata22 (primer
sets A, B, C; Fig. 7a). We examined animals at 12 dpp when
Spata22-expressing early meiotic cells are abundant (Bellve
et al. 1977) and spermatogenic arrest is not expected to have
greatly affected the relative population sizes of germ cell sub-
types. We also examined 12 dpp-old Spo// / mice that lack
DSB formation and show a similar arrest as Spata22*"em/shani
(Baudat et al. 2000; Romanienko and Camerini-Otero 2000).

Spata22 mRNA regions A and C had reduced amplifica-
tion in 12 dpp-old Spata22*"“ "4t (relative quantities were
0.31 and 0.42, respectively; Fig. 7c) while control meiotic
transcripts were normal (Dmcl, Sycp3, Meiob and Vasa;
Fig. 7c), suggesting that Spata22 mRNA level is decreased
in Spata22°"“"han - All transcripts assayed were normal in 12
dpp-old Spoll ’ mice, confirming that the reduced amplifi-
cation of Spata22 mRNA is not due to spermatogenic arrest.
Intriguingly, Spata22 mRNA region B did not yield an ampli-
fication product in 12 dpp-old Spata22*"“"*"" (Fig, 7c).

We performed Sanger sequencing on the wild-type
Spata22 ¢cDNA and shorter variant produced in Spara22*"""
shani'(Fig 7b). cDNA sequence from wild type was as expect-
ed but cDNA from mutant testes completely lacked exon 4,
with exon 3 and exon 5 spliced together to create a new exon-
exon junction (Fig. 7d). This is consistent with the lack of
amplification of region B (exon 3-exon 4 junction; Fig.
7a, c¢). Together these results suggest that the shani mutation
leads to expression of a less stable and shorter variant of
Spata22 mRNA that lacks exon 4.

Loss of exon 4 predicts a frameshift, resulting in a stop
codon within exon 5 and the formation of a truncated protein
0f 99 amino acids and ~ 11 kDa, with the N-terminal 57 amino
acids of wild type sequence (black in Fig. 7¢) and the remain-
ing amino acids of alternative sequence (fuschia in Fig. 7e).
We were unable to detect a truncated SPATA22 protein by
western blot or immunolocalization in SpataZZ“'h“”i/Sh“”i, but

we do not know whether our SPATA22 antibody would rec-
ognize the predicted truncation.

The shani mutation on exon 4, if translated, is predicted to
lead to a glutamic acid to glycine substitution. While we show
that the shani mutation acts on the transcript level, we won-
dered whether the glutamic acid to glycine substitution would
compromise protein stability if exon 4 were to be retained on
the Spata2?2 transcript. To test this, we transfected human cells
with either a plasmid expressing wild-type Spata22 cDNA, or
a plasmid expressing Spata22 cDNA that harbors the shani
mutation, or an empty plasmid as a control. Western blot
analysis of SPATA22 showed a ~40 kDa band in wild type,
as expected (Fig. 7f). Cells expressing Spata22 cDNA with
the shani mutation also had a ~40-kDa band which was sim-
ilar in intensity to that in wild type (Fig. 7f), indicating that the
shani mutation, when present on a transcript that does not
need to be spliced, does not affect production or stability of
the SPATA22 protein.

Discussion

This study describes a novel point-mutated allele of the mei-
otic recombination gene Spata22 using a phenotype-based
forward-genetics screen. Spata22*""*"“™ mutant spermato-
cytes appear to initiate DSB formation normally during mei-
otic prophase, but show defects in DSB repair and synapsis,
leading to spermatocyte arrest, apoptosis, shrunken gonads,
and infertility. We performed molecular characterization of
the shani mutation and show that it leads to defective splicing
of the Spata22 RNA, ultimately resulting in loss of detectable
SPATA22 protein. Consistent with this, Spata22*"“" and
Spata22-null alleles have similar meiotic phenotypes (Hays
et al. 2017). Our work illustrates the power of forward-
genetic approaches in exploring the regulation of mammalian
meiosis. Moreover, we describe a unique screen design and
demonstrate its feasibility: we exploited a hallmark of meiotic
recombination defects, hypogonadism, to design an efficient
and simple readout based on testes weights. Also, we utilized
a new mutation identification strategy that leverages recent
genomic advances.

We show that SPATA22 has two well-conserved domains:
an N-terminal segment and a longer region located near the C-
terminus. Similar findings have been previously reported, al-
though the precise boundary of the conserved C-terminal do-
main differs (La Salle et al. 2012). The N-terminus of
SPATA22 has no predicted structure or known function.
The conserved C-terminal region we describe here (228 341
amino acids) closely matches its predicted OB fold-containing
domain (277 356 amino acids), which is essential for its in-
teraction with MEIOB (Xu et al. 2017; Ribeiro et al. 2018).
Like SPATA22, MEIOB is predicted to have OB fold-
containing domains (Luo et al. 2013; Souquet et al. 2013;
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Fig. 7 The shani mutation causes defective splicing of Spata22 RNA. a
Schematic of the wild-type Spata22 transcript (same as in Fig. 2b) show-
ing locations of the shani mutation (asterisk) and RT-PCR primers. Boxes
represent exons with coding regions shown as filled boxes and lines
represent introns. Primers Xy (green; spanning exon-exon junction be-
tween exons | and 2) and Xy (green; located within exon 9) flank the
Spata22 coding region, primers Ar and Ay (pink; located within exons 1
and 2, respectively) flank the exon-exon junction between exons 1 and 2,
primers Bg (fuchsia; located within exon 3) and By (fuchsia; spanning
exon-exon junction between exons 3 and 4) amplify the exon-exon junc-
tion region between exons 3 and 4, primers Cg and Cg (blue) are located
within exon 7. b RT-PCR analysis of Spata22 in whole-testis RNA sam-
ples extracted from two 3-month-old Spata22*"“"""“" males, a 15-
month-old Meiob / male and wild-type or heterozygous littermates.
PCR amplification was done using primers flanking the Spata22 coding
region (primers X; shown in green in a) and analyzed by gel electropho-
resis. Black arrows indicate amplified products. ¢ Quantitative RT-PCR
analysis of whole-testis RNA samples from 12-dpp Spata22*"*"#hani and
12-dpp SpolI / mice. Data points represent individual mice normalized

Ribeiro et al. 2016) and domain architectures of both proteins
resemble those of RPA subunits (Luo et al. 2013; Ribeiro et al.
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to wild-type or heterozygous littermates and colors identify individual
mice. Lines depict mean + SD. Transcripts analyzed are noted along the
x-axis. Three regions of Spata22 (shown in a) were analyzed: exon 1-
exon 2 junction (A), exon 3-exon 4 junction (B) and internal region of
exon 7 (C). d Nucleotide sequence of Spata22 mRNA spanning exon 4
and flanking regions in wild type and Spata22*""*"%"i _Spaa22 coding
region was amplified as described in b, gel purified and products were
analyzed by Sanger sequencing. Location of the shani mutation is indi-
cated. e Predicted amino acid sequence of SPATA22 in wild type and
Spata22henshani \yild-type amino acid sequence is shown in black.
Exon 4 loss in mutants is predicted to result in a frameshift, alternative
amino acid sequence (fuchsia) and a premature stop codon (triangle). f
Western blot analysis of HA-tagged human SPATA22 constructs
expressed in HEK-293 cells. Constructs carrying wild-type Spata22 cod-
ing sequence, coding sequence with the shani mutation (E  G), or an
empty construct were expressed and blots probed with anti-HA antibody.
Location of SPATA22-HA of wild-type length is indicated and asterisks
denote non-specific bands

2016; Ribeiro et al. 2018). Also, both proteins interact and
colocalize with RPA subunits (Luo et al. 2013; Souquet



Chromosoma (2020) 129:161-179

173

et al. 2013; Ishishita et al. 2014; Xu et al. 2017; Ribeiro et al.
2018). These findings lead to the hypothesis that the
SPATA22-MEIOB complex collaborates with RPA to regu-
late meiotic recombination. The precise stoichiometry of the
complex and whether it includes RPA subunits or other pro-
teins remains unclear, however. The biochemical role of the
SPATA22-MEIOB complex is also unknown. A truncated
form of MEIOB has been reported to have exonuclease activ-
ity in vitro (Luo et al. 2013) and recent studies show that
SPATA22-MEIOB can organize RPA-coated ssDNA
in vitro (Ribeiro et al. 2018). How these activities relate to
its meiotic recombination function in vivo is unclear.

We show that the initial formation of DMC1 foci appears
unaffected or mildly affected in Spara22*"/sham and these
foci decrease in number as prophase progresses in mice lack-
ing SPATA22; this was also shown previously for DMC1 and
RADSI1 in mice lacking MEIOB and for RADS]1 in rats lack-
ing SPATA22 (Luo et al. 2013; Souquet et al. 2013; Ishishita
et al. 2014). We found that in the absence of SPATA22-
MEIOB, DMCI1 foci numbers decrease faster than in wild
type (this manuscript and Souquet et al. (2013))). This was
also observed for RADS1 in mice lacking MEIOB and rats
lacking SPATA22 (Souquet et al. 2013; Ishishita et al. 2014).
One study did not report an earlier loss of strand-exchange
proteins (Luo et al. 2013), but they analyzed juvenile mice
where recombination foci dynamics have been reported to
differ (Zelazowski et al. 2017). We found that RPA2 foci
number also decrease earlier than in wild type. Since RPA is
thought to decorate multiple recombination intermediates, one
possibility is that there is a defect in the formation or stability
of a subpopulation of RPA foci. The reduction in RPA2 foci
number was not described previously in Spata22 or Meiob
mutants (Luo et al. 2013; Souquet et al. 2013; Ishishita et al.
2014); differences in strain background may explain this dis-
crepancy. The disappearance of DMC1 and RPA during wild-
type meiosis is an indicator of repair progression; thus, a sim-
ple interpretation of our data is that some repair processes may
occur faster or earlier in mutants, at least at some sites.

We found that while RPA2 foci number decrease over the
course of meiotic prophase progression in Spata22 mutants,
cells arrest with RPA2 foci present, similar to MEIOB mutants
and SPATA22-mutant rats (Luo et al. 2013; Souquet et al.
2013; Ishishita et al. 2014). The identity of these RPA foci is
unknown and may represent a combination of different wild-
type and mutant states. Mutants also show persistent H2AX
staining (La Salle et al. 2012; Luo et al. 2013; Souquet et al.
2013; Ishishita et al. 2014; Hays et al. 2017). These results
indicate that not all sites are properly repaired, if any. It is
possible that strand invasion occurs and DMCI1 is lost, but
that one or more subsequent steps such as D-loop stability or
DNA synthesis or second end capture are misregulated. It is
also possible that strand-exchange proteins are destabilized or
that their ssSDNA substrates are reduced, modified, or become

less accessible. All these scenarios may lead to the presence of
structures that would be recognized by BLM and could ex-
plain the dramatic BLM accumulation we see in mutants.
BLM plays multiple roles to eventually prevent formation of
potentially toxic structures: BLM disrupts RAD51 nucleopro-
tein filaments or D-loops, stimulates primer extension and
promotes Holliday junction dissolution (Wu et al. 2001;
Bugreev et al. 2007). Regardless of the underlying role of
BLM in mutants, its accumulation reinforces the requirement
of SPATA22-MEIOB in proper processing of recombination
intermediates.

Recently, SPATA22 has been shown to immunoprecipitate
in testis extracts with MEILB2/HSF2BP (Zhang et al. 2019).
MEILB?2 interacts with BRCA2, which promotes RADS51/
DMCI1 nucleoprotein filament formation, and Meilb2 /" mei-
otic cells fail to form RADS51/DMCI1 foci (Brandsma et al.
2019; Zhang et al. 2019). The authors propose that
SPATA22-MEIOB may be involved in MEILB2 and
BRCAZ2 recruitment to DNA, which would then facilitate
RADS51/DMCI loading (Zhang et al. 2019). This model pre-
dicts that RADS1/DMC1 would not accumulate in
SPATA22-MEIOB mutants. We observe only a modest re-
duction in DMC1 foci numbers during leptonema and early
zygonema, but we do not know whether the DMCI1 foci we
detect at any of these stages are properly organized, stable or
functional. Our results support the idea that RADS51/DMCI
filament assembly, stability and disassembly involves a com-
plex regulatory network with cross-talk between multiple fac-
tors. The molecular determinants of these interactions remain
to be elucidated.

We performed molecular characterization of the shani le-
sion and uncovered surprising regulation of Spafa22 gene
expression. The shani mutation alters nucleotide sequences
within exon 4 that are crucial for accurate splicing of
Spata2?2. The splicing regulation we document here has been
reported in mammalian genes, where long introns and weakly
defined exon-intron boundaries are supported by both exonic
and intronic cis-acting elements that either stimulate or repress
splicing. One prevalent exonic element, called ESE, serves as
a binding site for splicing factors called serine/arginine-rich
(SR) proteins to promote exon definition (Blencowe 2000;
Cartegni et al. 2002). There are several instances where
disease-causing mutations that result in alternative splicing
have been proposed to affect ESEs and mutations that abro-
gate an ESE often cause exon-skipping (Blencowe 2000;
Cartegni et al. 2002), akin to that observed in shani mutants.
We propose that the shani mutation possibly alters an ESE
element within exon 4 in the Spata22 transcript, leading to
skipping of exon 4 by the spliceosome, making this, to our
knowledge, the first description of an ESE element in a murine
meiotic gene. While ESE elements lack a well-defined con-
sensus sequence, combinatorial in vivo and in vitro ap-
proaches have led to the identification of 6- to 8-nucleotide
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long ESE sequence motifs and been used to develop compu-
tational ESE-prediction tools (Blencowe 2000; Cartegni et al.
2002). Indeed, the CCAGAGG and CAGAGGT overlapping
sequences encompassing the affected adenine in shani mu-
tants are recognized as putative ESE motifs by the
ESEfinder ESE-prediction web tool (Cartegni et al. 2003).

While the amino acid affected by the shani mutation lies
outside of the well-conserved SPATA22 protein domains, the
affected DNA nucleotide (adenine) appears to be conserved in
most tetrapods examined, as is the entirety of exon 4. This
indicates that the splicing regulation we describe above may
not be restricted to mouse, but rather may be a conserved
feature of Spata22 gene expression regulation. Similar regu-
lation may be important for controlling other meiotic genes,
especially given the extensive gene expression modulations
that occur during meiosis and germ cell development. Our
findings highlight how coding single-nucleotide polymor-
phisms can deregulate/alter splicing events and lead to pheno-
typic variability or gene inactivation during development.
Moreover, our isolation and characterization of the shani al-
lele of Spata22 demonstrates the power of forward genetic
approaches in uncovering unexpected gene regulation in
mammals.

Materials and methods
Generation of shani mutants

Details of the mutagenesis and breeding for screening pur-
poses are described elsewhere (Jain et al. 2017) and were
similar to previously described methods (Caspary 2010;
Probst and Justice 2010). We screened G3 males for meiotic
defects at 35 dpp, focusing on meiotic recombination. By
this age, the testes weight reduction was deemed to be clearly
discernible for known meiotic recombination mutants
(Yoshida et al. 1998). Thus G3 mutants displaying arrest
and spermatocyte elimination similar to that seen in typical
meiotic recombination mutants were expected to be identifi-
able. Testes pairs were dissected, weighed along with the
body, frozen in liquid nitrogen and stored at 80 °C until
samples from ~24 or more G3 males had been collected.
Then, testes-to-body-weight ratios were evaluated side-by-
side for all animals from any given line.

Mice with an obvious reduction in testes-to-body-weight ratio
compared to littermates were subjected to secondary screening
by histological examination. One frozen testis from potential
mutant mice, along with one frozen testis from a wild-type litter-
mate were used for histology and the second testis was reserved
for DNA extraction. Immunohistochemical TUNEL assay was
performed and seminiferous tubules were evaluated for the pres-
ence of TUNEL staining, depletion of seminiferous tubules and
absence of spermatids.
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Genotyping of shani animals was done by PCR amplifica-
tion using shani F1 and shani R primers, followed by Sanger
sequencing using shani F2 primer (oligonucleotide primer
sequences are provided in Table S2) or by digestion of the
amplified product with Mnll (NEB) or BstNI (NEB). The
shani mutation eliminates an Mnll restriction site that is pres-
ent in the wild-type sequence and creates a novel BstNI re-
striction site.

shani mutation identification and exome sequencing

Genome assembly coordinates are from GRCm38/mm10. We
performed whole-exome sequencing on five G3 shani mutants
(a inFig. 1b;c,c from a fourth F1xG2 harem-breeding cage
that was set up after the initial screen cross; d and e from a fifth
and sixth harem-breeding cage set up after the initial screen
cross). Genomic DNA was extracted from testes or tail biop-
sies as described (Jain et al. 2017) and whole-exome sequenc-
ing was performed at the MSKCC Integrated Genomics
Operation as described (Jain et al. 2018) to generate approxi-
mately 80 million 100 bp paired-end reads. Read alignment,
variant calling and variant annotation were done as described
(Jain et al. 2017).

We expected that lines generated from distinct
mutagenized males and mutant lines with distinct phenotypes
would likely not share phenotype-causing variants. Thus var-
iants called from distinct mutant lines sequenced in parallel
with the shani mutant line were filtered out to identify variants
that are private to the shani line (i.e., found in shani mutant
mice but not in mice of other mutant lines). If the shani mutant
phenotype was caused by a single autosomal recessive muta-
tion, shani mutant mice were expected to be homozygous for
the phenotype-causing mutation and share this mutation.
Thus, variants were further filtered to only include those that
were called as homozygous, had a minimum sequencing
depth of five reads, and were not known between-strain
SNPs. Next we searched for variants that were shared between
all five G3 shani mutant mice. This yielded three single nu-
cleotide substitutions at the following positions:
Chr11:73187728 in intron of Ctns (A to G substitution),
Chr11:73336037 in exon of Spata22 (A to G substitution),
and Chr11:76138184 in intron of Vps53 (A to T substitution).

ENCODE data analysis

ENCODE long-RNA sequencing data (release 3) for Ensembl
Transcript ID: ENSMUST00000092926 with the following
GEO accession numbers were used in Fig. 2d: testis
GSM900193, liver GSM900195, mammary gland
GSM900184, large intestine GSM900189, cerebellum
GSM1000567, frontal lobe GSM1000562, cortex
GSM1000563, kidney GSM900194, thymus GSM900192,
heart GSM900199, colon GSM900198, spleen GSM900197,
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adrenal gland GSM900188, duodenum GSM900187, lung
GSM900196, ovary GSM900183, small intestine
GSM900186, stomach GSM900185.

Phylogenetic analysis

SPATA22 protein sequences were obtained from NCBI
or Ensembl. Two conserved domains were identified in
ten placental mammals using Multalin (Corpet 1988).
Sequences of these two domains were used to search
for homologous sequences in other species with
tBlastn tool (NCBI) and the following databases:
Whole Genome Shotgun contigs (WGS), Transcriptome
Shotgun Assembly (TSA), and Sequence Read Archive
(SRA). Protein sequences obtained were aligned with
Clustal Omega (Sievers et al. 2011; Madeira et al.
2019) and edited with Jalview 2.10.5 (Waterhouse
et al. 2009). Then conserved domain boundaries were
refined as follows: succession of 10 amino acids in
which at least half of them possess 40% identity among
all listed species. For graphical representation (Fig. 2e),
consensus sequences were defined for closely related
species (10 placentals, 6 marsupials, 4 turtles, 4 snakes,
5 birds, 5 frogs, 4 crocodiles, 12 fishes, 5 echinoderms,
6 cnidarians, 15 molluscs) using Multalin, realigned
with Clustal Omega and edited with Jalview. Names
of species and corresponding sequence IDs are provided
in Table S1.

Spata2?2 nucleotide sequences were obtained from
Ensembl or NCBI. Nucleotide sequence of mouse Spata2?2 ex-
on 4 was used to search for homologous sequences with
BLASTn tool in Ensembl. Retrieved sequences were aligned
with Clustal Omega and edited with Jalview (Fig. 2f).
Sequences presented correspond to a complete exon and have
the following Ensembl exon ID or NCBI gene ID: mouse
(ENSMUSE00001408004), rat (ENSRNOE00000381274), hu-
man (ENSE00003580316), cow (ENSBTAE00000171295),
platypus (ENSOANE00000227841), elephant
(ENSLAFE00000151975), tiger (ENSPTIE00000161305),
opposum (ENSMODE00000294904), turtle (ENSPSIE
00000164161), flycatcher (ENSFALE00000067395), and
xenopus (100485180).

Histology

For secondary screening, frozen testes were embedded
in optimal cutting temperature compound (Tissue-Tek,
Sakura Finetek, VWR) and sectioned (5 m) at
20 °C. Sections were placed on slides and slides were
fixed in 4% paraformaldehyde (PFA) for 15 min at
room temperature. Slides were subsequently rinsed in
water and stored for up to 1 week at 4 °C prior to
staining.

For analyses of Spata2?? mutants, testes and ovaries
were fixed overnight in 4% PFA at 4 °C, followed by
two 5 min washes in water at room temperature and
transferred to 70% ethanol. Alternatively, testes were
fixed in Bouin s fixative overnight at room temperature,
washed in water for 1 h at room temperature, followed
by two 1 h washes in 70% ethanol at room temperature.
Fixed tissues were stored in 70% ethanol at 4 °C for up
to 1 week prior to embedding, embedded in paraffin,
and sectioned (5 m).

Periodic acid-Schiff (PAS) staining and immunohisto-
chemical TUNEL assay were performed by the MSKCC
Molecular Cytology Core Facility. PAS staining was
done with hematoxylin counterstain using the Auto-
stainer XL automated stainer (Leica Microsystems).
TUNEL assay was performed using the Discovery XT
processor (Ventana Medical Systems) as previously de-
scribed (Jain et al. 2017). For immunofluorescent stain-
ing, slides were deparaffinized with xylene, rehydrated
with serial washes in 100 70% ethanol and rinsed with
water. Antigen retrieval was performed by incubating
slides for 10 min at 95 100 °C in 10 mM sodium
citrate with 0.05% Tween-20 pH 6. Slides were stored
at room temperature until staining.

Chromosome spreads

Spermatocyte spreads were prepared using established
methods (Peters et al. 1997; Moens et al. 2000). Briefly, sper-
matocytes were homogenized in 0.1 M sucrose, then surface
spread onto glass slides covered with 1% PFA containing
either 0.1% Triton X-100 or 0.25% NP40. Slides were incu-
bated for 2 h in a humid chamber, gently air-dried and rinsed
with 0.4% Photo-Flo (Kodak). Slides were subsequently air-
dried and stored at 20 °C.

Immunofluorescence

Chromosomes spreads or testis sections were incubated
in blocking buffer (1x PBS with 0.2% BSA, 0.2% cold
water fish skin gelatin, 0.05% Tween-20) for 1 h at
room temperature. Slides were incubated with primary
antibody overnight at room temperature and washed
three times with 1x PBS containing 0.05% Tween-20
at room temperature. Secondary antibody staining was
done with appropriate Alexa Fluor secondary antibodies
for 1 h at 37 °C and slides were washed three times in
1x PBS containing 0.05% Tween-20 at room tempera-
ture. All antibodies were diluted in blocking buffer.
Slides were mounted with coverslips using mountant
(ProLong Gold, Life Technologies) containing DAPI
and stored at 4 °C until imaging. Antibodies and dilu-
tions used are listed in Table S3.
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Image analysis

PAS-stained and TUNEL slides were digitized using
Pannoramic Flash 250 (3DHistech) with 20x/0.8 NA
air objective. Images were produced and analyzed using
the Pannoramic Viewer software (3DHistech).
Immunofluorescence images of testis sections were pro-
duced using an SP8 confocal microscope (Leica
Microsystems) with 63%x/1.4 NA oil-immersion objec-
tive. Chromosome spreads were imaged on an AX70
epifluorescent microscope (Olympus) equipped with a
CoolSNAP MYO CCD camera (Photometrics) using a
100%/1.35 NA oil-immersion objective.

