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R e m er ci e m e nt s a u j ur y 

J   t  n s à r  m  r    r s n  èr  m  nt l’  n s  m  l     s m  m  r  s    m o n j ur y    t  è s   

 ’  v o r     pt      p  rt   p  r  à l’   o ut s s  m  nt    c ett e a v e nt ur e. 

M er ci a u D o ct e ur M at hil d e G r el o n   ’  v o r  o n s  nt  à pr  s   r m o n j ur y    t  è s  .  

M er ci a u x D o ct e ur s S o p hi e Zi n n- J u sti n  et E ri c E s p a g n e  p o ur a v oir a s s u m é l a 

   r     ’ êtr e m e s r a p p ort e ur s d e t h è s e. 

M er ci é g al e m e nt a u x D o ct e ur s P a uli n e D u p ai g n e  et Ar n a u d D e M u yt   ’  v o r 

a c c e pt é d e p arti ci p er à c e j ur y d e t  è s    n t  nt q u’  x  m n  t  ur s. 

J e r e m er ci e e nfi n l e D o ct e ur E m m a n u ell e M a rti ni  et l e Pr of e s s e ur G a bri el Li v e r a  

p o ur m’ a v oir c o- e n c a dr é e et c o n s eill é e t o ut a u l o n g d e m a t h è s e. 

  



R e m er ci e m e nt s 

M er ci G a bri el , p o ur t o n    u   l  t  s  o n s   l s  t t      n v   ll  n   . J   n’ o u  l  r    p  s l   

t  m p s q u   t u m’  s  o n s   r   p o ur m’     r  t m’ or  nt  r  u  o ur s    m   t  è s  . J’     u 

pl ai sir à i nt er a gir a v e c t oi, à a p pr e n dr e d e t o n e x p éri e n c e et d e t a s a g e s s e. 

Si n c èr e m e nt m er ci p o ur l   s o ut  n q u   t u m’  s    or      t s urt o ut m  r    p o ur t o n 

s  n s    l’  u m o ur q u   t u p  rt    s  v        u n  ’  ntr   n o u s   n s t o n  q u p   !  

M er ci E m m a n u ell e      m’  v o r p  r m s    r   l s  r   tt   t  è s   à t  s  ôt  s. T u  s  r u 

à m  s   p    t  s  t t u m’  s  o n n   l  s m eill e ur e s c h a n c e s p o ur q u e c e s tr a v a u x d e 

t  è s     o ut s s  nt. J’     n or m  m  nt  r  n    s ur l   pl  n s    nt f q u    t  u m   n  r â    à 

t  s  o n s   l s. J’       u  o u p  p pr s  n tr  v   ll  nt  v    t o . T u m’  s  o n s   r   t  ll  m  nt 

   t  m p s à m’  x pl q u  r  t à m   tr  n s m  ttr   t o n s  v o r   t p o ur ç   j   t’  n s u s tr è s 

r   o n n   s s  nt  . J   t   r  m  r      u s s  p o ur t o ut  s l  s f o s o ù t u m’  s p o u s s   à m   

  p  s s  r  à m’  m  l or  r  t à n   p  s l â    r  d a n s l e s m o m e nt s diffi cil e s ! M er ci, 

si n c èr e m e nt.  

M er ci Vir gi ni e , p o ur t a g e ntill e s s e, t o n s o uti e n et t e s m ot s si r é c o nf ort a nt s. T u 

 n   r n  s l      n v   ll  n     u n      n v   ll  n    q u  m’      u  o u p  p p ort     n s l  s 

m o m e nt s diffi cil e s. T u e s l a « m a m a n » d u L D G et d e t o u s s e s p etit s !  

M er ci J u sti n e , p o ur t e s c o n s eil s et t e s e n c o ur a g e m e nt s ! T u a s t o uj o ur s ét é tr è s 

di s p o ni bl e, p é d a g o g u e  t    n v   ll  nt    n v  r s m o . J’     n or m  m  nt  p pr s à l   f o s 

s ur l e pl a n t e c h ni q u e q u e t h é ori q u e, si n c èr e m e nt m er ci ! 

M er ci L a ur a   j’    r  n  o ntr      n pl u s q u’ u n    m    u n   v  r t   l   s œ ur. S    s  m pr   

st at a pr e s e nt e n ei m o m e nti diffi cili. Gr a zi e d ell a t u a p a zi e n z a, d ei t u oi c o n si gli e di 

t utt o il s o p p ort o c h e mi h ai di m o str at o d ur a nt e q u e st a t e si. Gr a zi e p er t utt e l e n o str e 

di s c u s si o ni e l e ri s at e i n si e m e. Ti s ar o s e m pr e vi ci n a a t e e l a pi c c ol a S él é ni e. M a 

t h è s e s e t er mi n e, m ai s n otr e a miti é c o nti n u e. 

M er ci S é b a sti e n , p o ur t o ut e s n o s di s c u s si o n s e n p a u s e- c af é et à n o s m o m e nt s d e 

ri g ol a d e ! M  r    p o ur t o n s o ut  n  s n  èr  m  nt. J’     u    u  o u p  ’  pr  u v  s à 

tr  v  r s  r  u  o ur s      tt   t  è s    t t u m’  s s o u v  nt r  m ot vé, t u a s s u v oir l e p o sitif 

p o ur m e r e d o n n er l e s o urir e. J e t e r e m er ci e a u s si é n or m é m e nt p o ur t o n tr a v ail a v e c 

m oi e n c yt o m étri e, t o n i m pli c ati o n et t e s c o n s eil s ! S ei u n v er o a mi c o, gr a zi e di t utt o.  



M er ci à D el p hi n e  et C é cil e , m e s s u p er c oll è g u e s d e b ur ea u  ! M er ci D el p hi n e d e 

m’  v o r    u   ll    t    m’  v o r s u p p ort   p  n   nt m  s  n st  nt s «  k ar a o k é s » o u d e 

« r all a g e s ». M er ci C é cil e p o ur t o ut e s n o s di s c u s si o n s s ci e ntifi q u e s et h u m ai n e s, 

p o ur t   v s o n    l   v   q u   j’  p pr      t  nt. M  r    à v o u s   u x p o ur v otr e s o uti e n et 

v otr e g e ntill e s s e.  

M er ci J o n at h a n   t u m’  s t  nt  p pr s  t  v     n or m  m  nt    p  t  n   . T u  s 

q u  l q u’ u n q u   j’  p pr       n or m  m  nt. M  r     ’  v o r  t   u n m  nt or  t  ’  v o r  t   

pr  s  nt p o ur l  s j o  s  t l  s p   n  s. J’  s p èr   q u   n o s    m n s s   cr oi s er o nt à 

n o u v e a u.  

M er ci à M or g a n e  et P a uli n e   v o u s m’  v  z  p p ort      u  o u p   s   r n  r s m o s. U n   

tr è s b ell e r e n c o ntr e a v e c v o u s ! V o u s êt e s: b ell e s, i nt elli g e nt e s, t ell e m e nt c o ol, 

h u m ai n e s ! D e b e a u x i n st a nt s d e p a p ot a g e e ntr e fill e s et d é g u st ati o n d e c o c kt ail s. J e 

s ui s c ert ai n e q u e m al gr é m o n d é p art o n c o nti n u er a n o s m o m e nt s e ntr e fill e s. 

M er ci M uri el , p o ur l a p erti n e n c e d e t e s r e m ar q u e s et t a s y m p at hi e. 

Vi n c e nt  et G a bi , b o n c o ur a g e à v o u s p o ur v o s p u bli c ati o n s et p o ur l a fi n d e t h è s e ! 

Vi n c e nt, f éli cit ati o n s p o ur l a n ai s s a n c e d e t o n e nf a nt. G a bi, j e t e s o u h ait e l e m eill e ur 

p o ur l a s uit e. 

M er ci à C at h y  et A m a n di n e , p o ur v otr e j oi e d e vi vr e ! A v o u s d e r e pr e n dr e l e 

fl a m b e a u p o ur l’ or   n s  t o n  u j o ur n  l  l u   !  

M er ci à Vil m a  et à Di di e r , p o ur v otr e i mpli c ati o n d a n s l e s diff ér e nt s pr oj et s. 

M er ci à A ur éli e  et Ari ell e p o ur l e ur s o uti e n d a n s l e s n o m br e u x s o u ci s a d mi ni str atif s. 

M er ci à t o u s l e s a n ci e n s S o ni a , N o ur , J uli ett e , L eïl a , A n dr e a .  

M er ci à Q u e nti n  et Br a hi m . Q u e nti n, u n e s u p er b e r e n c o ntr e et u n vr ai a mi ! Br a hi m, 

pl ei n d e m o m e nt s d e j oi e s et d e c o n s eil s p er s o et s ci e ntifi q u e s, n e c h a n g e p a s ! 

M er ci à m a f a mill e, m a l u mi èr e d a n s l e n oir. J e n e s er ai s p a s c ell e q u e j e s ui s 

 uj o ur  ’  u  s  n s v o u s  s  n s v otr    m o ur. M  m  n  m o n   r oï n  . P  p    m o n l  n 

pr o f o n  . M   s œ ur  m o n s o ut  n  t m o n  x  m pl  . A u p  t t   r n  r    l   f  m ll    

Al e s s a n dr o, q ui c o m m e n c e à f air e s e s pr e mi er s p a s. A m o n b e a u-fr èr e, t o uj o ur s 

s o uri a nt. 



M er ci à m e s m eill e ur e s a mi e s F a n n y , M a u d  et Eli s e  p o ur t o u s n o s b e a u x m o m e nt s 

 ’  m t    t s ur t o ut d e v otr e s o uti e n e n t o ut e s cir c o n st a n c e s. 

M er ci à c el ui q ui m e s u p p ort e a u q u oti di e n, q ui m e r e d o n n e l e s o urir e et q ui m e tr ait e 

 o m m   u n   pr n   s s  . M  r     ’  v o r  t   s   o m pr    n s f   s   r n  r s m o s.  

  



  



Et u d e d u r ôl e d e M EI O B et S P A T A 2 2, pr ot éi n e s e s s e nti ell e s à l a r e c o m bi n ai s o n 

m é i oti q u e 

C o n s er v é c h e z l e s e u c ar y ot e s, l a r e c o m bi n ai s o n h o m ol o g u e e st e s s e nti ell e à 

l a f or m ati o n d e s cr o s s- o v er s  n   s p  n s   l  s à l’  p p  r  m  nt  t à l   s   r    t o n   s 

c hr o m o s o m e s a u c o ur s d e l a m éi o s e.  L a r e c o m bi n ai s o n m éi oti q u e e st r é g ul é e p ar 

l’   t o n  o m   n       f   t  ur s u   q u t   r  s  t m   ot q u  s s p    f q u  s. S P A T A 2 2  t s o n 

p art e n air e M EI O B, t o u s d e u x m éi oti q u e s s p é cifi q u e s, s o nt e s s e nti el l es à l a 

r é p ar ati o n d e s c a s s ur e s d o u bl e s bri n s ( C D B)    l’ A D N  u  o ur s    l   r   o m bi n ai s o n 

m éi oti q u e. Il s i nt er a gi s s e nt a v e c R P A, l e c o m pl e x e u bi q uit air e m aj e ur d e li ai s o n à 

l’ A D N s m pl    r n    n s l   pr o  r  s s o n  t s p     l s  t o n    l   r   o m   n   s o n  n 

m   o s  . Il s s’  x pr m  nt  u s s   n or m  l  m  nt   n s   rt   n s   n   r s    z l’ H o m m    t 

s o nt ai n si d é si g n é s g è n e s C a n c er T e sti s A nti g e n s ( C T A).  

D’ u n   p  rt  n o u s  v o n s    r     à s p    f  r l   r ôl      S P A T A 2 2 à tr  v  r s 

l’  t u     ’ u n n o u v   u m ut  nt p o n  t u  l  s h a ni ) d e S p at a 2 2 c h e z l a s o uri s. L e m ut a nt 

s h a ni  ar b or e u n p h é n ot y p e si mil air e a u x s o uri s n ull e s S p at a 2 2 -/- o u M ei o b -/- : l a 

r é p ar ati o n i n c o m pl èt e d e s C D B s i n d uit u n arr êt d e s c ell ul e s g er mi n al e s e n pr o p h a s e 

I  n  u s  nt    l’  p o pt o s    t l   st  r l t  . L   m ut  t o n s h a ni  s e sit u e s ur u n e x o n c o d a nt 

d e S p at a 2 2  et a  o ut t à l’  p s s      n  orr   t  u tr a n s crit et u n e a b s e n c e d e d ét e cti o n 

pr ot éi q u e. N o u s pr o p o s o n s q u e l a m ut ati o n s h a ni  alt èr e u n e s é q u e n c e é x o ni q u e 

  t v  tr       l’  p s s      u n E S E  E x o n   S pl   n   E n   n   r)   u tr  n s  r t    

S p at a 2 2. A n otr e c o n n ai s s a n c e    l s’    t    l   pr  m èr     s  r pt o n  ’ u n  l  m  nt E S E 

 ’ u n  è n   m   ot q u   m ur n.  

D’  utr   p  rt  n o u s  v o n s     r     à   t  r m n  r l’ nfl u  n    p ot  nt  ll      

l’  x pr  s s o n   t o p q u      M EI O B  t S P A T A 2 2   n s l  s   n   r s. A p artir d e s 

d o n n é e s tr a n s cri pt o mi q u e s e n li br e a c c è s, n o u s a v o n s p u o b s er v er q u e c ert ai n e s 

t u m e ur s et li g n é e s c ell ul air e s e x pri m e nt c o nj oi nt e m e nt M EI O B et S P A T A 2 2 

s u g g ér a nt u n e p o s si bl e f o n cti o n n alit é d u c o m pl e x e. N o s d o n n é e s pr éli mi n air e s 

i n di q u e nt q u e M EI O B et S P A T A 2 2 s e m bl e nt i m p a ct er l a r e pri s e d e pr olif ér ati o n d e s 

c ell ul e s q ui l e s e x pri m e nt tr a n sit oir e m e nt. D e s li g n é e s c ell ul air e s st a bl e s i n d u cti bl e s 

p o ur l’  x pr  s s o n    M EI O B  t S P A T A 2 2 s o nt  n  o ur s    r   l s  t o n  f n  ’  t u    r 

p  r l   s u t   l   s ur v  / pr ol f  r  t o n  l   r  p  r  t o n    l’ A D N  t l’ n st    l t     n  t q u    n 

pr é s e n c e d e M EI O B et S P A T A 2 2 d a n s c e c o nt e xt e.  

M ot s cl é s : S P A T A 2 2, M EI O B, r e c o m bi n ai s o n h o m ol o g u e, m éi o s e, c a n c er  



 

R ol e s of M EI O B a n d S P A T A 2 2, t w o e s s e nti al pr ot ei n s f or m ei oti c 

r e c o m bi n ati o n  

C o n s er v e d a m o n g e u k ar y ot e s, h o m ol o g o u s r e c o m bi n ati o n i s e s s e nti al f or t h e 

f or m ati o n of cr o s s- o v er s t h at ar e m a n d at or y f or p airi n g a n d c hr o m o s o m e s 

s e gr e g ati o n d uri n g m ei o si s. M ei oti c r e c o m bi n ati o n i s r e g ul at e d b y t h e c o m bi n e d 

a cti o n of u bi q uit o u s a n d m ei oti c s p e cifi c f a ct or s. S P A T A 2 2 a n d it s m ei oti c- s p e cifi c 

p art n er M EI O B ar e e s s e nti al f or t h e r e p air of D N A d o u bl e str a n d br e a k s ( D S B) d uri n g 

m ei oti c r e c o m bi n ati o n. T h e y i nt er a ct wit h R P A, t h e m aj or u bi q uit o u s si n gl e- str a n d e d 

D N A bi n di n g c o m pl e x, i n t h e pr o gr e s si o n a n d s p e ci ali z ati o n of m ei oti c r e c o m bi n ati o n. 

T h e y ar e al s o e x pr e s s e d e ct o pi c all y i n s o m e h u m a n c a n c er s a n d ar e t h u s r ef err e d a s 

C a n c er T e sti s A nti g e n s ( C T A).  

Fir st, w e s o u g ht t o s p e cif y t h e r ol e of S P A T A 2 2 t hr o u g h t h e st u d y of a n o v el 

p oi nt m ut a nt ( s h a ni ) of S p at a 2 2  i n mi c e. s h a ni  m ut a nt mi c e p h e n o c o p y S p at a 2 2 - n ull 

a n d M ei o b - n ull mi c e: u nr e p aire d  D S B s l e a d t o m ei oti c pr o p h a s e arr e st, a p o pt o si s 

a n d st erilit y. T h e s h a ni  m ut ati o n li e s wit hi n a S p at a 2 2  c o di n g e x o n a n d l e a d s t o 

i n c orr e ct s pli ci n g of S p at a 2 2 m R N A r e s ulti n g i n n o d et e ct a bl e pr ot ei n. W e pr o p o s e 

t h at t h e s h a ni  m ut ati o n alt er s a n e x o ni c s pli ci n g e n h a n c er el e m e nt ( E S E) wit hi n t h e 

S p at a 2 2  tr a n s cri pt. T o o ur k n o wl e d g e, t hi s i s t h e fir st d e s cri pti o n of a n E S E el e m e nt 

i n a m ei oti c m uri n e g e n e. 

T h e n, w e s o u g ht t o d et er mi n e t h e p ut ati v e r ol e of t h e e ct o pi c e x pr e s si o n of 

M EI O B a n d S P A T A 2 2 i n s o m e c a n c er s. W e a n al y s e d o p e n a c c e s s tr a n s cri pt o mi c 

d at a a n d  o b s er v e d t h at M EI O B a n d S P A T A 2 2 ar e c o- e x pr e s s e d i n s o m e t u m or s a n d 

c a n c er c ell li n e s, s u g g e sti n g a p ot e nti al f u n cti o n alit y of M EI O B- S P A T A 2 2. O ur 

pr eli mi n ar y r e s ult s s u g g e st t h at M EI O B a n d S P A T A 2 2 m o dif y c ell pr olif er ati o n w h e n 

e x pr e s s e d  tr a n si e ntl y. W e ar e d e v el o pi n g st a bl e i n d u ci bl e c ell li n e s f or t h e 

e x pr e s si o n of M EI O B a n d S P A T A 2 2 i n or d er t o f urt h er st u d y c ell pr olif er ati o n, D N A 

r e p air a n d g e n eti c i n st a bilit y. 

K e y w or d s: S P A T A 2 2, M EI O B, h o m ol o g o u s r e c o m bi n ati o n, m ei o si s, c a n c er 
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A v a nt- pr o p o s 

D a n s l e s c ell ul e s e u c ar y ot e s, l a r e c o m bi n ai s o n h o m ol o g u e ( R H) e st u n d e s 

m    n s m  s  s s  nt  l s    r  p  r  t o n    l’ A D N q u  pr  v  nt l’  p p  r t o n    m ut  t o n s 

et p arti ci p e a u m ai nti e n d e l a st a bilit é g é n o mi q u e. L a r e c o m bi n ai s o n h o m ol o g u e e st 

 u s s   s s  nt  ll    n m   o s   l or s    l’  t   l s s  m  nt   s   ll ul  s s  x u  ll  s. L   

r   o m   n   s o n m   ot q u    st  s s ur    p  r l’   t o n  o m m u n      f   t  ur s u   q u t   r  s 

et d e f a ct e ur s s p é cifi q u e s d e l a m éi o s e. L a d é c o u v ert e et l a d e s cri pti o n d e s 

f o n cti o n n alit é s d e c e s f a ct e ur s m éi oti q u e s c h e z di v er s or g a ni s m e s o nt f ort e m e nt 

 o ntr  u   s à   r   t  r s  r l   s p     l s  t o n    l   R H  n m   o s  . L’  t u      s   t  ur s 

d e l a r e c o m bi n ai s o n m éi oti q u e a a u s si f ort e m e nt c o ntri b u é à d ét er mi n er l e s c a u s e s 

g é n éti q u  s  ’ nf  rt l t      z l’ H o m m  . M EI O B  (M ei o si s s p e cifi c wit h O B d o m ai n s ) et 

s o n p art e n air e S P A T A 2 2  (S p er m at o g e n e si s a s s o ci at e d 2 2 ) o nt r é c e m m e nt ét é 

d é c o u v ert s et s o nt e s s e nti el s à l a R H m éi oti q u e . L e ur s f o n cti o n n alit é s et s p é cifi cit é s 

 ’   t o n r  st  nt n   n m oi n s m al c o m pri s e s a u c o ur s d e l a r e c o m bi n ai s o n m éi oti q u e. 

D e n o m br e u x f a ct e ur s s p é cifi q u e s d e l a m éi o s e, d o nt M EI O B  et S P A T A 2 2, s o nt 

a u s si e x pri m é s e ct o pi q u e m e nt d a n s d e s t u m e ur s c a n c ér e u s e s et s o nt al or s d é si g n é s 

c o m m e d e s C a n c er T e sti s A nti g e n s ( C T A). D e n o m br e u s e s ét u d e s s u g g èr e nt q u e 

l’e x pr e s si o n d e s C T A e st i m pli q u é e d a n s l e c o m p ort e m e nt c a n c ér e u x d e s c ell ul e s, 

n ot  m m  nt   n f  v or s  nt l’ i n st a bilit é g é n éti q u e. L’  x pr  s s o n    C T A p  r m  ttr   t 

ai n si d e s e n si bili s er l e s c ell ul e s a u x a g e nt s g é n ot o xi q u e s c o ur a m m e nt utili s é s l or s d e 

tr ait e m e nt s a nti- c a n c ér e u x. U n e m eill e ur e c o m pr é h e n si o n d e c ett e e x pr e s si o n d e s 

C T A et d e l e ur s f o n cti o n n alit é s a p p ort er ait d e n o u v ell e s p o s si bilit é s a u x tr ait e m e nt s 

d e s c a n c er s p ar t h ér a pi e s ci bl é e s.  
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I ntr o d u cti o n 

I) L a m éi os e  

L a m éi o s e e st u n pr o c e s s u s c e ntr al d e l a r e pr o d u cti o n s e x u é e. S o n 

i m p ort a n c e d a n s l a g é n ér ati o n d e g a m èt e s vi a bl e s, et d o n c d a n s l a p ér e n nit é d u 

 y  l      l   v      p  n      l   m s    n pl      ’  v è n  m  nt s m   ot q u  s  l  s  o nt 

l’  p p  r  m  nt  o m pl  t   s   r om o s o m e s h o m ol o g u e s et l a r e c o m bi n ai s o n m éi oti q u e. 