All histological and cytological data are representa-
tive of 2 biological replicates (independent mice) of
similar ages. Presence/absence of developing follicles in
mutant ovaries (Fig. 3d, e) was assessed by examining

30 sections (spanning 150 m of ovarian tissue).
Quantitative data were acquired by manual scoring.
For TUNEL quantification (Fig. 3c), 3 testis sections
( 50 m apart) were scored per mouse. For detection
of number of foci (Figs. 5 and 6), immunofluorescence
staining was adjusted to be above background level
(region containing no cells) using Fiji (Schindelin
et al. 2012) and only foci that overlapped with
SYCP3 staining (axis-associated foci) were counted.
Spermatocytes were staged on the basis of SYCP3
staining patterns. Statistical analyses were done using
GraphPad Prism 7.

Spata22 coding region amplification and sequencing

Procedures involving commercial kits were performed ac-
cording to manufacturers instructions. Total RNA was ex-
tracted from frozen testes using the RNeasy Mini Kit
(Qiagen) and the RNase-Free DNase Set (Qiagen) was used
to perform an on-column DNase digestion. cDNA was syn-
thesized from 1 g of RNA using High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) with random
primers.

Spata22 coding region was amplified from adult testis
cDNA by PCR with Spata22 coding sequence amplifi-
cation F and R primers using Phusion High-Fidelity
DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific) and
0.3 ng/ I of ¢cDNA in GC Buffer. Manufacturer s
thermocycling conditions were adapted as follows: de-
naturation for 10 s, annealing for 30 s at 65 °C and
extension for one min for a total of 35 cycles. PCR
products were electrophoresed on a 0.8% agarose gel,
bands corresponding in size to Spata22 cDNA were gel
purified using QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen)
and Sanger sequenced using Spata22 seql seq5 primers.
Primer sequences are provided in Table S2.
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Quantitative RT-PCR

Testis cDNA was obtained as described above. Procedures
involving commercial kits were performed according to man-
ufacturers instructions. Quantitative PCR was carried out
using QuantiFast SYBR Green PCR Kit (Qiagen) for detect-
ing products on a StepOnePlus Real-Time PCR instrument
(Applied Biosystems). Primer sequences are listed in
Table S2.

All reactions were done in duplicate (Dmc1, Sycp3, Meiob,
Vasa) or quadruplicate (Spata22). The success of reactions
was confirmed by analysis of amplification and melting
curves. StepOne Software v2.3 was used to quantify products
using the 2 <" method. Briefly, duplicate or quadruplicate
threshold cycle (Ct) values were averaged to obtain mean Ct
values and mean Ct value of Actb reactions was subtracted to
obtain Ct values. Then, Ct values obtained for mutants
were subtracted from those obtained for wild-type or hetero-
zygous littermates to obtain Ctvaluesand2 ' values
are plotted as relative quantity values (Fig. 7¢). For 12 dpp
Spata22°""Shmi four litters containing one mutant and one
wild type each were analyzed. For 12 dpp Spoll ’ , one litter
containing three mutant and two wild-type animals were ana-
lyzed and mean wild-type Ct value was used to obtain

Ct values for the three mutants.

Plasmid construction

Constructs were confirmed by DNA sequencing. The shani
mutation was introduced into pPCMV6-XL5-HsSPATA22
plasmid (Origene, cat# SC123038) by site directed mutagen-
esis. Wild-type and mutated Spata22 sequences were PCR
amplified from pCMV6-XL5-HsSPATA22, digested with
EcoRI (NEB) and BamHI (NEB), and cloned into pKH3 plas-
mid (Addgene) for protein expression.

Cell culture and plasmid transfection

Cells were cultivated in a 5% CO, humidified incubator at
37 °C. Human embryonic kidney cells (HEK-293, ATCC)
were grown in Dulbecco s modified Eagle medium supple-
mented with 10% fetal bovine serum (Gibco). Cell lines were
regularly screened for mycoplasma contamination by DAPI
staining. Plasmid transfection was performed with
Lipofectamine 2000 (Life Technologies) according to the
manufacturer s instructions.

Western blot analysis
Total protein extraction from testes was done, after removing

the tunica albuginea, by lysing cells in RIPA buffer (Thermo
Fisher Scientific) using ceramic spheres and FastPrep-24
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instrument (MP Biomedicals) with two 20 s pulses. Extracts
were then sonicated for 10 min at medium power (30 s on, 30's
off) and centrifuged at 16,200xg for 10 min at 4 °C. For whole
cell protein extraction from HEK-293 cells, cells were lysed
under native conditions by homogenization in 1x cell lysis
buffer (Cell Signaling) supplemented with Complete protease
inhibitor tablet (Roche), | mM phenylmethylsulfonyl fluoride
(Sigma) and 10 M MG-132 (Sigma), sonicated twice for
10 min each at medium power (30 s on, 30 s off) and centri-
fuged at 16,200xg for 10 min at 4 °C.

Protein samples were supplemented with Laemmli buffer and
dithiothreitol, boiled for 5 min and separated by SDS-PAGE on a
10% gel. Proteins were transferred onto a polyvinylidene
difluoride membrane. Membranes were blocked in PBST (1x
PBS with 0.05% Tween-20) supplemented with 5% non-fat milk
for 1 h at room temperature, incubated with primary antibodies in
PBST supplemented with 1% non-fat milk overnight at 4 °C and
then incubated with appropriate secondary antibodies in PBST
supplemented with 1% non-fat milk for 3 h at room temperature.
Images were acquired using a Typhoon 5 imager (Amersham
Biosciences, GE Healthcare). Antibodies used are listed in
Table S3.
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Abstract

During meiosis, programmed double-strand breaks are repaired by homologous recombination
(HR) to form crossovers that are essential to homologous chromosome segregation. Single-
stranded DNA (ssDNA) containing intermediates are key features of HR, which must be highly
regulated. RPA, the ubiguitous ssDNA binding complex, was thought to play similar roles
during mitotic and meiotic HR until the recent discovery of MEIOB and its partner,
SPATA22 —two essential meiosis-specific proteins. Here, we show that like MEIOB, SPATA22
resembles RPA subunits and binds ssDNA. We studied the physical and functional interactions
existing between MEIOB, SPATA22, and RPA, and show that MEIOB and SPATAZ22 interact
with the preformed RPA complex through their interacting domain and condense RPA-coated
ssDNA in vifro. In meiotic cells, we show that MEIOB and SPATA22? modify the
immunodetection of the two large subunits of RPA. Given these results, we propose that
MEIOB-SPATA?2? and RPA form a functional ssDNA-interacting complex to satisfy meiotic
HR requirements by providing specific properties to the ssDNA.

Kevwords: meiosis; meiotic recombination; gametogenesis; OB domain



1. Introduction

Single-stranded DNA (ssDNA) 1s generated during DNA replication. repair, and
homologous recombination (HR) and 1s a key player for proper completion of these processes
[1]. Dysfunctional HR. leads to genome instability, cancer development, and male and female
mfertility. During HR. ssDNA 1s produced at different steps [1]. After double-strand breaks
(DSB) formation, ends are resected to free 3'-ssDNA tails, which are then coated by the RecA
fanuly recombinases to promote the invasion of homologous sequences. This mnvasion
mduces displacement of the noncomplementary strand of the template DNA, generating a
loop of ssDNA. The displacement loop (D-loop) can either be reversed or stabilized.
Depending on the D-loop outcome, recombination intermediates give rise to crossover or non-
crossover products that are, respectively, associated or not to reciprocal exchanges of
chromosome arms. Indeed, D-loop reversion leads to double-strand break repair by synthesis-
dependent strand annealing (SDSA) and non-crossover product, whereas D-loop stabilization
leads to the formation of a double Holliday junction resolved as crossover or non-crossover
products. [2]. Mitotic and meiotic HR. differ in that mitotic HR mainly occurs between sister
chromatids and generates mostly non-crossovers products, whereas meiotic HR occurs
between homologous chromosomes with the obligation to form at least one crossover per
bivalent, essential for chromosome segregation during the first meiotic division in most
organisms. Meiotic HR. relies on the combined action of ubiquitous and meiosis-specific
factors. Therefore, studying physical and functional interactions of ubiquitous and meiosis-
specific factors 1s essential for proper understanding of meiotic HR.

During mitotic HR, the main ssDNA binding protein, replication protein A (RPA), an
essential and evolutionanly conserved trimeric complex composed of RPAL, RPA2 and
RPA3, binds resected DNA to prevent degradation and secondary structure formation [3-5].
Next, RPA 1s replaced by the RADS1 recombinase to form the presynaptic recombinogenic
filament [6]. During strand invasion, RPA can also stimulate RADS51-dependent strand
exchange by coating and stabilizing the D-loop to prevent its dismantlement [7.8]. Beside its
structural role with ssDNA, RPA mteracts with numerous factors to regulate DNA
metabolism [9].

We and another group identified MEIOB (MElosis Specific With OB Domains), a
conserved meiotic paralog of RPA1 [10.11]. Several lines of evidence suggest that during
meiosts, MEIOB forms a complex with SPATA?2 a meiosis-specific factor with unknown
function [11]. Regions mnvolved in MEIOB-SPATA?Z? mteractions have been identified by

over-expressing truncated forms of the murine protems i human cells [12]. In rodents, the



absence of MEIOB or SPATA?? causes sterility in males and females as a result of the
accumulation of unrepaired DSBs during meiotic prophase I [10.11,13,14]. In vivo analysis of
metotic chromosomes showed that MEIOB and SPATA22 colocalize with the subunits of
RPA during meiotic prophase I progression, suggesting that MEIOB-SPATA?2 and RPA
could work together. However, whether MEIOB-SPATA?? mteracts with the preformed
RPA complex and the putative role of tlus interaction durnng meiotic HR remain unknown.

In this work, we demonstrate that MEIOB and SPATA?2?2 share structural features and
mteraction patterns with the RPA subumits, and show that the C-termunal OB-fold (five- or
six-stranded closed B-barrels)-containing domains of MEIOB and SPATA?2? are sufficient for
their interaction. We also demonstrate that this MEIOB-SPATA?? mteracting domain 1s
mandatory to interact with the preformed RPA complex. Finally, we show that MEIOB—
SPATA??2 changes the conformation of the RPA-coated ssDNA in vifro and alter
mmmunodetection of the RPA subunits in vivo, suggesting that the MEIOB-SPATA?22
complex works with RPA to provide specific properties to ssDNA-contamning HR
mtermediates essential for metotic HR. Altogether, our results provide new insights into the
properties and roles of MEIOB and SPATA?22 and how me1osis-specific proteins can inferact

with ubiquitous proteins to specify homologous recombination during metosis.



2. Results

MEIOB and SPATA2?2 share structural features with subunits of the RPA complex

Crystal structures have been solved for portions of the RPA complex from various species
[15-18]. We previously showed that MEIOB 1s a paralog of RPA1 [9.10]. the largest subunit of the
tnimeric RPA complex. Indeed. MEIOB possesses three OB-fold-containmg domains (OBCDs)
consisting of an OB-fold (five- or six-stranded closed P-barrels) and supplementary secondary
structures. We modeled the structure of human MEIOB (HsMEIOB) using the protein structure
prediction server RaptorX [19]. which selected RPAL from Usrilage maydis (UmBRPAL) as the best
template (Fig. 1A) [18]. Structure prediction revealed the presence of a zinc nbbon. a helix-turn-helix
motif, and a c-terminal helix in the predicted OBCD3 of MEIOB (Fig. 1A: HsMEIOB). These specific
features are also present in the OBCD1 of RPA1

Given the strong structural similarities between MEIOB and RPAl. we asked whether
SPATA22 also possesses similarities to RPA subunits. The RaptorX server selected UmRPA? from
Ustilage maydis as the best template to model the structure of SPATA??2 and predicted the presence of
a single OBCD in the C-terminal part of human SPATA22 (HsSPATA22) (Fig. 1B. left panel) [19].
Figure 1B highlights the structural similarities between HsSPATA22 and HsRPA?2 [20]. Of note. the
OBCD 1s predicted to contain a C-ternunal helix, as observed in the OBCDs of the RPA subumnits and
MEIOB.

Given the similarities between SPATAZ22? and RPA subumts, we next asked whether
SPATA22 directly mnteracts with ssDNA. Human versions of HA-tagged SPATA?2 or MYC-FLAG-
tagged MEIOB were expressed i vitro in a cell-free system and pulled down with etther a biotinylated
59-mer ssDNA or a biotinvlated 59-mer dsDNA (Fig. 1C). MEIOB was preferentially pulled down by
ssDNA. as previously reported [10.11]. as was SPATA??2 (Fig 1C). This observation shows that both
MEIOB and SPATA2?2 bind ssDNA.
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(A) Structure prediction of HsMEIOB and structure of HSRPA L using the structure prediction software RaptorX, White
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of the predicted OBCDof humin SPATA2Z2Z (HsSPATAZ2) and structure of the OBCD of HsRPAZ2 using the straclure
prediction soltware. RaptorX. (C) Tagged versions of fullkmgth hunun MEIOR or SPATA22 were expressed m o
cell-free system and mxed wih biotin albne or with biotinylted double-stranded or smgle-stranded  5%-mer DNA (59
mer dsTINA or 5%-mer ssDNAL respeatively ). Preopitated  protems were detected usme ani-FLAG (MEIOR ) or anti-
FIA (SPATAZL) antibodis, The data are epresentative of thres mdependent expenment s,

MEIOB and SPATA22 C-terminal OB domains are necessary and sufficient for their

interaction

To study MEIOB and SPATA?? nteractions, we took advantage of the sinularities
that these proteins share with the RPA subumts. Previous structural studies revealed that the
three subumts of RPA interact via OBCDs that form the mimmum component of their
mteraction or trimerization core (Fig. 2C) [17,18,21-24]. Given that similar domains are
present m MEIOB and SPATA?22. we hypothesized that these domamns may be mnvolved mn
MEIOB—-SPATA?2?2 interactions.

To test this hypothesis, we constructed wild-type and truncated forms of tagged human
MEIOB and tagged human SPATA?2? and transiently expressed them in cultured HEK293
cells (Fig. 2A). The interactions between these two proteins were tested by co-
mmmunoprecipitation (co-IP) using antibodies directed against theiwr tags, with strong nuclease
treatment to avoid aberrant interactions due to oliponucleotide bridges (see material and
methods section). MEIOB and SPATA22? immunoprecipitated with each other, consistent

with previous data obtained using murine and human protems (Fig. 2B, lane 6, and 2C, lane 6;



see Fig. S1A and B for mput) [12,25]. Because RPA subumits interact via their C-termunal
OBCD domains, we examined whether MEIOB and SPATA?? C-ternunal OBCDs were
necessary and sufficient for their interaction (Fig. 2B and 3A). Co-IP results showed that the
C-termunal OBCDs of MEIOB (MEIOB OBCD3) and SPATA22 (SPATA22 OBCD) are
necessary to ensure their interaction (Fig. 2B, lane 7. 2C, lane 7, and Fig. S1A B). These
results are consistent with previous works underlying the importance of the integrity of the C-
terminal part of MEIOB and SPATA?2?2 for their interaction [12.25]. Next. we asked whether
the C-ternunal OBCDs of MEIOB and SPATA22 were sufficient to ensure their interaction,
as suggested by their structural smmularity to RPA. By co-expressing and immunoprecipitating
(i) the OBCD3 of MEIOB with full-length SPATA22, (ii) the OBCD of SPATA22 with full-
length MEIOB, or (u1) the OBCD3 of MEIOB and the OBCD of SPATA?22 we observed that
the OBCD3 of MEIOB and the OBCD of SPATA??2 are sufficient to ensure the interaction
between MEIOB and SPATA?? (Fig. 2B, lane 8, 2C, lane 8, 3A lane 6, and SIAB) A
published analysis of the crystal structure of RPA highlighted the role of OBCD C-terminal
helixes n RPA complex formation [17]. Interestingly, the predicted structures of MEIOB and
SPATA?? suggest the existence of such helixes flanking theiwr C-termuinal OB folds (Fig.
1A B). Deletion of the SPATA22 C-ternunal helix abolishes MEIOB-SPATA??2 interaction
(Fig. 2C, lane 9, and S1B). However, deletion of the MEIOB C-termunal helix does not
abolish this interaction (Fig. 2B, lane 9, and S1A). These results are expected as truncating
part of the C-termuinal domain of RPA1, wiuch contains the helix_ 1s insufficient to abolish 1ts
mteraction with RPA? [21]. Altogether. our observations demonstrate that similar to RPA the
OBCD3 of MEIOB and the OBCD of SPATA?2 are necessary and sufficient for their
mteraction (Fig. 3C).



A g,‘-’
oBCDY ©BCD2 _OBCO3

MEIOB fu fengh --——-—qﬂ 56 40a
MEIDBADBCOS --—-_-l
MEIOS 0BCO3 e 3408
MEIOBAC et~ (NS 54 40
1 m
SPATA22 full-length - =
& &
] _4
SPATARZZIOBCO M e
1
SPATA22 OBCD Sy 184D
231 s}
SPATAZIAC heln a S a1 kDa
1 i
B MEDB (FLAG) @

$és $47
el

« SPATAZZ
SPATA22 =t UkDa
- ' 56 kD
E Lﬂ-“ﬂ: — —— - \Da
@| soscos — - 37kDa

osco: IR .0,
1 2 3 4 85 &7 B8 9

C SPATAZ2 (HA) P
7 f%’

W

é'é'é'é 544
— B E— Hkhn
o[ o e————
08COD - = 18:Da

1 2 3 4 5§ 67 8 9

Figure2, METOB and SPATA22 C-terminal domains are sufficient for their interaction.

{A) Schematic representation of fall length and truncated forms of human 1agged MEIOB and human 1agged SPATAZ
used in this study. OBCDs of MEIOB are blue boxes. OBCD of SPATA22 is the vellow box and MYC-FLAG and
AxHA are shown in green and purple respectively. (B) MEIOB and/or SPATA22 were innsfected in HEK293 cells,
and MEIOB was imnumoprecipitated (MEIOB (FLAG ) IP) using anti-FLAG antibody, Full<lengih ind truncated
forms of MEIOB were expressed alone (lanes 2 o 3) or cocxpressed with SPATA2? (lanes 6 1o 9). SPATAR
immunoprecipitated proteins was detectod by westem blotting using anti-HA amibodies . Tagged-full length MEIOB,
AOBCD3, OBCD3 and AC helix displayed respective siacs of 56, 37, 23 and 54 kDa, corresponding to their theoreiical
molecular weights. The data are representatives of three independent expenimaents. (C) MEIOB and/or SPATA22 were
transfected in HEK293 cells and SPATA22 (SPATA22 (HA) IP) was immumoprecipitated with anti-HA antibody.
Full-length or truncated fomms of SPATA22 were expressed alone (lanes 2 to 5) orcoexpressed with MEIOB (lanes 6
10 9). MEIOB immunoprecipitated protcins was detected by wesiem blotting using anti-F LAG antibody, Tageed full-
length SPATA22, AOBCD, OBCD and AC helix were detected with anti-HA and displayed expected sizes of 44, 30,
18 and 41 kDi (*) represents 2 non-specific band ora post-translational modification of SPATA22 OBCD that displis
a molecular weight greater than 30 kDa (#) MEIDB is retained shightly in a non-specific manner on the anti-HA
column. The data are representative of @ minimum of two independent expenments.



MEIORB and SPATA2?2 interact with the RPA complex through their interacting domains

FPA 1s thought to exist primarily as a complex contaiming its three subumts. and no functional
sub-complexes have been described to our knowledge. This assumption 15 reinforced by the fact that
the absence of RPA1 induces the disappearance of RPA2 and RPA3 in spermatocytes [26]. Based on
ectopic expressions in human cells. munne MEIOB and SPATA22 have been shown to co-
immunoprecipitate with individual subunits of murne RPA (MmMEIOB interacts with MmREPAL.
and MmSPATA2? with MmRPAl and MmRPA?2) [12]. However. whether and how MEIOB and
SPATA22 together can imnteract with the RPA complex contaiming the three subunits has not been
addressed. We took advantage of the fact that the HsRPA complex is constitutively present in human
cultured cells to seek whether RPA co-immunoprecipitates with HsMEIOB and/or HsSPATA22
Endogenous subunits of RPA did not coammunoprecipitated with HsMEIOB or HsSPATA?2?2 alone
(Fig. 3A. lane 2. 3B. lane 7. S1A. lane 2. and S1B. lane 2). MEIOB and SPATA22 need to be co-
expressed to co-immunoprecipitate endogenous RPA1 and RPA2. urespective of whether MEIOB or
SPATA22 1s co-immunoprecipitated (Fig. 3A. lane 5. and 3B. lanes 4 and 9. and Fig. S1A. lane 6. and
51B. lane 6). Unfortunately. we were not successful in detecting RPA3 in co-IP expenments, likely
due to the sensitivity of the RPA3 antibody. We further looked at the modality of these interactions.
and demonstrated that the OBCD of SPATA22 and OBCD3 of MEIOB were necessary (Fig. S51A,
lane 7. 2B.C_ lane 7. and Fig. S1B. lane 7) and sufficient (Fig. 3A. lane 6. and Fig. S1A B, lane 8). not
only to interact with each other (see above). but also to interact with endogenous RPA. Xu et al.
showed that MEIOB and SPATA22 interacted with RPA subunits through domains falling outside of
their dimernization core. They used individually overexpressed RPA subunits. whereas we worked 1
the presence of the endogenous three subunits. Together. these results could suggest that the modality
of interaction of MEIOB and SPATAZ22 with single subunits differ from that with the full RPA
complex. To test this hvpothesis. we expressed exogenous HsRPAL. the large subunit of RPA. with
HsMEIOB and/or HsSPATA2? (Fig. 3B). We failed to detect an overexpression of RPA1 in the
extract, likely due to its poor stability. but were able to co-IP RPA1 when expressed with MEIOB full-
length or MEIOBAOBCD3 alome (Fig. 3B. lanes 2 and 3). Interestingly. when RPAl was
overexpressed. we were also able to co-IP endogenous RPA2. suggesting that overexpressed RPA1
tended to form a complex with other RPA subunits. likely to be stabilized in cells. These results
suggest that. as previously observed. when overexpressed. RPA1 can interact with OBCD?2 of MEIOB
[12]. However. within the four attempts we did, we had reproducible issues and found that thus
interaction appeared weak and variable. Fig. 3B shows the best results that we obtained. whereas an
example of weaker signals i1s presented Fig. S2. On the contrary. we obtamned a robust and
reproducible co-IP of endogenous RPA when MEIOB and SPATA2? were expressed together,
regardless of over-expression of RPAL (Fig. 3A C). These results demonstrate that C-terminal OBCDs



of MEIOB and SPATA?2? are essential and sufficient to form the MEIOB-SPATA22 complex and
represent the principal site of interaction with the RPA complex (Fig. 3C).
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(A) MEIOB andior SPATA22 were trnsfected in HEK293 cells, and MEIOB was immunoprecipitated (MEIOB
(FLAG) IP) using anti-FLAG antibody. Full-length SPATA22 and full-length MEIOB were expressed alone (lanes |
and 2) or coexpressed (lane 5). SPATA2? OBCD and MEIOB OBCD3? were expressed alone (lancs 3 and 4) or
cooxpiessed (lane 6). MEIOB, SPATA22, RPA| and RPA2 immunoprecipitated proteins were datected anti-FLAG,
anti-HA, mii-RPAl or ami-RPA2 antibodies respectivelv. The data are representative of two  independent
experiments. (B) SPATA22 and/or full length or truncated MEIOB with or without RPAI weore tmnsfected in
HEK293 cells, and MEIOB was immunoprecipitalied (MEIOB (FLAG) IP) using mnti-FLAG antibody. MEIOB,
SPATA22, RPAI and RPA2 immunoprecipitated proteins were detected with mti-FLAG, anti-HA, mnti-RPAI or

anti-RPA2 antibodies respectively. (C) Model of interactions between MEIOB, SPATA22 and RPA, this work and
(1]

MEIOB-SPATA??2 directly binds and changes the structure of the RPA-coated ssDNA

To gamn nsight into the role of the interaction of MEIOB-SPATA22? with RPA we
attempted to punify MEIOB and SPATA2?2 for in vitro assays. Despite numerous attempts, we
failed to purify MEIOB or SPATA??2 mdividually, but we aclhieved co-purification by GST
pulldown after their co-expression in insect cells (Fig. 4A). We compared protem-coated
ssDNA contaming RPA and/or MEIOB-SPATA?2? by transnussion electron microscopy



(TEM). Under saturating conditions, human RPA uniformly coated circular ssDNA (Fig. 4B).
In contrast, MEIOB-SPATA?22 did not distribute umiformly. but rather accumulated locally
when added to circular ssDNA (Fig. 4B). When MEIOB-SPATA22? was added to the
preformed RPA-coated ssDNA, the circular nucleoprotein complex became thucker and its
contour length decreased (Fig. 4B.C). Importantly, the addition of MEIOB-SPATA?? did not
modify the preformed nucleoprotein complexes of ssDNA and SSB, a bacterial ssDNA-
binding protein, confirming specificity of the functional interaction between MEIOB-—
SPATA?22? and RPA (see Fig. 4B.C for quanfification). These results suggest that MEIOB—
SPATA?? interacts specifically with RPA-coated ssDNA to change its conformation (Fig.