1) L a m éi o s e et l a g a m ét o g e n è s e 

T r è s  o n s  r v     u  o ur s    l’  v ol ut o n  l a m éi o s e ( q ui si g nifi e 

« a m oi n dri s s e m e nt, di mi n uti o n »)  p er m et d e g é n ér er d e s g a m èt e s h a pl oï d e s (1 N ) à 

p artir d e c ell ul e s di pl oï d e s ( 2 N) . C h e z l e s m a m mif èr e s, e ll e e st i nti m e m e nt li é e à l a 

g a m ét o g e n è s e e n c o n stit u a nt u n e d e s e s ét a p e s e s s e nti ell e s ( mit o s e, m éi o s e et 

m at ur ati o n d e s g a m èt e s) q ui a b o uti s s e nt a u d é v el o p p e m e nt d e s c ell ul e s g er mi n al e s 

e n g a m èt e s vi a bl e s ( H a n d el et S c hi m e nti, 2 0 1 0). Ell e s e c o m p o s e d e d e u x di vi si o n s 

s u c c e s si v e s, s e x u ell e m e nt di m or p hi q u e s e ntr e l a g a m ét o g é n è s e m âl e et f e m ell e. 

Ell e s diff èr e nt p ar l e ur ti mi n g  ’ e x é c uti o n et  p ar l e s pr o d uit s d e m éi o s e r é s ult a nt s 

e ntr e l e m âl e et l a f e m ell e ; et  s o nt i d e nti q u e s p ar l e ur c a p a cit é d e br a s s a g e 

g é n éti q u e.  

- L e  ti mi n g m éi oti q u e a u s ei n d e l a g a m ét o g e n è s e m âl e et f e m ell e 

 D ur  nt l   v   f œt  l   c h e z l a s o uri s, l e s c ell ul e s g er mi n al e s pri m or di al e s ( pr é-

s p er m at o g o ni e s c h e z l e m âl e et o v o g o ni e s c h e z l a f e m ell e a pr è s diff ér e n ci ati o n 

s e x u ell e) pr olif èr e nt a cti v e m e nt d a n s l e s g o n a d e s ( S ait o u et Mi y a u c hi, 2 0 1 6) . 

L’  n v r o n n  m  nt s o m  t q u     s   ll ul e s g er mi n al e s d a n s l e s g o n a d e s i nfl u e n c e l e 

d e v e nir m âl e o u f e m ell e d e s c ell ul e s g er mi n al e s pri m or di al e s ( d ét aill é s d a n s ( B o wl e s 

et S pill er, 2 0 1 5; S pill er et al., 2 0 1 7)). C   z l   f  m  ll    l’  nt èr   p o p ul  t o n 

 ’ o v o  o n  s e ntr e e n m éi o s e d e f a ç o n s y n   r o n     n s l’ o v   r   f œt  l   t s’  rr êt    n  fi n 

d e  pr o p h a s e d e pr e mi èr e di vi si o n a v a nt l a n ai s s a n c e. C ett e e ntr é e pr é c o c e e n 

m éi o s e e st c ar a ct éri sti q u e d e l a v oi e d e diff ér e n ci ati o n f e m ell e d e s c ell ul e s 

g er mi n al e s ( S pill er et al., 2 0 1 7) . L a r e pri s e d e m éi o s e n   s   f   t q u’ à p  rt r    l   

p u b ert é. L a sti m ul ati o n h or m o n al e v   l’  x    y p ot   l  m u s - h y p o p h y s e- g o n a d e s i n d uit 
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l a cr oi s s a n c e et l a m at ur ati o n  ’ u n   s  l   t o n  ’ o v o  yt  s  d o nt u n s e ul a c h è v e s a 

pr  m èr     v s o n l or s    l’ o v ul  t o n ( M a c L e n n a n et al., 2 0 1 5). C ett e m at ur ati o n 

o v o c yt air e e st i nti m e m e nt li é e a u d é v el o p p e m e nt f olli c ul air e (f olli c ul e s pri m or di a u x, 

pri m air e s, s e c o n d air e s et t erti air e s), d ur a nt l e q u el l e s o v o c yt e s a c q ui èr e nt l a 

c o m p ét e n c e à r é p o n dr e à l a sti m ul ati o n h or m o n al e o v ul at oir e p o ur a c h e v er l a 

pr e mi èr e di vi si o n ( S ait o u et Mi y a u c hi, 2 0 1 6) . C ett e r e pri s e d e m éi o s e I s’  ff   t u  r   

d e f a ç o n c y cli q u e a u c o ur s d e l a vi e d e s f e m ell e s j u s q u’ à  p u s  m  nt d u  p o ol 

 ’ o v o  yt  s pr m or    u x  arr êt é s e n pr o p h a s e I. L     u x è m     v s o n    l’ o v o  yt   

s él e cti o n n é ( o u o v ul é) e st ell e a u s si bl o q u é e ( e n m ét a p h a s e II) et n   s’    è v   q u   si 

l’ o v o  yt    st f é c o n d é p ar u n g a m èt e m âl e.  C h e z l e m âl e, l e s pr é- s p er m at o g o ni e s 

 ntr  nt  n q u  s   n     ur  nt l   v   f œt  l  . A l’ n v  r s      l   f  m  ll    l a r é pr e s si o n 

 ’  ntr     n m   o s    st   r   t  r st q u      l   v o        ff  r  n    t o n m âl     s   ll ul  s 

g er mi n al e s. A pr è s l a n ai s s a n c e s e ul e m e nt , u n e p arti e d e s s p er m at o g o ni e s s o u c h e s 

s e diff ér e n ci e p o ur i niti er l a m éi o s e à p artir d e l a p u b ert é et u n e p arti e s e m ulti pli e 

p o ur r e n o u v el er l e p o ol d e c ell ul e s s o u c h e s n é c e s s air e s à l a s p er m at o g e n è s e t o ut 

a u l o n g d e l a vi e    l’ n   v  u ( S ait o u et Mi y a u c hi, 2 0 1 6). L a d e u xi è m e di vi si o n d e 

m éi o s e s u c c è d e s a n s i nt err u pti o n à l a pr e mi èr e. L e s c ell ul e s p o st- m éi oti q u e s m âl e s 

s u bi s s e nt u n e ulti m e p h a s e d e m at ur ati o n a p p el é e s p er mi o g e n è s e. A u c o ur s d e 

c ett e p h a s e, ell e s s u bi s s e nt d e s m o difi c ati o n s m or p h ol o gi q u e s et m ol é c ul air e s q ui 

p  r m  ttr o nt l’ o  t  nt o n    g a m èt e s m o bil e s m at ur e s, l e s s p er m at o z oï d e s. 

- L e s pr o d uit s d e s d e u x di vi si o n s m éi oti q u e s c h e z l e m âl e et l a f e m ell e 

L a m éi o s e e st c ar a ct éri s é e p ar s a c a p a cit é à « r é d uir e » l e c o nt e n u g é n éti q u e. 

Ell e diff èr e d e l a mit o s e q ui « r é d uit »  l   q u  nt t    ’A D N t o ut e n c o n s er v a nt l a m ê m e 

i nf or m ati o n g é n éti q u e. L a pr e mi èr e di vi si o n d e m éi o s e r   u t l’ nf or m  t o n   n  t q u   

et  e st dit e r é d u cti o n n ell e. L a s e c o n d e di vi si o n r é p artit l a m ê m e i nf or m ati o n g é n éti q u e 

e n d e u x c ell ul e s et e st dit e é q u ati o n n ell e. L a m éi o s e e st pr é c é d é e  ’ u n e p h a s e d e 

r  pl   t o n    l’ A D N  l   p   s   S pr  - m éi oti q u e, q u   ur   pl u s l o n  t  m p s q u’ u n   

p h a s e S mit oti q u e. A c e st a d e, l e s c ell ul e s c o nti e n n e nt al or s d e s p air e s d e 

c hr o m o s o m e s h o m ol o g u e s ( 2 N)  ’ or   n   m  t  r n  ll    t p  t  r n  ll   à d e u x 

c hr o m ati d e s ( 2 C) (fi g ur e 1). L a pr e mi èr e di vi si o n s é p ar e ( o u s é gr è g e) l e s 

c hr o m o s o m e s h o m ol o g u e s. L e s c ell ul e s r é s ult a nt e s c o nti e n n e nt al or s u n s e ul 

e x e m pl air e d e c h a c u n d e s c hr o m o s o m e s h o m ol o g u e s ( 1 N) p o s s é d a nt e n c or e s e s 

  u x   r o m  t   s s œ ur s  2 C ) (Fi g ur e 1 ). C h e z l e m âl e, il e n r é s ult e l a f or m ati o n d e 
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d e u x s p er m at o c yt e s II i d e nti q u e s e n t aill e et c o nt e n u al or s q u e c h e z l a f e m ell e il e n 

r é s ult e u n o v o c yt e I et u n pr e mi er gl o b ul e p ol air e, diff ér e nt s p ar l a t aill e et l e c o nt e n u 

c yt o pl a s mi q u e ( Fi g ur e 1 ).C ett e str at é gi e d e di vi si o n i n é g al e d u c yt o pl a s m e c h e z l a 

f e m ell e a s s ur e l e c o nt e n u é n er g éti q u e n    s s   r    u   v  l o p p  m  nt  ’ u n  m  r y o n 

a pr è s f é c o n d ati o n ( B ol c u n-fil a s et H a n d el, 2 0 1 8). L a s e c o n d e di vi si o n s é p ar e l e s 

  r o m  t   s s œ ur s . A pr è s l’    è v  m  nt      s   u x   v s o n s m   ot q u  s  l e s 

  m èt  s n    o nt  n n  nt pl u s q u’ u n  x  m pl   r   c hr o m o s o mi q u e à u n e s e ul e 

c hr o m ati d e ( 1 N 1 C) ( Fi g ur e 1 ). C ett e s e c o n d e di vi si o n e st di m or p hi q u e à l a f oi s s ur 

s a r é ali s ati o n d a n s l e t e m p s q u e s ur l e n o m br e d e g a m èt e s pr o d uit s. C h e z l e m âl e, 

 ll   s’  ff   t u     r   t  m  nt  pr è s l   pr  m èr     v s o n et ell e s a b o uti s s e nt à l’ o  t  nt o n 

d e  q u atr e s p er m ati d e s. C h e z l a f e m ell e m a m mif èr e, l a s e c o n d e di vi si o n n e s’  ff   t u   

q u e l or s d e l a f é c o n d ati o n et pr o d uit u n d e u xi è m e gl o b ul e p ol air e et u n o v o c yt e II 

d é s or m ai s f é c o n d é ( o u z y g ot e)  ( B ol c u n-fil a s et H a n d el, 2 0 1 8; H a n d el et S c hi m e nti, 

2 0 1 0).  

- L e br a s s a g e d u m at éri el g é n éti q u e a u c o ur s d e s d e u x di vi si o n s m éi oti q u e s 

E n pl u s d e s o n i m p ort a n c e l or s d e l a g a m ét o g é n è s e, l a m éi o s e i n d uit d e l a 

di v er sit é g é n éti q u e a u s ei n d u c y cl e d e r e pr o d u cti o n s e x u é e c ar ell e g é n èr e u n 

i m p ort a nt br a s s a g e d u m at éri el g é n éti q u e. E n eff et, l a pr e mi èr e di vi si o n i n d uit u n 

br a s s a g e i nt er-   r o m o s o m q u      p  r l’     n     ’ nf or m  t o n   n  t q u    ntr    r  s 

d e c hr o m o s o m e s h o m ol o g u e s ( a p p el é s a u s si cr o s s- o v er s, C O), et, u n br a s s a g e 

c hr o m o s o mi q u e d e p ar l a s é gr é g ati o n al é at oir e d e s c hr o m o s o m e s h o m ol o g u e s. L a 

f u s o n  l   t o r    ’ u n   m èt   m âl    v    u n   m èt   f  m  ll    n   n  r   l’ ult m   

 r  s s        l’ nf or m  t o n   n  t q u   p ort  ur      v  r s t    u  o ur s    l   r  pr o  u  t o n 

s e x u é e. 
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Fi g ur e 1 : M éi o s e et g a m ét o g e n è s e c h e z l e s m a m mif èr e s 

A pr è s l a p h a s e S pr é- m éi oti q u e, l e s c ell ul e s g er mi n al e s ( e n b ei g e) c o nti e n n e nt d e s p air e s d e 

c hr o m o s o m e s h o m ol o g u e s à d e u x c hr o m ati d e s ( 2 N 2 C) . L   m   o s   s’ n t   p  r u n   l o n  u   pr o p   s   I 

d ur a nt l a q u ell e l e s c hr o m o s o m e s h o m ol o g u e s s ’  p p  r  nt  o u s   s y n  p s  nt)  t r   o m   n  nt. L   

    s m   r  s ult      l’     n        r n s  o u C O)  ntr     r o m o s o m  s  o m ol o  u  s  r o u    o u  l  u) 

f or m é s p ar r e c o m bi n ai s o n m éi oti q u e. E n m ét a p h s a s e I, l e s c hr o m o s o m e s h o m ol o g u e s s o nt 

m ai nt e n u s e n s e m bl e p ar l e s c o h é si n e s et ali g n é s gr â c e à l e ur c hi a s m a s ur l a pl a q u e m ét a p h a si q u e. 

E n a n a p h a s e I et t él o p h a s e I, l e s c hr o m o s o m e s h o m ol o g u e s s e s é gr é g e nt a u x p ôl e s o p p o s é s. C h e z 

l e m âl e, d e u x s p er m at o c yt e s II i d e nti q u e s e n t aill e et c o nt e n u c yt ol o gi q u e s o nt f or m é s al or s q u e c h e z 

l a f e m ell e, u n o v o c yt e I et u n pr e mi er gl o b ul e p ol air e diff ér e nt s e n t aill e et c o nt e n u s o nt f or m é s. C h e z 

l   f  m  ll    l   pr  m èr     v s o n s’ n t    n v   f œt  l    t n   s‘    è v   q u’ à p  rt r    l   p u   rt   à    q u   

o v ul ati o n. E n a b s e n c e d e pr o p h a s e, l a s e c o n d e di vi si o n d e m éi o s e p er m et d e s é p ar er l e s c hr o m ati d e s 

s œ ur s f or m  nt   n s    s   ll ul  s   pl oï   s  ( 1 N). A p artir d e l a p u b ert é c h e z l e m âl e, c ett e s e c o n d e 

di vi si o n s ur vi e nt a pr è s l a pr e mi èr e s a n s i nt err u pti o n et a b o utit à l a f or m ati o n d e q u atr e s p er m ati d e s. 

C   z l   f  m  ll     ll   n’  st     v    q u’  pr è s f   o n   t o n p  r u n s p  r m  t o z oï     t   o ut t à l   

f or m  t o n  ’ u n o v o  yt   II f   o n     l   z y  ot     t  ’ u n s   o n    l o  ul   p ol   r  . L e s c ell ul e s d e l a li g n é e 

g er mi n al e m âl e et f e m ell e s o nt r e pr é s e nt é e s e n bl e u et r o s e, r e s p e cti v e m e nt. ( a d a pt é e d e ( H a n d el et 

S c hi m e nti, 2 0 1 0)) 



 
 

6  
 

2) L e s di vi si o n s m éi oti q u e s et l’i m p ort a n c e d e l a pr o p h a s e I  

L a pr e mi èr e di vi si o n d e m éi o s e c o m m e n c e p ar u n e l o n g u e pr o p h a s e I s ui vi e 

d e s a utr e s ét a p e s d e di vi si o n s c ell ul air e s ( m ét a p h a s e, a n a p h a s e et t él o p h a s e). L a 

pr o p h a s e I e st p arti c uli èr e m e nt i m p ort a nt e a u pr o c e s s u s d e di vi si o n m éi oti q u e 

p u s q u’ e ll    st l’  t  p    ur  nt l  q u  ll   s     r o ul   l’  p p  r  m  nt c o m pl et d e s 

c hr o m o s o m e s h o m ol o g u e s p ar l a f or m ati o n d u c o m pl e x e s y n a pt o n é m al ( C S) 

( str u ct ur e s u pr a- c hr o m o s o mi q u e m ulti pr ot éi q u e) et l a r e c o m bi n ai s o n h o m ol o g u e 

(R H ) m éi oti q u e  m    n s m      r  p  r  t o n    l’A D N) . C e s d e u x pr o c e s s u s s o nt 

i ntri q u é s a u c o ur s d e l a pr o p h a s e I et m ett e nt e n pl a c e d e s él é m e nt s n é c e s s air e s à 

l a s é gr é g ati o n d e s c hr o m o s o m e s h o m ol o g u e s. 

- L a R H m éi oti q u e s’ n t   p ar l a f or m ati o n d e c a s s ur e s d o u bl e s bri n s (C D B ) 

   l’ A D N . U n e d e s e xtr é mit é s d e l   C D B v    n v    r u n   s  q u  n     ’ A D N 

sit u é e s ur l e c hr o m o s o m e h o m ol o g u e. L a C D B e st e n s uit e r é p ar é e p ar 

n  o s y nt  è s    ’ A D N  n ut l s  nt  o m m   m  tr    m o  èl     tt   s  q u  n    

pr o v e n a nt d u c hr o m o s o m e h o m ol o g u e. L a R H m éi oti q u e a b o utit à u n 

é c h a n g e r é ci pr o q u e d e br a s d e c hr o m o s o m e s, o u cr o s s- o v er ( C O), q ui 

 n  u t l   f or m  t o n  ’ u n l  n p  y s q u    ntr   l  s   r o m o so m e s h o m ol o g u e s 

a p p el é c hi a s m a s. C e s d er ni er s g é n èr e nt l a t e n si o n n é c e s s air e à l a 

c orr e ct e s é gr é g ati o n d e s h o m ol o g u e s l or s d e l e ur ali g n e m e nt s ur l a pl a q u e 

m ét a p h a si q u e. 

- D e f a ç o n c o n c o mit a nt e à l a R H m éi oti q u e, l e s c hr o m o s o m e s h o m ol o g u e s 

s e c o n d e n s e nt et s’  p p  r  nt  r â    à l   f or m  t o n  ’ u n   str u  t ur   

c hr o m ati ni e n n e s p é cifi q u e, c o m p o s é e d e c o h é si n e s et d e s él é m e nt s d u 

c o m pl e x e s y n a pt o n é m al ( C S) . D è s l a p h a s e S pr é- m éi oti q u e, l e s 

  r o m  t   s s œ ur s s o nt  r é pli q u é e s et m ai nt e n u e s e n s e m bl e p ar l e s 

c o h é si n e s d o nt c ert ai n e s s o nt s p é cifi q u e s d e l a m éi o s e . A u c o ur s d e l a 

pr o p   s   I  l  s   r o m o s o m  s m   ot q u  s s’  p p  r  nt p  r   p o s t o n   s 

diff ér e nt s él é m e nt s d u C S. C e  r a p pr o c h e m e nt p h y si q u e e ntr e l e s 

h o m ol o g u e s f  v or s   l’     n     ’ nf or m  t o n   n  t q u    C O ) d ur a nt l a R H 

m éi oti q u e. E n fi n d e pr o p h a s e, s e ul e s l e s c o h é si n e s l o c ali s é e s a u 

c e ntr o m èr e   s   r o m  t   s s œ ur s s o nt m ai nt e n u e s p o ur p er m ettr e l a 

s é p ar ati o n d e s c hr o m o s o m e s h o m ol o g u e s.  
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L e s  c hi a s m a s q ui g é n èr ent  l a t e n si o n d e s h o m ol o g u e s ali g n é s s ur l a pl a q u e 

m ét a p h a si q u e et l e m ai nti e n d e s c o h é si n e s a u c e ntr o m èr e   s   r o m  t   s s œ ur s 

s o nt d e u x él é m e nt s e s s e nti el s à l a s é gr é g ati o n d e s h o m ol o g u e s l or s d e l a pr e mi èr e 

di vi si o n ( M a c L e n n a n et al., 2 0 1 5) . L  s   r o m  t   s s œ ur s  ’ u n  o m ol o  u   m  r  nt  

al or s v er s l e m ê m e p ôl e : ell e s s o nt m o n o- ori e nt é e s a u c o ur s d e c ett e pr e mi èr e 

di vi si o n ( T o u ati et W a s s m a n n, 2 0 1 6) . Pl u s c o urt e q u e l a pr e mi èr e, l a d e u xi è m e 

  v s o n m   ot q u   s’ n t   e n a b s e n c e d e pr o p h a s e et  l e s c hr o m ati d e s s œ ur s s e 

s é gr é g e nt d e f a ç o n si mil air e à u n e di vi si o n mit oti q u e  ’  st - à- dir e a v e c u n e bi-

ori e nt ati o n ( H a n d el et S c hi m e nti, 2 0 1 0).  

L a pr o p h a s e I s e s u b- di vi s e e n st a d e s l e pt ot è n e, z y g ot è n e, p a c h yt è n e et 

di pl ot è n e  e n f o n cti o n d e  l’ét at  ’  p p  r  m  nt  d e s c hr o m o s o m e s et d e l a pr o gr e s si o n 

d e l a R H m éi oti q u e . D è s l e l e pt ot è n e, l a c hr o m ati n e s e c o n d e n s e et f or m e d e s 

b o u cl e s q ui s e str u ct ur e nt  ut o ur  ’ a x e s   s   r o m  t   s s œ ur s  f or m é s p ar 

d é p o siti o n d e s él é m e nt s a xi a u x ( o u l at ér a u x) d u C S et d e s c o h é si n e s; et, l a 

f or m ati o n d e C D B  d e l a RH s’ n t      l  m  nt  (Fi g ur e 2 ). E n z y g ot è n e, l e s 

c hr o m o s o m e s h o m ol o g u e s  s e r a p pr o c h e nt  t s’  p p  r  nt p ar d é p o siti o n d e s 

él é m e nt s c e ntr a u x d u C S l e l o n g d e s a x e s d e s   r o m  t   s s œ ur s  : o n p arl e al or s d e 

s y n a p si s d e s h o m ol o g u e s q ui s er a c o m pl et e n p a c h yt è n e ( Fi g ur e 2 ). D a n s l e m ê m e 

t e m p s, l e s C D B  m éi oti q u e s v o nt êtr e pri se s  e n c h ar g e p ar l e s diff ér e nt s a ct e ur s d e l a 

r e c o m bi n ai s o n m éi oti q u e et c o m pl èt e m e nt r é p ar é e s e n p a c h yt èn e  e n f or m a nt a u 

m o n s u n C O p  r p   r    ’  o m ol o  u  s ( o u bi v al e nt s) q ui l e s li e p h y si q u e m e nt 

( c hi a s m a) (Fi g ur e 2 ). E n di pl ot è n e, l e s h o m ol o g u e s s e d é s y n a p s e nt p ar e nl è v e m e nt 

d e s él é m e nt s c e ntr a u x d u C S et r e st e nt li és p ar l e ur c hi a s m a p o ur p er m ettr e l e ur 

s é gr é g ati o n p ar l a s uit e ( Fi g ur e 2)  ( B ol c u n-fil a s et H a n d el, 2 0 1 8; H a n d el et 

S c hi m e nti, 2 0 1 0).  