4D).
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To verify that MEIOB-SPATA?? and RPA subunits coexist on ssDNA, we performed
electrophoretic mobility shift assays and immunoblot analyses. Increasing amounts of
MEIOB—SPATA??2 were mcubated with a Cy5-labeled 46-mer ssDNA that either was or was
not preincubated with a saturating amount of RPA (Fig. 5A). The altered migration of ssDNA
mduced by the addition of proteins was visualized on non-denaturing acrylanude gels (Fig.
5B). The addition of increasing amounts of MEIOB-SPATA?? in the absence of RPA
mduced multiple band shifts (Fig. 5B, short and long nugration lanes 3—5). This result shows
that the MEIOB-SPATA??2 complex bmds ssDNA. Due to expenimental limitations, we were
unable to obtain a concentration of MEIOB-SPATA?2? that would allow us to reach saturating
conditions in this assay (1.e.. free ssDNA remains after the addition of the highest amount of
MEIOB-SPATA?22: Fig. 5B, short muigration, lane 5). Interestingly, when mcreasing amounts
of MEIOB-SPATA?22 were added to ssDNA that had been premcubated with RPA we
detected an accumulation of molecules with lower mobility compared to RPA-coated ssDNA
molecules (asterisk in Fig. 5B, long mugration. lanes 69). To verify that MEIOB and
SPATA??2 were present, along with RPA . in these super-shifted bands, the migration products
were transferred to a membrane and mmmunostained for MEIOB, SPATA?2?. and RPA
subunits. To allow multiple independent immunostainings, samples were loaded twice.
Immunostaming for MEIOB or SPATA?2 alone without ssDNA revealed that the two
proteins nugrated as a complex (Fig. 5C, lane 1). They did not nugrate as a smgle discrete
band, but showed a long smear, suggesting that the complex may adopt different structures
(Fig. 5C, lane 1). MEIOB and SPATA?2?2 were both detected on shifted ssDNA 1n the absence
of RPA. which shows that MEIOB-SPATA?2 binds ssDNA (Fig. 5C, lanes 3-5). In the
presence of RPA MEIOB and SPATA?? were both detected on molecules with the lowest
mobility (asterisk in Fig. 5C, lanes 7-9). Immunostaining of the RPA subunits RPA1, RPA2,
and RPA3 showed that they were also present on these molecules. supporting the 1dea that
MEIOB—SPATA?2?2 and RPA coexist on ssDNA (asterisk in Fig. 5C, lanes 7-9). As expected,
RPA subumits were detected on shifted ssDNA i the absence of MEIOB-SPATA?2?2 (Fig 5C,
lane 6, shifts 1 and 2). The fact that these molecules persisted after the addition of increasing
amounts of MEIOB-SPATA2? suggests that a large portion of the RPA-coated ssDNA
remained unbound by MEIOB-SPATA?2? under our expenimental conditions (Figures 5C,
lanes 7-9, shifts 1 and 2. and Fig. SLS3).
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FigureS. MEIOB-SPATA22 corxists with BPA on ssDNA.

{A) Schematic representation of the gel shift assay performed. A CyS-labeled 46-mer ssDNA was incubated with or

without RPA. Increasing amounts of MEIOB-SPATAZ22 was added to the reactions, and protein-ssDNA complexes
were resolved by nondenaturing polyvacrylamide gel electrophoresis. (B) Gel shift assay with a shon gel migrtion
time {lefl panel) and a longer migration time (nght panel) for the same gel. The addition of RPA to ssDNA induces
two shified bands (arows | and 2). The additien of MEIOB-SPATA22 o preformed RPA- coaled ssDNA induces
additional smewred shifled bands (* in right pancl). (C) Proteins within the dotted rectangle in panel B (long
migration) were detected using anti-RPAL, anti-RPA2, anti-MEIOB, or amti-SPATA22 antibodics. Full-size scans
are presented in S1Appendix, Fig. 53. RPA1, inthe lefi and right panels, was detected with two different antibodies
due to experimental limitations. Data are represemtative of two independent experiments. MEIOB and SPATA22

comugrate with ssDNA and RPA subumits in the smeared shifled bands (*),
MEIOB-SPATA??2 changes the dynamic of detection of the subunits of RPA in vive

Results obtained in vitro demonstrate that the presence of MEIOB-SPATA?2 can
change the conformation of the RPA-coated ssDNA. Such modifications could consequently
change the accessibility of the RPA subunits in vivo. To test this hypothesis, we compared the
mtensity of the signal of RPA1 foci to the one of RPA?2 foci in the presence or absence of
MEIOB-SPATA?2? in vivo. We first looked at RPA foci formed on DNA lesions mduced by
Camptothecin exposure in cultured human cells (Fig. 6A) As expected, RPA1 and RPA2
appeared as bright, colocalized foci with correlated mtensities (Fig. 6A, offset and graph).
Interestingly, during wild-type meiosis, the RPA1 foci mtensity did not correlate with the
RPA? foci intensity, whereas during meiosis in Meiob ™ mice, good correlation was observed
with a smular profile to that mn culture cells (Fig. 6B, offsets and graphs). These results
indicate that the presence of MEIOB-SPATAZ2?2 changes RPA detection, possibly due to the
conformational shape of the protein-coated ssDNA.
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(A) Representative U-2 OS cell treated with | pM camptothecin and immunostained for RPAIT (green) and RPA2
(red). The white dashed line highlights the nucleus. Right panels show magnified views of mepresentalive regions
containing RPAI and RPA2 foci (merges (up) and offsets (down)). The relative intensity of RPAIL foci as a funclion
of the relative intensity of RPA2 foci is presented in the plot afier Z-score standardization. Each poini represents one
focus (n=2023 foci, S=slope of the lincar regression with 95% intervals shown in red, R°=0.24), (B) Representative
wild-type and Meioh spermatocyte nuclei immunostained for RPAL (green) and RPA2 (red). Right pancls show
magnified views of representative RPAL and RPA2 foci-containing regions (mengzes (up) and offsets (down)), RPA
intensities are plotied as described for panel AL Meioh* ™ (two mice, n=2131 foci, R*=0.0004); Mesob (two mice,
n=2763 foci, R¥=0,29)



3. Discussion and conclusion

RPA interacts primarily with the dimerization core of MEIOB—SPATA22

Herein, we deciphered the modalities and the role of MEIOB, SPATA22 and RPA
mteractions. We took advantage of the current knowledge of the RPA structure to evidence
that MEIOB and SPATA?2? share many structural features with the RPA subumts (Fig. 1).
The similarities existing between MEIOB and RPA1 are reinforced by the fact that specific
features of RPA1 OBCD3, namely, the insertion of a zinc ribbon and helix-tum-helix motif,
are found in MEIOB OBCD3. These observations support the idea that MEIOB originates
from a duplication of RPAl (Fig 1A; HsRPAI). Interestingly. we showed that SPATA22
possesses, i 1ts C-termunal part, a putative OBCD that resembles that of RPA2 or RPA3.
Based on these homologies, we demonstrated that MEIOB and SPATA?? interact with each
other m an RPA-like manner (Fig. 3). In particular, we showed that the last OBCD (OBCD3)
of MEIOB and the OBCD of SPATA?2? are not only necessary, but are also sufficient for their
mteraction, and consequently form a mumimum dimenzation core. Previously, Xu et al.
identified MEIOB and SPATA22 mutations that abolished their mteraction. In agreement
with our results. these mutations fall into the OBCD3 of MEIOB and the OBCD of
SPATA?22 likely disturbing the folding of these domains required for the interaction [12].
The importance of thus mteraction has been also evidenced by a recent report of a human
mutation that induces primary ovarian failure (POI) [25]. This mutation 1s predicted to induce
the formation of a MEIOB protemn that lacks most of its OBCD3 domamn, preventing its
mteraction with SPATA22 [25].

We demonstrated that MEIOB and SPATA22 need to interact with each other to
mteract with the preformed endogenous RPA complex through their dimernization core (Fig.
3A). When expressed alone, MEIOB and SPATA?? poorly mteract with RPA When RPA1
and MEIOB are co-expressed, the two proteins may co-immunoprecipitate, as described
previously (Fig. 3C) [12]. However, tlus interaction 1s really weak compared to the interaction
between MEIOB-SPATA?2 and endogenous RPA (Fig. 3C). We therefore propose that
MEIOB-SPATA?? interacts with the preformed RPA complex primanly through the
MEIOB—SPATA?2? dimerization core, and their interaction may be further stabilized by
secondary independent contacts between RPA1 and/or RPA? and the regions of MEIOB and
SPATA?2?2 that are located outside of their dimerization core.



MEIOB—-SPATA22 and RPA form with ssDNA a highly compacted protein-coated ssDNA

To address the molecular properties of MEIOB and SPATA?22_ we attempted to punify
the two proteins. As they are strongly msoluble, we failed to punfy individual MEIOB and
SPATA?2 but managed to purify them together. Although we could not recover a large
amount of proteins, we were able to perform informative small-scale analysis by transmission
electron microscopy. Given that, we showed that MEIOB-SPATA?22 and RPA coexist on
ssDNA and form highly compacted protein-coated ssDNA compared to RPA-coated ssDNA_
Interestingly this property is specific of RPA, as no change was observed on the SSB-coated
ssDNA when MEIOB-SPATA?? was added. While the band shift assay demonstrates the
coexistence of MEIOB, SPATA?Z, and RPA on ssDNA, and RPA subumts are believed to be
essentially complexed into RPA, we cannot rule out the possibility that there are mixed
mdividual complexes contaming MEIOB, SPATA?? and/or RPA2 or RPA3. The existence
of such complexes can also explain the disparity in RPA1 and RPA? immunodetection in
Meiob™ " spermatocytes (Fig. 6B). Another possible explanation could be that the detection of
the complex MEIOB-SPATA?22-RPA—ssDNA by specific antibodies becomes difficult and
stochastic because of its high condensation.

Why would RPA-coated ssDNA need to be modified during meiotic HR?

We previously showed that MEIOB was loaded onto meiotic chromosomes in Dmcl™ mice that
are unable to perform strand mvasion of the homolog, and therefore proposed that MEIOB could play
a role 1n modulating presynaptic recombinogenic filaments [10]. Several RPA-interacting proteins
have been shown to modulate the ssDNA-binding activity of RPA [27]. For example. BRCAZ2. with
the help of D551, locally displaces RPA and overcomes RPA inhibition of RADS51- and DMCI1-
loading onto ssDINA [28-31]. One possibility 1s that MEIOB-SPATA2?2 limits RPA displacement by
reducing 1ts accessibility to specific factors and preventing extensive polymerization of one or both
recombinases. Recent biochemical data demonstrated that DMC1 displaces more efficiently RPA from
ssDNA compared to RADS1. and that they form homotypic extended filaments [32]. These data
support the idea that MEIOB-SPATA22 may function to reinforce RPA—ssDNA binding to prevent
excessive DMC1 loading during meiosis. Such a scenario would suggest that specific proteins may be
necessary to help BRCA?2 to remove MEIOB-SPATAZ? from ssDNA. MEILB2/HSF2BP. a newly
identified interactant of BRCA?2 and SPATAZ22, would be a good candidate for this function [33.34].



The fact that MEIOB. SPATA?2. and RPA foci persist longer than the recombinase foci is
consistent with a potential role during the maturation of D-loops. Indeed. in addition to its role
recombinogenic filament formation, RPA binds the displaced strand (D-loop) to facilitate strand
mvasion [5] [7]. MEIOB. SPATA22. and RPA colocalize and form bright foct 1n the late zygotene and
early pachytene stages. which is consistent with their loading onto D-loops durnng meiotic
recombination [10; 11]. It 1s tempting to speculate that the compaction of RPA-coated ssDNA by
MEIOB-SPATA22 provides D-loops with specific properties that are essential for meiotic
recombination. These properties could influence D-loop stabilization. migration. or extension. They
could also change the affinity of RPA-coated ssDNA for partners. A tempting hvpothesis would be
that stabilizing the D-loop could favor paragraphe and formation of double Holliday junctions to

ENISUTS CIOSSOVELS.

To conclude, we propose that RPA MEIOB, and SPATA22? work closely together
during meiotic recombination. Their combined action may have evolved to satisfy the
requirements of meiofic homologous recombination as a means of formation and regulation of
a muxed recombinogenic filament and/or specific D-loop outcomes, both hypotheses bemng
non-exclusive. Further cellular approaches and biochemical assays with purified factors will

be necessary to better characterize their roles.



4. Materials and methods

Protein structires

Models were obtained using the RaptorX server [19]. Molecular graphics were performed with the
UCSF Chimera package [35]. Chimera is developed by the Resource for Biocomputing, Visualization,
and Informatics at the University of Califormia, San Francisco (supported by NIGMS P41-
GM103311).

Cell culture and plasmid transfections

Cells were cultivated i a 5% CO; hummdified mcubator at 37 °C. Human Embryvonic Kidnev cells
(HEK-293. ATCC) and U-2 OS5 cells were grown in DMEM supplemented with 10% FBS (Gibco).
Each cell line was regularly screened for the absence of mycoplasma contamination by DAPI staining.
Plasmid transfections were performed with Lipofectamine 2000 (Life Thechnologies) according to the

manufacturer’s mstructions.

Mice

All animal studies were conducted in accordance with the guidelines for the care and use of laboratory
animals of the French Ministry of Agniculture and were submitted to the ethics committee of CETEA-
CEA D5V (France). Mice were raised and mated. and gonads were isolated as previously described
[10]. The muce used 1n this study were on a 129/Sv x C37BL/6 x NMRI nuxed background and were
previously described in [10]. To minimize variability from the strain background. experimental
animals were compared to littermate controls. The mice were genotyped by PCR of tailed DNA using
a REDExtract-N-Amp Tissue PCE Kit (Sigma) according to the manufacturer’s instructions. The

sequences of primers used were published m [10].

Plasmid constructions

Before use. all constructs were validated by DNA sequencing. To express 3xHA N-terminal-
tagged full-length human SPATA22. AOBCD SPATA22?. AC helix SPATA?2, and OBCD domain
vanants in human cells for co-IP. we generated pKH3-HsSPATA?22 1n full length. AOBCD. AC helix.
and OBCD-only vanations. The desired fragments of human SPATA22 cDNA were amplified by PCR



from pCMVE-XL5-HsSPATA2? (Origene. cat? SC123038). and PCR products were digested by
EcoRI and BamHI and cloned into pKH3 plasmid (Addgene [36]). To express 3IxHA N-terminal
tagged HsSPATA22 in a cell-free system. we generated pcDNA3 1(-) 3xHA-HsSPATA22 pKH3-
HsSPATA?? plasmid was digested with Xbal and EcoRI. and the digested fragment was cloned into
pcDMNA3Z 1(-) plasnud (Invitrogen). To express the truncated forms of MEIOB m human cell lines for
co-IP. pCMVE6-HsMEIOB-MYC-FLAG (Ongene. cat¥ RC228391) was amplified by PCR and
ligated to generate pCMV6-—HsMEIOBAOBCD3-MYC-FLAG. pCMV6-HsMEIOBACheh=s—MMYC—
FLAG. and pCMV6-HsMEIOB OBCD3-onlv-MYC-FLAG.

pFBGW-GST-HsMEIOB/His6-HsSPATA22/HsRPA?Z, a vector to enable the concomitant expression
of the three proteins in insect cells. was constructed in three steps. First. the human MEIOB coding
sequence was amplified from pCMVG6-HsMEIOB-MYC-FLAG (Orgene, cat# RC228391). The
resulting PCR product was then cloned using the Gateway system (Invitrogen); it was inserted in
pDONOR207 during the Gateway BP reaction, and subsequently transferred mto pFBGGW plasoud
(obtained from D. Busso) during the Gateway LR reaction. This plasmid allowed human MEIOB with
an N-termuinal GST fusion to be expressed in insect cells. A linker sequence (GAAGG) was inserted
between the TEV cleavage site and the human MEIOB by PCE. Second, the human SPATA??2 coding
sequence was released from pET15b-HsSPATA22 by Ndel-BamHI digestion and inserted into
pFCHGW plasmid (obtained from D. Busso). The sequence corresponding to the His6—HsSPATA22
coding sequence was digested by NorI-Xbal for insertion into the previously obtamned vector encoding
GST-HsMEIOB. Finally. the human RPA? coding sequence was released from pET3a-HsRPA?Z
(kindly provided by MS. Wold) by Ndel-BamHI digestion and inserted mto pFCOGW plasmmud
{obtained from D. Busso). The sequence corresponding to the human RPA? coding sequence was
digested by Nofl-Xbal for insertion mto the previously obtained vector encoding GST-HsMEIOB and
HsSPATA?? to generate the pFBGW-GST-HsMEIOB/His6-HsSPATA?2/HsRPA?2 vector. The final
construct allowed expression of GST-HsMEIOB under the control of the pl0 promoter, and allowed
the expression of His6-HsSPATA?2?2 and HsRAP? under the control of the pH promoter. Recombinant

baculovirus was constructed using the MultiBac system [37].

Pratein purification

High Frve cells were infected with recombinant baculovirus at a multiplicity of infection of 5 % 107,
After incubation at 27 °C for 5 days. cells were harvested. resuspended at 1.7 x 107 cells.ml™ in 50
mM pH 7.2 phosphate buffer. 130 mM NaCl. 1 mM 1 4-dithiothrettol. 1X Triton X-100. 1 mM 4-2-
aminoethyl)benzenesulfonyl fluoride. 2 mM benzamidine. 2 uM pepstatin. and 5 pg.ml™ leupeptin,
and then distupted by sonication. The extract was cleared by centrifugation at 150.000x g for 1 h. The

supematant was incubated with Glutathione Sepharose 4B (GE Healthcare) for 3 h at 4 °C. The



mixture was poured into a Midi Spin column (GENERON). The resin was washed with Buffer A (50
mM Tris HCL pH 8. 150 mM NaCl, I mM 1.4-dithiothreitol), and the protein complex was eluted with
Buffer A containing 5 mM glutathione (GSH). Purnfied GST-MEIOB/His—SPATA22 complex was
stored at 4 *C. Although MEIOB. SPATA22. and RPA? were co-expressed. only MEIOB and
SPATA?2 were retained on the GSH column. as confirmed by the Western blot analysis of band shaft
assays i Fig 5C (right panel. lanes 1-5). The purified complex was analyzed by SD5-PAGE (Fig 4C;
1.2 ug of total proteins). After staining with Coomassie Blue, the gel was scanned using a Gel Doc™
EZ from BioRad and visualized with Image Lab™ software. Note that a high amount of endogenous
glutathione-binding protein was co-purified with the GST-MEIOB/His—SPATA22 fraction and is
present in the electron microscopy experiments and electrophoretic mobility shift assavs. However. the
addition of this protein alone was msufficient to induce the condensation of the RPA -coated ssDNA.

Recombinant human RPA was purified as previously described [38].
55DNA pulldown assay

ssDNA and dsDNA pulldown assays were performed as previously described with some modifications
[10]. The HPLC-purified biotinylated 59-bp-long oligonucleotide 5°-GAT CTG CAC GAC GCA
CACCGGACGTATCTGCTATCGCTC ATG TCA ACC GCT CAA GCT GC-3"-biotin-TEG and
its complementary oligonucleotide were used for the pulldown assay. Double-strand hybridization was
performed in 50 mM NaCl 25 mM Tris-HCL pH 7.5 buffer with the biotinylated oligonucleotide and
its complementary oligonucleotide at 1:1.5 ratio by denaturing for 3 mun at 94 °C and allowing a slow
progressive return to room temperature. Human recombinant MEIOB-MYC-FLAG and 3xHA-tagged
SPATA?2 were produced in a cell-free system. The TaT T7 Quick Coupled Transcription/Translation
System (Promega) was used with pCMV6-HsMEIOB-MYC-FLAG and pcDNA3 1{-)3xHA-
HsSPATA?? full-length plasnuds in a 50 pl reaction according to the manufacturer’s instructions.
Twenty microliters of recombinant HsSPATA?22 or HsMEIOB from cell-free extracts and 500 ug of
Dyvnabeads M-280 Streptavidin (Life Technologies) with immobilized ssDNA or dsDNA were
incubated in 430 ul binding buffer (25 mM Tns-HCL pH 7.5, 100 mM NaCl. 1 mM EDTA. 5 mg/ml
BSA. 0.05% Tween 20. 10% glycerol. 1 mM B-mercaptoethanol. complete protease inhibitor without
EDTA (Roche)). The DNA—protein muixture was incubated for 2 h at 4 °C with gentle agitation After
magnetic separation. beads were washed twice 1 500 ul binding buffer without BSA and then washed
once m 500 pl nnsing buffer (25 mM Tris-HCL pH 7.5, 150 mM NaCl 1 mM EDTA 0.05% Tween
20, 10% glycerol. 1 mM P-mercaptoethanol. complete protease mnhibitor without EDTA (Roche)).
Bound proteins were eluted directly in Laemmli buffer and boiled for 5 min at 95 2C before magnetic
separation of beads and Western blotting.



Co-immunoprecipitations

HEK-293 cells were lysed under native conditions by homogenization in 1X cell lysis buffer
{(Cell Signaling) supplemented with complete protease inhibitor (Roche). I mM beta-mercaptoethanol,
and 10 pM MG-132 (Sigma-Aldnch). followed by 10 min of medium somication (30 sec on. 30 sec
off) and centrifugation at 16.200x g for 10 mun at 4 °C. Extracts were diluted 4-fold 1n binding buffer
(20 mM Tris-HCL, pH 7.5, 150 mM NaCl, 10% glycerol. 1 mM EDTA, 1 mM beta-mercaptoethanol
except for HA IP. 10 mg/ml BSA. complete protease inhibitor without EDTA. Roche. 10 ub MG-
132. and 90 U/ml Benzonase nuclease. Novagen). Extracts from ~5 x 10° cells were used for IP with
25 ul of anti-FLAG M2 magnetic beads (Sigma-Aldrich) or anti-HA magnetic beads (ThermoFisher
Scientific). The protemn/'beads mixture was incubated for 16 h at 4 °C with gentle agitation. To
optimize Benzonase digestion after the binding reaction. beads were washed twice with Benzonase
buffer (20 mM Trns-HCL pH 8.0. 20 mM NaCl 10% glycerol. 2 mM MgCla. 1 mM beta-
mercaptoethanol except for HA IP. 10 mg/ml BSA. complete protease inhibitor without EDTA
Roche) and incubated in Benzonase buffer supplemented with 90 U/ml Benzonase nuclease for 45 min
at 37 °C before being washed three times with nnsing buffer (binding buffer supplemented with 0.05%
Tween 20). Immunoprecipitated proteins were eluted directly in 18 pl of Laemmb buffer and boiled

for 5 min at 95 °C before magnetic separation of beads and Westem blotting.
Western blotting

Protein samples were supplemented with Laenumli buffer, boiled for 5 min at 95 *C. and resolved by
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) on 12%. 14%. or 15% polyvacrylamide gels for
FLAG IPs. HA IPs. and ssDNA pulldown assays. respectively. Separated proteins were
electrophoretically transferred onto PVDF membranes (GE Healthcare) before hybnidization with
appropriate primary antibodies and fluorescent dye-coupled secondary antibodies (see Table 51 for
antibodies). When the protemns could be differentiated by size. the same dve was used to reveal
different primary antibodies. Images were acquired using a Typhoon 9400 or a Typhoon 5 imager
(Amersham Biosciences. GE Healthcare).

Transmission electron microscapy (TEM) analvsis

X174 ssDNA (30 uM (nucleotide). New England Biolabs. N3023) was incubated with 1.5 uM hRPA
{one protein heterotrimer per 20 nucleotides)., 1.5 uM SSB (one protein homotetramer per 10
nucleotides), or no protein in buffer contamming 10 mM Trs (pH 7.5) and 150 mM NaCl for 3 min at
37 2C. Then, 75 oM GST-MEIOB/His—SPATA?2? (approximately one protein heterodimer per 400
nucleotides) was added to the reaction and ncubated for 7 miun at 37 °C. TEM samples were prepared
by positive staining as previously described [39]. Five mucroliters of diluted DNA-—protein reaction

was deposited onto a 600 mesh copper grid coated with a thin carbon film that was previously



activated by glow discharge in the presence of pentylamine (Merck. France). After 1 mun. snds were
washed with aqueous 2% (w/vol) uranyl acetate (Merck. France) and then dried with ashless filter
paper (VWR., France). TEM was performed with a Zeiss 902 transmission electron microscope in
filtered annular dark field mode. Electron micrographs were obtained using a Veleta digital camera
and 1TEM software (Olympus. Soft Imaging Solutions). Contour length measurements of the

molecules were made with the iTEM software.
Electrophoretic mobility shift assays

The 5" end-Cy5-labeled 46-mer ssDNA (2.5 uM nucleotides) was incubated for 10 min at 37 °C
alone or with 0.5 M of human RPA (one protein heterotrimer per 5 nucleotides) in buffer containing
50 mM Trs HCL, pH 8. 150 mM NaCl, 1 mM 1 4-dithiothreitol, and 10 % glycerol. Then. varying
amounts of GST-MEIOB/His—SPATA22 (0.08. 0.17. and 0.3 uM corresponding to approximately one
heterodimer per 10 nucleotides) were added and incubated for 10 min at 37 °C. Protein—DNA
complexes were fixed with 0.01% glutaraldehvde. The reaction products were then analyzed using
5 % polyacrylamide gels (acrylamide/bisacrylamide = 79:1) in 1x Tris Borate EDTA at 4 °C. Images
were acquired using a Typhoon 5 imager (GE Healthcare Life Science). Western blot analysis was
performed as follows. Briefly. polvacrylamide gels were washed three times with transfer buffer (25
mM Tris-HCL 0.2 M glycine, 0.015% 5DS) for 10 mun. Proteins were the transferred onto PVDF
membranes with a senmudried blotter (Biorad) at 15 V for 1.25 h. Membranes were saturated with PBS
containing 0.05% Tween-20 and 5% milk. Hybndizations were performed with appropriate primary
antibodies and fluorescent dye-coupled or HRP-coupled secondary antibodies (see Table 51 for
antibodies). Images were acquired using a Typhoon 5 scanner for fluorescent stamming (GE Healthcare
Life Sciences) and analyzed with Image] software. Pierce ECL Plus Western Blotting Substrate

(ThermoFisher Scientific} was used to visualize proteins.
Drug treatments and Immunofluorescence on U-2 05

U-2 05 cells were grown on glass cover slides for 24 h before expeniments. Cells were treated with 1
uM camptothecin (Sigma-Aldrich) for 1 h and allowed to recover for 3 L. To specifically analyze
chromatin-associated proteins, cells were permeabilized with Tnton X-100 before fixation with
paraformaldehvde as previously described [40]. Briefly. cells were washed with PBS supplemented
with 500 uM MgCl; and 500 uM CaCl; (PBS-5). then washed with CSK buffer (10 mM PIPES. pH
7.0. 100 mM NaCl. 300 mM sucrose. 3 mM MgCly) and incubated for 10 min with CSK buffer
containing 0.5% Triton X-100 and complete protease inhibitor (Roche). Cells were further washed
with PBS-S. fixed with 4% PFA for 20 min. and then washed again with PBS-5. Before stamning, cells
were blocked with PB5-5S containing 0.1% Tween-20 (PBS-5-T) and 5% BSA. Cells were incubated
with primary antibodies in PBS-5-T containing 5% BSA and then washed with PBS-5-T and

incubated with the appropriate fluorescent dye-coupled secondary antibodies (see Table 51 for



antibodies). After two washes in PBS-S. cover slides were mounted on glass slides using Prolong Gold
(Life Technologies). Imaging was performed using an AN 70 epi-fluorescence microscope (Olympus)
equipped with a Photometrics CoolSNAP MYO CCD camera and a 100x Olympus objective (UPlan
Apo 1.35 o1l immersion). Images were analyzed using Image] software. Quantification of RPA1 and
RPA2 foci intensity was done with Image] using images acquired with an epi-fluorescence
microscope. Areas of RPA? foci were selected with the software. subjected to a threshold. and
intensities of RPA1 and RPA?2 signals corresponding to the selected areas were quantified. For each
slide. the signal was z-score standardized ((data - mean)/standard deviation).

Immmaofluorescence on preparations of chromosome spreads

Chromosome spreads of spermatocytes were performed as previously descmbed with
modifications [41]. Briefly. spermatocytes were homogenized in 0.1 M sucrose before being surface-
spread on glass slides covered with PFA containing etther 0.1% Trnton X-100 or 0.25% NP40,
incubated for 1-2 h 1o a humid chamber. and then washed with HO plus 0.4% Photo-Flo (Kodak)
after soft drying. For mmmunofluorescence analyses. spreads were blocked in blocking buffer
containing 0.2% BSA 0.2% cold-water fish skin gelatin, and 0.05% Tween 20 in PBS. Slides were
incubated with primary and secondary antibodies in blocking buffer and rmnsed 3 times with 0.05%
Tween 20 in PBS. Primary antibodies were incubated overmight at room temperature. Dye-conjugated
secondary antibodies were incubated for 1 h at 37 2C. Slides were mounted in Prolong Gold (Life
Technologies) and kept at 4 °C until analysis. Chromosome spreads were visualized with an AX70
epi-fluorescent mucroscope as described above. Images were analyzed using Image] software.
Quantification of RPA1 and RPA?Z foci intensity was performed as described above.
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Table 51. Antibody table.

Cell Signaling | 1:400 ] 1:1000 __|

SAB1406399 | Sigma-Aldrich | 1:200 [ 1:1000 |
FLAG tag Ab1170 | Abcam | ] 1:1000 |
SPATA22 16989-1-AP | Proteintech | [1:1000 |
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Research in context

Evidence before the study

Primary Ovarian Insufficiency (POI), also called premature meno-
pause, is a condition that affects about 1-3% of women under
forty years of age. It is accompanied by infertility, hormonal
changes and steroid-deprivation symptoms such as osteoporosis
and neurodegenerative diseases. The causes of this condition
are unknown in most cases but genetic factors appear to play an
important role. Indeed, there is a growing, yet incomplete, list of
genetic alterations that lead to POI.

Added value of this study

To get insights into this disorder, we have sequenced the coding
part of the genome of two sisters affected with POI, one unaf-
fected sister and their unaffected mother, all belonging to a con-
sanguineous family where the parents are double first cousins.
As a result of our genomic exploration, we found a DNA alteration
in the MEIOB gene, which leads to the production of a truncated
protein in the two patients. This gene is basically expressed in
the oocyte and is involved in the recombination of the genetic ma-
terial. Our analyses show that the mutated protein is unable to
play its normal role, potentially leading to DNA repair defects
that end up causing POI. Our results are consistent with the infer-
tility observed in female mice without Meiob.

Implications of all the available evidence

We have uncovered the first cases implicating ME/OB biallelic al-
terations in POI. Our findings further support a genetic link be-
tween female infertility and DNA recombination and increase the
number of genes whose alterations are involved in POI. They will
improve the diagnosis and counselling of patients with POl and
their families.

of exon 12 of the MEIOB gene. MEIOB encodes a meiosis-speci c factor
involved in homologous recombination. This protein is conserved
among metazoan species and contains single-stranded DNA (ssDNA)
binding domains similar to those of RPA1 (Replication protein A1), the
large subunit of the ubiquitous single-stranded DNA-binding (SSB) pro-
tein complex RPA [9,10]. MEIOB is involved in ssDNA binding during the
repair of meiotic double strand breaks (DSB). It is required for proper
meiotic recombination in complex with SPATA22 (spermatogenesis as-
sociated 22), and has been shown to interact with RPA [11,12].
Minigene assays and the analysis of illegitimate MEIOB transcripts in
the proband's leukocytes showed that the pathogenic variant leads to
exon 12 skipping, leading to the production of a truncated protein
which cannot be recruited to DSBs. Our ndings are consistent with
the phenotype of the Meiob / mouse that displays infertility in both
sexes due to meiotic arrest. This is the rstreport of a clearly pathogenic
variant of an SSB protein leading to female infertility.

2. Materials and methods
2.1. Exome sequencing

This study was approved by the Ethical Committee of the Emek
Medical Center (EMC-0044-16). Written informed consent was ob-
tained from all individuals included in the study. Genomic DNA was ex-
tracted from fresh blood samples by standard methods. Library
preparation, exome capture, sequencing, and data analysis were per-
formed by IntegraGen SA (Evry, France). Sequence capture, enrichment,

and elution were performed according to manufacturer's instructions
and protocols (SureSelect Clinical Research Exome V2, Agilent Technol-
ogies) without modi cation except for library preparation performed
with NEBNext® Ultra kit (New England Biolabs®). For library prepara-
tion, 600 ng of each genomic DNA was fragmented by sonication and
puri ed to yield fragments of 150..200 bp. Paired-end adaptor oligonu-
cleotides from the NEB kit were ligated onto the repaired fragments
then puri ed and enriched with 8 PCR cycles. 1200 ng of puri ed librar-
ies were then hybridised to the SureSelect oligo probe capture library
for 72 h. After hybridization, washing, and elution, the eluted fraction
was PCR-ampli ed (9 cycles), puri ed and quanti ed by qPCR to obtain
suf cient template DNA for downstream applications. Each eluted-
enriched DNA sample was then sequenced on an Illumina HiSeq4000
as Paired End 75 bases reads. Image analysis and base calling was per-
formed using Illumina Real Time Analysis (2.7.7) with default parame-
ters. For detailed explanations of the process, see Gnirke et al. [13].

2.2. Bioinformatics

Base-calling was performed by using the Real-Time Analysis soft-
ware sequence pipeline (2.7.7) with default parameters. Sequence
reads were mapped onto the human genome build (hg38/GRCh38) by
using the Burrows-Wheeler Aligner (BWA) tool. Duplicated reads (e.g.
paired-end reads in which the insert DNA molecule showed identical
start and end locations in the human genome) were removed using
sambamba tools. The Whole Exome Sequencing metrics are provided
in Table S1.

Variant calling, allowing the identi cation of SNV (Single Nucleotide
Variations) and small insertions/deletions (up to 20 bp) was performed
via the Broad Institute GATK Haplotype Caller GVCF tool (3.7) for consti-
tutional DNA. Ensembl's VEP (Variant Effect Predictor, release 87) pro-
gram was used for initial variant annotation. This tool takes into
account data available in dbSNP (dbSNP147), the 1000 Genomes Project
(1000G_phase3), the Exome Variant Server (ESP6500SI-V2-SSA137),
the Exome Aggregation Consortium (ExAC r3.0), and IntegraGen in-
house databases. For missense changes, two bioinformatic predictions
for pathogenicity are available: SIFT (SIFT.2.2), PolyPhen (2.2.2). Other
information like quality score, homozygote/heterozygote status, count
of variant allele reads, presence of the variant in the COSMIC database
(version79) are reported. Additional annotation data was retrieved
using dbNSFP (version 3.4, https://sites.google.com/site/jpopgen/
dbNSFP) and Varsome (https://varsome.com/). Minor allele frequencies
were manually veri ed on GnomAD (http://gnomad.broadinstitute.
org), ISB Kaviar (http://db.systemsbiology.net/kaviar/), and Great
Middle Eastern variant database GME Variome: (http://igm.ucsd.edu/
gme/).

Variant ltering was performed on the following criteria:

minimum depth at variant position of 5,

correct segregation in the family, on the basis of homozygosity by

descent: variants should be homozygous in both affected sisters III-

10 and I1I-11, heterozygous in the mother II-8 (obligate carrier), het-

erozygous or homozygous for Reference allele in the fertile sister III-

13,

absence in unrelated in-house fertile controls,

Minor Allele Frequency (MAF) below 1% both in global and in each

population in the GnomAD database,

presence in the coding sequence (i.e not in UTRs, introns, intergenic,
)

high predicted functional impact on the protein. Impact was evalu-

ated based on the nine predictors included in dbNSFP [14..16] plus

M-CAP [17] (considered as pathogenic when the majority of the pre-

dictors agreed). For splicing-altering variants, we kept the variants

with a predicted impact on splicing using ADA Score and Random

Forest (RF) probabilities above 0.6 [18]. The numbers of variants
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ful lling those criteria are given in Table S2. Visual inspection of the
variant was performed using the IGV viewer (see Fig. S1a).

2.3. Variant con rmation by Sanger sequencing

The genomic region including the variant c¢.1218G>A was PCR-
ampli ed (see Table S3 for all primers used in this study), sequenced
with the Big Dye Terminator Kit (Applied Biosystems), and analysed
using the ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) ac-
cording to the manufacturer’s instructions. The chromatograms are
displayed in Fig. S1b.

2.4. In vitro analysis of exon skipping

2.4.1. miniMEIOB expression constructs

The plasmids driving the expression of wild-type MEIOB minigene
(miniMEIOB) were constructed by fusion PCR. Brie y, four PCRs were
performed to generate each exon (from Exon 11 to 14) surrounded by
200pb of intron sequence (as the full intron sequences could not be am-
pli ed). PCRs were performed using DNA from the genomic Clone
IMGSB737G051023D (CTD-2522]7, Source BioScience) as a template.
After puri cation, the PCR products were mixed in equimolar amounts
and allowed to undergo ten cycles of PCR in the absence of primers, to
generate the full-length miniMEIOB. Then,a nal PCR reaction was per-
formed using the forward and reverse MEIOB primers (see Table S3 for
primers, purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, MO)). The ampli ed
miniMEIOB was cloned in a pcDNA3.1 TOPO-TA vector from Invitrogen.
The variant 1218G>A was then introduced in miniMEIOB WT gene by
fusion PCR. First, two PCR reactions were performed to generate the 5
and 3 fragments of the mutated miniMEIOB gene using MEIOBForward
primer and the corresponding mutagenic R primer MEIOB-Fusion-R and
mutagenic MEIOB-Fusion-F primer along with MEIOBReverse (subse-
quent steps: as described above). All constructs were veri ed by Sanger
sequencing to exclude the presence of PCR-induced mutations.

24.2. Cell culture and minigene assays

HeLa cells were used for minigene assays (CLS Cat# 300194/
p772_HeLa, RRID:CVCL_0030). Cells were grown in DMEM-F12 me-
dium (Gibco®, Life Technologies, Grand Island, NY, USA), supplemented
with 10% fetal bovine serum (FBS) and 1% penicillin/streptomycin
(Invitrogen-Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, USA). Cells
were seeded 16 h before transfection to be at 80% of con uence at the
time of transfection and transfected with 6250 ng of total DNA per
well (6-well plates) using the calcium phosphate method [19] and
rinsed 24 h after transfection. Forty-eight hours after transfection, cells
were washed with phosphate-buffered saline before mRNA extraction
with TRI Reagent® (MRC, Euromedex) according to the manufacturer's
instructions. cDNA synthesis was performed using M-MLV (Invitrogen)
and random hexamers. Altered splicing/exon skipping was assessed by
RT-PCR on miniMEIOB mRNA with MEIOBForward and MEIOBReverse
primers.

2.5. In vivo illegitimate MEIOB mRNA expression assays

2.5.1. RNA isolation and RT-PCR

Total RNA extractions from the proband and a fertile control fresh
blood samples were performed using the TRI reagent (Sigma). For RT-
PCR reactions, 1 g of total RNA was ampli ed using the qScript cDNA
Synthesis Kit (Quanta bio) ina nal volume of 20 1. The nal mixture
was incubated for 5 min at 22 °C, 30 min at 42 °C, and 5 min at 85 °C
to inactivate the enzymes.

2.5.2. Expression analysis
Nested PCR was used to evaluate the expression pro le of the wild-
type and mutated transcripts. PCR were carried out with two nested

pairs of primers to amplify the MEIOB cDNA between exons 11 and 14,
expected to amplify 501 bp (external PCR, wild-type allele) and
386 bp (nested PCR, wild-type allele, see Table S3). Ampli cation was
performed for 40 cycles, 94 °C for 30 s, 55 °C for 45 s and 72 °C for
1 min. PCR products were veri ed by Sanger sequencing. Longer frag-
ments of the sequencing chromatograms are displayed in Fig. S2.

2.6. Biochemical assays

2.6.1. Cell culture and plasmid transfections

Cells were cultivated in a 5% CO, humidi ed incubator at 37 °C.
Human embryonic kidney cells (HEK-293, ATCC, CLS Cat# 300192,
RRID:CVCL_0045) and HeLa cells were grown in DMEM supplemented
with 10% FBS (Gibco). Plasmid transfection was performed with Lipo-
fectamine 2000 (Life Technologies) according to the manufacturer's
instructions.

2.6.2. Plasmid constructs

All enzymes are from New England Biolabs (Ipswich, MA), antibi-
otics and primers from Sigma-Aldrich (St Louis, MO). Primer sequences
are provided in Table S3. All PCR were performed using Phusion DNA
polymerase. All constructs were Sanger-sequenced. To express 3xHA
N-terminal-tagged full-length human SPATA22, the desired fragment
of human SPATA22 cDNA from pCMV6-XL5- HsSPATA22 (Origene,
cat# SC123038) was ampli ed by PCR and the PCR product digested
by EcoRI and BamHI and cloned into a pKH3 plasmid (Addgene).
Human MYC-FLAG tagged MEIOB was expressed using pCMV6-
HsMEIOB-MYC-FLAG (Origene, cat# RC228391).

2.6.2.1. pCIG-MCS-IRES (5C0583 plasmid). pCIG plasmid containing
MEIOB from pCMV6-HsMEIOB-MYC-FLAG (Origene, cat# RC228391)
was modi ed to remove the EGFP coding sequence and to introduce
multiple cloning site (MCS) sequences upstream and downstream of
the IRES sequence. In order to add MCS sequences, the pCIG plasmid
was ampli ed with primers SP0629 and SP0630. The resulting PCR
product was used as a template for an additional ampli cation with
SP0631 and SP0632 adding homology sequences to pCIG plasmid.
After puri cation (GeneJet PCR ...ThermoFisher Scienti ¢, Waltham,
MA), the PCR product was treated with T4 DNA polymerase for comple-
mentary single-strand annealing cloning with T4-DNA-polymerase-
treated pCIG plasmid already digested by Xhol + Bglll. The resulting
plasmid was called pCIG-MCS-IRES (SC0583 plasmid).

2.6.2.2. pCIG-HsMEIOB-1-471-cMyc-Flag-IRES-HsSPATA22-1-363
(SC0585); expression vector for SPATA22 and the wild-type form of MEIOB.
First, the HsSPATA22-1-363 coding sequence was ampli ed from
pET15b-HsSPATA22-1-363 (obtained by subcloning HsSPATA22-1-363
from pCMV6-XL5- HsSPATA22 (Origene, cat# SC123038 with Ndel
and BamHI) with SP0636 and SP0637 primers. The resulting PCR prod-
uct was digested by Mscl + Bglll and ligated in the SC0583 plasmid
digested by the same enzymes and treated with Fast-AP (Alkaline Phos-
phatase, ThermoFisher), thus generating pCIG-MCS-IRES-HsSPATA22-
1-363 plasmid. Then, the HSMEIOB-1-471-cMyc-Flag coding sequence
was ampli ed from pCMV6-HsMEIOB-1-471 (Origene, cat#
RC228391) with SP0633 and SP0635. The resulting PCR product was
digested by EcoRI-HF + Xmal and ligated in pCIG-MCS-IRES-
HsSPATA22-1-363 digested by the same enzymes and treated with
Fast-AP (ThermoFisher) generating pCIG-HsMEIOB-1-471-cMyc-Flag-
IRES-HsSPATA22-1-363 (SC0585 plasmid).