L e  b o n  d ér o ul e m e nt  d e s  é v è n e m e nt s  d e  r e c o m bi n ai s o n  et 

 ’  p p  r  m  nt/ s y n  p s s   r o m o s o m q u      pr o p   s   I  st  r u    l   n s l   pr  v  nt o n 

d e s err e ur s d u n o m br e d e c hr o m o s o m e s o u a n e u pl oï di e s ( B ol c u n-fil a s et H a n d el, 

2 0 1 8).  C   z l   f  m m     l  st  st m    ntr   2 0  t 2 5 %  ’ o v o  yt  s  n  u pl oï   s  o n t l a 

m  j or t   n   p  r m  t p  s l     v  l o p p  m  nt  ’ u n  m  r y o n  t   o ut t à u n  v ort  m  nt 

s p o nt a n é ( H a s s ol d et H u nt, 2 0 0 1) . L’  n  u pl oï     v   l   l   pl u s fr  q u  nt    st l   

tr s o m   2 1  l    à l   m  u v   s   s   r    t o n  u   r o m o s o m   2 1   n s l’ o v o  yt   

( H a s s ol d et H u nt, 2 0 0 1). L e s tri s o mi e s s o nt pri n ci p al e m e nt li é e s a u x err e ur s d e 
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pr e mi èr e di vi si o n m at er n ell e. Et, d e s d éf a ut s d e r e c o m bi n ai s o n s o nt f ort e m e nt mi s e n 

c a u s e d a n s l a m a u v ai s e di sj o n cti o n d e s c hr o m o s o m e s m at er n el s ( d ét aill é s d a n s 

( H a s s ol d et H u nt, 2 0 0 1)). L e s err e ur s d e pl oï di e s o nt a u s si pr é s e nt e s d a n s l e s 

s p er m at o z oï d e s h u m ai n s a v e c u n e e sti m ati o n à 2 % ( V er a et al., 2 0 1 2). 

L’  p p  r  m  nt   s   r o m o s o m  s s  x u  l s  ur  nt l   pr o p   s   I  q u     z l   m âl   n   

s e s y n a p s e nt q u e p arti ell e m e nt, s o nt p arti c uli èr e m e nt s e n si bl e s à l a m a u v ai s e 

s é gr é g ati o n ( T o u ati et W a s s m a n n, 2 0 1 6; V er a et al., 2 0 1 2). 

 

Fi g ur e 2 : L a r e c o m bi n ai s o n m éi oti q u e et l ’ a p p ari e m ent d e s c hr o m o s o m e s 

h o m ol o g u e s ( o u s y n a p si s) a u c o ur s d e l a pr o p h a s e I 

L e s  r e pr é s e nt ati o n s s c h é m ati q u e s d e l a pr o gr e s si o n d e l a r e c o m bi n ai s o n m éi oti q u e et d e l’  t  t 

 ’  p p  r  m  nt   s   r o m o s o m  s  o m ol o  u  s a u c o ur s d e l a pr o p h a s e d e m éi o s e I s o nt a s s o ci é e s à 

d e s i m a g e s  ’ ét al e m e nt s d e c hr o m o s o m e s m éi oti q u e s d e s o uri s ( s    m    ’  p p  r  m  nt   s 

c hr o m o s o m e s a d a pt é d e ( B ur g o y n e et al., 2 0 0 9)) . L’ m m u n ol o   l s  t o n    l’  l  m  nt  x  l SC P 3 ( o u 

S Y C P 3) ( e n r o u   )  t    l’  l  m  nt   ntr  l S C P 1 ( o u S Y C P 1) ( e n r o u g e) p er m et d e s ui vr e 

l’  p p  r  m  nt   s   r o m o s o m  s  o m ol o  u  s   s   ll ul  s m  i oti q u e s (i m a g e s d u Dr M arti ni).  
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D ur a nt l a pr o p h a s e I, l e s c hr o m o s o m e s m éi oti q u e s a d o pt e nt u n e str u ct ur e 

c h r o m ati ni e n n e s p é cifi q u e p er m ett a nt i n fi n e l e s y n a p si s d e s c hr o m o s o m e s 

h o m o l o  u  s. Il s s’ or   n s  nt  n  o u  l  s      r o m  t n   l   l o n     s  x  s   s 

c hr o m o s o m e s m   ot q u  s  o m p o s  s     o   s n  s  t  ’  l  m  nt s  u  o m pl  x   

s y n a pt o n é m al.   

1 ) L e s c o h é si n e s et l’ a p p ari e m e nt d e s c hr o m ati d e s s œ ur s  

1. 1) L e s c o h é si n e s 

Q u e c e s oit e n mit o s e o u e n m éi o s e, l e s c o h é si n e s f or m e nt d e s a n n e a u x 

str u ct ur a u x q ui vi e n n e nt e nt o ur er l  s   r o m  t   s s œ ur s  f n    l  s m   nt  n r  ntr  -

ell e s ( B ol c u n- Fil a s a n d S c hi m e nti, 2 0 1 2; I s hi g ur o, 2 0 1 9). C e s a n n e a u x s o nt 

 o m p o s  s  ’ u n   t ér o di m èr e d e pr ot éi n e s S M C ( Str u ct ur al M ai nt e n a n c e of 

C  r o m o s o m  s)  t  ’ u n   t  r o   m èr      pr ot   n  s n o n -S M C  l  s α - kl ei si n e s et l e s 

str o m ali n e s ( S A) ( N a s m yt h et H a eri n g, 2 0 0 9) . D  n s l  s   ll ul  s s o m  t q u  s  S M C 1 α 

et S M C 3 e n   r  l  nt l  s   r o m  t   s s œ ur s et i nt er a gi s s e nt a v e c l a kl éi si n e R A D 2 1 

 f n    f  r m  r l’  n n   u    S M C. L  s str o m  l n  s S A 1  t S A 2  o u S T A G 1  t S T A G 2  

Str o m al A nti g e n 1 et 2) i nt er a gi s s e nt a v e c l a kl éi si n e p o ur m ai nt e nir c ett e str u ct ur e 

e n a n n e a u ( Fi g ur e 3). D a n s l e s c ell ul e s g er mi n al e s, d e s s o u s- u n it é s m éi oti q u e s 

s p é cifi q u e s c o e xi st e nt a v e c d e s s o u s- u nit é s c a n o ni q u e s et s o nt c a p a bl e s d e f or m er 

pl u si e ur s c o m pl e x e s ( Fi g ur e 3) (I s hi g ur o et al., 2 0 1 1). L e s kl éi si n e s m éi oti q u e s 

s p é cifi q u e s R E C 8 ( R e c o m bi n ati o n 8) et R A D 2 1 L ( R a di ati o n s e n siti v e 2 1-li k e) 

s’  x pr m  nt  n pl u s    R A D 2 1  ( Eij p e et al., 2 0 0 3; I s hi g ur o et al., 2 0 1 1; L e e et al., 

2 0 0 3; P arr a et al., 2 0 0 4). L a str o m ali n e S T A G 3 ( str o m al a nti g e n 3) et S M C 1 β 

r  m pl    nt l  r   m  nt S A 1/ 2  t S M C 1 α  r  s p   t v  m  nt ( B a y é s et al., 2 0 0 1; Pri et o et 

al., 2 0 0 1; R e v e n k o v a et al., 2 0 0 4) . C   z l   s o ur s  l’   s  n     ’ u n        s  o   s n  s 

m éi oti q u e s s p é cifi q u e s i n d uit u n e i nf ertilit é a s s o ci é e à u n p h é n ot y p e str u ct ur el d e s 

c hr o m o s o m e s m o ntr a nt l e ur s i m p ort a n c e s (I s hi g ur o, 2 0 1 9; R e v e n k o v a et al., 2 0 0 4) . 

R E C 8 e st e x pri m é e et s e l o c ali s e a u x c hr o m o s o m e s d è s l a p h a s e S pr é- m éi oti q u e 

d a n s l e s s p er m at o c yt e s m uri n s ( Eij p e et al., 2 0 0 3). Q u a nt à S M C 1 β  t S T A G 3   ll  s 

s o nt e nri c hi e s à p artir d u st a d e l e pt ot è n e ( Eij p e et al., 2 0 0 3; Pri et o et al., 2 0 0 1), bi e n 
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q u’ u n   f    l   q u  nt t      S T A G 3 s  r   t pr  s  nt    v  nt l’ n t  t o n  m éi oti q u e d a n s l e s 

s p er m at o g o ni e s ( Pri et o et al., 2 0 0 2) . C  s   ff  r  n   s  ’  x pr  s s o n s p  t ot  m p or  ll   

s u g g èr e nt d e s r ôl e s di sti n ct s d e s diff ér e nt s c o m pl e x e s d e c o h é si n e s a u c o ur s d e l a 

m éi o s e.  

 

Fi g ur e 3 : S c h é m a d e s c o m pl e x e s d e c o h é si n e s et d e l e ur r ôl e e n di vi si o n d e 

m éi o s e I 

A) R e pr é s e nt ati o n d e s diff ér e nt s c o m pl e x e s d e c o h é si n e s e n m éi o s e ( a d a pt é d e ( B ol c u n- Fil a s et 

S c hi m e nti, 2 0 1 2)) B) L e s c o h é si n e s et l e s c hi a s m a s m ai nti e n n e nt l e s c hr o m o s o m e s h o m ol o g u e s e n 

m et a p h a s e I. L e s c hi a s m a s et l e s c o h é si n e s d é p o s é e s l e l o n g d e s br a s c hr o m o s o mi q u e s p er m ett e nt 

d e m ai nt e nir u n e c o n n e xi o n e ntr e l e s c hr o m o s o m e s h o m ol o g u e s. C ett e c o n n e xi o n g é n èr e l a t e n si o n 

n é c e s s air e à l’  l  n  m  nt   s   r o m o s o m  s  o m ol o  u  s s ur l a pl a q u e m ét a p h a si q u e p o ur p er m ettr e 

l e p a s s a g e e n a n a p h a s e I. L e s c hr o m o s o m e s s o nt att a c h é s a u f u s e a u d e mi cr ot u b ul e s p ar l e ur s 

ki n et o c h or e s c e ntr o m éri q u e s. E n a n a p h a s e I, l e s c o h é si n e s s o nt d é gr a d é e s l e l o n g d e s br a s 

c hr o m o s o mi q u e s p o ur p er m ettr e l a s é gr é g ati o n d e s c hr o m o s o m e s h o m ol o g u e s et m ai nt e n u e s  a u x 

r é gi o n s c e ntr o m ér q u  s p o ur   r   r l  s   r o m  t   s s œ ur s  n s  m  l  . L  s   r o m  t   s s œ ur s  ’ u n 

c hr o m o s o m e h o m ol o g u e s e s é gr é g e nt v er s l e m ê m e p ôl e : l a s é gr é g ati o n e st m o n o- ori e nt é e. 

( S c h é m a e xtr ait d e l a t h è s e d u Dr Ri b eir o) 
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1 . 2) L e s r ôl e s d e s c o h é si n e s e n m éi o s e 

a) L a s é gr é g ati o n d e s c hr o m o s o m e s 

L e s c o h é si n e s s o nt e s s e nti ell e s à l a c orr e ct e s é gr é g ati o n d e s c hr o m o s o m e s 

 u  o ur s   s   v s o n s m   ot q u  s. Ell  s s     p o s  nt l   l o n     s   r o m  t   s s œ ur s 

d è s l a p h a s e S pr é- m éi oti q u e. E n m ét a p h a s e I, l e s c hr o m o s o m e s h o m ol o g u e s s o nt 

l  s p  r l  ur     s m    t l  s   r o m  t   s s œ ur s s o nt m   nt  n u  s  n s  m  l   p  r l  s 

c o h é si n e s ( Fi g ur e 3 ). L e s c hr o m o s o m e s h o m ol o g u e s s o nt ali g n é s et m ai nt e n u s s ur 

l a pl a q u e m ét a p h a si q u e p ar  l’  tt     m  nt d e s mi cr ot u b ul e s a u x ki n ét o c h or es 

c e ntr o m éri q u e s et l e s c hi a s m a s. L or s d e l a tr a n siti o n m ét a p h a s e/ a n a p h a s e I, l a 

 o   s o n   s   r o m  t   s s œ ur s  st   s s o ut   p ar e nl è v e m e nt d e s c o h é si n e s s a uf a u 

ni v e a u d e s r é gi o n s c e ntr o m éri q u e s ( Fi g ur e 3). C et e nl è v e m e nt d e s c o h é si n e s 

u ni q u e m e nt a u x br a s c hr o m o s o mi q u e s p er m et l a s é gr é g ati o n d e s h o m ol o g u e s a u x 

p ôl  s o p p o s  s    l     ll ul  . L  s   r o m  t   s s œ ur s  ’ u n   r o m o s o m    o m ol o  u   

s o nt d o n c m o n o- ori e nt é e s. L a c o h é si o n a u x c e ntr o m èr e s d e s   r o m  t   s s œ ur s  e st 

m ai nt e n u e j u s q u’  n  n  p   s   II. L  s  o   s n  s s o nt  l or s  nl  v   s   s   ntr o m èr  s 

 t l  s   r o m  t   s s œ ur s s   s   r    nt  u x p ôl  s o p p o s  s. L  ur s  p  r  t o n  st   -

ori e nt é e  o m m   p o ur u n     v s o n m t ot q u    l  s s q u  . S  l’  nl è v  m  nt   s  o   s n  s 

a u x c e ntr o m èr e s s e f ait d è s l a pr e mi èr e di vi si o n, d e s a n o m ali e s d u n o m br e d e 

  r o m o s o m  s   n  u pl oï    s) p  u v  nt s ur v  n r  ’ o ù l’ m p ort  n       l’  nl è v  m  nt 

s é q u e nti el d e s c o h é si n e s ( Br o o k er et B er k o wit z, 2 0 1 4; M a c L e n n a n et al., 2 0 1 5; 

T o u ati et W a s s m a n n, 2 0 1 6). 

b) L a str u ct ur e d e s c hr o m o s o m e s m éi oti q u e s  

L  s  o   s n  s s o nt  m pl q u   s   n s l’ or   n s  t o n  e l a str u ct ur e a x e/ b o u cl e 

d e c hr o m ati n e d e s c hr o m o s o m e s m éi oti q u e s, f or m é e p ar d é p o siti o n d e s él é m e nt s d u 

C S  ( B ol c u n- Fil a s et S c hi m e nti, 2 0 1 2). C o m m e e x e m pl e, l es s o uri s S m c 1 β -/- 

p o s s è d e nt u n e t aill e a n or m al e m e nt s u p éri e ur e d e s b o u cl e s d e c hr o m ati n e et l a 

l o n g u e ur d e s a x e s d e s c hr o m o s o m e s m éi oti q u e s s o nt r é d uit s d e m oiti é ( N o v a k et al., 

2 0 0 8). U n p o st ul at d e Zi c kl er et Kl e c h n er pr o p o s e q u e l a l o n g u e ur d u C S et l a t aill e 

d e s b o u cl e s d e c hr o m ati n e s o nt r é ci pr o q u e m e nt c orr él é e s ( Zi c kl er et Kl e c k n er, 

1 9 9 9) . L e r ati o l o n g u e ur d u C S/t aill e d e s b o u cl e s c hr o m ati ni e n n e s d e s di v er s 

m ut a nt s m uri n s d e c o h é si n e s s u p p ort e c ett e i d é e ( C a b ur et et al., 2 0 1 4; H err á n et al., 
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2 0 1 1; H o p ki n s et al., 2 0 1 4; Ll a n o et al., 2 0 1 2; N o v a k et al., 2 0 0 8; R e v e n k o v a et al., 

2 0 0 4; Wi nt er s et al., 2 0 1 4; X u, H uili n g et al., 2 0 0 5). D e pl u s, d e s o v o c yt e s m uri n s 

 o u  l  m  nt    f    nt s p o ur S M C 1 β  t S Y C P 3   l  m  nt  u C S) o nt u n   t   ll   

s u p éri e ur e d e s b o u cl e s c hr o m ati ni e n n e s c o m p ar é e à d e si m pl e s m ut a nt s S Y C P 3 o u 

d e s s o uri s s a u v a g e s ( N o v a k et al., 2 0 0 8) . Et  l’   s  n       R EC 8 c h e z l a s o uri s 

m o ntr   u n s y n  p s s  n or m  l  t   s  o nt n u q u  s’  ff   t u    ntr   l  s   r o m  t   s s œ ur s 

et n o n p a s e ntr e c hr o m o s o m e s h o m ol o g u e s ( X u, H uili n g et al., 2 0 0 5) . L’  n s  m  l      

c e s r é s ult at s m o ntr e nt bi e n l e li e n e ntr e l e s c o h é si n e s et l e s él é m e nt s d u C S d a n s 

l’  t   l s s  m  nt    l’  r    t   tur e d e s c hr o m o s o m e s m éi oti q u e s. 

c) L a pr o gr e s si o n d e l a R H m éi oti q u e 

L’  t u      s n o m  r  u x m ut  nt s m ur n s d éfi ci e nt s p o ur d e s c o h é si n e s a p er mi s 

d e m o ntr er q u e l e s c o h é si n e s j o u e nt a u s si u n r ôl e d a n s l a pr o gr e s si o n d e l a 

r e c o m bi n ai s o n m éi oti q u e ( C a b ur et et al., 2 0 1 4; H err á n et al., 2 0 1 1; H o p ki n s et al., 

2 0 1 4; Ll a n o et al., 2 0 1 2; N o v a k et al., 2 0 0 8; R e v e n k o v a et al., 2 0 0 4; Wi nt er s et al., 

2 0 1 4; X u, H uili n g et al., 2 0 0 5). C o m m e e x e m pl e, l e s s o uri s St a g 3 -/- p o s s è d e nt u n 

s y n a p si s a b err a nt d e s c hr o m o s o m e s m éi oti q u e s a c c o m p a g n é d e d éf a ut s d e 

pr o gr e s si o n d e l a r e c o m bi n ai s o n m éi oti q u e c ar a ct éri s é s p ar u n e a b s e n c e d e 

r é p ar ati o n d e s C D B  ( C a b ur et et al., 2 0 1 4; H o p ki n s et al., 2 0 1 4; Wi nt er s et al., 2 0 1 4). 

B  n q u   l   r ôl   pr    s   s  o   s n  s n’   t p  s  t    l   r  m  nt   f n    n s l   

pr o gr e s si o n d e l a r e c o m bi n ai s o n m éi oti q u e, c e s d er ni èr e s p o urr ai e nt p arti ci p er à l a 

l o c ali s ati o n d e f a ct e ur s n é c e s s air e s à l a r é p ar ati o n d e s C D B  l e l o n g d e s a x e s d e s 

c hr o m o s o m e s m éi oti q u e s.  

2) L e c o m pl e x e s y n a pt o n é m al et l e s y n a p si s d e s c hr o m o s o m e s 

h o m ol o g u e s 

2. 1) L a f or m ati o n d u c o m pl e x e s y n a pt o n é m al 

D é crit p o ur l a pr e mi èr e f oi s p ar M o s e s et F a w c et e n 1 9 5 6 p ar mi cr o s c o pi e 

él e ctr o ni q u e, l e C S e st u n e str u ct ur e tri p artit e r el ati v e m e nt bi e n c o n s er v é e c h e z l e s 

e u c ar y ot e s bi e n q u e s e s pr ot éi n e s s p é cifi q u e s diff èr e nt s ui v a nt l e s or g a ni s m e s. 

L’  t u     e diff ér e nt s m ut a nt s n ul s all a nt d e l a l e v ur e à l a s o uri s a p er mi s d e d é crir e 

et mi e u x c o m pr e n dr e l e r ôl e d u C S d ur a nt l a pr o p h a s e I ( B ol c u n- Fil a s et S c hi m e nti, 

2 0 1 2; C o st a et C o o k e, 2 0 0 7; H a n d el et S c hi m e nti, 2 0 1 0; Y a n g, F. et W a n g, 2 0 0 9). 
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L e C S s e c o m p o s e d e d e u x a x e s p ar all èl e s f or m é s p ar l e s él é m e nt s a xi a u x 

( E A) ( o u él é m e nt s l at ér a u x ( E L)) r eli é s a u x él é m e nt s c e ntr a u x ( E C) p ar d e s él é m e nt s 

( o u fil a m e nt s) tr a n s v er s e s ( E T) (Fi g ur e 4 ).  L e s E A s e d é p o s e nt pr o gr e s si v e m e nt a u 

ni v e a u d e s c o h é si n e s à l a b a s e d e s b o u cl e s p o ur f or m er u n a x e l e l o n g d e s 

  r o m  t   s s œ ur s d e s c hr o m o s o m e s. L e s E A s o nt e n s uit e c o n si d ér é s c o m m e l e s 

E L d u C S u n e f oi s c o m pl et. Il s s o nt e n s uit e c o n n e ct é s a u x E C p ar l e s E T q ui e u x 

s’  n  r  nt       q u    ôt    ’ u n E L  t  ’ u n E C  Fi g ur e 4 ). C h e z l a s o uri s, l e s pr ot éi n e s 

c o n n u e s d e s a x e s l at ér a u x s o nt S Y C P 2 et S Y C P 3 ( S y n a pt o n e m al C o m pl e x Pr ot ei n 2 

et 3). L e s él é m e nt s c o n n u s a u c e ntr e ( E C et E T) s o nt S Y C E 1 à S Y C E 3 

( S y n a pt o n e m al C o m pl e x C e ntr al El e m e nt pr ot ei n 1, 2 et 3), S Y C P 1 ( S y n a pt o n e m al 

C o m pl e x Pr ot ei n 1), T E X 1 2 ( T e sti s E x pr e s s e d 1 2) et SI X 6 O S 1 ( SI X 6 O p p o sit e 

Str a n d Tr a n s cri pt 1)  ( B ol c u n- Fil a s et S c hi m e nti, 2 0 1 2). 

 

Fi g ur e 4 : S c h é m a d e l’ a s s e m bl a g e d u c o m pl e x e s y n a pt o n é m al 

L’  s s  m  l      o m pl  t  u C S f or m   u n   str u  t ur   tr p  rt t   q u  j oi nt l e s c hr o m o s o m e s h o m ol o g u e s. 

L e s fil a m e nt s tr a n s v er s e s S Y C P 1 r eli e nt l e s él é m e nt s a xi a u x S Y C P 2/ 3 d é p o s é s l e l o n g d e s a x e s d e s 

 o u  l  s      r o m  t   s s œ ur s d e c h a c u n d e s c hr o m o s o m e s h o m ol o g u e s. L e s él é m e nt s c e ntr a u x 

S Y C E 2/ 3  S Y C E 1  T E X 1 2  t SI X 6 O 1 S s     p o s  nt pr o  r  s s v  m  nt p o ur f or m  r l’  l  m  nt   ntr  l 

 C E) q u  st    l s   l’a p p ari e m e nt ( o u s y n a p s e) d e s c hr o m o s o m e s h o m ol o g u e s. A E/ L E : él é m e nt s 

a xi a u x / él é m e nt s l at ér a u x ; C R : r é gi o n c e ntr al e ; T F : fil a m e nt tr a n s v er s e. ( a d a pt é d e ( B ol c u n- Fil a s et 

S c hi m e nti, 2 0 1 2)) 
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a ) L e s él é m e nt s a xi a u x 

L e s pr ot éi n e s d e s E A S Y C P 2 et S Y C P 3 i nt er a gi s s e nt e n s e m bl e vi a l e ur 

d o m ai n e c oil e d- c oil sit u é e n r é gi o n C-t er mi n al e et s o nt c h ar g é e s a u x a x e s d u C S a u 

ni v e a u d e s c o h é si n e s ( Fi g ur e 4 ) ( X u, H ui z h o n g et al., 2 0 1 9; Y a n g, F. et W a n g, 

2 0 0 9). C o ntr air e m e nt à S Y C P 3, S Y C P 2 e st d é si g n é d e p ui s l o n gt e m p s c o m m e ét a nt 

l a pr ot éi n e r eli a nt l e s E A et l e s E T. Pl u si e ur s m o d èl e s pr o p o s e nt q u e S Y C P 2 

i nt er a git vi a s o n d o m ai n e C-t er mi n al a v e c S Y C P 3 sit u é a u x a x e s et vi a s o n d o m ai n e 

N-t er mi n al a v e c S Y C P 1 sit u é a u c e ntr e d u C S ( B ol c u n- Fil a s et S c hi m e nti, 2 0 1 2; X u, 

H ui z h o n g et al., 2 0 1 9; Y a n g, F. et W a n g, 2 0 0 9) . D e pl u s , S Y C P 2 e st a u s si pr o p o s é 

c o m m e ét a nt u n i nt er m é di air e e ntr e l e s E A et l e s pr ot éi n e s c hr o m ati ni e n n e s. L a 

str u ct ur e N-t er mi n al e d e S Y C P 2 c o nti e nt u n m otif c o n s er v é c a p a bl e d e li er l e s 

pr ot éi n e s H O R M A D 1 et H O R M A D 2 ( H O R M A D o m ai n c o nt ai ni n g 1 et 2) q ui 

i nt er a gi s s e nt a v e c l a c hr o m ati n e ( W e st, A. M. et al., 2 0 1 9). D e r é c e nt s tr a v a u x s ur 

l’ or   n s  t o n i n vi v o d e s a x e s d u C S d a n s d e s s p er m at o c yt e s m uri n s o b s er v é s p ar 

m  r o s  o p   à   ut   r  s ol ut o n s u   èr  nt q u   S Y C P 2  v    S Y C P 3 f or m  nt u n  œ ur 

pr ot éi q u e a ut o ur d u q u el l e s c o h é si n e s et l e s pr ot éi n e s H O R M A D s’ or   n s  nt 

p ot e nti ell e m e nt vi a l a li ai s o n a v e c l e d o m ai n e N-t er mi n al d e S Y C P 2 ( X u, H ui z h o n g et 

al., 2 0 1 9) . P o urt a nt c h e z l a s o uri s, l a f or m ati o n c o m pl èt e d u C S e st i nti m e m e nt li é e 

a u d é s a s s e m bl a g e d e s pr ot éi n e s H O R M A D a u ni v e a u d e s a x e s a u f ur et à m e s ur e 

d e s a c o m pl éti o n ( S hi n et al., 2 0 1 0; W ojt a s z et al., 2 0 0 9) . L’a b s e n c e d e c e s 

d er ni èr e s i n d uit u n e st érilit é a v e c u n s y n a p si s i n c o m pl et d e s c hr o m o s o m e s 

m   ot q u  s m o ntr  nt   n s  l  ur  m p ort  n      n s l’  t   l s s  m  nt  orr   t  u C S ( S hi n 

et al., 2 0 1 0). U n e m eill e ur e c o m pr é h e n si o n d e s i nt er a cti o n s e ntr e S Y C P 2/ 3 et l e s 

pr ot éi n e s H O R M A D p o urr ait a b o utir à u n m o d èl e d a v a nt a g e e n a c c or d a v e c l a 

d y n a mi q u e i n vi v o d e s H O R M A D et d e l a str u ct ur e pr é ci s e d u C S.  

b)  L e s él é m e nt s c e ntr a u x 

D e s  t u   s  ’ nt  r   t o n o nt r  v  l  s  ’ u n   p  rt q u   S Y C E 1  t S Y C E 2 l  nt  l e 

d o m ai n e N-t er mi n al d e S Y C P 1 ;  ’  utr   p  rt  S Y C E 3 l   S YC E 1 et S Y C E 2; et e nfi n, 

S Y C E 2 i nt er a git a v e c T E X 1 2. E n a c c or d a v e c l a l o c ali s ati o n pr ot éi q u e d a n s l e s 

  ff  r  nt s m ut  nt s   s E C    z l   s o ur s  S Y C E 1/ 3   o m pl  x    ’ n t  t o n  u 

s y n a p si s) p er m ettr ait l e c o nt a ct a v e c l e s E T et S Y C E 2/ T E X 1 2 ( c o m pl e x e 

 ’  l o n   t o n  u s y n  p s s)  n  u r   t l   pr o p    t o n  d u s y n a p si s l e l o n g d e s a x e s 
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c h r o m o s o mi q u e s (Fi g ur e 4 ) ( B ol c u n- Fil a s et S c hi m e nti, 2 0 1 2; D a vi e s et al., 2 0 1 2; 

Fr a u n e et al., 2 0 1 6; H a m er et al., 2 0 0 6). D é c o u v ert e r é c e m m e nt, SI X 6 O S 1 

c ol o c ali s e a v e c l e s a utr e s E C d a n s d e s s p er m at o c yt e s m uri n s. D e s e x p éri e n c e s d e 

d o u bl e- h y bri d e c h e z l a l e v ur e o nt r é v él é q u’  ll   p  ut  nt  r    r  v    S Y C E 1 ( G ó m e z-

H et al., 2 0 1 6). S o n r ôl e pr é ci s d a n s l a f or m ati o n d u C S r e st e à êtr e d éfi ni.  

c)  L e s él é m e nt s tr a n s v e r s a u x 

L e c o n stit u a nt m aj e ur d e s E T e st S Y C P 1. P o s s é d a nt u n e str u ct ur e c oil e d- c oil 

c e ntr al e et d e s r é gi o n s t er mi n al e s gl o b ul air e s, l e s e xtr é mit é s N-t er mi n al e s d e S Y C P 1 

 o nt   t  nt l’ E C et l e s e xtr é mit é s C-t er mi n al e s c o nt a ct e nt l e s E A/ E L ( Fi g ur e 4 ). D e s 

h o m o di m èr e s p ar all èl e s d e S Y C P 1 vi e n n e nt pr o gr e s si v e m e nt s e d é p o s er a u c e ntr e 

d u C S r eli a nt ai n si l e s E A/ E L et l e s E C afi n d e f er m er u n e str u ct ur e e n « f er m et ur e 

é cl air » ( Zi p-li k e str u ct ur e) q ui j oi nt l e s c hr o m o s o m e s h o m ol o g u e s e n s e m bl e ( Fr a u n e 

et al., 2 0 1 6; Y a n g, F. et W a n g, 2 0 0 9). 

2. 2) L’i nt er d é p e n d a n c e d u c o m pl e x e s y n a pt o n é m al et d e l a pr o gr e s si o n 

d e l a R H m éi oti q u e 

L e li e n  ntr   l’  t   l s s  m  nt  u C S  t l   pr o  r  s s o n    l   R H m   ot q u   a u 

c o ur s d e l a pr o p h a s e I s u g g èr e q u e l a str u ct ur e c hr o m o s o mi q u e m éi oti q u e p arti ci p e 

a u d ér o ul e m e nt d e l a R H m éi oti q u e, et vi c e- v er s a. 

D’ u n   p  rt  l     pl  t o n  ’ u n   s  o n st t u  nt s  u C S    z l   s o ur s  ntr  î n   

  s   f  ut s    pr o  r  s s o n m   ot q u    n pl u s  ’ u n s y n  p s s    rr  nt  t  n  o m pl  t. 

L e m ai nti e n d u si g n al ɣ H 2 A. X ( m ar q u e d e  C D B  n o n r é p ar é e s) et l a d y n a mi q u e 

a n or m al e d e s pr ot éi n e s d e r e c o m bi n ai s o n (t el s q u e R P A, R A D 5 1, D M C 1, M S H 4, 

M L H 1) s o nt c ar a ct éri sti q u e s d e c e s d éf a ut s d e r e c o m bi n ai s o n ( B ol c u n- Fil a s et al., 

2 0 0 7, 2 0 0 9; D e Vri e s et al., 2 0 0 5; G ó m e z- H et al., 2 0 1 6; H a m er et al., 2 0 0 6; K o g o et 

al., 2 0 1 2; S c hr a m m et al., 2 0 1 1; S hi n et al., 2 0 1 0; Y a n g, F a n g et al., 2 0 0 6) . 

I n v  r s  m  nt  l’   s  n       f or m  t o n o u    r  p  r  t o n   s C D B  i n d uit u n s y n a p si s 

f ort e m e nt alt ér é d e s c hr o m o s o m e s ( d é p o siti o n a b err a nt e d e S Y C P 1, n ot a m m e nt)  

( B a u d at et al., 2 0 0 0; R o m a ni e n k o et C a m eri ni- Ot er o, 2 0 0 0; S o u q u et et al., 2 0 1 3). Il 

e xi st e d o n c u n li e n f o n cti o n n el e ntr e l a f or m ati o n d u C S et l a d y n a mi q u e d e s C D B  

m éi oti q u e s.  
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D’  utr   p  rt  l  s s t  s  ’  s s  m  l       s E A  S Y C P 2  t S Y C P 3)  orr èl  nt  v    

l e s sit e s d e s C D B  a u x a x e s d e s c hr o m o s o m e s. L e li e n f o n cti o n n el C S/ R H m éi oti q u e 

p o urr ai e nt êtr e m é di é p ar d e s i nt er a cti o n s dir e ct e s e ntr e d e s pr ot éi n e s d e 

r e c o m bi n ai s o n ( R A D 5 1 et D M C 1) et d e s él é m e nt s d u C S ( S Y C P 1 et S Y C P 3) c h e z 

l e s m a m mif èr e s ( T ar s o u n a s et al., 1 9 9 9). R A D 5 1 et s o n h o m ol o g u e m éi oti q u e 

s p é cifi q u e D M C 1 s o nt d e u x f a ct e ur s e s s e nti el s à l a R H m éi oti q u e q ui a s s ur e nt l a 

r     r      t l’  n v    s s  m  nt  ’ u n   s  q u  n     o m ol o  u   p o ur r  p  r  r l   C D B. P ar 

a p pr o c h e s bi o c hi mi q u e s, l e s i nt er a cti o n s d e S Y C P 3 a v e c R A D 5 1 (f ort e s) et D M C 1 

 f    l  s) s u   èr  nt q u   l’ nt  r   t o n S Y C P 3-R A D 5 1  n      l’   t v t    ’ n v  s o n    

R A D 5 1 p o ur f a v ori s er c ell e d e D M C 1 ( K o b a y a s hi et al., 2 0 1 7). Ai n si, l e s él é m e nt s d e 

C S s er ai e nt c a p a bl e s d e r é g ul er d e s f a ct e ur s d e r e c o m bi n ai s o n vi a d e s i nt er a cti o n s 

dir e ct e s. 
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II) L a r e c o m bi n ai s o n h o m ol o g u e m éi oti q u e et s a r é g ul ati o n 

E n pr o p h a s e I,  l a r e c o m bi n ai s o n h o m ol o g u e ( R H) m éi oti q u e e st u n m é c a ni s m e 

s p     l s      r  p  r  t o n    l’ A D N. Ell e e st n é c e s s air e à l a f or m ati o n d e C O e ntr e l e s 

c hr o m o s o m e s h o m ol o g u e s et p er m et d e g é n ér er d e l a di v er sit é g é n éti q u e. Ell e e st 

s p é ci ali s é e p ar l a pr é s e n c e et l a p arti ci p ati o n d e f a ct e ur s s p é cifi q u e s d e l a m éi o s e ; 

q ui vi e n n e nt m o d ul er l e s diff ér e nt e s ét a p e s d e l a R H mit oti q u e p o ur l ui c o nf ér er d e s 

c ar a ct éri sti q u e s et d e s f o n cti o n n alit é s pr o pr e s. L e s gr a n d e s ét a p e s et l e s 

a ct e ur s/r é g ul at e ur s d e l a R H s er o nt pr é s e nt é s a v a nt d e d ét aill er l e s s p é cifi cit é s 

m éi oti q u e s.  

1) L a r e c o m bi n ai s o n h o m ol o g u e et l a r é p a r ati o n d e s c a s s ur e s d o u bl e s 

bri n s  d e l’ A D N 

1. 1) L e s c a s s ur e s d o u bl e bri n s d e l’ A D N  

D  n s l  s   ll ul  s  l’ A D N  st  o n st  m m  nt  x p o s   à   s str  s s  x o  è n  s  t 

e n d o g è n e s p o u v a nt e ntr aî n er d e s d o m m a g e s ( o u l é si o n s) d e s m ol é c u l  s  ’ A D N. 

C   q u     ll ul    u  or p s  u m   n  n s u   t j u s q u’ à   s   z   n  s    m ll  r s p  r j o ur. 

C e s d o m m a g e s p e u v e nt i n d uir e d e s m o difi c ati o n s d e b a s e s d e l’ A D N  l   f or m  t o n 

d e li ai s o n c o v al e n t e e ntr e b a s e s (li ai s o n i nt er- et i ntr a- b a s e s), l a f or m ati o n  ’   d uit s 

à l’ A D N  f x  t o n  o v  l  nt    ’ u n   m ol   ul   à l’ A D N) et l a f or m ati o n d e c a s s ur e si m pl e 

o u  o u  l    r n    l’ A D N . Il s s o nt l e s pri n ci p al e s c a u s e s d e m ut ati o n s a u s ei n d u 

  n o m    f  v or s  nt l’ n st    l t     n  t q u    t l     v  l o p p  m  nt      n   r s. L  s 

f o n cti o n s e s s e nti ell e s d e l a c ell ul e, t ell e s q u e l a r é pli c ati o n o u e n c or e l a tr a n s cri pti o n, 

p e u v e nt e n êtr e p ert ur b é e s   ll  nt j u s q u’ à  o m pr o m  ttr   l   v    l t   d e l a c ell ul e. Afi n 

   pr  s  r v  r l’ nt   r t      l  ur   n o m    l  s   ll ul  s o nt m s  n pl       v  r s 

m é   n s m  s    r  p  r  t o n    l’ A D N  n f o n  t o n  u t y p      l  s o n    t   ll  s   n s  

( C h att erj e e et W al k er, 2 0 1 7; D e x h ei m er, 2 0 1 3; M e ht a et H a b er, 2 0 1 4) ). 

P ar mi l e s d o m m a g e s d e l’ A D N  l  s C D B  s o nt c o n si d ér é es c o m m e l e s pl u s 

c yt ot o xi q u e s  ’ o ù l’  nj  u m  j  ur    l  s r  p  r  r effi c a c e m e nt p o ur l a c ell ul e 

( C h att erj e e et W al k er, 2 0 1 7; D e x h ei m er, 2 0 1 3). Le s  C D B  « a c ci d e nt ell e s » p e u v e nt 

r  s ult  r  ’ u n    x p o s t o n à u n    nt    m q u e o u p h y si q u e ( str e s s e x o g è n e s t el s q u e 
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l e s irr a di ati o n s et l e s m é di c a m e nt s a nti- c a n c ér e u x) o u bi e n, a pr è s p a s s a g e d e l a 

m a c hi n eri e d e r é pli c ati o n o u d e tr  n s  r pt o n s ur    l’ A D N  n  o m m      o u l  s  ) 

( str e s s e n d o g è n e s). L e s C D B  « n at ur ell e s » s o nt, ell e s, pr o gr a m m é e s et n é c e s s air e s 

à d e s pr o c e s s u s p h y si ol o gi q u e s c o m m e l or s d e l a r e c o m bi n ai s o n m éi oti q u e et 

l’  t   l s s  m  nt  u r  p  rt o r    nt   n q u     s   ll ul  s    l’ m m u n t     q u s   

(r e c o m bi n ai s o n V( D) J) ( M e ht a et H a b er, 2 0 1 4). 

1. 2) L a r é p a r ati o n d e s C D B: N H E J o u R H ? 

D a n s l e s c ell ul e s s o m ati q u e s e u c ar y ot e s, d e u x s y st è m e s d e r é p ar ati o n d e s C D B  

   l’ A D N p  u v  nt êtr    m pl o y  s: l   j o n  t o n  ’ e xtr é mit é s c a s s é e s  p ar n o n 

h o m ol o g o u s e n d-j oi ni n g ( N H E J) o u l’ut l s  t o n  ’ u n   s  q u  n     ’ A D N  o m ol o  u   

n o n l é s é e p ar r e c o m bi n ai s o n h o m ol o g u e ( R H) ( Fi g ur e 5 ) ( C e c c al di et al., 2 0 1 6).  

L a pri s e e n c h ar g e d e s C D B  p ar l a v oi e d u N H E J o u d e l a R H e st pri n ci p al e m e nt 

r é g ul é e e n f o n cti o n d u c y cl e c ell ul air e (Fi g ur e 5 ) ( C e c c al di et al., 2 0 1 6; C h att erj e e et 

W al k er, 2 0 1 7; H er et B u nti n g, 2 0 1 8; M e ht a et H a b er, 2 0 1 4; Pr a k a s h et al., 2 0 1 5) . 

Ai n si, l e s c ell ul e s pri vil é gi e nt l e N H E J e n p h a s e s pr é- et p o st-r é pli c ati v e s, G 1 et G 2 ; 

al or s q u e l a R H e st f a v ori s é e e n p h a s e r é pli c ati v e S et e n m oi n dr e m e s ur e e n p o st-

r é pli c ati v e G 2. E n eff et, u ni q u e m e nt d ur a nt l e s p h a s e s S et G 2, l a c hr o m ati d e s œ ur 

e st pr é s e nt e p o ur s er vir d e m o d èl e afi n d e r é p ar er l a C D B p ar R H. 

L a R H p e ut al or s i nt er v e nir d ur a nt c e s p h a s e s S/ G 2 : l or s  ’ u n  l o         l   

f o ur     s u t   à l   pr  s  n     ’ u n   c a s s ur e d e l’ A D N  A D N s m pl    r n « c a s s é ») o u à 

l’  ff o n  r  m  nt  o u « c oll a p s e ») d e l a f o ur c h e d e r é pli c ati o n. Ell e i nt er vi e nt a u s si p o ur 

r  p  r  r   s  r n s  ’ A D N s   f or m  s s u t    u p  s s        l   f o ur      «  g a p s » o u 

« tr o u s »  ’ A D N s    pr è s r  pl   t o n)  ( C o st e s et L a m b ert, 2 0 1 3; M e ht a et H a b er, 

2 0 1 4) . N   n m o n s   ’  utr  s s t u  t o n s n    s s t  nt l   pr  s  n     ’ u n   s  q u  n    

 o m ol o  u   l or s  ’ u n   r  p  r  t o n p  r R H   o m m   p o ur l  s C D B  m éi oti q u e s d a n s l e s 

c ell ul e s g er mi n al e s e n m éi o s e et l e m ai nti e n d e l a t aill e d e s t él o m èr e s ( m é c a ni s m e 

 ’ Alt er n ati v e L e n gt h e ni n g of T el o m er e s, A L T) d a n s l e s c ell ul e s c a n c ér e u s e s ( C h o et 

al., 2 0 1 4; H u nt er, 2 0 1 5; T ar s o u n a s et W e st, 2 0 0 5). 

L a C D B e st si g n al é e p ar l a v oi e d e r é p o n s e a u x  o m m    s    l’ A D N  ( a p p el é 

D D R  D N A D  m     R  s p o n s  ) q u   o or  o n n   l  s v o  s    r  p  r  t o n  l’   t v  t o n 

d e s p oi nt s d e c o ntr ôl e d u c y cl e c ell ul air e ( c h e c k p oi nt s) et l a r é or g a ni s ati o n d e l a 
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str u ct ur e c hr o m ati ni e n n e ( P a ni er et B o ult o n, 2 0 1 4). U n d e s pr e mi er s é v è n e m e nt s d e 

si g n ali s ati o n d e l a C D B c orr e s p o n d à l a p h o s p h or yl ati o n d e l a s eri n e 1 3 9 d u v ari a nt 

 ’   st o n   H 2 A. X  ɣ H 2 A. X) p ar l a ki n a s e A T M ( At a xi a- T el a n gi e ct a si a M ut at e d) a u 

ni v e a u d e l a C D B. C e si g n al ɣ H 2 A. X e st l ar g e m e nt utili s é c o m m e m ar q u e ur d e s 

C D B . D ur a nt l a p h a s e G 1, l a c a s c a d e d e si g n ali s ati o n i niti é e p ar A T M a b o utit a u 

r e cr ut e m e nt st a bl e d e 5 3 B P 1 ( p 5 3 Bi n di n g Pr ot ei n 1) à l a C D B. Ell e pr ot è g e l e s 

e xtr é mit é s c o ntr e l e ur r é s e cti o n i n hi b a nt ai n si l a pr o gr e s si o n v er s l a v oi e d e l a R H et 

 n  u t l   r   r ut  m  nt  ’   t  ur s  u N H E J. D ur a nt l a p h a s e S/ G 2, B R C A 1 ( Br e a st 

C  n   r 1)  n      l   l   s o n    5 3 B P 1  t  n  u t l’   t v  t o n  ’   t  ur s    l   r  s   t o n 

p o ur f a v ori s er l a v oi e d e l a R H ( B u nti n g et al., 2 0 1 0). L a b al a n c e e ntr e l e r e cr ut e m e nt 

d e 5 3 B P 1/ B R C A 1 a u x C D B  s e m bl e d é p e n dr e  n p  rt    ’ u n r  m o   l     

c hr o m ati ni e n s p é cifi q u e l o c al d e l a C D B. N ot a m m e nt, l a d é p o siti o n d e m ar q u e s 

 ’   st o n  s p  r   s r  m o   l  ur s a cti v é s p ar l a c a s c a d e A T M t el s q u e R N F 8- R N F 1 6 8 

f a v ori s er ait l e r e cr ut e m e nt d e 5 3 B P 1 à l a C D B ( H er et B u nti n g, 2 0 1 8; P a ni er et 

B o ult o n, 2 0 1 4) . D e pl u s, l e s a ct e ur s d e l a r é s e cti o n s o nt e u x- m ê m e s f ort e m e nt 

r é g ul é s a u c o ur s d u c y cl e n ot a m m e nt p ar l e s C D K ( C y cli n e d é p e n d a nt e d e s ki n a s e s) 

( C e c c al di et al., 2 0 1 6; C h att erj e e et W al k er, 2 0 1 7; Pr a k a s h et al., 2 0 1 5) .  
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Fi g ur e  5 : L e s v oi e s d e r é p a r ati o n d e s C D B  e n f o n cti o n d u c y cl e c ell ul air e. 