2.6.2.3. pCIG-HsMEIOB-1-344-WYMSFLQ-cMyc-Flag-IRES-HsSPATA22-1-
363 (SC0896); to express SPATA22 end the truncated form of MEIOB. The
HsMEIOB-1-344-WYMSFLQ coding sequence was synthetised with ad-
ditional homologous sequences to SC0585 and sub-cloned into a
pUC57-like plasmid (Proteogenix, Schiltigheim, France). The sequence
of interest was released by Bbsl digestion and cloned instead of the
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HsMEIB-1-471 wild-type sequence by complementary single-strand
annealing cloning in SC0585 digested by EcoRI-HF and Mlul-HF, thus
generating SCOB96,

263, Co-fmmunoprecipitation

HEK-293 cells were lysed under native conditions by homogenisa-
tion in 1= cell lysis buffer (Cell Signaling Technology, Leiden, The
Netherlands] supplemented with complete protease inhibitor
(Roche), PMSF, and 10 pM MG-132 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO), 2
* 10 min of medinm sonication (30 s on, 30 s off), and centrifugation
at 16,200g for 10min at 4 °C, Extracts were diluted 4x in binding buffer
(20 mM Tris-HCO, pH 7.5, 150 mM NaCl, 10% ghycerol, 1 mM EDTA, 1 mM
beta-mercaptoethanol, 10 mg/ml BSA, complete protease inhibitor
without EDTA (Roche), 10 uM MG-132, and 90 U/ml Benzonase nucle-
ase (Movagen, Darmstadt, Germany), PMSF). Extracts from -5 x 10%
cells were used for IP with 25 pl of anti-FLAG M2 magnetic beads
( Sigma-Aldrich, St Louis, MO, Cat# MB8823, RRID:ABR_2637089). The pro-
tein,/beads mixture was incubated for 16 h at4 *Cwith gentle agitation.
To optimise Benzonase digestion after the binding reaction, the beads
were washed twice with Benzonase buffer (20 mM Tris-HCL, pH 8.0,
20 mM Nadl, 10% glycerol, 2 mM Mg, 1 mM beta-mercaptoethanol,
10 mg/ml BSA, complete protease inhibitor without EDTA, Roche ) and
incubated in Benzonase buffer supplemented with 90 U/ml Benzonase
nuclease for 30 min at 37 °C before being washed three times with rins-
ing buffer (20 mM Tris-HCL, pH 7.5, 150 mM NaCl, 10% ghycerol, 1 mM
EDTA, 1 mM beta-mercaptoethanol, complete protease inhibitor with-
out EDTA, triton 0.25%). Immunoprecipitated proteins were eluted di-
rectly in 18 pl of Laemmli buffer 1.5x supplemented with 0.5% beta-
mercaptoethanol and boiled for 5 min at 95 °C before magnetic separa-
tion of beads and western blotting of the samples

264, Western blotting

Prior to migration, protein samples were supplemented with
Laemmli buffer and dithiothreitol 1 M, boiled for 5 min at 95 °C and re-
solved by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE, 12%),
along with the ProSieve QuadColor protein marker 46 kDa-300 kDa
(Lonza). Separated proteins were electrophoretically transferred onto
MDF membranes (GE Healthcare) before protein detection with appro-
priate primary antibodies and fluorescent dye-coupled secondary anti
bodies (see Table 54 for details about antibodies ). When the proteins
could be distinguished by size, a same dye was used for different pri-
mary antibodies. Images were acquired using a Typhoon 5 imager
( Amersham Biosciences, GE Healthcare),

265. DNA domgge induction

Prior to fixation, Hela cells were incubated with 25 pM etoposide
(Sigma-Aldrich) for 1 h, rinsed with culture medium and maintained
for 3 hin colture medium,

266, immunofluorescence on Hela cells

For immunolocalisation, Hela cells were cultured on 170 um-thick
coverslips ( Marienfeld, Lauda-Konigshofen, Germany) 24 h before
transfection. After etoposide treatment, cells were washed twice with
PBS with 500 uM MgCl and 500 M Ca(l, ( PBS-5). For whole cell detec-
tiom, cells were directly fixed with 4% PFA after PBS-5 washes. Todetect
the chromatin-associated fraction and to observe DMNA damage foci, cells
wete permeabilised before fixation as follows: after PBS-5 washes, cells
were washed once with CSK buffer { 10 mM Pipes, pH 7.0, 100 mM NaCl,
300 mM sucrose and 3 mM MgCly) and incubated 10 min with CSK
buffer containing 0.5% Triton X-100, 0.3 mg/ml RNase A (ThermoFisher
Scientific) and complete protease inhibitor (Roche). Cells were then
washed with PBS-S, fixed with 4% PFA for 20 min and washed with
PBS-5. Before staining, cells were blocked with PBS-5/0.1% Tween 20
( PBS-5-T) containing 5% BSA. Cells were incubated with primary anti-
bodies (Table 54) in PBS-5-T/5% BSA and then washed with PB5-5T
and incubated with appropriate fluorescent dye-coupled secondary

antibody. After washes in PBS-5-T, coverslips were mounted on glass
sides using Prolong® Gold antifade reagent with DAPI ( Life Technolo-
gies). Imaging was performed using an AX70 epi-fluorescence micro-
scope (Olympus) equipped with a Photometrics CoolSNAP MYO OCD
camera. Images were analysed using Image| software.

3. Results

The consanguineous family analysed here comprises two sisters af-
fected with POl whose parents are double first cousins (Fg. 1). The pro-
band [il-10 had a normal medical history, except for a uterine septum
that was removed by surgery at age 20. She presented with infertility,
secondary to a severe reduction of ovarian reserve. Married at 18, she
had a molar pregnancy at 20 and a subsequent pregnancy ended spon-
taneously very early. At age 24, oligpmenorrhea appeared, and FSH
levels rose o 25,36 IU/1at age 25 after one year without hormonal treat-
ment (normal range, 2 o 24 1U/1), with AMH levels at 022 ng/ml (nor-
mal mnge 22-6.8 ng/ml) and Antral Follicular Count (AFC) = 3. Her
husband is healthy, with a normal spermogram. Her sister 1ll-11 pre-
sented with secondary amenorrhea, She had normal sexual develop-
ment during teenage years after normal menarche at 14
Oligomenorrhea developed when she was 16 years old, leading to
amenorrhea at age 19, with elevated FSH at 22.7 U/l rsing to
48.8 1L/, AMH levels below 0.1 ng/ml and ARC = 0. Hormonal replace-
ment therapy induced normal menses, but withdrawal resulted in
amenorhea Therapeutic trial with high doses of gonadotropins failed
to yield follicles. Hormonal dosages at age 30 confirmed the diagnosis
of POl (Table 1). Physical examination was normal, with a height of
162 cmand a weight of 83 kg, and the uterus appeared normal on imag-
ing. Her husband is healthy and fertile, with offspring from previous

5,

WES for the two affected sisters [11-10 and 111-11, one unaffected sis-
ter 111-13 and the unaffected mother [I-8 generated 51 to 67 million
reads per sample with a mean coverage of 67 to 74, Varant calling
identified over 100,000 variants per sample (Tables S1-52). As itis fre-
quent in consanguineous families, a :Ecaswepaﬂmiugycm Errmgeb&
cause of identity by descent the children of a consanguineous marriage
inherit two copies of an ancestral varant, one through the matemal
branch and the other through the patemal branch. Therefore, we fil-
tered variants on the basis of their homozygosity in both patients, het-
erozygosity in the mother, heterozygosity or absence in the non-
affected sister and absence in unrelated fertile in-house controls Fur-
thermore, we kept variants with a possible impact on the coding se-
quence and a minor allele frequency (MAF) = 0.01 in databases such
as GnomAD, Further filtering on available functional data regarding a
possible role in reproduction and fertility vielded only one plausible
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Table 1
Hormonal dosage resulis for the M3 patient 111 at age 30 { May 2017}
Hormomes Dozages MNormal ranges
- Gy Follicular Owlstory luteal  Menopause
pa phase phase phase
FSH [T} 488 2012 63-24 15-7 17-95
LH {11 464 15-8 9.6-80 02-65 8-33
Estradiol {nmmol,T) 0148 ODE-054 016078 034-21 <02
AMH [ng/mil) =01 12-68
Progesterone 22 03-3 249 15-60 033
[nmal,1)
Testosterone (151 04-2
[nmol1)
Prolactin [ng/mi) 655 07-25

T5H, free T3 and T4, SHBG, free androgen, androstenedione and DHEA sulfate were within
naormal ranges,

candidate variant (Table 52). This variant is rs1010446295 in MEIOS
(annotated as chri6:g.1839255C=T (hg3B8), NM_001163560.2:
c.121BG=A, Fig. 2a), which is predicted to alter splicing of exon 12
with high probability (i.e., p=0.99 according to AdaBoost and 1 acomd-
ing to Random Forest) [18]. Its MAF in GnomAD database is 0.000018,
with only 4 heterozygous individuals and no homozygotes detected in
=110,000 genomes. It was absent from the GME Varome dedicated to
Middle East populations. Sanger sequencing confirmed that the two

affected sisters were indeed homozygous for the MEIOB variant,
whereas the unaffected family members were either heterozyzous or
homozygous for the wild-type allele (Fig. 51). MEIDOE encodes a
meinsis-specific factor that binds ssDMA. Our previous expression data
in human and mouse show that MEIOB Meioh is strongly expressed in
the developing ovary during meiosis [9]. Furthermore, its expression
profile follows those of typical meiotic genes during ovary development
in mice (Fig. 53). We have proposed that MEIOB is a meiotic functional
equivalent of RPA1, a mitotic OB domain-containing ssDNA-binding
protein [9].

Given the predicted impact of the variant on MEOB pre-mRMNA splic-
ing, weconsidered three potential scenarios according to which the mu-
tation could alter splicing. First, exon 12 bearing the vanant could be
skipped. Alternatively, the intron downstream of exon 12 could be
retained in the mANA and would be available for translation. Finally,
the alteration would induce the removal of both exons 12 and 13 (an
exon that can be alternatively spliced out, as in NM_152764 ) leading
to piecing exons 11 and 14 together. In all cases the resulting protein
products would be truncated because of frameshifts introducing prema-
ture termination codons (PTC). A minigene assay clearly indicated that
the mutation induced skipping of exon 12 (Fig. 2b, left panel). This
was confirmed in vive by analyzing the illegitimate MEIOB transcripts
inthe levkocytes of proband [1-10 (Fig. 2b, middle and right panels,
and Fig, 52 ). Exon 12 skipping disrupts the reading frame, which leads
to a frameshift and to the occurrence of a PTC (pNP_O01157032

Chrib:1839255 C>T

d r=1010446295
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Cys345Trpfs8). The resulting trnuncated MEKJB™® protein is expected to
contain 351 amino acids, with a normal sequence up to position 344,
and would lack most of the third OB-fold and part of its SPATA22-
binding domain.

Because the adtion of MEIOB during meiotic recombination requires
its interaction with SPATA22 and the C-terminal part of MEIOB has been
shown to mediate such interaction [11,12], we predicted that truncated
MEIOB would not interact with SPATA22, To test this, we co-expressed
untagged or HA-tagged SPATA22 and the two MYC-FLAG-tagged MEIOB
versions in HEK-293 cells that do not express neither MEIOB nor
SPATA2Z ([11] and https:/www proteomicsdb.org/). As expected, co-
immunoprecipitation confirmed the interaction between the full-
length MEIOB and SPATAZZ. By contrast, SPATAZ2 and truncated
MEIOB were barely co-immunoprecipitated, demonstrating that the
mutation affected their interaction (Fg. 3).

To test whether the truncation of MEIOB also affected its recruitment
to DNA lesions, we mimicked meiotic DSB with etoposide treatment.
Etoposide inhibits topoisomerase Il, which remains attached to the 5°
extremities of the DSBs it creates. Specifically, we co-expressed HA-
tagged SPATAZZ and the wild type MYC-FLAG-tagged version of
MEIOB (MEIOB™") or the truncated MYC- FLAC-tagged version of
MEIOB (MEIOB™™™%) in Hela cells, that do not express neither
MEIOB nor SPATAZ2 ( https://www proteomicsdb.org/). We confirmed
by western blot that both versions of MEIOB were indeed expressed
(Fig. 4a). After etoposide treatment, the wild-type MEIOBM® and
SPATA22 accumulated in the nuclei (Fig. 4b). When MEIDB™F ™t yyas
expressed with SPATAZZ, SPATA22 remained diffuse in the entire cell
{gytoplasm and nucleus ) and MEIOB tended to accumulate in the cyto-
plasm (Fig. 4b). To focos on proteins recruited to DMNA damages, we
permeabilised the cells before fixation to retain only the chromatin-
associated fraction. The DNA-damage sites were spotted by RPA stain-
ing, known to form discrete fod ar D5Bs. MEIOBM” and SPATAZ2

DB-fold domain 1
MEIQBMF

D8-fold domain 2

colocalised with RPA, confirming their recruitment to etoposide-
induced DSBs. Of note, this recruitment to DSBs was detected only
when the two proteins were co-expressed ( Fig. 4cand d). This confirms
the mandatory interaction of the two partners for being recruited at
DSBs. In contrast, when the truncated MEIDBM™™t was co-expressed
with SPATAZ2, their localization to DSBs was lost (Fig. 4d).

Finally, we estimated the probability of finding other POI cases
caused by bi-allelic pathogenic variants in MEIOS. For this, we gathered
the MAF of all the varants in the coding region of MEIOS referenced in
CnomAD (as of February 2019 ). We focused on those varants predicted
o be pathogenic or possibly damaging by at least 6 out of 11 predictors
of functional impact. The cumul ative MAF of the 149 predicted patho-
genic variants was 001349, This corresponds to one woman out of
about 11,000 (Le, 2/0.0134%%), who would be either homozygous or
compound heterozygous for MEIOS damaging variants

4. Discussion

Our genetic analysis allowed us to identify a variant in the MEIOS
gene responsible for POl in a consanguineous family. Our study of the
impact of the mutation on MEIDE pre-mRNA splicing in vitro and
in vivo showed that exon 12 was skipped. In principle, we cannot ex-
clude a nonsense-mediated decay (NMD) of the mutated transcripts,
because the PTC does not lie in the last exon, However, NMD is not cer-
tain because of the small size of exon 13 (87 bases ), In such conditions,
the ribosome might still be able to remove the Exon Junction Comiplex at
the boundary between exons 13 and 14 when reaching the PTC (thus
abrogating NMD). The fact that the wild-type and mutated cDMNAs
from the patient's leukocytes yielded PCR bands of similar intensities
when amplified in similar conditions from similar amounts of cDMA in-
deed argues against NMD of the mutated transcript. However, even in
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the presence of NMD, the conclusion pointing to the causality of the var-
iant would hold,

Recent studies identified the C-terminal part of MEIOB between po-
sitions 294 and 450 as the SPATA22-binding domain of the protein,
which is required for the interaction between the two proteins and for
their recruitment to DSBs [11,12]. In the present study, we show that
the trun@tion induced by the mutation strongly affects this interaction
and prevents the recruitment of both MEIOB and SPATA22 t» DSEBs,

Meiob knock-out mice are infertile and unable to complete meiotic
recombination, as shown by the persistence of unrepaired DNA breaks,
indeed, the mutated ovaries are completely devoid of oocytes by early

postnatal days [9,10]. The results described here are consistent with
the phenotype observed in Meiob™'~ female mice and highlight the im-
portance of the MEIOB-SPATA22 interaction in vive. Recently, a homo-
zyEous missense | MG41) was reported in a consanguineous Israeli Arab
family with 4 azoospermic brothers [20]. This missense substitution
concerned a highly conserved residue within a DMA binding domain
of the protein. Although this variant is likely to be causal, it is always dif-
ficult to provide such a proof for a missense mutation, especially when
the status of unaffected family members cannot be assessed and/or in
the ahsence of a knock-in model, Causality is more obwvious for a truncat-
ing mutation, as the one described here or as the homozygous
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frameshift mutation very recently reported in two azoospermic
brothers from a consanguineous family and an unrelated azoospermic
patient [21]. This mutation is predicted to induce the truncation of the
C-terminal part of MEIOB, and the complete impairment of spermato-
cyte maturation in these patients.

Our study increases the number of genes whose products are in-
volved in meiotic recombination as a cause of female infertility
[4..7,22,23]. It also provides the rst example of a pathogenic variant
in a gene encoding a SSB protein involved in POI. Although we report
only one family with two POI cases, we think that we provide the
level of evidence required to formally implicate MEIOB in POL We ex-
pect pathogenic variants in MEIOB to be a rare cause of POI, as reported
for all known POI genes for obvious Darwinian reasons. Based on avail-
able data, we estimated the cumulative frequency of all known MEIOB
variants predicted to be pathogenic. This analysis yielded an estimate
of 1 woman out of 11,000 who would be either homozygous or com-
pound heterozygous for MEIOB clearly damaging variants. We hope
that the publication of the rst pathogenic variant in MEIOB will trigger
interest in this gene. Finding novel supporting cases will help improve
the diagnosis and counselling of patients with POIL Finally, we
hypothesise that mutations in other SSB proteins could explain other
cases of ovarian insuf ciency, be it syndromic (when the protein is
not meiosis-speci c) or isolated.
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Résultats supplémentaires : étude de linfluence potentielle de
I'expression ectopique de MEIOB et SPATA22 dans certains
cancers

I) Matériels et méthodes des résultats supplémentaires

A) Analyse bioinformatique de I'expression transcriptionnelle de MEIOB
et SPATA22

- Analyse des ftranscrits dans les tissus humains sains et les tissus tumoraux
associés:

Les profils d'expression différentielle des transcrits de MEIOB et SPATAZ2 et
leurs corrélations d'expression dans les tissus humains (sains et tumoraux) ont été
établis a l'aide du logiciel intemnet GEPIA (Gene Expression Profiling Interactive
Analysis) (Tang, Z et al. 2017) (gepia.cancer-pku.cn). GEPIA est un logiciel interactif
accessible en ligne permettant I'analyse de séquencages ARN (RNA-Seq) provenant
de 9 736 echantillons de tumeurs et de 8 587 échantillons de tissus sains a partir des
projets TCGA et GTEx. Le projet GTEx (Genotype-Tissue Expression) consiste a
établir une base de données et une banque de tissus associés permettant I'étude de
la relation entre la varnation génétique et 'expression génique dans les tissus
humains (détaillé dans GTEx consortium, Nat Genet, 2013 (DOI : 10.1038/ng.2653)).
Le projet TCGA (The Cancer Genome Atlas) est un programme de caractérisation
moléculaire et génomique des cancers. |l collecte des données génomiques,
épigénomiques, transcriptomiques et protéomiques provenant de 20 000 échantillons
de tissus cancéreux primaires (33 types de cancers differents) et des tissus sains
associés.

Les profils d'expression difféerentielle des transcrits MEIOE et SPATA2Z2 sont
analysés separement dans 33 types de tissus normaux (sains) et tumoraux associés
et exprimés en TPM (Transcrits Par Million) (Tableau 1 et le Tableau 2) Les
courbes de comrélation des expressions des transcrits de MEIOB et SPATAZ22 dans
les tissus nomaux (sains) ou tumoraux sont établies a partir des données des
projets TCGA et GTex. Le test de Pearson est utilisé pour établir les corrélations

d'expression (R).
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- Analyse des transcrits dans les lignées cellulaires cancéreuses humaines:

Les expressions des transcrits de MEIOB et SPATAZZ ont éteé analysées
grace au logiciel intemet d’'analyse transcriptomique ATLAS Expression accessible
en ligne (www.ebi.ac.uk) a partir des données de séquencages ARN de 934 lignées
cellulaires cancéreuses humaines provenant de la base de données Cancer Cell
Line Encyclopedia (CCLE). Les analyses sont réalisées selon les caractéristiques
pré-établies suivantes : organisme Homo Sapiens, référence 22460905, fournisseur
de données brutes NIH Genomic Data Common. Les profils d'expression des
transcrits de MEIOE et SPATAZ22 sont établis avec un niveau d'expression minimal

de 0,1 TPM pour chague géne et exprimés en TPM (Tableau 3).
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gene MEIOCB SPATAZ22
tissus normal tumeur normal tumeur

ACC 0.03 0.2 0.15 0
BLCA 0.02 0.01 0.09 0
BRCA 0.07 0.03 0.51 0.07
CESC 0.06 0.05 0.18 0
CHOL 0.14 0.02 0 0

COAD 0.06 0 0.15 0

DLBC 0 0 0 0
ESCA 0.07 0.04 0.05 0.01
GBM 0.25 0.07 0.37 0.73
HNSC 0.03 0.02 0.04 0.02
KICH 0.31 0.01 0.1 0
KIRC 0.26 0.03 0.09 0.09
KIRP 0.3 0.18 0.04 0
LAML 69.66 0.07 0.33 0

LGG 0.25 0.09 0.37 0.6
LIHC 0.09 0.04 0.03 0
LUAD 0.04 0.05 0.13 0
LUSC 0.04 0.06 0.13 0.02

ov 0.19 0.2 0.15 0
PAAD 0.02 0.03 0.04 0.05
PCPG 0 0.02 0.12 0.02
PRAD 0.06 0.02 0.1 0
READ 0.06 0 0.16 0
SARC 0.19 0.04 0.08 0.05
SKCM 0.27 0.03 0.12 0.05
STAD 0 0.02 0.06 0.02
TGCT 49.29 5.11 169.25 7.4
THCA 0.13 0.02 0.13 0.02
THYM 0 2.37 0 0.03
UCEC 0.07 0.01 0.14 0

Ucs 0.07 0.07 0.15 0.06

Tableau 1 : Le niveau d’expression des transcrits de MEIOB et SPATA22 dans

les tissus humains sains (normaux) et tumoraux

Le logiciel en ligne GEPIA a été utilisé pour analyser le niveau d'expression des transcrits humains de
MEIOB et SPATA22 parmi 9 736 échantillons de tumeurs et 8 587 &chantillons de tissus sains. Les
niveaux d'expression transcriptionnelle des tissus normaux (sains) et tumoraux associés (provenant
d’'un méme type tissulaire) sont indiqués pour chacun des génes et exprimés en TPM. Les différents
types de tissus correspondent a ceux des tissus tumoraux (détaillés dans le Tableau 2).
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Tumeurs  Détails

ACC Adrenocortical carcinoma

BLCA Bladder Urothelial Carcinoma

BRCA Breast invasive carcinoma

CESC Cervical squamous cell carcinoma and endocervical adenocarcinoma
CHOL Cholangio carcinoma

COAD Colon adenocarcinoma

DLBC Lymphoid Meoplasm Diffuse Large B-cell Lymphoma
ESCA Esophageal carcinoma

GBM Glioblastoma multiforme

HNSC Head and Meck squamous cell carcinoma
KICH Kidney Chromophobe

KIRC Kidney renal clear cell carcinoma

KIRP Kidney renal papillary cell carcinoma
LAML Acute Myeloid Leukemia

LGG Brain Lower Grade Glioma

LIHC Liver hepatocellular carcinoma

LUAD Lung adenocarcinoma

LUSC Lung squamous cell carcinoma

MESO Mesothelioma

oV Owarian serous cystadenocarcinoma
PAAD Pancreatic adenocarcinoma

PCPG Pheochromocytoma and Paraganglioma
PRAD Prostate adenocarcinoma

READ Fectum adenocarcinoma

SARC Sarcoma

SKCM Skin Cutaneous Melanoma

STAD Stomach adenocarcinoma

TGCT Testicular Germ Cell Tumors

THCA Thyroid carcinoma

THYM Thymoma

UCEC Uterine Corpus Endometrial Carcinoma
Ucs Uterine Carcinosarcoma

UM Uveal Melanoma

Tableau 2: Liste détaillée des abréviations des différents types de tissus

tumoraux humains

Les abréviations des tissus tumoraux y sont explicités et correspondent aux tissus utilisés pour
Fanalyse transcriptomique différentielle tissus sains/tumoraux humains a 'aide du logiciel accessible
en ligne GEPIA.
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Gene ID EMNSG00000141255 ENSGO0O000162039

Gene Name SPATAZ2 MEIOB
TE 441, T, rhabdomyosarcoma 9 2
SNU-738, oligodendroglioma 4 0,3
NCI-HBE1, large cell lung carcinoma 8 12
MCI-H2342, lung adenocarcinoma 1 2
SNU-466, glioblastoma 0,1 0,1
SK-N-DZ, neuroblastoma 8 0,1
SHP-77, small cell lung carcinoma 26 0,1
SIMA, neuroblastoma 07 04
RD, embryonal rhabdomyosarcoma 0,1 0,1
RERF-LC-Al, squamous cell lung carcinoma 0,1 0,1
NH-6, adrenal gland neurablastoma 1 0,1
NCI-H1793, lung adenocarcinoma 3 0,1
NCI-H196, small cell lung carcinoma 0,2 0,1
MOLP-8, multiple myeloma 07 0,1
Malme-3M, melanoma 04 0,1
MB-1, neuroblastoma & 0,2
EQL-1, chronic eosinophilic leukemia 9 0,1
FU-OW-1, high grade ovarian serous adenocarcinoma 03 3
Ad/Fuk, B-cell acute lymphoblastic leukemia 4 0,1
AM3 CA, endometrium adenocarcinoma 4 0,1
MHH-MB-11, neuroblastoma 09 0,1
KM5-21BM, multiple myeloma 0,1 0,1
Hs 746T, gastric adenocarcinoma 0,2 0,1
Hs 940,T, cutaneous melanoma 08 0,1
Hs 852, T, melanoma 7 0,2
Hs 870,T, osteosarcoma 3 0,1
k-562, blast phase chronic myelogenous leukemia, BCR-ABLL positive 0,6 13
WM1799, melanoma 0,1 0.8
TE-9, esophageal squamous cell carcinoma 08 0,1

Tableau 3 : Le niveau d’expression des transcrits de MEIOB et SPATA22 dans

les lignées cellulaires cancéreuses humaines

Le logiciel en ligne ATLAS Expression a été utilisé pour analyser le niveau d'expression des transcrits
MEIOE et SPATA22 dans 934 lignées cellulaires cancéreuses humaines. Les lignées cellulaires
exprimant les deux génes MEIOB et SPATAZ22 et leurs niveaux dexpression respectifs y sont
détailles. Le niveau d'expression des transcrits pour MEIOB et SPATAZ22 dans chacune des lignées

cellulaires est au minimum de 0,1 TPM et est exprimé en TPM.
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B) Culture cellulaire et transfection de plasmides

Les cellules sont cultivees dans un incubateur a 37°C, 5% de CO2. Les
cellules humaines embryonnaires de reins HEK293 (Human Embryonic Kidney
(ATCC)) sont cultivees dans du milieu DMEM (Gibco) supplémenté avec 10% de
serum de veau foetal (SVF) (Gibco) et 5% d’antibiotiques pénicilline et streptomycine
(Gibco).