A pr è s f or m  t o n  ’ u n   C D B  l     o x    r  p  r  t o n    l     s s ur     p  n    n  r  n    p  rt    u  y  l   

c ell ul air e. E n p h a s e S o u G 2, B R C A 1 f a cilit e l a r é p ar ati o n d e l a C D B p ar R H e n f a v ori s  nt l’   t v  t o n 

d e M R N/ CtI P, a ct e ur s d e l a r é s e cti o n d e s e xtr é mit é s d e l a C D B. A pr è s r é s e cti o n, l e s e xtr é mit é s 

 ’ A D N s   s o nt pr ot     s p  r R P A  v  nt  ’ êtr   l   s p  r R A D 5 1 à l’         B R C A 2. L   C D B  st 

r  p  r    p  r n  o s y nt  è s    ’ A D N  pr è s  n v  s o n  u f l  m  nt R A D 5 1 q u  ut l s   l     r o m  t    s œ ur 

c o m m e m atri c e. E n p h a s e G 1 o u G 2, 5 3 B P 1 e st r e cr ut é e à l a C D B et e m p ê c h e l a r é s e cti o n d e s 

 xtr  m t  s    l   C D B. L   r  p  r  t o n p  r l   v o    u N H E J s’ n t   p  r l   r   r ut  m  nt   s pr ot   n  s 

K u/ D N A- P k c s. Si n é c e s s air e, l a n u cl é a s e Art e mi s p e ut r o g n er l e s e xtr é mit é s d e l a C D B p o ur f a cilit er 

l a li g ati o n d e s e xtr é mit é s. L e c o m pl e x e d e li g ati o n X R C C 4- X L F- Li g a s e 4 r eli e l e s e xtr é mit é s fr a n c h e s 

d e l a C D B. ( a d a pt é d e ( Br a n d s m a et G e nt, 2 0 1 2 a)) 
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2 ) L e s ét a p e s d e l a r e c o m bi n ai s o n h o m ol o g u e  

L   R H s’ n t   p  r l   r  s   t o n  o u    r    t o n)   s  xtr  m t  s 5’    l a C D B 

p o ur f or m er   s  xtr  m t  s 3’  s ort  nt  s  r  s   t o n    5’ v  r s 3’)  q ui r e c h er c h e nt et 

e n v a hi s s e nt u n  r n  ’ A D N  o m ol o  u   e n f or m a nt u n e D- L o o p ( Di s pl a c e m e nt L o o p) 

(Fi g ur e 6 ). L   r n  ’ A D N e n v a hi s s a nt  o m m  n    u n   s y nt  è s    ’ A D N e n utili s a nt 

c o m m e m atri c e l e bri n i nt a ct. A c e st a d e, l a D-l o o p p e ut êtr e m ai nt e n u e o u  di s s o ut e. 

L or s q u’  ll    st   s s o ut    l    r n  ’ A D N l  s   n  o s y nt   t   s   v  nt s’  y  r   r à l’  utr   

 xtr  m t      l   C D B  t r  p  r   s o n A D N m  n q u  nt p  r s y nt  è s    ’ A D N v   l   

m é c a ni s m e d e S D S A ( S y nt h e si s- D e p e n d e nt Str a n d A n n e ali n g) ( Fi g ur e 6 ). D a n s c e 

c a s, l a r é p ar ati o n d e l a C D B n e d o n n e p a s li e u à u n é c h a n g e r é ci pr o q u e d e m at éri el 

g é n éti q u e    ’  st- à- dir e à u n C O. D e s pr o d uit s d e N o n Cr o s s- O v er ( N C O) s o nt al or s 

f or m é s. L or s q u e l a D- L o o p e st m ai nt e n u e, l a s y nt h è s e  ’ A D N p  ut  o nt n u  r.  L’  utr   

 xtr  m t      l   C D B    ll   q u  n’   p  s «  e n v a hit ») s’  y  r     l or s  v    l    r n  ’ A D N 

d é pl a c é    l     r o m  t    s œ ur. C  tt   n o u v  ll    t  p    ’  y  r i d ati o n e st a p p el é e 

« s e c o n d- e n d c a pt ur e » ( Fi g ur e 6 ). L   s y nt  è s    ’ A D N s   f   t m   nt  n  nt s ur l’  utr   

 xtr  m t      l   C D B    ll   q u  n’   p  s «  e n v a hit »). L  s   u x m ol   ul  s  ’ A D N 

f n s s  nt p  r s’  ntr   r o s  r  t f or m   u n   str u  t ur      m ol   ul  s j o nt  s  ’ A D N 

a p p el é e d o u bl e j o n cti o n d e H olli d a y ( d J H) ( Fi g ur e 6 ). C ett e f or m e br a n c h é e d e 

m ol   ul  s  ’ A D N p  ut s     s s o u  r   p  r l’   t o n  ’   l   s  s  t    t o p o s o m  r  s  s 

s a n s f or m er d e C O ( N C O) o u s e r é s o u dr e p ar a cti o n n u cl é ol yti q u e e n f or m a nt ( C O) 

o u n o n d e s C O ( N C O) e n f o n cti o n d e o ù s o nt cli v é e s l e s m ol é c ul e s  ’ A D N  Fi g ur e 6 ) 

( K o w al c z y k o w s ki, 2 0 1 5; S a n Fili p p o et al., 2 0 0 8). 
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Fi g ur e  6 : L a r é p a r ati o n d e s C D B  p a r r e c o m bi n ai s o n h o m ol o g u e 

L e s fl è c h e s si m pl e s et d o u bl e s r e pr é s e nt e nt d e s ét a p e s irr é v er si bl e s et r é v er si bl e s, r e s p e cti v e m e nt. 

L e s  t êt e s fl é c h é e s r e pr é s e nt e nt l e s e n s d e l a c o u p ur e f ait e p ar l e s e n d o n u cl é a s e s l or s d e l a r é s ol uti o n 

( a d a pt é d e ( K o w al c z y k o w s ki, 2 0 1 5)). 
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2 . 1) L a r é s e cti o n 

R e cr ut é a u x C D B  a v e c CtI P ( C-t er mi n al Bi n di n g Pr ot ei n ( Ct B P) I nt er a cti n g 

Pr ot ei n), l e c o m pl e x e M R N ( M R E 1 1- R A D 5 O- N B S 1 : M ei oti c R e c o m bi n ati o n 1 1-

R A Di ati o n s e n siti v e 5 0- Ni bri n )  o m m  n    p  r  l v  r l’ A D N à pr o xi mit é d e l a C D B 

 r â    à l’   t v t    n  o n u  l   s      M R E 1 1  (Fi g ur e 7 ). D e u x a cti vit é s n u cl é a si q u e s 

v o nt al or s d é gr a d er l’ AD N d e f a ç o n bi dir e cti o n n ell e à p artir d e c ett e e nt aill e à 

pr o xi mit é d e l a C D B . U n   pr  m èr   p   s      r  s   t o n  o urt   s’  ff   t u   p  r l’   t v t   

 x o n u  l   s   3’ > 5’    M R E 1 1 q u     r     l’ A D N    l’  xtr  m t   3’ v  r s 5’  (Fi g ur e 7 ). 

P ui s, u n e s e c o n d e p h a s e d e r é s e cti o n p ar  l e s e x o n u cl é a s e s 5’ > 3’    E X O 1 

( E x o n u cl é a s e 1) et D N A 2 ( D N A r e pli c ati o n h eli c a s e/ n u cl e a s e 2) q u     r     l’ A D N 

d e  l’  xtr  m t   5’ v  r s 3’ s ur pl u s  ur s   nt   n  s    p   r  s      s  s   p)  v    l’      

   l’   l   s   B L M  Bl o o m s y n  r o m   pr ot   n)  (Fi g ur e 7 ). C ett e p h a s e d e r é s e cti o n 

« ét e n d u e » p  r m  t      n  r  r    l o n  s  r  s  ’ A D N s    s s  nt  l s à l’  t  p   

 ’ n v  s o n. L   r   ul  t o n    l   r  s   t o n s   f   t  s s  nt  ll  m  nt p  r l’   t v  t o n  t l   

r e cr ut e m e nt d e M R N q ui d é p e n d d e l a p h o s p h or yl ati o n d e CtI P p ar d e s C D K 

r é g ul é e s a u c o ur s d u c y cl e c ell ul air e  ( D e x h ei m er, 2 0 1 3; K o w al c z y k o w s ki, 2 0 1 5; 

S y e d et T ai n er, 2 0 1 8). L’ nt  r   t o n  u  o m   n   C -t er mi n al d e B R C A 1 a v e c CtI P e st 

r  q u s p o ur l’   t v  t o n    CtI P  s u    r  nt q u   B R C A 1 v   s o n  nt  r   t o n  v    CtI P 

p  rt   p   à l’   t v  t o n  u  o m pl  x   M R N   t  o n   à l’   t v  t o n    l’   t v t      

r é s e cti o n ( Pr a k a s h et al., 2 0 1 5; S art ori et al., 2 0 0 7).  

L e c o m pl e x e tri m éri q u e m aj e ur d e l    s o n à l’ A D N s    l    o m pl  x   R P A 

 R  pl   t o n Pr ot   n A)  v  nt s      r   r s ur l’ A D Ns b f or m é a pr è s r é s e cti o n afi n d e l e 

pr ot é g er c o ntr e l a d é gr a d ati o n et l a f or m ati o n d e str u ct ur e s s e c o n d air e s. L a str u ct ur e 

et l e s f o n cti o n n alit é s e s s e nti ell e s d e R P A d a n s l   m  t   ol s m      l’ A D N   t  n 

p arti c uli er e n R H, s er o nt d é crit e s d e f a ç o n d ét aill é e s ult éri e ur e m e nt.  
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Fi g ur e  7 : M o d èl e d e l a r é s e cti o n bi dir e cti o n n ell e c h e z l e s m a m mif è r e s 

L e c o m pl e x e M R N ( M R E 1 1- R A D 5 O- N B S 1) a v e c CtI P r e c o n n aît l a C D B et i n d uit u n e c a s s ur e à 

pr o xi mit é d e l a C D B gr â c e à s o n a cti vit é e n d o n u cl é a s e. A p artir d e  c ett e i n ci si o n  l’   t v t   

 x o n u  l   s      M R E 1 1 p  r m  t       r    r l’ A D N    3’ v  r s 5’  t   ll  s  ’ E X O 1/ D N A 2  v    l’         

B L M    5’ v  r s 3’. E X O 1 - D N A 2- B L M d é gr a d e j u s q u’ à   s   nt   n  s    p   r  s      s     n  r  nt    

l o n g s  r  s  ’ A D N s   r   o u v  rt s p ar R P A. ( a d a pt é d e ( S hi b at a et al., 2 0 1 8)) 

2. 2) L’i n v a si o n  

L’  t  p    ’ n v  s o n s   f   t  r â     u    r   m  nt  t à l’   t v t      l a r e c o m bi n a s e 

R A D 5 1  s ur l’ A D N s  . Ell e p er m et l a r e c h er c     ’  o m ol o      t l’     n      s  r n s 

 ’ A D N. D  s r   ul  t  ur s  o u m     t  ur s) p  r m  tt  nt    p  s s  r  ’ u n f l  m  nt  ’ A D N s   

pr ot     p  r R P A à u n f l  m  nt  ’ A D N s   r   o u v  rt  p ar l e s r e c o m bi n a s e s ( o n p arl e d e 

fil a m e nt pr é s y n a pti q u e)   p   l    ’  ff   t u  r l’ n v  s o n . 

Tr è s c o n s er v é e e ntr e l e s ar c h é o b a ct éri e s, l e s pr o c ar y ot e s et l e s e u c ar y ot e s, 

R A D 5 1 f ait p arti e d e l a f a mill e d e s ort h ol o g u e s d e s pr ot éi n e s R e c A c h e z l e s 

b a ct éri e s. T o ut c o m m e R e c A, ell e f or m e d e s fil a m e nt s n u cl é o pr ot éi q u e s e n s e li a nt à 

l’ A D N s  . I n vitr o, u n m o n o m èr e d e R A D 5 1 li e tr oi s n u cl é oti d e s et t o u s l e s si x 

m o n o m èr  s u n t o ur  ’   l     st   n  r   s ur l   f l  m  nt R A D 5 1. S o n   t v t   

A T P a si q u e e st i m p ort a nt e p o ur s a r é g ul ati o n et s a c a p a cit é à f or m er d e s fil a m e nt s. 

S   f x  t o n à l’ A D N  n  u t l’  y  r ol y s      l’ A T P  : l a f or m e i n a cti v e A D P- R A D 5 1 r e n d l e 

fil a m e nt R A D 5 1 i n st a bl e ( B h at et C ort e z, 2 0 1 8). L a r é g ul ati o n d u fil a m e nt R A D 5 1 a u 

c o ur s d e l a R H p e ut p a s s er p ar l a m o d ul ati o n ( 1) d u c h ar g e m e nt d e R A D 5 1, ( 2) d e l a 
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st    l t      R A D 5 1 à l’ A D N s   o u  n  or    3)    l’   t v it é r e c o m bi n a s e d e R A D 5 1 

( K o w al c z y k o w s ki, 2 0 1 5; Pr a k a s h et al., 2 0 1 5; S a n Fili p p o et al., 2 0 0 8). 

C h e z diff ér e nt e s e s p è c  s  ll  nt    l   l  v ur   à l’ H o m m    l  s m o  ul  t  ur s    

l’  s s  m  l      t   s  s s  m  l      u f l  m  nt pr  s y n  pt q u     t  o n    u    r   m  nt 

d e R A D 5 1, p o s s è d e nt d e s c ar a ct éri sti q u e s c o m m u n e s c o n s er v é e s. Il s p o s s è d e nt 

t o u s u n     p    t      l   s o n pr  f  r  nt  ll   à l’ A D N s    t  ’ nt  r   t o n  v    R A D 5 1 

( K o w al c z y k o w s ki, 2 0 1 5; S a n Fili p p o et al., 2 0 0 8). 

 - L e c h ar g e m e nt d e R A D 5 1 : 

C   z l’ H o m m    l   r   ul  t  ur  r u    l  u    r   m  nt    R A D 5 1  st B R C A 2 

 Br   st C  n   r 2). L   m o  èl   q u  pr  v  ut  uj o ur  ’  u   st q u   B R C A 2   pl     R P A 

p o ur y   p o s  r R A D 5 1  r â    à s     ut    ff n t    v    l’ A D N s   ( J e n s e n et al., 2 0 1 0; 

Li u, J. et al., 2 0 1 0) . B R C A 2 p o s s è   nt   u x m o   s  ’ nt  r   t o n   sti n ct s a v e c 

R A D 5 1 ( C arr eir a et K o w al c z y k o w s ki, 2 0 1 1) . L e s d o m ai n e s B R C r é p ét é s 1 à 4 d e 

B R C A 2 i nt er a gi s s e nt pr éf ér e nti ell e m e nt a v e c R A D 5 1 li br e s ( o u n o n li é e s à d e 

l’ A D N s  )  t l  s  o m   n  s B R C 5 à 8  nt  r    s s  nt pr  f  r  nt  ll  m  nt  v    R A D 5 1 

l   s à l’ A D N s   ( C arr eir a et al., 2 0 0 9; C arr eir a et K o w al c z y k o w s ki, 2 0 1 1). Et, l e s 

d o m ai n e s B R C 1 à 4 bl o q u e nt  l’  y  r ol y s      l’ A T P p  r R A D 5 1  m p ê    nt s   

  s s o    t o n    l’ A D N s    t  o n s  r v  nt s   f or m   str u  t ur  ll     t v  . L  s  o m   n  s 

B R C 1 à 4 f a cilit er ai e n t l     r   m  nt    R A D 5 1 à l’ A D N s    t s   n u  l   t o n  Fi g ur e 

8 ). L e s d o m ai n e s B R C 5 à 8 li er aie n t R A D 5 1   j à    r    s s ur l’ A D N s   p o ur 

f  v or s  r s o n  xt  n s o n s ur l’ A D N s    n st    l s  nt l   f l  m  nt R A D 5 1  Fi g ur e 8 ). 

Ai n si, B R C A 2 p er m ettr ai t à l   f o s l   n u  l   t o n    R A D 5 1 à l’ A D N s    t l   

st    l s  t o n    R A D 5 1  u f ur  t à m  s ur      l  ur  j o ut s ur l   f l  m  nt  ’ A D N  r â    à 

l’   t o n   st n  t     s  o m   n  s B R C ( C arr eir a et K o w al c z y k o w s ki, 2 0 1 1). 
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Fi g ur e  8 : M o d èl e d e f or m ati o n d u fil a m e nt R A D 5 1 p a r B R C A 2 

( 1) R A D 5 1 li e l e s d o m ai n e s B R C 1- 4 d e B R C A 2. ( 2) L      r   m  nt    B R C A 2 à l’ A D N s   p  r m  t l   

r e cr ut e m e nt d e R A D 5 1 q ui  st st    l s   p  r m  tt  nt s   n u  l   t o n à l’ A D N s  . ( 3) A pr è s l a n u cl é ati o n d e 

R A D 5 1 s ur l’ A D N s    B R C 5 - 8 li e l e fil a m e nt R A D 5 1 n ai s s a nt et f a v ori s e s o n e xt e n si o n e n l e st a bili s a nt . 

( 4) L’  xt  n s o n  u f l  m  nt R A D 5 1   pl     R P A    l’ A D N s  . B R C A 2 s     s s o        l’ A D N s  . ( 5) L e 

f l  m  nt R A D 5 1 f or m    st   p   l      s’  p p  r  r  v    u n   s  q u  n     o m ol o  u  .  m o   f    ’  pr è s 

( C arr eir a et K o w al c z y k o w s ki, 2 0 1 1)). 

P o ur  ut  nt  B R C A 2 n’ nt  r    t p  s   r   t  m  nt a v e c R P A ( J e n s e n et al., 

2 0 1 0) . U n   p o s s   l t    st q u’ u n p  rt  n air e  ’ nt  r   t o n    B R C A 2 l     r   t  m  nt 

R P A p o ur f  v or s  r s o n   s  s s  m  l        l’ A D N s   ( Z h a o et al., 2 0 1 5). Il a ét é 

pr o p o s   q u’ u n n o u v  l  nt  r   t  nt    B R C A 2  D S S 1  ( D el eti o n of S U V 3 S u pr e s s or) 

j o u      r ôl  . L    o m   n   s o n  ’  p pr o    s   o    m q u  s  str u  t ur  l  s  t i n vi v o 

s u   èr   q u   D S S 1 m m   l’ A D N s b afi n  ’  tt  n u  r l’  ff n t      R P A à l’ A D N s       q u  

f  v or s   l     s  s s  m  l        R P A  n f  v  ur    l’  s s  m  l        R A D 5 1 (Fi g ur e 9 ) 

( Z h a o et al., 2 0 1 5). 
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Fi g ur e  9 : M o d èl e d u d é pl a c e m e nt d e R P A p a r B R C A 2 et D S S 1 

B R C A 2  st r   r ut   à l’ A D N s    r â    à s     ut    ff n t    v    l   s m pl    r n. D S S 1  nt  r    t  v    R P A 

 n m m  nt l’ A D N s  . C  tt    nt  r   t o n   m n u   l’  ff n t      R P A  v    l’ A D N s   f  v or s  nt s   

  s s o   t  t o n    l’ A D N s  . B R C A 2    r    R A D 5 1 s ur l’ A D N s  .  ( a d a pt é d e  ( Z h a o et al., 2 01 5 )). 

- Le s r é g ul at e ur s d e l’ a cti vit é d’i n v a si o n d u fil a m e nt R A D 5 1  : 

C   z l   l  v ur    l’  o m ol o  u   f o n  t o n n  l    B R C A 2  st R   5 2. E n r  v  n      l a 

pr ot éi n e h u m ai n e R A D 5 2 n’  st p  s  o n s   r     o m m   u n m     t  ur    l   f or m  t o n 

d u fil a m e nt R A D 5 1   r  ll   st m ul     v  nt     l’   t v t    ’ n v  s o n    R A D 5 1 q u   s o n 

c h ar g e m e nt  ( J e n s e n et al., 2 0 1 0; K o w al c z y k o w s ki, 2 0 1 5). 

C h e z l e s m a m mif èr e s, d e s p ar al o g u e s d e R A D 5 1 ( R A D 5 1 B, R A D 5 1 C, 

R A D 5 1 D, X R C C 2, X R C C 3) et l e c o m pl e x e S W S 1- S W S A P 1 s o nt t o u s c a p a bl e s d e 

l  r R A D 5 1  t l’ A D N s  . D  s  t u   s str u  t ur  ll  s  t  ’ nt  r   t o n s    n s  q u   l  s  t u   s 

m e n é e s c h e z l e s p ar al o g u e s d e R A D 5 1 l e v ur e s s u g g èr e nt d e s r ôl e s st a bili s at e ur s d u 

fil a m e nt R A D 5 1 ( F a s c hi n g et al., 2 0 1 5 b; Pr a k a s h et al., 2 0 1 5; T a k at a et al., 2 0 0 1). 