Les transfections de plasmides sont réalisées avec de la Lipofectamine 2000
(LifeTechnologies) selon les instructions préconisées par le fabricant. Les cellules
sont ensemencées 24h avant la transfection pour atteindre 70-80% de confluence le
jour de la transfection. Les cellules sont alors cultivées en absence d’antibiotiques.
Brievement, 'ADN plasmidique et la Lipofectamine 2000 sont dilués séparément
dans de I'OptiMEM (LifeTechnologies). Aprés 5 minutes d’incubation, I'ADN
plasmidique dilué est mélangé a la solution diluée de Lipofectamine 2000. Le
melange ADN-Lipofectamine 2000 est incubé 20 minutes a température ambiante
(TA) puis ajouté au milieu de culture en contact avec les cellules pendant 4h a 37°C.
Le ratio ADN (pg/ul) / Lipofectamine (pl) est de 1,25, Les cellules sont transfectées
avec le plasmide permettant l'expression seule de la protéeine GFP (Green
Fluorescent Protein) (pCIG-GFP) ou avec le plasmide permettant la co-expression de
MEIOB et SPATA22 (pCIG-HsMEIOB-1-471-cMyc-Flag-IRES-HsSPATA22-1-363
(SC0585)).

Les cellules HEK293 sont passées et ensemencées au méme nombre 24h
aprés transfection pour favoriser une prolifération en absence dinhibitions de
contacts lies a la sur-confluence des cellules post-transfection. Les images des
cellules transfectées avec le plasmide pClG-GFP en culture ont &té prises avec le

microscope inverse Axiovert 200 (Zeiss) a 24h, 48h et 72h post-transfection.

C) Comptage au Bleu Trypan

Aprés détachement des cellules de leur support de culture par trypsination, les
cellules en suspension sont comptées a 24h et 48h aprés passage (soit 48h et 72h
post-transfection) par comptage manuel a l'aide d’'une lame de Malassez associé a
l'utilisation du colorant bleu trypan (Gibco) sur trois réplicats indépendants pour
chaque condition (PCIG ou MEIOB+SPATAZ22). Le bleu de trypan, aussi appelé bleu
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diamine ou bleu de Niagara, est un colorant dérivé de la toluidine (C14H16N2). I
pénétre et colore en bleu uniquement les cellules mortes dont la membrane cellulaire
est devenue perméable. Les cellules vivantes (incolores) et mortes (bleues) sont
comptabilisées sur 25 unités rectangulaires de la lame de Malassez. La viabilité
cellulaire correspond au nombre de cellules vivantes / nombre de cellules totales et
est exprimé en %. Le taux de prolifération correspond a la varnation du nombre de

cellules entre t+1 et t-1 / le nombre de cellules a t-1.
D) Analyse du cycle cellulaire par cytométrie en flux

Les cellules sont fixées et Iimmunomarquées a laide du Kit
Cytofix/Cytoperm™ (BD Biosciences, réf. 554714) selon les recommandations du
fabricant. A 24h et 48h post-transfection, les cellules sont préalablement incubées
avec 30pM de BrdU (analogue synthétique de la thymidine) (Invitrogen) pendant 1h a
37°C avant d'étre fixées et perméabilisées avec du Cytofix/Cytoperm contenant 4,2%
de paraformaldéhyde (PFA) (fixateur) et de la saponine (détergent) pendant 20
minutes a 4°C. Les cellules sont a nouveau fixées avec le Cytofix/CytopermPlus
pendant 15 minutes a TA. Entre chaque étape, les cellules sont rincées a l'aide de la
solution de lavage PermWash (contenant du SVF et de la saponine). L'ADN
intracellulaire est ensuite digéré pendant 1h au bain-mane a 37°C avec l'enzyme
DNAse | (30pg/10°® cellules) (Sigma, réf. D4513) afin de rendre accessible les
épitopes du BrdU incoporé. L'immunomarquage de MEIOB-Flag et celui du BrdU
sont séquentiels. Les anticorps primaires anti-FlagM2 (dirigés contre MEIOB-Flag)
sont dilués dans du PermWash a 0,3% de BSA (Bovine Serum Albumin, Sigma) et
incubés sur la nuit. L'anticorps secondaire couplé au fluorochrome Alexa 488® et les
anticorps anti-BrdU couplé au fluorochrome APC sont incubés successivement
pendant 1h et 2h a TA. Le colorant Hoechst 33342 (intercalant de I'ADN) (Life
technologies, réf. H3570) est ajouté a la suspension cellulaire avant lecture au
cytométre BD™ LSR 1 (BD Biosciences) afin de déterminer le contenu en ADM.
L'analyse du cycle cellulaire a été réalisée a l'aide du logiciel FlowJo™ sur 50 000

cellules par échantillon.

La lecture au cytométre permet d'analyser les cellules selon leur taille, leur
granularité qui correspond a la complexité de la cellule (densité des organites, des

irégularités internes et/ou de surface) et l'intensité de plusieurs immunomarguages
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fluorescents (extra- et/ou intra-cellulaires). Au sein du cytométre, les cellules sont
poussées par un systéme de pompe et envoyées une a une (systéme fluidique)
devant un (ou plusieurs) faisceau laser qui permet de mesurer ou d'évaluer les
différents paramétres. La lumiére diffractée mesurée en face du rayon laser émis par
le cytométre permet d'évaluer la taille des cellules (Forward SCatter, FSC). La
lumiére diffractée mesurée sur le coté du rayon laser donne une mesure de la
granularité de la cellule (Side SCatter, SSC). Le signal HOBlue correspond au signal
Hoechst 33342 et est proportionnel au contenu en ADN. L'intensité du signal BrdU
comespond a lintensité du signal du fluorochrome APC (Allophycocyanin).
L'intensité du signal GFP ou Flag (MEIOB) correspond a l'intensité du signal

FITC (isothiocyanate de fluorescéine).

Cible Espéce Clone/Référence Source Dilution
FLAG tag s0Urns M2 Sigma-Aldrich 1100
BrdU-APC chimique BUZ20A Invitrogen 1/50
anti-souris Alexa Fluor® 488 ane AB 2340846 Jackson ImmunoResearch 1/500

Tableau 4 : Liste des anticorps utilisés pour I'analyse du cycle cellulaire

par cytomeétrie en flux

D) Construction de plasmides pour [I'établissement d’une lignée
cellulaire stable inductible pour MEIOB et SPATA22

Les plasmides Xlone-3HA-HsSPATA22-2-363-IRES-RFP (SC1174) et PB-
CuO-HsMEIOB-1-47 1-cMye-Flag-IRES-GFP (SC1175) sont en cours de réalisation
par Didier Busso (Cellule d’'Ingénierie Génétique et d'Expression (CIGEX), Institut
Frangois Jacob). lls seront obtenus par clonage SLIC (Sequence- and Ligation-
Independent Cloning) qui consiste a ajouter par amplification aux extrémités de
I'insert (géne d'intérét ou autres séquences) des sequences homologues au vecteur
plasmidique utilisé pour le clonage. Aprés traitement a la T4 DNA polymérase, des
sequences simples brins complémentaires sont générées aux extremités du vecteur
et de linsert. Ces séquences s'apparient et sont ligaturées pour générer le vecteur

plasmidique contenant I'insert d'interét.

-plasmide Xlone-3HA-HsSPATA22-2-363-IRES-RFP (SC1174) :

La construction du plasmide SC1174 consiste (1) a remplacer la séquence
codante de la GFP du plasmide XLone-GFP avec la séquence IRES-RFP (XLone-
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IRES-RFP) puis (2) a insérer la séquence codante de 3xHA-HsSPATAZ22-2-363 par
clonage SLIC dans le plasmide intermédiaire XLone-IRES-RFP. (1) Tout d’abord, la
sequence IRES-RFP est amplifiée a partir du plasmide pMSCV-pBabeMCS-IRES-
RFP avec les amorces SP1434 + SP1435. Le produit de PCR résultant est sous-
cloné par SLIC dans le plasmide XLone-GFP digéré par Acct5l + Spel. Le produit de
PCR et le plasmide XLone-GFP digéré sont traités a la T4 DNA polymérase
permettant de générer des extremités simples brins complémentaires. Les extrémités
du produit PCR et du plasmide XLone-GFP digéré s'apparient et sont ligaturées
générant ainsi le plasmide intermédiaire Xlone-IRES-RFP (clonage SLIC). (2) Puis, la
sequence codante 3xHA-HsSPATA22-2-363 est amplifiee a partir du plasmide pKH3-
HsSPATAZ22-2-363 (SC1172) avec les amorces SP1436 + SP1437. Le produit de
PCR résultant est sous-cloné par SLIC dans le plasmide Xlone-IRES-RFP digéré par
Miul-HF, générant ainsi le plasmide Xlone-3HA-HsSPATAZ22-2-363-IRES-RFP
(SC1174).

-plasmide PB-CuO-HsMEIOB-1-471-cMyc-Flag-IRES-GFP (SC1175) :

La construction du plasmide SC1175 consiste a insérer la séguence codante
HsMEIOB-1-471-cMyc-Flag par clonage SLIC dans le plasmide PB-CuO-MCS-IRES-
GFP-EF1a-CymR-Puro (SBI System Biosciences). La séquence codante HsMEIOB-
1-471-cMyc-Flag est amplifiee a partir du plasmide pClIG-HsMEIOB-1-471-cMyc-
Flag-IRES-HsSPATA22-1-363 (SC0585) avec les amorces SP1438 + S5P1439. Le
produit de PCR résultant est sous-cloné par SLIC dans le plasmide PB-CuO-MCS-
IRES-GFP-EF1a-CymR-Puro (System Biosciences) digéré par Swal.

A noter : La séquence complete et détaillée du plasmide PB-CuO-MCS-IRES-GFP-
EF1a-CymR-Puro n'est connue que par le fabricant. La construction du plasmide
SC1175 a été designée selon les séquences expliciteées par le fabricant. La carte du

vecteur SC1174 est etablie avec les éléements données par le fabricant.
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Mom Autre nom Sequence (5' = 37
SP1434 IRES-RFP_F

CCACTTCCTACCCTCGTAAACGCGTCGGGATCAATTCCGCCCC
SP1435 IRES-RFP_R

GCTCGCAGGGGAGGTGGTCTACTAGTITAGGCGCCGGTGGAG
SP14386 3xHA-HsSPATA_F

CCTACCCTCGTAAACGCGTCTTICTGCAGGTCGACTCTAGAATG

SP1437 | 3xHA-HsSPATA_R

GEGCEGAATTGATCCCGGCTAGCTTAAGTTTCATTCATCACATTAATATAATACTGCATC
SP1438 HsMEICB-YF_F

GCTAGCGAATTCGAATTTAAATATGGCAAACTCCTTITGCAGC
S5P1439 HsMEIOB-YF_R

CGCGGCCGCGGATCCGTTATCACTTATCGTCGTCATCCTIG

Tableau 5: Liste des amorces utilisés pour la construction des plasmides

SC1174 et SC1175
Plasmide Expression Contruction du plasmide

protéigque
pCIG-GFP GFP
pCIG-HsMEIOB-1-471-cMyc-Flag- hMEIOB-Myc-Flag; Caburet et al.,, 2019 (Ebiomedecine)
IRES-HsSPATAZ22-1-363 (SCO585) hSPATA22 DOI: 10.1016/].ebiom.2019.03.075
Xlone-GFP GFFP addgene #36930
pMSCV-pBabeMCS-IRES-RFP RFP addgene #127677
PB-CuO-MCS5-IRES-GFP-EFla-CymR- GFP 5Bl System Biosciences,

Puro

cat. # PBOME12A-1

pKH3-3xHAtag-hSPATA22

3xHA-hSPATA22

Ribeiro et al., en reviewing (partie
Resultats)

Tableau 6 : Liste des plasmides utilisés pour la construction des plasmides

SC1174 et SC1175
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Il) Résultats supplémentaires

A) Expression ectopique de MEIOB et SPATA22 dans les cellules

cancéreuses

Certains cancers expriment de facon ectopique des génes de cellules germinales,
appelés alors CTA (Fratta et al_, 2011). MEIOBE et SPATAZ22 font partis de ces génes
et sont exprimés dans certains types de cancers (Wang, C. et al., 2016). Leur
expression ectopique pourrait modifier/participer au comportement cancéreux des
cellules qui les expriment. Nous avons tout d'abord cherché a caracténser
I'expression ectopique de MEIOB et SPATAZ22 dans les cellules cancéreuses en
déterminant leur expression préférentielle et leur niveau d'expression associé au sein
des différents tissus tumoraux et lignées cancéreuses. Pour cela, nous avons
analysé les données de séquencages transcriptomiques accessibles en ligne
provenant des tissus sains et tumoraux issus de patients et des lignées cancéreuses
humaines. Les profils d'expression différentielle ont été établis parmi 33 types
tissulaires différents et 934 lignées cellulaires a l'aide du logiciel GEPIA et ATLAS

(accessibles en ligne).

Dans les tissus sains (normaux) humains, MEIOB et SPATAZ2 sont tous deux
fortement exprimés dans les tissus testiculaires adultes (MEIOB: 49 TPM ;
SPATAZZ: 169 TPM) (Figure 22 A et B) avec une forte comrélation d'expression
(Figure 23 B, R= 0,57, pvalue=B19_1D'1ﬁ}_ La faible expression dans les ovaires
adultes humains s'explique par le fait que la phase connue d'expression de MEIOB
et SPATAZ22 (la prophase ) a lieu en vie feetale chez la femme. De facon générale,
MEIOB et SPATAZ22 ne s'expriment que faiblement dans les tissus somatiques (=0 4
TPM) (a I'exception des cellules myéloides (69 TPM) pour MEIOB en absence de
comrélation d'expression (Figure 23 A ; R=-0,034, p-value=0,37). Donc I'expression
mutuelle de MEIOB et SFPATAZ2Z dans les tissus sains (adultes) est principalement
restreinte au testicule (avec un niveau d'expression élevé). Cette expression
restreinte aux gonades cormréle avec les donnees d'expression meiotique spécifique
décrits dans les différents modéles d'étude de MEIOB et SPATAZ22 (Ishishita et al_,
2013; La Salle et al., 2012; Souquet et al_, 2013).
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Figure 22: Expression de MEIOB et SPATA22 dans les tissus sains et
tumoraux humains

A) Profils d'expression differentielle de MEIOB dans les tissus sains (normaux) et tumoraux humains.
B) Profil d'expression différentielle de SPATA22 dans les tissus sains (normaux) et tumoraux humains.
L’analyse de I'expression transcriptomique différentielle de MEIOB et SPATA22 dans les tissus sains
(normaux, en noir) et tumoraux (en bleu) associés a été &tablie a I'aide du logiciel en ligne GEPIA
parmi différents types tissulaires. Le niveau d'expression d'expression d'ARN est exprimé en
Iogz(TPM+1). Les niveaux d'expression de MEIOB et SPATA22 et les abbréviations des tissus et sont
explicites dans le Tableau 1 et le Tableau 2, respectivement (paragraphe 1) Matériels et méthodes des
résultats supplémentaires).
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Dans les tissus tumoraux, ME/IOB s’exprime majoritairement dans les tumeurs
testiculaires (TGCT: 5,11 TPM), du thymus (THYM: 2,37 TPM), des surrénales (ACC:
0.2 TPM), des ovaires (OV: 0,2 TPM) et des reins (KIRP: 0,18 TPM) (Figure 22, A)
alors que SPATAZ22 s’exprime dans les tumeurs testiculaires (TGCT: 7 4) et celles du
cerveau (GBM: 0,73 TPM; LGG: 0,6 TPM) (Figure 22, B). De facon globale, MEIOB
est exprimé dans de plus nombreux types tissulaires tumoraux que SPATAZZ
(Figure 22, A et B). Le cerveau (GBM et LGG) et le testicule (TGCT) sont les tissus
principaux qui expriment conjointement MEIOB et SPATAZ22 (0,1 TPM) (Figure 22,
A et B) bien que d'autres tumeurs (seins, cesophage, téte/cou, reins, poumons,
pancréas, surrénales, os, peau) sont aussi capables de les exprimer tous les deux (>
0,01 TPM) (Figure 22, A et B). Leurs expressions sont fortement corrélées dans les
tumeurs testiculaires (R=0,44, p-value=6,1.1 Dﬁ] contrairement aux tissus somatiques
(R=0,017, p-value=0,11) (Figure 23, A et B). MEIOB et SPATA2Z sont donc
exprimés conjointement dans les tissus tumoraux testiculaires ainsi que dans de

certains tissus tumoraux somatiques avec des niveaux d'expression variables.
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Figure 23 : Corrélation d’expression de MEIOB et SPATA22 dans les tissus

sains (normaux) et tumoraux humains

A) Diagrammes de corrélation d'expression de MEIOB et SPATA22 dans les tissus somatigues sains
{ou normaux, a gauche) et tumoraux {a droite). B) Diagrammes de comélation d'expression de MEIOB
et SPATA22 dans les tissus testiculaires sains (ou normaux, a gauche) et tumoraux (a droite). C)
Tableau informatif des niveaux de corrélation (R). Les diagrammes ont &t& obtenus a I'aide du logiciel
en ligne GEPIA. Le niveau d'expression est exprimé en logz(TPM). Les comrélations linéaires (R)
d'expression de MEIOB et SPATA22 sont automatiquement déterminés par test de Pearson et la
significativité de la comrélation est indiquée (p-value) pour chague condition.
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Dans les lignées cancéreuses humaines, MEIOB est plus fréequemment exprimé
que SPATAZ22 (= 0,1 TPM) (Figure 24, A) et sont exprimés conjointement dans
29/934 lignées cellulaires (=0,1 TPM) (Figure 24, B). Parmi ces 29 lignées, MEIOB
est le plus fortement exprimeé dans les lignées myéeloides K-562 (13 TPM) et de
poumons NCI-HEB61 (12 TPM) ; alors que ce sont les lignées de poumons SHP-77
(26 TPM) et des tissus mous (9 TPM) qui expriment le plus fortement SPATA22. Les
lignées provenant de poumons NCI-H2342 et NCI-HG661 et de tissus conjonctifs
TE441,T les expriment conjointement avec des niveaux d'expression similaires de
MEIOB et SPATAZ22 pour chaque lignée (= 1TTPM).

L'analyse de l'expression de MEIOBE et SPATA22 dans les tissus tumoraux
humains et les lignées cancéreuses humaines montre que MEIOB et SPATAZ2Z sont
préférentiellement exprimés seuls avec une fréquence, des niveaux d'expression et
des types tissulaires variables. Pour autant, certaines tumeurs et lignées cellulaires
expriment conjointement MEIOB et SFPATAZ2Z, bien guavec des niveaux
d'expression hétérogénes. Au vu du role de MEIOB et SPATAZ22 dans les cellules
meiotiques dans la réparation de I'ADN, leur expression conjointe dans certains
cancers pourrait étre associée a une fonctionnalité dans les cancers qui les

expriment.
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Figure 24 : MEIOB et SPATA22 sont exprimés dans les lignées cancéreuses

humaines

A} Expression globale de MEIOB et SPATA22 dans les lignées cancéreuses humaines. Les niveaux
d'expression de MEIOB et SPATA22 ont &té analysés parmi les données transcriptomigues de 934
lignées cancéreuses par le logiciel en ligne ATLAS Expression. Le niveau d'expression est exprime en
TPM (Transcrits Par Million) et est au minimum de 0,1 TPM. B) Profil dexpression différentiel de
MEIOB et SPATA22 dans les lignées cancéreuses humaines. Seules les lignées possédant un niveau
d'expression minimal de 0,1 TPM pour MEIOB et SPATAZ22 sont représentées. Les abbréviations des
lignées cellulaires sont explicittes dans le Tableau 3 (paragraphe 1) Matériels et méthodes des
résultats supplémentaires).
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B) Etude de lI'influence de I'expression ectopique de MEIOB et SPATA22

sur le cycle cellulaire

L'ensemble des connaissances que nous avons de MEIOB et SPATAZ22 suggére
qu’'elles collaboreraient avec RPA dans la réparation des cassures de 'ADN dans les
cellules germinales (Hays et al_, 2017; Luo et al_, 2013). Dans les cellules mitotiques,
RPA est impliqgué dans de nombreux mécanismes cellulaires dont la réplication et la
reparation de 'ADN (Oakley et Patrick, 2010). Cette expression conjointe de ME/OB
et SPATAZ22Z dans certains cancers pourrait modifier et/ou participer au métabollisme
de RPA en influencant la survie/prolifération et la réparation de 'ADN dans ces

cellules.

Aprés avoir caractérisé I'expression ectopique de MEIOB et SPATAZZ dans
les cellules cancéreuses, nous avons cherché a déterminer la (les) fonctionnalité(s)
potentielle de cette expression. Dans un premier temps, nous avons voulu évaluer le
comportement prolifératif des cellules exprimant conjointement MEIOB et SPATAZZ
dans des lignées cellulaires couramment utilisées au laboratoire (HEK293, Hela,
U205) par surexpression transitoire de MEIOB et SPATAZ2. Au vu du faible taux de
transfection des cellules Hela et U205, nous avons initié notre étude préliminaire au
sein des cellules HEK293, qui semblent exprimer et supporter davantage nos
conditions expérimentales. Nous avons ainsi cherché a déterminer les capacités de
prolifération et survie des cellules en présence de MEIOB et SPATA22 dans les
cellules HEK293. Les cellules HEK293 sont fransfectées avec un plasmide
permettant I'expression de la GFP (contréle) ou la co-expression de MEIOB et
SPATAZZ2. Elles sont passées et ensemencées au méme nombre 24h aprés
transfection et comptabilisées a 24h et 48h aprés passage pour chaque condition sur

trois réplicats indépendants (n=3) (Figure 25, A).
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Figure 25 : MEIOB et SPATA22 induisent un retard de prolifération des cellules
HEK293

A) Schéma du protocole expérimental. B) Images des cellules HEK293 exprimant la GFP 24h, 48h et
72h aprés transfection. Les cellules se comportent normalement avant et aprés passage et expriment
la protéine GFP dés 24h aprés fransfection. Les images des cellules transfectées avec le plasmide
permettant I'expression de la GFP sont prises a 24h, 48h et 72h aprés transfection. La fluorescence
verte comrespond & la protéine GFP. C) Survie cellulaire en présence de MEIOB et SPATA22. Les
ecaris-types sont représentés par des bamres. D) Prolifération cellulaire en présence de MEIOB et
SPATA22. Les écarts-types sont représentés sous formes de lignes en pointillé. E) Taux de
prolifération cellulaire en présence de MEIOB et SPATA22. La viabilitg, la prolifération et le taux de
prolifération sont déterminés a 24h et 48h aprés passage (soit 48h et 72h post-transfection) pour
chaque condition sur trois réplicats indépendants (n=3).
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Simplement en les observant, les cellules sont dapparence et de
comportement normaux jusqu’'au moins /72h aprés transfection pour les cellules
transfectées avec la GFP ou avec MEIOB et SPATAZ22 (absence de mort cellulaire
apparente liée a la transfection et/ou au passage). Et, la protéine fluorescente GFP
s'exprime fortement dés 24h et jusqu'a 72h aprés transfection, ce qui atteste des
bonnes conditions de transfection (contréle de transfection) (Figure 25, B). La
viabilité des cellules est de plus de 97% indépendamment de la présence de la GFP
(& 24h: 96,9%, écart-type 0=2,1 et a 48h: 97 8%, 0=1,4) ou de MEIOB et SPATA22
(a 24h: 97 6%, 0=1,2 et a 48h: 97 8%, 0=1,7) jusqu’a 48h aprés passage (Figure 25,
C). Donc MEIOB et SPATAZ22 ne semblent pas induire de toxicité cellulaire
puisgu’elles n'influencent pas sur la survie des cellules. Pour autant, en présence de
MEIOB et SPATA22 les cellules ne reprennent leur proliféeration qu'a partir de 24h
aprés passage (taux de prolifération -4, = 0,2, 0=0,1 et taux de prolifération 4, = 1,8 ,
o=14) alors qu'en présence de GFP le nombre de cellules double toutes les 24h
aprés passage (taux de prolifération 24, = 1, 0=0,2 et taux de prolifération sz, = 1,3
0=0,7) (Figure 25, D et E). La présence de MEIOB et SPATAZ22 semble induire un
retard de reprise de prolifération ; bien que la capacité de prolifération ne semble pas

affectée par la suite.

Au vu des données sur la prolifération cellulaire, nous avons cherché a mieux
comprendre le retard de repnse de prolifération des cellules en présence de MEIOB
et SPATAZ22 en étudiant 'impact de leur expression ectopique sur la progression du
cycle cellulaire dans les lignées cellulaires. Les cellules HEK293 sont transfectées
comme précédemment avec un plasmide permettant I'expression de la GFP ou la co-
expression de MEIOB et SPATA2Z et passées 24h aprés transfection pour favoriser
leur prolifération. La distribution des cellules dans les différentes phases du cycle
cellulaire a été analysée aprés incorporation de BrdU par analyse biparamétrique par
cytométrie en flux a 24h et 48h aprés transfection (soit avant et aprés passage,
respectivement) sur une seule expérience (n=1). Cette approche permet d’analyser
spécifiqguement les cellules qui expnment la GFP ou MEIOB et SPATA22. Les
resultats obtenus sont des données préliminaires sur l'influence de l'expression
ectopique de MEIOB et SPATAZ22 sur |la prolifération des cellules.

A 24h et 48h post-transfection, les cellules ne meurent qu'a hauteur de 4%

(phase subG1) indépendamment de l'expression de la GFP ou de MEIOB et
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SPATAZZ (Figure 26, A et B). Ces données attestent que I'expression de GFP ou de
MEIOB et SPATA22 n'induit pas de toxicité cellulaire et corrélent avec les résultats
de survie cellulaire estimés précédemment. A 24h post-transfection, les cellules qui
n'‘expriment pas la GFP (GFP") ou qui n'expriment pas MEIOB et SPATAZ2 (MEIOB")
sont a plus de 50% en phases GO0/G1, a 35% en phase S et seulement 7% en
phases G2/M (Figure 26, A et B). Environ 60% des cellules expriment la GFP
(GFP") ou MEIOB et SPATA22 (MEIOB™) (Figure 27). Elles se répartissent de fagon
similaire dans les différentes phases du cycle : plus de 40% en phase G0/G1, 45%
en phase S et moins de 4% en phases G2/M (Figure 26, A et B). Cette
augmentation de la répartition des cellules transfectées (GFP ou MEIOB+SPATAZ22)
en phase S suggére que (1) les cellules en phase S sont plus réceptives a la
transfection plasmidique ou que (2) la transfection (ou I'expression d’'un transgéne
exogéene) induit un ralentissement ou un blocage des cellules en phase réplicative.
La transfection et/ou I'expression initiale des transgénes pourrait induire un stress
cellulaire et favoriser I'activation de points de contrdle du cycle cellulaire aboutissant

a l'accumulation des cellules en phase S.

112



A GFP- GFPs

LT

s W) (1
. o Ol
" ' | - %
"3 . we GG
24h e | [ . b
1A |
T "
.l-:,: -] -
- - - -
J1 = F = x]
: LT
o -
1 = ¥ GO
48h i 2 § -
o F
Vi
iy | =Y e
ald was | e

B
MEIOB+
2ah §

1]

&
a :l;uu
m '] W N
i g [ e

Diviribiation ¢afuimry (%]

Figure 26 : Distribution au sein du cycle cellulaire en présence de GFP ou de

MEIOB et SPATA22 des cellules HEK293 par cytométrie en flux

A) Profils de distribution cellulaire des cellules exprimant la GFP (GFP+) ou non (GFP-) a 24h et 48h
post-transfection et histogrammes comespondants. B) Profils de distribution cellulaire des cellules
exprimant MEIOB et SPATA22 (MEIOB+) ou non (MEIOB-) a 24h et 48h post-transfection et
histogrammes comespondants. L'incorporation de BrdU a é&té utilisée pour déterminer le statut
prolifératif des cellules. L'intensité du signal BrdU (APC) est représentée en fonction du contenu en
ADN (HOBlue). Le pourcentage de cellules dans les différentes phases est indiqué pour chagque
condition (n=1).
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A 48h post-transfection, la proportion de cellules GFP™ et MEIOB™ augmentent
de 10% en phase S (40-50%) par rapport a 24h et suggére qu'elles proliféerent
activement 24h aprés passage (Figure 26, A et B). Les cellules qui expriment
encore la GFP (GFP") ou MEIOB et SPATA22 (MEIOB™) a 48h diminuent de 20% et
10%, respectivement, par rapport a 24h (Figure 27). La diminution des cellules qui
expriment la GFP ou MEIOB et SPATAZ22 entre 24h et 48h post-transfection peut
étre liee a une diminution de la quantité de plasmides dia (1) a 'effet de dilution des
plasmides lors de la multiplication cellulaire et/ou (2) a l'augmentation de la
dégradation des plasmides au cours du temps au sein des cellules. Cette diminution
ne semble pas étre due a la mort préférentielle des cellules transfectées au vu de la
faible proportion de cellules en phase subG1 a 48h (Figure 26, A et B). A 48h, la
proportion des cellules GFP™ est similaire & celle des cellules a 24h (faible diminution
en pahse G0/G1) (Figure 26, A). En revanche, la proportion des cellules MEIOB® a
diminué en phase GO/G1 et S, et a augmenté notablement en phase G2/M a 48h par
rapport a 24h (Figure 26, B). A 48h, les cellules GFP+ semblent progresser au sein
du cycle cellulaire de facon similaire qu'a 24h post-transfection alors qu'en présence
de MEIOB et SPATAZ22 les cellules s'accumulent en phase G2/M. Cette
accumulation des cellules en phase G2/M suggére un ralentissement ou un blocage
de la progression des cellules au sein du cycle cellulaire. Il se peut qu'une portion
des cellules exprimant MEIOB et SPATAZ2 ne progressent pas au-dela de la phase
G2/M. L'accumulation de défauts de réplications et/ou de cassures de I'ADN
pourraient favoriser I'activation des points de contréle du cycle cellulaire et induire
I'arrét de progression du cycle cellulaire jusqu’a potentiellement induire la mort de

ces cellules.
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Figure 27 : Analyse de I'expression de la GFP ou de MEIOB et SPATA22 dans

les cellules HEK293 par cytométrie en flux

Les profils dintensités des signaux GFP ou MEICE (Flag) (FITC) sont représentés en fonction de la
granularité des cellules (SSC) a 24h et 48h aprés transfection. Chaque point correspond a une cellule.
Les histogrammes associés représentent le taux de cellules exprimant la GFP (GFP+, en vert) ou
exprimant MEIOB et SPATA22 (MEIOB+, en rose) a 24h et 48h post-transfection (n=1).
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L'expression transitoire de MEIOB et SPATA22 dans les cellules suggére une
perturbation du cycle cellulaire. Pour autant, elle ne permet pas d'établir clairement
I'impact de I'expression ectopique de MEIOB et SPATAZ22 sur la prolifération des
cellules notamment a long terme. Ces données preliminaires nécessitent d'étre
conforter sur plusieurs réplicats. Par ailleurs, l'utilisation d'expression stable
permettrait d'analyser le comportement cellulaire sur une population homogéne et
exprimant durablement MEIOB et SPATA22.

C) Etablissement de lignées cellulaires stables inductibles pour
I'expression de MEIOB et SPATA22

L'établissement de lignées stables inductibles pour I'expression de MEIOB et
SPATAZZ permettra d'approfondir I'étude de l'influence de I'expression ectopique de
MEIOB et SPATAZ2 sur le comportement des cellules. Ces lignées cellulaires
permettront de déterminer les caractéristiques cellulaires de survie/prolifération, de
reparation de '’ADN et d'instabilité génétique possiblement affectées par la présence
de MEIOB et SPATAZ22 dans ces cellules. A la différence de 'expression transitoire,
I'expression stable et inductible permet d’étudier une population cellulaire homogéne
qui exprime MEIOB et SPATA22 avec le méme niveau dexpression. Cette
expression est contrélée dans le temps (court ou long terme) et donne la possibilité
d'analyser le comportement de cellules ayant adaptées leur réponse a I'expression
ectopique de MEIOB et SPATAZ22 sur le long terme.

J'ai choisi d'établir deux vecteurs d’'expression plasmidique qui permettent (1) une
expression inductible et indépendante pour SPATAZ22 (vecteur SC1174, Figure 28A)
ou pour MEIOB (vecteur SC1175, Figure 28B), (2) la co-expression de protéine
fluorescente associée a l'expression de MEIOB ou SPATAZ22 et (3) une insertion
favorisée des vecteurs d'expression plasmidique dans le génome par le systéme
PiggyBac. Chacun des vecteurs d'expression sont des vecteurs « all-in-one »_ lls
contiennent 'ensemble des séquences nécessaires pour la co-expression de MEIOB
(ou SPATAZ22) avec une protéine fluorescente, les éléments nécessaires a l'induction
d'expression (promoteur, opérateur et répresseur/activateur) et 'insertion ciblée par
le systéme PiggyBac (Figure 28, A et B). La construction des vecteurs plasmidiques

par clonage a été réalisée par Didier Busso (CiGex, CEA).

116



EF-10 care pramater TREIGS promoter
PR, o
[} —iH8
- - [
- S
@
N, |

Loc paerato: S

- Xlone-3HA-HsSPATA22-2-
[z promater 363-IRES-RFP(SC1174)
= 8079 bp

Sy 9
———’ o SvRp(ATsge
S | PiggyBiac le# inverted repet
Ampil promater
B EF-10 coré promater

Y
[

PB-HSMEIOB-1-471-Myc- e
Flag-IRES-GFP (SC1175) — G
* PiagyBac fefl inverted repest

~ Tkbp

£
T
('; 4 |I | s \ l"
] 4 T [AmMaH;
1 “\'
| AmpR promater
Core nsulansr Hm - .:E_“m!u h'NlI'l‘.IﬂI'IP-._-“'

Figure 28 : Cartes des vecteurs d’expression plasmidique pour I'établissement

de lignées stables inductibles pour MEIOB et SPATA22

A) Vecteur d'expression de SPATA22 (SC1174). Le plasmide SC1174 permet la co-expression de
SPATA22 et de la RFP sous contrdle du promoteur Tet-On3G inductibe par les tétracyclines. B)
Vecteur d'expression de MEIOB (SC1175). Le plasmide SC1174 permet la co-expression de MEIOB
et la GFP sous contrdle du promoteur inductible par le cumate. La carte du vecteur SC1174 est établie
avec les éléments donnés par le fabricant. Les différentes séquences sont détaillées dans les Tableau

7 et Tableau 8 (Annexes).
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L'expression de génes sous contrile de promoteur inductible permet une
expression controlée et réversible dans le temps et de fagon dose-dépendante.
L'utilisation de deux promoteurs inductibles indépendants permettra ainsi d'exprimer
MEIOB seule, SPATAZ22 seule ou MEIOB et SPATAZ22 ensemble et d’'en moduler le
niveau d'expression pour chacun des génes dans les cellules. L'expression de
MEIOB est sous contréle du promoteur inductible au cumate et permet la co-
expression de la protéine fluorescente GFP (verte) (Figure 29A). En absence de
cumate, le répresseur au cumate CymR se lie a sa séquence opératrice CuO et
inhibe I'expression de MEIOB et de la GFP. En présence de cumate, le cumate se
fixe au répresseur CymR et induit un changement de conformation de CymR ne |ui
permettant plus de se fixer a sa séquence CuO._ Il y a levée de l'inhibition et induction
de l'expression de MEIOB et de la GFP. De facon similaire, I'expression de
SPATAZZ est sous controle du promoteur TRE3GS inductible aux tétracyclines
(doxycycline) et permet la co-expression de la protéine fluorescente RFP (rouge)
(Figure 29B). En absence de doxycycline, le transactivateur Tet-On3G ne se fixe
pas a sa séquence opératrice tet présente dans le promoteur TRE3GS et ne permet
pas l'expression de SPATAZZ et de la RFP. En présence de doxycycline, la
doxycycline se fixe au ftransactivateur Tet-On3G et induit un changement de
conformation de Tet-On3G. Le transactivateur peut alors se fixer au promoteur
TRE3GS et induit I'expression de SPATA22 et de la RFP. Il y a activation de
I'expression de SPATAZ22 et de la RFP.

La co-expression de protéines fluorescentes associée a celle de MEIOB et
SPATAZZ permetira de sélectionner les clones ayant intégrés les inserts d'intérét,
d'établir qualitativement le niveau d’expression induit de MEIOB et SPATAZ22 dans
les cellules et de suivre les clones cellulaires exprimant MEIOB et SPATAZ2 en

fonction du temps.
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Figure 29: Systémes d'expression inductible et d’insertion plasmidique

utilisés pour I'établissement de la lignée cellulaire stable inductible pour
MEIOB et SPATA22

A) Schéma du systéme d'induction de l'expression de SPATA22 En absence de cumate, le
répresseur CymR qui est exprimé constitutivement se lie a la séquence opératrice CuQ et inhibe
l'expression de MEIOB et de la GFP (expression OFF). En présence de cumate, le cumate se fixe au
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represseur CymR et ne permet plus la fixation de CymR a Cuo: MEIOB et la GFP sont alors
exprimées (expression ON). B) Schéma du systéme dinduction de I'expression de MEIOB. En
absence de doxycycline, le transactivateur Tet-On 3G qui est exprimé constitutivement ne peut pas se
fixer au promoteur TRE3GS : SPATA22 et la RFP ne sont alors pas exprimés (expression OFF). En
présence de doxyciline, la doxycycline se lie au transactivateur Tet-On 3G qui peut a présent se fixer
sur le promoteur TRE3GS et induit la co-expression de SPATA22 et de la RFP (expression ON). C)
Schéma du systéme dinsertion plasmidique PiggyBac. La transposase PiggyBac reconnait les
seéquences ITR situées de chaque cdté de la séquence a insérer (ou insert) du vecteur plasmidique.
La transposase PiggyBac clive au niveau des séquences ITR et insére la séquence d'intérét dans le
génome de la cellule hite au niveau des séquences répétées TTAA.

Pour établir une lignée stable, les séquences plasmidiques dintérét seront
insérées au sein du génome des cellules hétes par le systéme PiggyBac (Figure
29C). Ce systéme permet une insertion stable facilitée et cibléee des séguences
d'intérét au sein du génome hdte, sans limite de taille et du nombre de séquences a
insérer (insertion multiple et jusque 100kpb par insert) et est réversible. Les vecteurs
d'expression plasmidique pour MEIOB (SC1175) et pour SPATA22 (SC1174)
contiennent les sequences ITR (inverted terminal repeat) qui délimitent les
sequences d'intérét a insérer (ou inseris) dans le génome héte. La transposase
PiggyBac reconnait les séquences ITR, clivent au niveau de ces séquences et insere
les séquences comprises entre les deux éléments ITR dans le génome de la cellule

héte au niveau des ségquences génomiques répéetées TTAA.
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Discussion




Discussion

Mes travaux de thése ont eu pour but de mieux comprendre le rdle que joue
MEIOB et SPATAZ2 au cours de la recombinaison homologue meéiotique et
d'expliciter les consequences de leur expression dans les cellules cancéreuses. Les
resultats obtenus chez la souris et par des approches in vitro permettent de proposer
que MEIOB et SPATAZ2 pourraient étre impliquées a différentes étapes au cours de
la recombinaison meiotique. Les résultats préliminaires obtenus sur I'expression
ectopique de MEIOE et SPATAZ2Z suggérent que leur coexpression pourrait induire

une modification du comportement cellulaire.

I) MEIOB, SPATA22 et RPA en recombinaison méiotique

A) MEIOB et SPATA22 interagissent avec RPA

La caracténisation moléculaire de MEIOB et SPATAZ22 a permis de mettre en
évidence des similitudes structurelles avec les sous-unités du complexe RPA, RPA1
et RPA2, respectivement. En se basant sur ces similitudes, nous avons montré que
MEIOB et SPATA22 interagissent ensemble via leurs domaines OB C-terminaux.
Ces domaines constitueraient le cceur de diménsation du complexe MEIOB-
SPATAZZ. Nous avons montré I'importance de cette interaction dans un cas familial
d'insuffisance ovarienne prématuré ot une mutation ponctuelle induit I'absence d'une
grande partie du domaine OB C-terminale de MEIOB. Cette interaction entre les
domaines OB C-terminaux ressemble a celle des sous-unités du complexe RPA. Les
données dont nous disposons actuellement ne permettent pas de conclure si MEIOB
et SPATA22 forment un dimére ou un tnmére ou autre. Ce trimére pourrait se
composer de (1) deux protéines MEIOB et une de SPATAZ22, (2) deux protéines
SPATAZZ et une de MEIOB ou (3) de MEIOB, SPATAZ22 et d'un autre partenaire.

L'équipe du Dr Wang a proposé que MEIOB et SPATAZ2 collaborent pour
interagir avec RPA3 (Xu, Y. et al_, 2017). L'interaction des différents domaines OB C-
terminaux de MEIOB, SPATAZ22 et RPA3 pourrait permettre de former un trimére de
facon similaire aux sous-unités de RPA. Cependant, le complexe MEIOB-SPATAZ22
est stable in vitro. De plus, Shi et al., ont montré que I'absence de RPA1 induit

I'absence de RPAZ et RPA3 dans les spermatocytes de souris alors que la
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localisation de MEIOB et SPATAZ22 reste inchangée (Shi et al |, 2019) suggérant que
MEIOB et SPATA22 pourraient former un complexe fonctionnel a elles seuls. Il se
pourrait aussi que cette interaction avec RPA3 permette a MEIOB et SPATAZ22
d'interagir avec le complexe RPA entier. Le fait que RPA ne semble fonctionnel que
sous forme de complexe (Shi et al_, 2019) suggére davantage que les domaines C-
terminaux de MEIOB et SPATA22 permettent d'interagir avec le complexe RPA
entier.

Pour autant, I'équipe du Dr Wang a aussi décnt des capacités d’interaction de
MEIOB avec RPA1 et de SPATAZ22 avec RPAZ et RPA1 lors de surexpressions
protéiques. Ces interactions se font en absence des domaines C-terminaux de
MEIOB et SPATA22. Nous avons confirmé cette capacité d'interaction entre RPA1 et
MEIOB. Cependant, cette interaction est labile par rapport a celle impliquant les
domaines C-terminaux de MEIOB et SPATA22 avec RPA. Ces interactions ne
pourraient simplement étre que le résultat dinteractions non spécifigues enire
domaine OB de protéines surexprimées. Elles pourraient aussi refléeter des
interactions secondaires qui stabilisent l'interaction premiére du complexe assurée

par les domaines C-terminaux de MEIOB et SPATA22 avec le complexe RPA.

La détermination de la structure du complexe MEIOB-SPATA22 par
cristallographie permettrait d'établir la stoechiométrie (dimére, tnimére ou
multicomplexe) et le(s) domaine(s) d'interaction impliqué dans la formation du
complexe. Cette technique peut aussi étre utilisée afin de mieux comprendre
I'interaction de MEIOB et SPATA22 avec RPA : notamment, de déterminer (1) si
I'interaction se fait avec le coeur de trimérisation de RPA, (2) si I'interaction avec RPA
se fait via une sous-unité spécifiqgue ou (3) si de multiples interactions sont

impliquées avec les sous-unités de RPA.
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B) MEIOB et SPATA22, une collaboration avec RPA en
recombinaison méiotique ?

Luo et al., et notre équipe avons montré que MEIOB et SPATA22 sont
capables de lier TADNsb (Luo et al_, 2013). Nous avons aussi montré que MEIOB et
SPATAZZ sont capables de compacter 'ADNsb préalablement recouvert par RPA.
Cette modification de la conformation du filament d’ADNsb-RPA est due a la liaison
de MEIOB et SPATAZ22 avec 'ADNsb et/ou avec RPA. Ces observations suggérent
que MEIOB et SPATAZ2 apportent des propriétés structurelles et/ou d'interactions

spécifiques aux intermédiaires de recombinaison lieés par RPA au cours de la méiose.

Dans nos mutants sham, nous avons observé la perte précoce des
recombinases. Cette altération de protéines impliquées lors de I'envahissement en
RH méiotique dans nos mutants suggére que les intermédiaires pré-synaptiques ne
sont pas formés ou stabilisés correctement. MEIOB et SPATAZ22 pourraient jouer un
rble en collaboration avec RPA lors de |la formation du filament recombinogéne par
exemple (a) en modulant I'activiteé de liaison a 'ADNsb de RPA ou bien (b) en
inhibant le déplacement précoce et/ou excessif de RPA par les recombinases.
Réecemment, MEILB2 et son partenaire BRME1 ont été identifies comme deux
protéines spécifiqgues de la méiose necessaires au chargement des recombinases.
MEILB2/BRME1 interagit avec BRCA2, RAD51, DMC1, MEIOB et SPATA22 dans
les testicules. Le fait que (1) l'intensité des foyers SPATAZ22 augmente en absence
de MEILB2/BRME1 et que (2) les foyers MEILB2/BRME1 sont fortement réduits en
absence de MEIOB (Zhang, J. et al, 2019, 2020) supportent lidée que
MEILB2/BRME1 pourrait favoriser I'enlévement de MEIOB et SPATAZ22 et faciliter le
chargement des recombinases via BRCAZ2 (Figure 30). |l serait intéressant d'évaluer
la capacité de formation dun filament RADS1-DMC1 en présence de
MEILB2/BRME1/BRCA2 et de MEIOB-SPATA22. De méme, les modalités
d'interaction entre MEIOB, SPATAZ22 et MEILB2/BEME1 sont a définir afin
d'expliciter comment MEIOB et SPATAZ22 participent a la formation du filament
recombinogéne en présence de MEILB2/BRME1.