D   pl u s  l’ n v  l   t o n  ’ u n   s p  r  l o  u  s    R A D 5 1    z l   s o ur s   u s   u n   

m ort  l t    m  r y o n n   r    m o ntr  nt l’ m p ort  n         s pr ot   n  s ( K o w al c z y k o w s ki, 

2 0 1 5). L e ur i m pli c ati o n e n R H r e st e à êtr e d ét aill é e c h e z l e s m a m mif èr e s. 

L a pr ot éi n e P A L B 2 ( P art n er a n d l o c ali z er of B R C A 2) ( a u s si F A N C N) s e li e à l a 

f o s à B R C A 1  t B R C A 2   t s  m  l   p o s s    r   u x r ôl  s  u  o ur s    l   R H. D’ u n   

p art, d e s ét u d e s bi o c hi mi q u e s o nt m o ntr é q u   P A L B 2 l   l’ A D N  t R A D 5 1   t  st m ul   

l’   t v t    ’ n v  s o n    R A D 5 1  n pr  s  n       B R C A 2. P A L B 2 s e li e 
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p r éf ér e nti ell e m e nt a u x str u ct ur es  ’ A D N  n D - L o o p et s o n i nt er a cti o n a v e c R A D 5 1 

vi e n dr ait st a bili s er l a D- L o o p  ( B ui s s o n et al., 2 0 1 0; Dr a y et al., 2 0 1 0). D’  utr   p  rt  

P A L B 2  v    B R C A 2  st   p   l      st m ul  r l   s y nt  è s    ’ A D N p  r l   p ol y m  r  s   ɳ  

d e fil a m e nt s i nt er m é di air e s d e l’ n v  s o n ( B ui s s o n et al., 2 0 1 4). P A L B 2 p o urr ait al or s 

 n  nt  r    s s  nt  v    B R C A 1  t B R C A 2 p  rt   p  r à l’ n v  s o n  u f l  m  nt R A D 5 1  t 

e n s uit e a v e c B R C A 2 f a v ori s er l a st a bili s ati o n d e l a D- L o o p p o ur p er m ettr e l a 

s y nt  è s    ’ A D N  ( K o w al c z y k o w s ki, 2 0 1 5; Pr a k a s h et al., 2 0 1 5). 

C h e z l a l e v ur e, l a tr a n sl o c a s e A T P d é p e n d a nt e R a d 5 4 li e l e fil a m e nt 

pr é s y n a pti q u e R a d 5 1- A D N s    t f    l t   l’  p p  r  m  nt   s  r n s  ’ A D N l or s d e l a 

r     r      ’  o m ol o      n c o nf ér a nt u n e st a bilit é a c cr u e d u fil a m e nt (i n d é p e n d a nt e  

 ’  y  r ol y s    ’ A T P), c e q ui f a cilit e l a f or m ati o n d e l a D- L o o p ( K o w al c z y k o w s ki, 2 0 1 5; 

M a zi n et al., 2 0 1 0) . D e pl u s, R a d 5 4 s e m bl e a u s si i m pli q u é e e n p o st s y n a pti q u e ( o u 

p o st « i n v a si o n »)  : ell e e st c a p a bl e i n vitr o    s   tr  n sl o q u  r  o u   ff u s  r)    l’ A D N    

 t  ’  nl  v  r R A D 5 1. L’  nl è v  m  nt    R A D 5 1 l   s s  r   t l  s  xtr  m t  s 3’ O H    l’ A D N 

l  r  s n    s s   r  s à l’ n t  t o n    l   s y nt  è s   p  r l  s p ol y m  r  s  s  ( M a zi n et al., 

2 0 1 0) . C h e z l a s o uri s l e s h o m ol o g u e s d e R a d 5 4, R A D 5 4 et R A D 5 4 B f a v ori s e nt l a R H 

( W e s ol y et al., 2 0 0 6). C   z l’ H o m m    R A D 5 4 et R A D 5 4 B s o nt c a p a bl e s d e 

s’  s s o    r à R A D 5 1  ( M a zi n a et M a zi n, 2 0 0 4; T a n a k a et al., 2 0 0 0). I n vitr o, R A D 5 4 

st m ul   l’   t v t    ’  p p  r  m  nt  t  ’ n v  s o n p  r R A D 5 1 ( M a zi n a et M a zi n, 2 0 0 4; 

Si g ur d s s o n et al., 2 0 0 2) . L e ur s r ôl e s pr é ci s r e st e nt n é a n m oi n s p e u c o n n u s c h e z l e s 

m a m mif èr e s ( Mi y a g a w a et al., 2 0 0 2; Z h a n g, Z. et al., 2 0 0 7). 

 

- L e s r é g ul at e ur s n é g atif s d u fil a m e nt R A D 5 1 : 

P ar mi l e s r é g ul at e ur s n é g atif s d e l a f or m ati o n et st a bili s ati o n d u fil a m e nt d e 

R A D 5 1, l e s h éli c a s e s h u m ai n e s F A N C J ( F a n c o ni a n e mi a gr o u p J pr ot ei n), R E C Q 5 

( D N A h eli c a s e R e c Q-li k e 5), F B H 1 ( F- b o x D N A h eli c a s e 1)  e t B L M ( Bl o o m s y n dr o m e 

pr ot   n) s o nt t o ut  s    p   l  s  ’  m p ê    r l   f or m  t o n  u f l  m  nt R A D 5 1 e n 

  s s o    nt R A D 5 1    l’ A D N s   ( H e y er, 2 0 1 5; K o w al c z y k o w s ki, 2 0 1 5). L e s h éli c a s e s 

s o n t   s A T P  s  s   p   l  s    tr  n sl o q u  r l   l o n      l’ A D N  t  ’  nl  v  r   s 

pr ot   n  s l   s à l’ A D N. Cl  s s q u  m  nt   ll  s p  r m  tt  nt l     s  p p  r  m  nt   s 

d o u bl e s bri n s d' A D N ( o u d' A R N) a u ni v e a u d e j o n cti o n A D N d b/ A D N s b e n r o m p a nt 

l e s li ai s o n s h y dr o g è n e s ( T o u s s ai nt, 1 9 9 5).  
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A pr è s l’ n v  s o n  l    r n  ’ A D N  p p  r   p  ut  1) n   j  m   s  n t  r    s y nt  è s   

 ’ A D N  t  v ort  r s p o nt  n  m  nt l   R H   2)  n t  r l   s y nt  è s    ’ A D N  t   s s o u  r   l   

D- l o o p p o ur r  p  r  r p  r S D S A o u  3) s y nt   t s  r  t  ll o n   r     r n  ’ A D N 

n  o s y nt   t s   j u s q u’ à l   f or m  t o n    l    J H.  

2. 3) L’ e xt e n si o n d e l a D- L o o p et l a s y nt h è s e d’ A D N 

A pr è s l’ n v  s o n  u bri n h o m ol o g u e p ar l e fil a m e nt R A D 5 1 et s o n 

d é s a s s e m bl a g e, l e bri n  ’ A D N s’  p p  r   d e f a ç o n st a bl e et f or m e u n h ét ér o d u pl e x 

 ’ A D N. L    l  s) p ol y m  r  s  s p  u v  nt  o m m  n   r à s y nt   t s  r    l’ A D N  u n v   u 

  s  xtr  m t  s l  r  s 3’ O H  u s   n    l   D -L o o p. P u s  l’  l o n   t o n d u bri n 

n é o s y nt h éti s é e ntr aî n e u n d é pl a c e m e nt d e l a D- L o o p  : o n p  rl    ’  xt  n s o n    l   D-

L o o p. C  tt   s y nt  è s    ’ A D N  st   p  n   nt    ’ u n     t o n  o m   n       l   

p ol y m ér a s e δ  d e P C N A ( Pr olif er ati n g C ell A nti g e n A) et d e R P A. E n eff et, d e s 

e x p éri e n c e s m e n é e s a v e c d e s pr ot éi n e s h u m ai n e s et d e l e v ur e s o nt m o ntr é q u e l a 

p o l y m  r  s   δ  st   p   l      s y nt   t s  r    l’ A D N   n s   s D-l o o p s pr o d uit e s p ar 

R A D 5 1 ( Li et al., 2 0 0 9; S n e e d e n et al., 2 0 1 3) . R P A s  m  l   f x  r  t st    l s  r l’ A D N s   

a u s ei n d e l a D- L o o p a u c o ur s d e l a pr o gr e s si o n d e l a p ol y m ér a s e δ   t l’  j o ut    

P C N A sti m ul e l a pr o c e s si vit é d e c ett e d er ni èr e ( M c v e y et al., 2 0 1 7; S n e e d e n et al., 

2 0 1 3). D’  utr  s  t u   s   o    m q u  s  v      s pr ot   n  s  u m   n  s o u    l  v ur  s  t 

g é n éti q u e s c h e z l e s l e v ur e s o nt r é v él é q u e l e s p ol y m ér a s e s ɛ  et ɲ  s o nt a u s si 

  p   l  s    s y nt   t s  r    l’ A D N    D - L o o p bi e n q u e l e ur s r ôl e s pr é ci s n e s oi e nt 

p a s  bi e n ét a bli s ( M c v e y et al., 2 0 1 7; S n e e d e n et al., 2 0 1 3; Wri g ht et al., 2 0 1 8). 

L’  l o n   t o n  u  r n  ’ A D N  m è n     s  o ntr   nt  s t o p ol o   q u  s q u  p  u v  nt 

e n g e n dr er l e bl o c a g e d e l a s y nt h è s e a u s ei n d e l a D- L o o p. D e m a ni èr e g é n ér al e, l e s 

t o p oi s o m ér a s e s et l e s h éli c a s e s e nl è v e nt c e s c o ntr ai nt e s p o ur p er m ettr e à l a 

s y nt h è s e d e s e p o ur s ui vr e. L e s h éli c a s e s d é s a p p ari e nt l e s j o n cti o n s A D N d b/ A D N s b 

t a n di s q u e l e s t o p oi s o m ér a s e s d é c at è n e nt ( o u « d é s e n c h ai n e nt ») d e s m ol é c ul e s 

j o nt  s  ’ A D N. C e s d er ni èr e s i n d ui s e nt u n e c a s s ur e si m pl e o u d o u bl e bri n d' A D N 

 t o p o s o m  r  s      t y p   I  t II  r  s p   t v  m  nt)  t f o nt p  s s  r u n  r n  ’ A D N à tr  v  r s 

c ett e c a s s ur e p o ur l e s d é c at e n er ( T o u s s ai nt, 1 9 9 5) .  

C   z l  s m  m m f èr  s  l    o m pl  x    ’   l   s  s M C M 8 -M C M 9 ( Mi ni c hr o m o s o m e 

m ai nt e n a n c e 8 et 9) s e m bl e i m pli q u é d a n s l a r é g ul ati o n d e l a s y nt h è s e. M C M 8-

M C M 9 f  v or s   l   s y nt  è s    ’ A D N    f  ç o n R A D 5 1 - d é p e n d a nt e, s u g g ér a nt ai n si s o n  

i m pli c ati o n e n R H  ( N at s u m e et al., 2 0 1 7). D a n s u n e ét u d e r é c e nt e, H u st e d et al., o nt 
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i d entifi é l e r e cr ut e ur d u c o m pl e x e M C M 8- M C M 9 a u x C D B , H R O B ( H o m ol o g o u s 

R e c o m bi n ati o n f a ct or wit h O B d o m ai n) ( H u st e dt et al., 2 0 1 9). H R O B i nt er a git à l a f oi s 

a v e c M C M 8- M C M 9  l’ A D N s    t R P A  : d e s a ct e ur s sit u é s à l a D- L o o p et t o u s 

 m pl q u  s   n s l   r   ul  t o n    l   s y nt  è s    ’ A D N. D e pl u s, l a d o u bl e i n a cti v ati o n d e 

H R O B e t    l’   l   s   H E L Q ( H eli c a s e P O L Q-li k e ) d a n s d e s c ell ul e s h u m ai n e s 

s u g g èr e q u e H R O B- M C M 8- M C M 9  ’ u n   p  rt  t H E L Q  ’  utr   p  rt p  rt   p  nt à   u x 

v o  s r   o n   nt  s   n s l   r   ul  t o n    l   s y nt  è s    ’ A D N  n R H ( Fi g ur e 1 0 ) 

( H u st e dt et al., 2 0 1 9). L e s s o uri s d éfi ci e nt e s p o ur H R O B, M C M 8 et M C M 9 ar b or e nt 

l   m ê m   p   n ot y p    ’ nf  rt lit é a s s o ci é à u n arr êt d e pr o gr e s si o n d e s c ell ul e s 

m éi oti q u e s, m o ntr a nt l e ur s r ôl e s e s s e nti el s e n R H m éi oti q u e ( Griffi n et Tr a k s eli s, 

2 0 1 9; H artf or d et al., 2 0 1 1; H u st e dt et al., 2 0 1 9; L ut z m a n n et al., 2 0 1 2). 

 

Fi g ur e 1 0  : M o d èl e d e s r ôl e s d e H E L Q et d u c o m pl e x e H R O B - M C M 8- M C M 9 e n 

r e c o m bi n ai s o n  

A) H E L Q et H R O B- M C M 8- M C M 9 c o n stit u e nt  d e u x v oi e s p ar all èl e s d e r é p ar ati o n d e s C D B a pr è s 

i n v a si o n d u fil a m e nt R A D 5 1 e n R H. B) H R O B- M C M 8-M C M 9 f  v or s   l   s y nt  è s    ’ A D N  pr è s 

i n v a si o n. H R O B i nt er a git a v e c R P A et l e c o m pl e x e M C M 8- M C M 9. H R O B f a v ori s e l a l o c ali s ati o n d e 

M C M 8- M C M 9  u x s t  s    r   o m   n   s o n. L’ nt  r   t o n    H R O B  v    R P A  u n v   u  u  r n  ’ A D N 

d é pl a c é a u s ei n d e l a D- L o o p f a v ori s er ait l a l o c ali s ati o n d e M C M 8- M C M 9. L e p o siti o n n e m e nt c orr e ct 

d e M C M 8- M C M 9 p ar H R O B f a   l t  r   t l   pr o  r  s s o n    l   s y nt  è s    ’ A D N  t l   m  r  t o n    l    ull   

d e r é pli c ati o n p o st-i n v a si o n.  m o   f    ’  pr è s ( H u st e dt et al., 2 0 1 9)) 
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2 . 4) D é m a nt èl e m e nt d e l a D-L o o p  

A pr è s  v o r  n t   l   s y nt  è s    ’ A D N  u s   n    l   D - L o o p, c ell e- ci p e ut êtr e 

d é m a nt el é e ( o u r é v er s é  )  v  nt  ’ êtr   pr s e e n c h ar g e p ar l a v oi e d e r é p ar ati o n 

S D S A afi n    r  p  r  r l     s s ur    ’ A D N. D   n o m  r  u s  s d o n n é e s bi o c hi mi q u e s 

s u   èr  nt l’ m pl   t o n  ’   l   s  s    p  r l  ur   p    t   à s  p  r  r   s j o n  t o n s 

 ’ A D N   / A D N s  . N ot  m m  nt     z l’ H o m m    l  s   l   s  s F A N C M ( F a n c o ni 

a n e mi a gr o u p M pr ot ei n), R E C Q 1 ( D N A h eli c a s e R e c Q-li k e 1 ), W R N ( W er n er 

s y n dr o m e h eli c a s e) et B L M p o s s è d e nt t o ut e s u n p o u v oir a ntir e c o m bi n o g è n e i n vi v o 

et l a c a p a cit é i n vitr o d e d é m a nt el er l a D- L o o p ( H e y er, 2 0 1 5; K o w al c z y k o w s ki, 2 0 1 5). 

Il e st pr o p o s é q u e B L M d é m a nt èl e l a D-L o o p à l’         T O PIII α - R MI 1/ 2 ( D N A 

t o p oi s o m er a s e 3- al p h a; R e c Q - m e di at e d g e n o m e i n st a bilit y pr ot ei n 1 et 2) et d e R P A 

( F a s c hi n g et al., 2 0 1 5; V a n Br a b a nt et al., 2 0 0 0). L e m    n s m    ’   t o n   s  utr  s  

h éli c a s e s d a n s l e d é m a nt èl e m e nt d e l a D- L o o p n’   p  s  t   m s e n é vi d e n c e et 

p o urr ait n é c e s sit er d e s a ct e ur s/r é g ul at e ur s i n c o n n u s à c e j o ur v  n  nt     r l’   t o n 

d e s h éli c a s e s.  

2. 6) L a c a pt ur e d e l a s e c o n d e e xtr é mit é d e l a C D B d e l’ A D N  

Si l a D-l o o p r e st   st    l s     l    r n  ’ A D N    l   C D B q u  n’   p  s  n v     v   

s’  p p  r  r  v    l    r n  ’ A D N   pl    : o n p  rl       « s e c o n d- e n d c a pt ur e » p o ur 

f or m er u n   str u  t ur    ’   t  r o  u pl  x j o nt        u x m ol   ul  s  ’ A D N  l    J H.  

L a  s e c o n d- e n d c a pt ur e a ét é pri n ci p al e m e nt d é crit e i n vitr o a v e c d e s pr ot éi n e s 

r e c o m bi n a nt e s d e l e v ur e. Ell e e st ( 1)   t  l y s    p  r R   5 2   2)  m pl q u   l’ nt  r   t o n 

d e R a d 5 2 et R p   q u  r   o u vr   à l   f o s l’  xtr  m t   q u     n v      u s   n    l   D -l o o p 

 t l’  utr    xtr  m t      l   C D B q u  n’   p  s  n v      t  3) e st f a v ori s é e p ar l a s y nt h è s e 

 ’ A D N  u s   n    l   D -L o o p  ( K o w al c z y k o w s ki, 2 0 1 5; Wri g ht et al., 2 0 1 8). L’   s  n    

   R A D 5 2    z l   s o ur s n’ n  u t p  s    st  r l t   à l’ n v  r s      s o n  o m ol o  u   l e v ur e. 

R A D 5 2 n’  st  o n   p  s  s s  nt  ll   à   tt    t  p   p u s q u e l a f or m ati o n d e s C O 

m   ot q u  s n’  st p  s  lt  r    ( Rij k er s et al., 1 9 9 8). C   z l’ H o m m    R A D 5 2 e st 

  p   l      l  r l’ A D N s   r   o u v  rt p  r  R P A i n vitr o ( J e n s e n et al., 2 0 1 0). S a d é pl éti o n 

d a n s l e s c ell ul e s h u m ai n e s m o ntr e u n e a u g m e nt ati o n d e l a r é p ar ati o n d e s c a s s ur e s 

p ar S D S A, c e q ui c orr èl e a v e c u n r ôl e d a n s l a s e c o n d- e n d c a pt ur e ( K a n et al., 2 0 1 7) . 

C h e z l e s m a m mif èr e s, l e s a ct e ur s/r é g ul at e ur s r e st e nt p a s o u p e u c o n n u s et 
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p o urr ai e n t i m pli q u er d e s pr ot éi n e s d e li ai s o n à l’ A D N s     p   l  s d e li er R P A a u s ei n 

d e l a D-l o o p p o ur sti m ul er l a s e c o n d e n d- c a pt ur e.  

2. 7) L a di s s ol uti o n et l a r é s ol uti o n d e l a d J H 

L a d o u bl e j o n cti o n d e H olli d a y ( d H J) f or m é e p ar l a j o n cti o n d e s d e u x 

m ol   ul  s  ’ A D N  ntr    ll  s p  ut êtr    1)   s s o ut    n n   f or m  nt p  s    pr o  u t    

C O  N C O)    t v t     l   s  ) o u  2) r  s ol u   p  r  l v       s  r n s  ’ A D N  n f or m  nt 

o u n o n d e s pr o d uit s d e C O ( C O et N C O, r e s p e cti v e m e nt) e n f o n cti o n d e o ù s o nt 

cli v é s l e s bri n s d ’ A D N    t v t   n u  l   s q u     t   « r é s ol v a s e ») ( Fi g ur e 1 1 ). 

L’ m p ort  n       l   pr s    n    r       l    J H    z l  s m  m m  l  n s a ét é cl air e m e nt 

o  s  r v       p  r l   l  t  l t   s y nt   t q u     s   ll ul  s   pl  t   s    l’   l   s   B L M  v o   

d e l a di s s ol uti o n) et d e l a n u cl é a s e S L X 4 ( v oi e d e l a r é s ol uti o n) o u d e s n u cl é a s e s 

S L X 4 et G E N 1 ( v oi e s d e l a r é s ol uti o n) ( G ar n er et al., 2 0 1 3; W y att et al., 2 0 1 3). 