Chez S. cerevisiae, des expérnences dimmunoprécipitation de la chromatine
indiguent que RPA est aussi présent sur le brin déplacé lors de la formation de la D-
Loop (Wang, X. et Haber, 2004). Par conséquent, MEIOB et SPATA22 pourraient
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également étre présentes sur ce brn et ainsi donner une structure et une identité
particuliére a la D-Loop méiotique (Figure 30)

MEIOB et SPATA22 pourraient aussi collaborer avec RPA sur des
intermédiaires de recombinaisson plus tardifs que celui de la formation du filament
recombinogéne et de la formation de la D-Loop lors de l'invasion. L'accumulation de
BLM dans nos mutants shani suggére une progression anormale des intermédiaires
de recombinaison et pourrait refléter la prise en charge dintermédiaires post-
synaptiques anormaux par 'hélicase. Cette accumulation a aussi été observée dans
les souris Meiob™ (Ribeiro et al., 2018). En absence de MEIOB ou de SPATA22,
BLM pourrait &tre recrutée afin de demanteler les intermédiaires post-synaptiques qui
n'arrivent pas ou de facon incorrecte a progresser en recombinaison. La détection
d'une synthése d’ADN dans les cellules meiotiques des souris Mefob”', SpataEf‘ ou
nos mutants shani permettrait de déterminer si en absence de MEIOB ou SPATAZ2
les intermédiaires progressent aprés l'invasion. La compaction du filament MEIOB-
SPATAZ22-RPA pourrait favoriser la formation et la stabilité des intermédiaires post-
synaptiques en facilitant la stabilite, la migration et/ou I'extension de la D-Loop. La
présence de MEIOB et SPATA22 aux intermédiaires post-synaptiques liés par RPA
pourrait permettre a ces intermédiaires d'adopter une conformation spécifique
favorisant leur stabilisation. lls peuvent également favoriser le recrutement de
facteurs spécifiques a ces intermediaires.

La stabilisation des intermédiaires de la D-Loop en présence de MEIOB et
SPATAZZ pourrait aussi favoriser la second-end capture et la formation de la dJH. La
présence de MEIOB et SPATAZ22 pourrait permettre le contact d'intermédiaires ligés
par RPA situés entre la D-Loop et le brin qui n'a pas envahi pour induire la second-
end capture. Le fait que MEIOB et SPATAZ22 colocalisent avec RPA jusqu’en début
de pachyténe dans les cellules germinales soutient I'idée que MEIOB et SPATAZ22
apportent des caracténstiques spécifiques a ces intermediaires. MEIOB et SPATAZ22
pourraient interagir avec des protéines liées a des intermédiaires de recombinaison
tardifs tels que le complexe stabilisateur des intermédiaires post-synaptiques MSH4-
MSHS5. Il serait intéressant de savoir si dans les gonades MEIOB et SPATAZ22
interagissent avec MSH4-MSHS par immunoprécipitation pour savoir si MEIOB et
SPATAZZ posséde un rdle tardif favorisant la formation des CO. La détermination
d'autres intéractants de MEIOB et SPATA22 dans les cellules méiotiques par

coimmunoprécipitation associée a une analyse par spectrométrie de masse
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permettrait d'établir de nouvelles fonctionnalités du complexe au cours de la
recombinaison et/ou d'étayer le mécanisme d'action du complexe au niveau des

différents intermédiaires de la recombinaison.
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Figure 30: Modéle du role de MEIOB-SPATA22 au cours de la recombinaison
meiotique

MEIOB-SPATA22 pourrait &tre impliqué dans la formation du filament recombinogéne. Le complexe
MEILB2/BRME1 favoriserait I'enlévement de MEIOB-SPATA22 pour permetire le chargement des
recombinases par BRCA2. MEIOB-SPATA22 pourrait aussi collaborer avec RPA pour stabiliser les
intermédiaires de la D-Loop et favoriser I'extension et/ou la migration de la D-Loop. MEIOB et
SPATAZ2 pourrait favoriser la second-end capture. MEIOB-SPATAZ2Z permetirait le contact
d'intermédiaires liés par RPA situés entre la D-Loop et le brin qui n'a pas envahi pour induire la
second-end capture.
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Il) Le mutant shani

A) L’étude du mutant shani

La région N-terminale de SpataZ? ne posséde pas de structure fonctionnelle
apparente et n'est pas impliquée dans l'interaction avec son partenaire MEIOB. Pour
autant, une partie de cette région est particulierement conservée chez différentes
espéces, ce qui suggére une importance fonctionnelle de la région N-terminale de
SPATAZ2Z2. C'est dans le but de mieux comprendre l'importance de cette région que
nous avons initieé I'étude du mutant shani qui porte une mutation ponctuelle de
SpataZ?2.

Mous savons que MEIOB differe de son homologue RPA1 principalement par
I'absence d'un domaine OB en région N-terminale semblable a celui de RPA1 (DBD-
F). Or, ce domaine DBD-F de RPA1 est connu pour son interaction avec de
nombreux partenaires impliqués dans les difféerents réles de RPA au sein des
cellules. (1) L'absence de ce domaine au sein du complexe MEIOB-SPATAZ22 et le
fait que (2) SPATAZ22 posséde une région N-terminale spécifique suggérent que ce
domaine pourrait &tre le « hub » d'interactions de MEIOB-SPATAZ2. Notamment, elle
pourrait étre impliquée dans linteraction avec MEILB2Z/BRME1. L’interaction de
MEIOB-5SPATA22 avec d'autres partenaires que RPA pourrait permettre au
complexe MEIOB-SPATAZ22 (1) de spécifier et/ou moduler les fonctionnalités des
différents intermédiaires liés par RPA au cours de la progression en recombinaison
et/ou (2) d’apporter de nouvelles fonctionnalités au complexe indépendamment de sa

collaboration avec RPA.

B) La découverte d’'un élément régulateur de |'épissage
de Spata22

Au cours de la méiose, I'expression des génes des cellules germinales est
particulierement régulée (Ernst et al_, 2019). Un programme meéiotique spécifique est
exprimé seéquentiellement par les cellules germinales pour assurer le bon
déroulement des étapes clés de la meéiose (recombinaison et synapsis des
chromosomes, notamment). Et, L'épissage joue un rdle important dans la régulation

post-transcriptionnelle de I'expression d’'un géne (Wang, Z. et Burge, 2008).
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Le mutant shani a permis de mettre en évidence la présence de séguences
régulatrices de I'épissage, appelées ESE (Exonic Splicing Enhancer) impliquées
dans la reconnaissance des jonctions exons-introns des transcrits, chez un géne a
expression specifiguement meiotique chez la souris. On peut se demander si ces
sequences ESE sont impliquées dans la régulation de 'expression des génes de
meiose. Pour cela, il serait intéressant de déterminer (1) si une séquence ESE est
spécifiqgue a un ou plusieurs génes meiotiques, (2) si ces séquences sont
speécifiguement fonctionnelles en meiose et (2) comment ces séquences sont

activées ou réprimées en fonction du géne.

Il serait intéressant de montrer si la mutation shani perturbe I'expression du
transcrit SpataZ? spécifiquement dans les cellules gemminales. L'élement ESE
contenu dans l'exon 4 du transcrit Spata22 pourrait étre spécifiquement fonctionnel
dans les cellules germinales et participer a la régulation méiotique spécifique de
I'expression de Spata?Z?. Chez la sourns, quelques tissus somatiques expriment
faiblement Spata22, notamment le foie. Il faudrait effectuer le séquencage des
transcrits SpafaZ2 extraits de ces tissus somatiques. Ceci permettrait de déterminer
une potentielle régulation transcriptionnelle spécifique de SpataZ? dans les cellules

germinales.
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lll) MEIOB et SPATA22 dans les cancers

A) L’'expression ectopique de MEIOB et SPATA22 dans

les cellules cancéreuses

Les données transcriptomiques accessibles en ligne montrent que MEIOB et
SPATAZ2 sont préferentiellement exprimés de fagcon mutuellement exclusive dans
les cellules cancéreuses. Cependant, ils peuvent é&tre parfois exprimées

conjointement.

L'expression de MEIOB ou SFATAZZ différe en fonction du type de tumeurs et
de leur niveau d'expression. Ces différences d'expression entre MEIOB et SPATAZZ
suggére que les deux génes sont activés selon des mécanismes indépendants et
potentiellement différents selon la nature tumorale. |l serait interessant de comparer
ces données dexpression transcriptionnelle avec celles des marques de
modifications épigénétiques (méthylation, acétylation) pour établir un éventuel
mecanisme d'activation spécifique de I'expresssion de MEIOB et/ou SPATAZ2 dans
les tumeurs. En plus de cela, cette expression hétérogéne de MEIOB et SPATAZZ
pourrait refleter et/ou comréler avec le niveau d'instabiliteé génétique des différents
types de tumeurs. MEIOB et SPATAZ22 pourrait induire et/ou participer a l'instabilité
génétique présente au sein des différentes cellules tumorales. La comparaison des
données d’expression transcriptionnelle avec celles des mutations et des vanabilités
génétiques permettrait d'établir un lien potentiel entre le niveau d’instabilité génétique
et I'expression préférentielle de MEIOB et/fou SPATAZ22 dans les difféerentes tumeurs.
Motre analyse nécessite aussi d’étre approfondie quant a la nature des transcrits
exprimés dans les tumeurs et les lignées cancéreuses. Notamment, les transcrits de
MEIOB et SPATAZZ pourraient étre des varnants transcriptionnels mutés et/ou non
fonctionnels, qui ne permettent pas I'expression de formes protéiques fonctionnelles.
La comparaison des données transcriptomiques avec celles protéomiques des
différents cancers et lignées canceéreuses permettrait d’'établir un lien probant entre
expression de transcrits et expression de protéines fonctionnellles. Ces nouvelles
données permettraient de mieux comprendre les caractéristiques de l'expression
conjointe de MEIOE et SPATAZZ dans certains cancers.
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B) Les roles potentiels de |'expression ectopique de
MEIOB et SPATA22 dans les cellules cancéreuses

Mous avons vu que MEIOB et SPATAZ22 collaborent pour interagir avec RPA
et colocalisent aux dommages de 'ADN avec RPA dans les cellules. Ces données
supportent 'idée que MEIOB et SPATAZ22 sont capables de modifier/perturber les
intermédiaires d’ADN lies par RPA dans les cellules cancéreuses. Nous avons
montré que la surexpression transitoire de MEIOB et SPATAZ2 dans une lignée
cellulaire induit un retard de reprise de prolifération associé a une accumulation des
cellules en phase G2/M. Ces résultats préliminaires suggérent que |'expression
ectopique de MEIOB et SPATAZ22Z induit un blocage transitoire ou un ralentissement
du cycle cellulaire.

L'expression de MEIOB et SPATA22 étant transitoire, nous avons évalué les
capacités prolifératives d'une population cellulaire mixte avec des cellules qui
expriment MEIOB et SPATA22 et d'autres qui ne les expriment pas. La reprise de
prolifération peut étre liee (1) aux cellules qui n'expriment pas MEIOB et SPATAZ22
ou due au fait que (2) la perte d'expression de MEIOB et SPATA22 au cours du
temps permmette la reprise de proliferation. Cette perte d'expression (totale ou
partielle) de MEIOB et SPATA2Z pourrait induire la levée de linhibition de la
progression du cycle cellulaire pour permettre la reprise de prolifération des cellules.
Quant aux résultats de I'analyse du cycle cellulaire, ils n‘'ont été obtenus que sur un
replicat expérimental (n=1) et nécessitent d’'étre confortés (n=2 supplémentaires) afin
de démontrer que MEIOB et SPATA22 perturbent effectivement la progression du
cycle cellulaire. Les capacités prolifératives des cellules ont été estimées jusqu’'a 72h
post-transfection alors que la progression du cycle cellulaire n'a été analysée que
jusqu'a 48h post-transfection. Au vu de la capacité des cellules a proliférer a
nouveau au-dela de 48h, la progression du cycle cellulaire est a analyser a plus long
terme pour établir si en présence de MEIOB et SPATAZ22 les cellules progressent de

nouveau normalement au sein du cycle cellulaire dans ces conditions.

Afin de pallier aux biais d’'expression transitoire, nous proposons d'approfondir
I'influence de l'expression ectopique de MEIOB et SPATAZ22 sur des lignées
cellulaires exprimant conjointement MEIOB et SPATAZZ2. Nous avons mis en
évidence trois lignées cellulaires (NCI-H2342, NCI-HG661, TE441.T) qui expriment

conjointement MEIOB et SPATAZ2 et nous deéveloppons une lignée cellulaire
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inductible pour l'expression de MEIOB et/ou SPATA22. Ces modeéles cellulaires
permettraient de mieux caracténser l'influence de I'expression ectopique de ME/OB
et SPATA22 sur le comportement des cellules (prolifération/survie, instabilité

génétique) et le lien potentiel avec les processus de cancénsation.

MEIOB et SPATAZ22 pourraient ralentir ou bloguer temporairement les
intermédiaires réplicatifs et/ou de réparation de 'ADN liés a RPA induisant I'arrét de
la progression du cycle cellulaire et de la prolifération. MEIOB et SPATAZ22
pourraient perturber les intermédiaires de réplication (1) en inhibant la synthése
d’ADN et la progression des fourches de réplication. De plus, MEIOB et SPATAZ22
pourraient perturber la réparation des dommages réplicatifs et post-réplicatifs
notamment (2) en empéchant la réversion et le redémarrage des fourches de
réplication ou (3) en perturbant la réparation des dommages de 'ADN et du stress
replicatif via l'activation d'ATM/ATR. Les maodifications de la réparation des
dommages liés a la réplication aboutiraient a la modification de la progression du
cycle cellulaire. Les capacités prolifératives des cellules en présence de MEIOB et
SPATAZZ dans les modéles cellulaires que nous proposons pourront étre évaluées
par des kits basés sur la révélation colorimétrique d'indicateurs métaboliques de la
proliféeration etlou survie cellulaire (MTT assay, par exemple) et par
I'immunodétection de marqueurs de prolifération, tel que Ki67, ou des marqueurs de
cellules mitotiques, tel que pH3. L'analyse du cycle cellulaire par cytométrie en flux
permettra de déterminer si MEIOB et SPATAZ22 perturbent la phase de prolifération
et/ou induisent un blocage de la progression du cycle cellulaire. Les modifications de
I'activation et/ou réparation des dommages de 'ADN et aux stress réplicatifs pourront
étre estimés par immunomarquages de la forme phosphorylée de H2A X (marqueur
de cassures de I'’ADN et d'activation de la voie de dommages de 'ADN et stress

replicatifs) et des acteurs de cette voie tels que ATM/ATR.

En plus des effets potentiels sur la réplication, MEIOB et SPATAZ2Z pourraient
modifier (1) la capacité de réparation par les différentes voies de réparation de 'ADN
(modification de la balance entre les voies NHEJ/RH) et/ou (2) les produits de
reparation (réparation mutagéne). La modification de la réparation de '’ADN dans les
cellules pourrait favoriser une modification de la progression des cellules au sein du
cycle cellulaire. L’analyse de la dynamique des protéines de réparation (NHEJ et RH)

et 'analyse des produits de réparation speécifiques de la voie du NHEJ et de la RH
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(tests de recombinaison et du NHEJ détaillés dans (Brandsma et Gent, 2012b))

permettraient de définir clairement I'impact de MEIOB et SPATA22 sur la réparation.

Par ailleurs, les modifications des mecanismes de réplication et/ou de
reparation de 'ADN en présence de MEIOB et SPATAZ22 a long terme pourraient
induire et/ou participer a linstabilité génétique. Cette Iinstabilité génétique
participerait soit a favoriser les processus tumoraux (prolifération clonale,
invasion/migration cellulaire, mutations) soit a sensibiliser les cellules aux agents
génotoxiques (tels que les traitements anti-cancéreux) ou bien les deux. Pour
déterminer linfluence de l'expression de MEIOB et SPATA2Z2 sur la stabilité
génetiqgue, les réarrangements chromosomiques majeurs sont visibles sur
étalements de cellules en métaphase (perte ou duplication de bras chromosomiques
par exemple) et le séquencage génomique permettrait d'évaluer la proportion de

mutations au sein du génome en présence de MEIOB et SPATAZ22.

A long terme, mieux comprendre l'influence que peuvent avoir MEIOB et
SPATAZZ et dautres CTA sur les cellules tumorales pourraient permettre de
développer un traitement thérapeutique adapter a la nature de la tumeur afin de

personnaliser les traitements.

132



Conclusion




Conclusion

Mes travaux de thése ont porté sur I'étude du réle de MEIOB et SPATAZ2 en
recombinaison meiotique et sur l'influence potentielle de I'expression ectopique de
MEIOB et SPATAZ22 dans certains cancers.

Mous avons étayé les roles du complexe MEIOB-5PATAZ22 au cours de la
recombinaison méiotique grace a I'étude du phénotype d’'un mutant de Spata2Z2 chez
la souris ; et, par la caracténsation structurale et des modalités d’interaction de
MEIOB, SPATAZ2 et du complexe essentiel de liaison a 'ADNsb, RPA. Nous avons
montré que MEIOB et SPATAZ2 interagissent par leurs domaines fonctionnels situés
en C-terminal et collaborent pour interagir avec le complexe RPA. Nous proposons
que MEIOB et SPATAZ22 forme un complexe qui collabore avec RPA au cours de la
recombinaison meiotique et gu’ll participe potentiellement a diverses étapes de la
recombinaison meéiotique. Ces travaux de thése participent a une meilleure
compréhension de la spécialisation de la recombinaison homologue en méiose.
L'importance de nos travaux sur les rdles de MEIOB et SPATAZ2 permet aussi
d'apporter de nouvelles connaissances quant aux causes des Infertilités
idiopathiques chez 'Homme.

Mous avons caractérnsé I'expression ectopique de MEIOB et SPATAZ2Z2 dans
les cellules cancéreuses et les lignées cellulaires et initieé I'étude de l'influence de
cette expression sur le comportement cellulaire. Nous avons mis en évidence que
certains cancers les expriment conjointement et que la surexpression de MEIOB et
SPATAZZ semble modifier le comportement proliferatif des cellules. Ces travaux de
thése ont permis de mieux comprendre |'expression ectopique de MEIOB et
SPATAZZ dans les cancers et suggérent qu'ils aient un réle sur le comportement des
cellules cancéreuses. Nous proposons de réaliser une étude plus approfondie sur un
modeéle de lignée cellulaire stable inductible de MEIOB et SPATAZ22 afin d'analyser le
comportement prolifératif, les capacités de réparation de I'ADN et linstabilité
génétigue dans ces cellules. Ces travaux apportent de nouvelles données sur le lien
entre expression ectopique des génes de meiose et comportement cancéreux. lls
s'inscrnvent dans la perspective d'adapter les traitements anti-cancéreux en fonction
des caractéristiques tumorales propres a la nature tumorale et a l'individu (thérapies

ciblées).
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Annexes

Alone-JHAHSSPATAZ 2 363 IRES RFP (SC1174)

AmpR promoter promoteur du gene bia, utilise pour exprimer le gene de resistance a I'ampicﬁne dans E.coli
AmpR Gene : bla, produit ; Blaciamase, confere la resistance a lampicilline
BSD Géne - Aspergilius terreus BSD, produit - blasticidin 5 deaminase, confére la résistance a la

blasticidine

CAP binding site

Catabolite Activator Protein (CAP) binding site

EF-1a core promoter

core du promoteur du facteur d'élongation humain EF-1a, permet I'expression de génes dans

les cellules mammaliennes

FLAG tag epitope FLAGE tag

HA tag epitope HA (human influenza hemagaglutinin} tag

HsSPATA22-2-363 séquence codante (CDS) HsSPATAZZ

IRES Internal Ribosome Entry Site (IRES) du virus encephalomyocarditis (EMCY), permet la co-

traduction de protéines

Kozak seqguence

sequence consensus des vertebres pour Tinitiation de la raduction (Kozak, 1957)

lac operator operateur de l'operon lactose (E.coli)

lac promoter promoteur de 'opéron lactose (E.coli)

mRFF1 dérive monomeérigue de la DeRed (Campbell et al_, 2002)

ori origine de réplication pUC, permet la réplication du plasmide dans E_coli

P24 peptide2&  du virus de la fiégvre aphteuse (teschovirus-1 porcin), empéche la laison

peptidigue entre les résidus Gly et Pro par les ribosomes induisant la séparation de

polypeptides

PiggyBac left inverted repeat

PiggyBac Inverted Temninal Repeatz (ITR), La tranzposase PiggyBac reconnait
specifiguement les séquences ITRs et intégre au niveau des sites chromosomigues TTAL

des porticns d'ADNs comprises entre deux [TRS.

PiggyBac right inverted repeat

PiggyBac Inverted Temninal Repeatz (ITR), La tranzposase PiggyBac reconnait
specifiguement les séquences [TRs et intégre au niveau des sites chromosomigues TTAL

des porticns d'ADNs comprises entre deux [TRS.

SWVAD poly(4) signal

signal de polyadenylation du virus simigin 40 (S40) , la séquence S5V40 est une séquence

terminatrice qui signale la fin d'une unité de transcription

Tet operator represseur tétracycline (TetR), opérateur O2 pour les génes Teth et TetR (génes de
résistance aux tétracyclines) chez E.coli
Tet-On 3G lez protéines Tet-On3dG sont des nTA (reverse tetracycline-TransActivator) qui lient

specifiguement les promoteurs contenant les séquences opeérateurs tet en présence de

doxycycling, ce qui induit la transcription du géne en aval du promoteur & opérateurs tet

TRE3GS promoter

promoteur a réponse Tet de Jieme génération (TRE3GS), activé par la liaison de Tet-on 3G,

Tableau 7: Liste des séquences contenues dans le vecteur d'expression

plasmidique SC1174
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PB-CuO-HsMFEIOB1-147IRES-GFP (SC1175)

core insulator

les séquences insulateurs favorisent I'expression du transgéne

core insulator les séquences insulateurs favorisent 'expression du transgéne

AmpR promoter promoteur du géne bia, utilisé pour exprimer le géne de résistance a I'ampicilling dans E.coli

AmpR geéne hia, produit B-lactamase, confére la résistance & Fampicilline

CymR géne cymf de Pseudomonas putida, répresseur cumate (CymR), lie lopérateur CuQ en
absence de cumate et inhibe la transcription du géne en aval (Mullick et al., 2008)

CMV promoter promoteur du cytomegalovirus (CMY), permet l'expression de genes dans les cellules
mammaliennes

CuC operateur P1 de l'opéron p-cym de Pseudomonas putida, sequence de ligison du répresseur

CymR (Mullick et al., 2008)

EF-1a core promoter

core du promoteur du facteur d'elongation humain EF-1a, permet 'expression de genes dans

les cellules mammaliennes

FLAg tag epitope FLAGE tag

GFP green fluorescent protein (GFP)

HsMEIOB -1-147 séquence codante (CDS) HsMEICB

IRES Internal Ribosome Entry Site (IRES) du virus encephalomyocarditis (EMCY), permet la co-
traduction de protéines

Myc tag epitope Myc (human c-Myc proto-oncogens) tag

ori origine de replication pUC, permet la replication du plasmide dans E.coli

PiggyBac left inverted repeat

PiggyBac Inverted Teminal Repeatz (ITR), La tranzposase PiggyBac reconnait
specifiguement les séquences [TRs et intégre au niveau des sites chromosomigues TTAL

des porticns d'ADNs comprises entre deux [TRS.

PiggyBac right inverted repeat

PiggyBac Inverted Teminal Repeatz (ITR), La tranzposase PiggyBac reconnait
specifiguement les séquences [TRs et intégre au niveau des sites chromosomigues TTAL

des porticns d'ADNs comprises entre deux [TRS.

PuroR

gene pac de Streptomyces, produit : puromycine M-acetyltransferase, confére la résistance a

la purcmycine

SWVAD poly(4) signal

signal de polyadenylation du virus simien 40 (SV40), la ségquence 540 est une séquence

terminatrice qui signale la fin d'une unité de transcription

24

peptide 24 du virus Thosea asigna, empéche la liaison peptidigue entre les résidus Gly et

Pro par les ribosomes induisant la séparation de polypeptides

Tableau 8: Liste des séquences contenues dans le vecteur d'expression

plasmidique SC1174
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