( 1) U n e j o n cti o n d e H olli d a y e st u n e j o n cti o n a q u atr e v oi e s q ui e n g a g e d e u x 

m ol   ul  s  ’ A D N     o u  u pl  x ) ( H olli d a y, 1 9 6 4). L a li b ér ati o n d e s d e u x m ol é c ul e s 

 ’ A D N p  ut s   f   r   v   u n pr o   s s u s  p p  l   l   «  di s s ol uti o n ». L     s s ol ut o n  ’ u n   

d J H n é c e s sit e u n e h éli c a s e p o ur f air e c o n v er g er l e s d e u x j o n cti o n s d e H olli d a y et 

u n   t o p o s o m  r  s   p o ur   t  l y s  r l   p  s s      ’ u n  r n  ’ A D N  u tr  v  r s  ’ u n   

c o u p ur   tr  n s t o r    ’ u n  utr    r n  ’ A D N. D     tt   f  ç o n  l  s   u x m ol   ul  s  ’ A D N 

s o nt s  p  r   s l’ u n      l’  utr   s a n s é c h a n g e r é ci pr o q u e    s  q u  n   s  ’ A D N  ( s a n s 

C O) . C h e z l e s m a m mif èr e s, l e c o m pl e x e B L M- T O PIII α - R MI 1/ 2 ( B T R) pr o m e ut l a 

di s s ol uti o n d e l a d J H ( Fi g ur e 1 1 ). B L M r   r ut  r   t l   t o p o s o m  r  s   III α à l’ A D N  t 

sti m ul   s o n   t v t          t  n  t o n  v    l’         R MI 1/ 2. C ett e i nt er a cti o n 

f o n cti o n n ell e i m pli q u a nt u ne h éli c a s e d e l a f a mill e R e c Q et u n e T o p oi s o m ér a s e III 

s  m  l   êtr    o n s  r v       l      t  r   à l’ H o m m e ai n si q u   l   st m ul  t o n    l’   t v t   

e n z y m ati q u e d e l   t o p o s o m  r  s   p  r l’   l   s   ( Bi z ar d et Hi c k s o n, 2 0 1 4; H e y er, 

2 0 1 5) . E n pl u s  R P A  st   p   l    ’ nt  r    r v   R MI 1 - R MI 2 a v e c l e di s s ol v a s o m e 

B T R  t st m ul   l’   t v t        s s ol uti o n d e s d J H p ar l e B T R ( X u e et al., 2 0 1 3) . L e s 

p er s o n n e s a y a nt d e s m ut ati o n s d e B L M s o uffr e nt d u S y n dr o m e d e Bl o o m c ar a ct éri s é 

p  r u n  x  è s  ’     n     ntr     r o m  t   s s œ ur s  C O)  t u n    n st    l t     n  t q u   

pr é di s p o s a nt a u c a n c er ( H e y er, 2 0 1 5; W e st, S. C. et al., 2 0 1 5) , m o ntr  nt l’ m p ort  n    

   l’   t v t    nt -r e c o m bi n o g è n e ( a nti- C O) d e c ett e h éli c a s e. 
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( 2) L a li b ér ati o n d e s   u x m ol   ul  s  ’ A D N d e l a d J H p e ut a u s si s e f air e vi a 

u n pr o c e s s u s a p p el é l a « r é s ol uti o n ».  L   r  s ol ut o n n    s s t   l’   t o n 

 ’  n  o n u  l   s  s s p    f q u  s    str u  t ur  s pr    s  s    l’ A D N  o u «  r é s ol v a s e s ») q ui 

cli v e nt l e s d e u x J H et f or m e nt d e s pr o d uit s d e C O o u d e N C O a pr è s li g ati o n d e s 

 r n s  ’ A D N  l v  s.  L e cli v a g e s y m étri q u e o u a s y m étri q u e d e s d e u x j o n cti o n s d e 

H olli d a y a b o utit à d e s pr o d uit s d e N C O et d e C O, r e s p e cti v e m e nt. D a n s l e s c ell ul e s 

 u m   n  s  l  s n u  l   s  s  m pl q u   s s o nt  ’ u n   p  rt S L X 1- S L X 4  et M U S 8 1- E M E 1 q ui 

f or m ent  l e c o m pl e x e S L X-M U S  t  ’  utr   p  rt l   n u  l   s   G E N 1  Fi g ur e 1 1 ) ( C a st or 

et al., 2 0 1 3).  

- L’  s s o    t o n    S L X 1- S L X 4 et M U S 8 1- E M E 1 p er m et l a r e c o n n ai s s a n c e 

 ’ u n    r  n    v  r  t      str u  t ur  s  ’ A D N p  r l  s r  s ol v  s  s     q u   o nf èr   à    

 o m pl  x   u n   ut p ot  nt  l  ’   t v t   r  s ol v  s  . C  tt     t v t   r  s ol v  s       H J i n 

vitr o  e st s u p éri e ur e e n pr é s e n c e d e s d e u x di m èr e s pl ut ôt q u e s é p ar é m e nt. L e di m èr e 

S L X cli v er ait l a d J H p o ur g é n ér er u n e str u ct ur e cli v é e  ’ A D N r   o n n u e 

s p é cifi q u e m e nt p ar M U S 8 1- E M E 1 p o u v a nt êtr e al or s à n o u v e a u cli v é e. Pl u si e ur s 

r é g ul at e ur s d u c y cl e c ell ul air e t el s q u e C D K 1 et  P L K 1, ki n a s e s a cti v e s e n p h a s e G 2 

pr n   p  l  m  nt  m o  ul  nt l’ nt  r   t o n  u  c o m pl e x e S L X-M U S   n s  q u’  v     ’  utr  s 

i nt er a ct a nt s ( W e st, S. C. et al., 2 0 1 5; Wri g ht et al., 2 0 1 8). 

- L e m é c a ni s m e d’   t o n    G E N 1 e st tr è s si mil air e à l a r é s ol v a s e d e 

r éf ér e n c e R u v C d é crit e c h e z E. C oli : u n h o m o di m èr e cli v e   u x s t  s  ’ A D N s t u  s à 

l’  x   t o p p o s      l    H J    f  ç o n  o or  o n n     t s y m  tr q u  . S a r é g ul ati o n s e f er ait 

pri n ci p al e m e nt vi a l a m o d ul ati o n d e s a l o c ali s ati o n n u cl é air e. D a n s l e s c ell ul e s 

h u m ai n e s, G E N 1  st  x  l u    u n o y  u p  r s   s  q u  n     ’  x p ort  t o n n u  l    r  . A l   

tr  n s t o n G 2/ M  l   m  m  r  n   n u  l    r   s     s  s s  m  l    t  o n n   l’     s s   l t      

G E N 1 a u x c hr o m o s o m e s p o ur r é s o u dr e d e s J H r é m a n e nt e s ( G ar n er et al., 2 0 1 3; 

W e st, S. C. et al., 2 0 1 5).  
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Fi g ur e  1 1  : L a di s s ol uti o n o u l a r é s ol uti o n d e l a d o u bl e j o n cti o n d e H olli d a y 

L    o m pl  x   B T R   s  n     n   l  s  r n s  ’ A D N j o nt s    l    o u  l   j o n  t o n    H oll   y   J H) p  r 

m é c a ni s m e d e di s s ol uti o n et g é n èr e d e s pr o d uit s d e n o n cr o s s- o v er ( N C O).  L e s e n d o n u cl é a s e s 

str u ct ur ell e s d u c o m pl e x e S L X- M U S , f or m é p ar S L X 1- S L X 4 et M U S 8 1- E M E 1,  ’ u n   p  rt  t G E N 1 

 ’  utr   p  rt  l v  nt l    J H p  r m    n s m      r  s ol ut o n. L    l v     s y m  tr q u   o u  s y m  tr q u      l   

d J H g é n èr e d e s pr o d uit s d e N C O et d e cr o s s- o v er ( C O), r e s p e cti v e m e nt.  ( a d a pt é d e ( M at o s et W e st, 

2 0 1 4) ) 

Bi e n q u e l e c h oi x e ntr e di s s ol uti o n o u r é s ol uti o n d e s d J H c h e z l e s 

m a m mif è r  s n’  st p  s  o m pr s à    j o ur  ell e s s e m bl e nt r é g ul é e s e n p arti e e n 

f o n cti o n d u c y cl e c ell ul air e s el o n l a n é c e s sit é o u n o n d e f or m er u n C O. C h e z l e s 

m  m m f èr  s  l   v o    u N C O pr   o m n   p  r r  p p ort à   ll    u C O  n R H  j u s q u’ à u n 

r ati o d e 3 0 p o ur 1 d a n s d e s c ell ul e s e m br y o n n air e s s o uri s et 6 p o ur u n 1 d a n s d e s 

  ll ul  s  u m   n  s). A   l   s’  j o ut   l   f    l   fr  q u  n      s  v è n  m  nt s    R H   n s 

l e s c ell ul e s ( e sti m é à 1 p o ur 1 0 0 C D B   n m o y  n n  ). L   f or m  t o n  ’ u n C O e st d o n c 

pr éf ér e nti ell e m e nt r é pri m é e et c o n stit u e u n é v è n e m e nt p arti c uli èr e m e nt r ar e 

( M o y n a h a n et J a si n, 2 0 1 0). 
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L a r e c o m bi n ai s o n m éi oti q u e s uit l e s m ê m e s gr a n d e s ét a p e s q u e l a R H 

m  t ot q u  . Ell   s     r   t  r s   p  r l’   t o n  o m   n       f   t e ur s u bi q uit air e s i m pli q u é s 

e n R H mit oti q u e et d e f a ct e ur s s p é cifi q u e m e nt e x pri m é s d a n s l e s c ell ul e s 

g er mi n al e s. C ett e i m pli c ati o n d e f a ct e ur s m éi oti q u e s s p é cifi q u e s a v e c d e s f a ct e ur s 

u   q u t   r  s  p p ort     s s p    f   t  s  ’   t o n s  t    r   ul  t o n s à l   R H m éi oti q u e à 

c h a q u e ét a p e d e s o n d ér o ul e m e nt.  Ell     o ut t à l   f or m  t o n  ’ u n C O  u m o n s p  r 

p air e d e c hr o m o s o m e s h o m ol o g u e s ( o u bi v al e nt s). L e s s p é cifi cit é s m éi oti q u e s d e 

c ett e R H s p é ci ali s é e s er o nt pr é s e nt é e s a u x diff ér e nt e s ét a p e s d e l a R H.   

1) L a  f or m ati o n d e s C D B m éi oti q u e s pr o gr a m m é e s   

L   R H m   ot q u   s’ n t   p  r l   f or m  t o n    C D B  pr o gr a m m é e s l o c ali s é e s 

pr éf ér e nti ell e m e nt a u x ni v e a u x d e sit e s s p é cifi q u e s a p p el é s p oi nt s c h a u d s ( o u 

« h ot s p ot s ») d e r e c o m bi n ai s o n ( B a u d at et al., 2 0 1 3; L a m et K e e n e y, 2 0 1 5) . D a n s 

l e s s p er m at o c yt e s m uri n s et h u m ai n s, l e s C D B  f or m é e s s o nt e sti m é e s e ntr e 2 0 0 et 

4 0 0 p ar c ell ul e ( B a u d at et al., 2 0 1 3) . U n e p arti e s e ul e m e nt d e c e s C D B  a b o utir a à l a 

f or m ati o n d e C O e ntr e c hr o m o s o m e s h o m ol o g u e s. 

1. 1) L a f or m ati o n d e s C D B  m éi oti q u e s 

L a f or m ati o n d e s C D B m éi oti q u e s p ar S P O 1 1 ( S P Or ul ati o n 1 1) et s e s 

ort  ol o  u  s s  m  l   êtr   u n     r   t  r st q u    o m m u n   à l’ i niti ati o n d e l a R H 

m éi oti q u e à l a f oi s c h e z l e s c h a m pi g n o n s, l e s i n v ert é br é s, l e s pl a nt e s o u l e s 

m a m mif èr e s ( K e e n e y, 2 0 0 7). S P O 1 1 e st u n e e n d o n u cl é a s e ort h ol o g u e d e l a s o u s 

u nit é c at al yti q u e A d e l a t o p oi s o m ér a s e VI (t o p oi s o m ér a s e d e t y p e II) c h e z l e s 

ar c h a e b a ct éri e s. L e s T o p o VI p o s s è d e u n e s o u s- u nit é A q ui cl  v   l’ A D N   t  u n   s o u s-

u n t   B q u  r   ul   l’   t v t     t  l yt q u   p  r  y  r ol y s    ’ A T P  t  o ntr ôl     n s  

l’ o u v  rt ur      l’ A D N p o ur l   p  s s      ’ u n  utr    r n  ’ A D N  r  l  x  t o n t o p ol o   q u  ) 

( B o u u a ert et K e e n e y, 2 0 1 6). 

D e s ét u d e s f o n cti o n n ell e s et str u ct ur ell e s c h e z l a l e v ur e o nt p er mi s d e 

 o m pr  n  r   l   m    n s m    ’   t i o n d e S P O 1 1 : ell e c at al y s e l a f or m ati o n d e s C D B  

   f  ç o n s m l   r    u x t o p o s o m  r  s  s    t y p   II. S P O 1 1 s     m  r s    t  l v   l’ A D N 

p  r r    t o n    tr  n s  st  r f   t o n     q u   n r  s ult    ’ u n   l   s o n p  o s p  o    st  r 

 ntr   l  s s t  s t yr o s n  s   t  l yt q u  s    S P O 1 1  v    l  s  xtr  m t  s 5’    l   C D B 
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( L am et K e e n e y, 2 0 1 5). S P O 1 1 r e st e d o n c li é e a u x e xtr é mi t  s 5’    l’ A D N  pr è s 

cli v a g e. C   z l   s o ur s  t l’ H o m m    S P O 1 1 p o s s è      u x i s of or m e s S P O 1 1α  et  

S P O 1 1 β . L a  m aj orit é d e s C D B  m éi oti q u e s s o nt i n d uit e s p ar S P O 1 1β . D e r é c e nt s 

tr a v a u x c h e z l a pl a nt e et l a s o uri s s u g g èr e nt q u e S P O 1 1 et l a pr ot éi n e T O P VI B L 

( T o p o VI B-l k  )    s s  nt  n s  m  l   s o u s f or m    ’   t  r ot  tr  m èr   r  s s  m  l  nt 

f ort e m e nt a u x f or m e s a n c e str al e s d e s t o p oi s o m ér a s e s ( s o u s u nit é c at al yti q u e A et 

s o u s u nit é r é g ul atri c e B) ( Fi g ur e 1 2 ) ( B o u u a ert et K e e n e y, 2 0 1 6; R o b ert et al., 2 0 1 6; 

Vri el y n c k et al., 2 0 1 6) . T O P VI B L a gir ait d o n c c o m m e l a s o u s u nit é r é g ul atri c e d e 

S P O 1 1. 

E n  pl u s d e S P O 1 1   ’  utr  s pr ot éi n e s a u xili air e s s o nt e s s e nti ell e s à l a 

f or m ati o n d e s C D B  m éi oti q u e s. C h e z l a s o uri s, M EI 4 ( M EI o si s- s p e cifi c 4), R E C 1 1 4 

(R E C o m bi n ati o n 1 1 4)  et I H O 1 (I nt er a ct or of H O R M A D 1 pr ot ei n 1, a u s si n o m m é e 

C C D C 3 6) s o nt c a p a bl e s d e c at a l ys e r l a r é p ar ati o n d e s C D B  a u ni v e a u d e s a x e s d e s 

c hr o m o s o m e s m éi oti q u e s ( d e M a s s y, 2 0 1 3; K u m ar et al., 2 0 1 0, 2 0 1 8) . L e ur 

i n v ali d ati o n c h e z l a s o uri s r é v èl e u n e a b s e n c e d e f or m ati o n d e s C D B , d e s d éf a ut s d e 

s y n a p si s d e s c hr o m o s o m e s h o m ol o g u e s et u n e a b s e n c e d e pr ot éi n e s eff e cti v e s p o ur 

l a r é p ar ati o n d e s C D B  : u n p h é n ot y p e si mil air e o b s er v é c h e z l e s s o uri s d éfi ci e nt e s 

p o ur S P O 1 1 ( B a u d at et al., 2 0 0 0; K u m ar et al., 2 0 1 0, 2 0 1 8; R o m a ni e n k o et 

C a m eri ni- Ot er o, 2 0 0 0; St a n zi o n e et al., 2 0 1 6). C e s tr oi s pr ot éi n e s e s s e nti ell e s s o nt 

  p   l  s  ’ nt  r    r  n s  m  l   ( K u m ar et al., 2 0 1 8). D e pl u s, H O R M A D 1 (l o c ali s é e 

a u x a x e s d e s c hr o m o s o m e s a s y n a p s é s) i nt er a git a v e c I H O 1 et p er m ettr ait ai n si l e 

r e cr ut e m e nt M EI 4- R E C 1 1 4-I H O 1 a u x a x e s d e s c hr o m o s o m e s ( St a n zi o n e et al., 

2 0 1 6) . C e tri m èr e p o urr ait y   t v  r  t/ o u m o  ul  r l’ a cti vit é c at al yti q u e d e S P O 1 1.  

L   k n  s   A T M  st   p   l    ’    r  o m m   u n r   ul  t  ur l m t  nt l   f or m  t o n 

d e s C D B  ( L a n g e et al., 2 0 1 1). A pr è s f or m ati o n d e s C D B  m éi oti q u e s, M R N r e c o n n ait 

l     s s ur    t y  st r   r ut    n  u s  nt l   r   r ut  m  nt  t l’   t v  t o n  ’ A T M. A T M e st 

c o n n u e p o ur si g n al er l e s C D B   n p  o s p  or yl  nt l’   st o n   H 2 A. X  ɣ H 2 A. X) et a cti v e l a 

r é p ar ati o n d e s C D B  (Fi g ur e 1 2 ) ( M ar é c h al et Z o u, 2 0 1 3). D a n s d e s s p er m at o c yt e s 

A t m-/-, l a f or m ati o n d e s C D B  e st di x f oi s s u p éri e ur e à l a n or m al e ( L a n g e et al., 2 0 1 2). 

T el 1 ( T el o m er e m ai nt e n a n c e 1 ), l’  o m ol o  u    ’ A T M    z l   l  v ur   S. c er e vi si a e , e st 

 m pl q u      n s l   p   n o m è n    ’ nt  rf  r  n      s C D B . Ell e i n hi b e l a f or m ati o n 

 ’  utr  s   s s ur  s à u n     st  n    pr o x m  l    ’ u n   C D B f or m     t  m p ê     l   

f or m ati o n d e cl u st er d e C D B  ( G ar ci a et al., 2 0 1 5). C  s  o n n   s s u   èr  nt q u’ A T M 
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r  str   nt l o   l  m  nt l’   t v t      S P O 1 1 p  r u n r  tr o  o ntr ôl   n    t f q u   m p ê    r   t 

l a f or m ati o n d e n o u v ell e s c a s s ur e s (Fi g ur e 1 2 ). C ett e r é g ul ati o n p o urr ait s e f air e vi a 

u n r   rr  n   m  nt   r o m  t n  n  ut o ur    l   C D B f or m    q u  r  str   nt l’     s s   l t   à 

S P O 1 1  t/ o u p  r l   r   ul  t o n    l’   t v t      S P O 1 1 v   s  s pr ot   n  s  u x l   r  s. 

N ot a m m e nt, T el 1 e st c a p a bl e d e p h o s p h or yl er R e c 1 1 4 et l a p h o s p h or yl ati o n d e 

R e c 1 1 4 c orr èl e a v e c u n e di mi n uti o n gl o b al e d e s C D B  m éi oti q u e s ( C ar b all o et al., 

2 0 1 3) . C h e z l s m  m m f èr  s  A T M p o urr   t   n s  r   ul  r l’   t v t      S P O 1 1  n 

a gi s s a nt s ur l e s pr ot éi n e s a u xili air e s d e f or m ati o n d e s C D B  (r e cr ut e m e nt et/ o u 

a cti vit é). 

1. 2) L a l o c ali s ati o n d e s C D B  m éi oti q u e s  

L e s C D B  m éi oti q u e s s e l o c ali s e nt pr éf ér e nti ell e m e nt a u ni v e a u d e s p oi nt s 

   u  s    r   o m   n   s o n  ’  st - à-  r    u n v   u   s r    o n s  ’ A D N  l v   s p  r 

S P O 1 1. C e s r é gi o n s s o nt m aj orit air e m e nt d é pl ét é e s e n n u cl é o s o m e r e n d a nt l ’    è s 

à l a c hr o m ati n e f a v ori s é a u x pr ot éi n e s d e f or m ati o n et d e r é p ar ati o n d e s C D B   ( L a m 

et K e e n e y, 2 0 1 5). C   z l   s o ur s  t l’ H o m m    l  s p oi nt s c h a u d s d e r e c o m bi n ai s o n 

s o nt r etr o u v é s à l a f oi s s ur d e s r é gi o n s g é ni q u e s et i nt er g é ni q u e s; et, c orr èl e nt a v e c 

d e s sit e s c hr o m ati ni e n s e nri c hi s d e s m ar q u e s p o st-tr a d u cti o n n ell e s H 3 K 4 m e 3 et 

H 3 K 3 6 m e 3 ( m ar q u e s d e c hr o m ati n e « o u v ert e »)  ( Gr e y et al., 2 0 1 8). 

 L a m ét h yltr a n sf ér a s e P R D M 9 ( P R d o m ai n- c o nt ai ni n g pr ot ei n 9) j o u e u n r ôl e 

c e ntr al d a n s l a l o c ali s ati o n s p é cifi q u e d e s C D B m éi oti q u e s a u s ei n d u g é n o m e. D a n s 

l e s m ut a nt s m uri n s Pr d m 9 -/- o u l e s m ut a nt s n o n f o n cti o n n el s, l e s C D B  s e f or m e nt 

m ai s a v e c u n e l o c ali s ati o n alt er n ati v e. L e s s o uri s s o nt st éril e s et c ar a ct éri s é e s p ar 

u n e a b s e n c e d e r é p ar ati o n d e s C D B  ( Di a g o ur a g a et al., 2 0 1 8; H a y a s hi et al., 2 0 0 5; 

S u n et al., 2 0 1 5). 

P R D M 9 li e l a c hr o m ati n e gr â c e à s o n d o m ai n e e n d oi gt d e zi n c et s e l o c ali s e 

a u x c e ntr e s d e s p oi nt s c h a u d s d e r e c o m bi n ai s o n ( Gr e y et al., 2 0 1 8). L’   t v t   

  t  l yt q u      s o n  o m   n   P R/ S E T  n  u t l’  nr    s s  m  nt   s m  r q u  s H 3 K 4 m  3 

et H 3 K 3 6 m e 3 a u ni v e a u d e c e s p oi nt s c h a u d s ( Di a g o ur a g a et al., 2 0 1 8). C et 

e nri c hi s s e m e nt s e f ait s ur l e s b o u cl e s d e c hr o m ati n e a u ni v e a u d e n u cl é o s o m e s 

sit u é s à pr o xi mit é d e s sit e s d e li ai s o n d e P R D M 9. P R D M 9 i n d uir ait u n r e m o d el a g e 

c hr o m ati ni e n d a n s l e b ut d e r e n dr e a c c e s si bl e l a c hr o m ati n e à l a m a c hi n eri e d e 

f or m ati o n et d e r é p ar ati o n d e s C D B .  
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D   pl u s  P R D M 9  st   p   l    ’ nt  r    r  v      s pr ot   n  s pr é s e nt e s a u x 

a x e s d e s c hr o m o s o m e s a u ni v e a u d e s sit e s d e r e c o m bi n ai s o n : l e s él é m e nt s d u C S 

( R E C 8, S Y C P 3, S Y C P 1) et a v e c C X X C 1 ( C X X C Fi n g er Pr ot ei n 1) et E W S R 1 ( E wi n g 

S ar c o m a Br e a k p oi nt R e gi o n 1) (I m ai et al., 2 0 1 7; P ar v a n o v et al., 2 0 1 7). C X X C 1 li e 

H 3 K 4 m e 3 et i nt er a git a v e c P R D M 9 et I H O 1 ( pr ot éi n e a u xili air e d e S P O 1 1) al or s q u e 

E W S R 1 i nt er a git a v e c l a c o h é si n e R E C 8 ( E b erl et al., 2 0 1 3; I m ai et al., 2 0 1 7) . C e s 

i nt er a cti o n s p er m ettr ai e nt d e r eli er l e s m ar q u e s c hr o m ati ni e n n e s d é p o s é e s p ar 

P R D M 9 a u x b o u cl e s d e c hr o m ati n e a v e c l a m a c hi n eri e d e f or m ati o n d e s C D B  sit u é e 

a u x a x e s ( S P O 1 1 et s e s pr ot éi n e s a u xili air e s M EI 4- R E C 1 1 4-I H O 1) ( Fi g ur e 1 2 ). 

P R D M 9 s p é cifi e l a l o c ali s ati o n d e s C D B  e n f o n cti o n ( 1) d e s s é q u e n c e s 

s p    f q u  s r   o n n u  s p  r s o n  o m   n      l   s o n à l’ A D N   2)    l   p o s t o n      s 

s  q u  n   s  u s   n  u   n o m    t  3)    l’  n v r o n n  m  nt   r o m  t n  n      s 

s  q u  n   s. L’     s s   l t     s s  q u  n   s    li ai s o n d e P R D M 9 p e ut d é p e n dr e d e 

l e ur p o siti o n n e m e nt gl o b al e n s ei n d u g é n o m e (r é gi o n s pl u s o u m oi n s r é pri m é e s), d u 

c o nt e n u e n n u cl é o s o m e s et d e l a pr é s e n c e d e m o difi c ati o n s p o st-tr a d u cti o n n ell e s. 

C ett e v ari a bilit é d e li ai s o n d e P R D M 9 à s e s s é q u e n c e s s p é cifi q u e s a u s ei n d u 

g é n o m e i n d uit u n p ol y m or p hi s m e d e s sit e s d e li ai s o n s d e P R D M 9, et d o n c d e s sit e s 

d e r e c o m bi n ai s o n, i nt er- et i ntr a- e s p è c e s ( d ét aill é e d a n s ( Gr e y et al., 2 0 1 8) ).  
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Fi g ur e  1 2  : L a f or m ati o n d e l a C D B e n m éi o s e 

A) S P O 1 1 et s a s o u s u nit é r é g ul atri c e T O P 6 B L ( T O P O VI B L) c at al y s e l a f or m ati o n d e l a C D B 

m   ot q u  . T O P 6 B L  n  u t l’   t v  t o n    S P O 1 1 s a n s êtr e n é c e s s air e a u cli v a g e ( 1) o u bi e n r e st e 

c o m pl e x é e à S P O 1 1 p o ur l    l v        l’ A D N  2).     pt      ( R o b ert et al., 2 0 1 6)) B) M o d èl e d u 

c o u pl a g e d e l a l o c ali s ati o n d e s C D B  m éi oti q u e s a v e c l a m a c hi n eri e d e f or m ati o n d e s C D B . P R D M 9 

d é p o s e l e s m ar q u e s c hr o m ati ni e n n e s H 3 K 4 m e 3 et H 3 K 3 6 m e 3 ( ét oil e s v ert e s) a u x b o u cl e s d e 

c hr o m ati n e d e s c hr o m o s o m e s m éi oti q u e s  a u x p oi nt s c h a u d s d e r e c o m bi n ai s o n. C X X C 1 et E W S R 1 

i nt er a gi s s e nt a v e c c e s m ar q u e s c hr o m ati ni e n n e s et l e s pr ot éi n e s d e f or m ati o n d e l a C D B ( M EI 4-

R E C 1 1 4-I H O 1) et l e s pr ot éi n e s str u ct ur ell e s ( R E C 8) sit u é s a u x a x e s d e s c hr o m o s o m e s m éi oti q u e s. 

L e s m ar q u e s d é p o s é e s p ar P R D M 9 a u x b o u cl e s d e c hr o m ati n e s o nt ai n si r eli é e s à l a m a c hi n eri e d e s 

C D B  m   ot q u  s  u x  x  s. A pr è s r  pl  m  nt    l    o u  l        r o m  t n   s ur l’  x    S P O 1 1 s   tr o u v   à 

pr o xi mit é d e s e s pr ot éi n e s a u xili air e s et c at al y s e l a f or m ati o n d e l a C D B. ( a d a pt é d e ( B or d e et d e 

M a s s y, 2 0 1 3)) C) L a  ki n a s e A T M r é g ul e l a f or m ati o n d e s C D B  m éi oti q u e s. S P O 1 1 i n d uit l a f or m ati o n 

d e s C D B  a u ni v e a u d e sit e s e nri c hi s e n H 3 K 4 m e 3 et H 3 K 3 6 m e 3 d é p o s é s p ar P R D M 9. A T M e st 

a cti v é e e n r é p o n s e a u x C D B . A T M  n      l   f or m  t o n  ’  utr  s C D B  p ar S P O 1 1 et si g n al e l e s 

c a s s ur  s  n p  o s p  or yl  nt l’   st o n   H 2 A. X  ɣ H 2 A. X) à pr o xi mit é d e l a C D B. ( a d a pt é d e ( L u k a s z e wi c z 

et al., 2 0 1 8)) 
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2 ) L a r é s e cti o n e n m éi o s e 

C o ntr air e m e nt a u x t o p oi s o m ér a s e s c a n o ni q u e s, S P O 1 1 r e st e li é e d e f a ç o n 

c o v al e nt e a u x e xtr é mit é s d e s C D B  m   ot q u  s q u’  ll     i n d uit e s et d oit êtr e e nl e v é e 

p o ur p er m ettr e u n e pri s e e n c h ar g e d e l a C D B p o ur l a r é p ar er ( B a u d at et al., 2 0 1 3) . 

D a n s l e s c ell ul e s h u m ai n e s, n o u s a v o n s v u pr é c é d e m m e nt q u e l e c o m pl e x e 

n u  l   s q u   M R N  t l  s n u  l   s  s E X O 1/ D N A 2  v    l’         l’   l   s   B L M s o nt 

i m pli q u é s d a n s l a r é s e cti o n e n R H mit oti q u e ( p ar a gr a p h e 2. 1) L a r é s e cti o n ) 

A l’ n v  r s      s o n  o m ol o  u      z l   l  v ur     o m pl  x   M R X) ( B or d e, 2 0 0 7), 

l’ m pl   t o n  u  o m pl  x   M R N    z l  s m  m m f èr  s n’   p  s  t    l   r  m  nt  t   l   

e n m éi o s e. C h e z l a s o uri s, u n m ut a nt h y p o m or p h e ( m ut ati o n s ur u n s e ul all èl e) d e 

M R E 1 1 tr o n q u é a u ni v e a u d e s o n  o m   n      l   s o n à l’ A D N m o ntr   l   f or m  t o n  u 

m ê m e n o m br e d e f o y er s D M C 1 (r e c o m bi n a s e m éi oti q u e s p é cifi q u e) q u e c h e z l e s 

o v o c yt e s s a u v a g e s, c e q ui s u g g èr e q u e l a r é s e cti o n a e u li e u c orr e ct e m e nt (I n a g a ki 

et al., 2 0 1 6) . Il s   p  ut q u    1) l’ n v  l   t o n  n  o m pl èt      M R E 1 1    z l   s o ur s n   

p er m et t e p  s  ’ o  s  r v  r s o n  ff  t   t  l yt q u    n m   o s    u f ait d e s o n c ar a ct èr e 

e s s e nti el e n c ell ul e s s o m ati q u e s. C ett e i n v ali d ati o n n e s er ait p a s s uffi s a nt e p o ur 

  ol r l’   t v t      M R E 1 1  n r  s   t o n m   ot q u  . Et   2)  ’  utr  s n u  l   s  s p  u v  nt 

s u  st t u  r l’   t o n   t  l yt q u      M R E 1 1  r   o n   n     ’   t o n s  n tr e n u cl é a s e s). 

P o ur a ut a nt, c e s s o uri s m ut a nt e s s o nt i nf ertil e s et pr é s e nt e nt d e s d éf a ut s d e d e 

s y n a p si s d e s c hr o m o s o m e s h o m ol o g u e s et d e r é p ar ati o n d e s C D B . M R E 1 1 p o s s è d e 

bi e n u n r ôl e e s s e nti el d a n s l a pr o gr e s si o n m éi oti q u e.  

Q u a nt à E X O 1, s o n i n v ali d ati o n    z l   s o ur s n’ n  u t p  s    p   n ot y p   

dr a sti q u e a v a nt l e st a d e p a c h yt è n e d e s c ell ul e s m éi oti q u e s : l e s h o m ol o g u e s s o nt 

c orr e ct e m e nt s y n a p s é s m ai s n e f or m e nt p a s d e C O ( W ei et al., 2 0 0 3). C e s r é s ult at s 

m o ntr  nt   v  nt     l’ m pl   t o n  ’ E X O 1   n s l   f or m  t o n   s C O m   ot q u  s q u e 

d a n s l a p h a s e d e r é s e cti o n d e s e xtr é mit é s d e l a c a s s ur e.  

D   f  ç o n s m l   r    l’ n v  l   t o n  o n   t o n n  ll      B L M   n s l  s   ll ul  s 

g er mi n al e s n e m o difi e p a s l e n o m br e d e f o y er s R A D 5 1 (r e c o m bi n a s e a u s si i m pli q u é e 

 n R H m   ot q u  )  m o ntr  nt q u   l’   s  n       B L M n’  ff   t   p  s o u p  u l   r  s   t o n 

( H oll o w a y et al., 2 0 1 0).  

U n e  ét u d e r é c e nt e m e n é e d a n s d e s s p er m at o c yt e s m uri n s a a n al y s é l e s 

s é q u e n c e s d e s e xtr é mit é s r é s e ct é e s p ar m ét h o d e E N D- S e q ( d ét aill é d a n s ( P ai a n o et 
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a l., 2 0 2 0)). C e s e xtr é mit é s s o nt s é q u e n c é e s et c o m p ar é e s a v e c c ell e s n ot a m m e nt 

d e s s é q u  n   s  ’ A D N l   s p  r S P O 1 1  s  q u  n ç     S P O 1 1 - oli g o). L e ur s r é s ult at s 

i n di q u e nt q u e ( 1) l e p att er n d e r é s e cti o n c h e z l a s o uri s e st pr o c h e d e l a l e v ur e, ( 2) 

M R E 1 1 li e l e s p oi nt s c h a u d s d e r e c o m bi n ai s o n  et q u e ( 3) E X O 1 n’ m p   te q u e 

f ai bl e m e nt l a l o n g u e ur d e l a r é s e cti o n. L e m é c a ni s m e d e r é s e cti o n vi a l e c o m pl e x e 

h o m ol o g u e M R N c h e z l a l e v ur e s er ait c o n s er v é c h e z l e s m a m mif èr e s et i m pli q u er ait 

   n l’   t v t      M R E 1 1. Et, E X O 1 n’  st p  s l   s  ul   n u  l   s    m pl q u    : D N A 2 

p o urr   t  u s s  p  rt   p  r  v    l’         B L M o u  ’ u n    utr     l   s    r   o n   n   s 

f o n cti o n n ell e s m ulti pl e s p o s si bl e s). 

3) L’i n v a si o n  

A u c o ur s d u c y cl e mit oti q u e   R P A r   o u vr   l’ A D N s     s  xtr  m t  s s ort  nt  s 

d e s C D B  a pr è s r é s e cti o n. R P A e st r e m pl a c é p ar R A D 5 1 p o ur f or m er l e fil a m e nt 

R A D 5 1 r e c o m bi n o g è n e q ui e n v a hit u n e s é q u e n c e h o m ol o g u e. E n m éi o s e et e n 

p  rt  ul  r    z l  s m  m m f èr  s   l n’  st p  s  l   r  m  nt  t   l  q u   R P A s o t r   r ut   l   

pr e mi er. E n eff et c h e z l a s o uri s, l e n o m br e d e f o y er s R A D 5 1 e st s u p éri e ur à c el ui d e s 

f o y er s R P A e n d é b ut d e r e c o m bi n ai s o n a u st a d e l e pt ot è n e. R A D 5 1 p o urr ait êtr e 

c h ar g é e a v a nt R P A e n m éi o s e ( M o e n s et al., 2 0 0 2; Pl u g et al., 1 9 9 8) .  

L a r e c o m bi n ai s o n m éi oti q u e n é c e s sit e l a r e c o m bi n a s e u bi q uit air e R A D 5 1, et, 

l a r e c o m bi n a s e m éi oti q u e s p é cifi q u e D M C 1 ( Di sr u pt e d M ei oti c c D N A 1). L a pr é s e n c e 

d e c e s d e u x r e c o m bi n a s e s e st u n e c ar a ct éri sti q u e c o n s er v é e c h e z l e s l e v ur e s, l e s 

pl a nt e s et l e s m a m mif èr e s ( Br o w n et Bi s h o p, 2 0 1 5). P o ur a ut a nt, c ert ai n s 

or g a ni s m e s t el s q u e l a m o u c h e Dr o s o p hil a m el a n o g a st er , l e v er s C a e n or h a b diti s 

el e g a n s  et l e c h a m pi g n o n S or d ari a m a cr o s p or a  utili s e nt p o ur s e ul e r e c o m bi n a s e 

R A D 5 1. L a pr é s e n c e d e c ett e s e c o n d e r e c o m bi n a s e D M C 1, u ni q u e m e nt e n m éi o s e, 

a m è n e à r éfl é c hir s ur l e s s p é cifi c  t  s  p p ort   s p  r l’ ut l s  t o n      tt   s   o n    

r e c o m bi n a s e e n  R H a u c o ur s d e l a m éi o s e.  

L e s d e u x r e c o m bi n a s e s p o s s è d e nt d e s c ar a ct éri sti q u e s bi o c hi mi q u e s tr è s 

s m l   r  s. C    u n    ’  ll  s  st   p   l       1)    s’ ol  o m  r s  r s ur    l’ A D N s     t 

A D N d b) p o ur f or m er u n fil a m e nt n u cl é o pr ot éi q u e et ( 2) d e pr o m o u v oir l a r e c h er c h e 

 ’  o m ol o      t l’ n v  s o n  d u fil a m e nt n u cl é o pr ot éi q u e f or m é ( Br o w n et Bi s h o p, 2 0 1 5). 

C h e z l a l e v ur e S.  c er e vi si a e et l a pl a nt e A.  t h ali a n a  l’   t v t   r   o m   n  s      R   5 1 

e st di s p e n s a bl e à l a r e c o m bi n ai s o n m éi oti q u e et a gir ait c o m m e u n f a ct e ur a c c e s s oir e 
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   l’   t v t   r   o m   n o  è n   a s s ur é e p ar D m c 1 d u fil a m e nt R a d 5 1- D m c 1 ( Cl o u d et 

al., 2 0 1 2; D a I n e s et al., 2 0 1 3). B  n q u   r   r ut   à l’ A D N s    l’   t v t   r   o m   n  s      

R a d 5 1 s e m bl e y êtr e r é pri m é e. D e pl u s, D m c 1 f  v or s   l’ n v  s o n e ntr e s é q u e n c e s 

n u cl é oti di q u e s h ét ér ol o g u e s, c e q ui f a cilit er ait l’ n v  s o n e ntr e l e s bri n s p ol y m or p h e s 

d e s c hr o m o s o m e s h o m ol o g u e s l or s d e l a r e c o m bi n ai s o n m éi oti q u e ( B or g o g n o et al., 

2 0 1 6) . D m c 1 j o u er ait u n r ôl e pr é d o mi n a nt d e c el ui d e R a d 5 1 l or s d e l’ n v  s o n  u 

fil a m e nt r e c o m bi n o g è n e e n m éi o s e ( Br o w n et Bi s h o p, 2 0 1 5). P o ur a ut a nt, l e s 

f o n cti o n n alit é s s p é cifi q u e s d e s r e c o m bi n a s e s n e s o nt p a s o u p e u c o n n u e s c h e z l e s 

m a m mif èr e s.  

C h e z l a s o uri s, l ’   s  n       D M C 1  n  u t u n    nf  rt l t    s s o      à u n  rr êt    

pr o gr e s si o n d e s c ell ul e s g er mi n al e s e n st a d e z y g ot è n e, et, u n s y n a p si s i n c o m pl et et 

a b err a nt d e s c hr o m o s o m e s h o m ol o g u e s ( Y o s hi d a et al., 1 9 9 8) . L’ n v  l   t o n    

R a d 5 1  ét a nt l ét al e    z l’  m  r y o n  s o n r ôl e e n g a m ét o g é n è s e a ét é ét u di é gr â c e à 

d e s mi cr o-i nj e cti o n s d e si R N A d e R A D 5 1 d a n s l e s t e sti c ul e s s o uri s ( K n o c k d o w n 

R A D 5 1) ( D ai et al., 2 0 1 7). D  n s l  s t u   s s  m n f èr  s  ff   t  s  l’  n s  m  l     s 

st a d e s d e s c ell ul e s g er mi n al e s ( mit oti q u e s et m éi oti q u e s) e st f ort e m e nt alt ér é et  l e s 

s p er m at o c yt e s pr o gr e s s e nt diffi cil e m e nt a u- d el à d u st a d e z y g ot è n e, m ett a nt ai n si e n 

é vi d e n c e l e r ôl e d e R A D 5 1 e n R H d a n s l e s c ell ul e s mit oti q u e s et m éi oti q u e s. D e 

f a ç o n i nt ér e s s a nt e, l e s r ar e s s p er m at o c yt e s e n z y g ot è n e n e pr é s e nt e nt p a s d e 

d éf a ut s d e l o c ali s ati o n d e D M C 1 a u x c hr o m o s o m e s m éi oti q u e s. C e p h é n ot y p e p e ut 

êtr e bi ai s é p ar l a pr é s e n c e r é si d u ell e d e R A D 5 1 s uffi s a nt e à l a l o c ali s ati o n d e D M C 1. 

N é a n m oi n s, il a p p ar aît q u e c h e z l e s m a m mif èr e s l e s d e u x r e c o m bi n a s e s p o urr ai e nt 

   n  v o r   s r ôl  s  t/ o u s p    f   t  s pr o pr  s  ur  nt l’ n v  s o n  n m   o s   

(r e cr ut e m e nt et/ o u a cti vit é diff ér e nt e).  

C o m m e e n R H mit oti q u e, B R C A 2 s e m bl e a u s si j o u er u n r ôl e d a n s l e 

   r   m  nt   s r   o m   n  s  s s ur l’ A D N s b e n r e c o m bi n ai s o n m éi oti q u e. D u f ait d e 

l   l  t  l t      l’ n v  l   t o n  o m pl èt      B R C A 2    z l   s o ur s  s o n r ôl   d a n s l a 

  m  t o   n è s   n’    t   r  v  l   q u’  pr è s l’ ut l s  t o n  ’ u n tr  n s  è n    u m   n    B R C A 2 

p o ur p er m ettr e l a s ur vi e d e s o uri s a v e c i n v ali d ati o n t ot al e d e B R C A 2. C e tr a n s g è n e 

n   s’  x pr m   pr  s q u   p  s   n s l  s  o n    s. C e s s o uri s s o nt i nf ertil e s et l e s 

s p er m at o c yt e s s o nt arr êt é s à l a tr a n siti o n z y g ot è n e/ p a c h yt è n e ( S h ar a n et al., 2 0 0 4) . 

D a n s c e s m ut a nt s, l a l o c ali s ati o n d e R A D 5 1 et D M C 1 e st c o m pr o mi s e al or s q u e c ell e 

   R P A n   l’  st p  s. C  s r  s ult  t s  orr èl  nt  v    l’ m pl   t o n m  j  ur      B R C A 2 
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n    s s   r    u    r   m  nt   s   u x r   o m   n  s  s  ur  nt l’  t  p    ’ n v  s o n    l   

R H e n st a d e z y g ot è n e. L e s ét u d e s bi o c hi mi q u e s o nt m o ntr é q u e B R C A 2 f a v ori s ait l a 

n u  l   t o n    R A D 5 1  t D M C 1 s ur    l’ A D N s     t  nt  r    t   r   t  m  nt  v    R A D 5 1 

et D M C 1 ( J e n s e n et al., 2 0 1 0; M arti n e z et al., 2 0 1 6). B R C A 2 e st c a p a bl e d e sti m ul er 

l’   t v t   r   o m   n  s      D M C 1   n pl u s      ll      R A D 5 1) à p  rt r  ’ A D N s   

r e c o u v ert p ar R P A ( Li u, J. et al., 2 0 1 0; M arti n e z et al., 2 0 1 6). L e m o d èl e q ui é m er g e 

 st q u   B R C A 2 s  r   t l   m     t  ur  u    r   m  nt    R A D 5 1  t D M C 1 à l’ A D N s   

 r â    à s     p    t      l   s o n à l’ A D N s    t s     p    t      d é pl a c er/ e nl e v er R P A 

r   o u v  rt s ur    l’ A D N s  .  

C e s d er ni èr e s a n n é e s,  ’  utr  s r é g ul at e ur s ( o u m é di at e ur s) o nt ét é mi s e n 

é vi d e n c e   n s l   f or m  t o n  t/ o u l’   t v t    u f l  m  nt R A D 5 1/ D M C 1.  

D e s pr ot éi n e s e n i nt er a cti o n dir e ct e a v e c B R C A 2 p er m ett e nt l e r e cr ut e m e nt 

d e s r e c o m bi n a s e s a u x sit e s d e r e c o m bi n ai s o n. N ot a m m e nt, l e n o u v e a u f a ct e ur 

m éi oti q u e s p é cifi q u e M EI L B 2 ( M ei oti c L o c ali z er of B R C A 2) ( o u H S F 2 B P,  H e at S h o c k 

F a ct or 2 Bi n di n g Pr ot ei n) e st e s s e nti el à l a l o c ali s ati o n d e B R C A 2 et d e s 

r e c om bi n a s e s R A D 5 1/ D M C 1 a u x sit e s d e r e c o m bi n ai s o n e n z y g ot è n e d a n s d e s 

s p er m at o c yt e s m uri n s ( Z h a n g, J. et al., 2 0 1 9). S o n i n v ali d ati o n c h e z l a s o uri s i n d uit 

u n e st érilit é a s s o ci é e à u n e a b s e n c e d e r é p ar ati o n d e s C D B  m éi oti q u e s. M EI L B 2 

 nt  r    t   r   t  m  nt  v    B R C A 2  t  n   r   t  m  nt  v    R A D 5 1 v   B R C A 2. L’  t u    

d e l a d y n a mi q u e d e s f o y er s R A D 5 1, D M C 1, B R C A 2 t a g g u é et M EI L B 2 a mi s e n 

 v   n    q u    1) l’   s  n       M EI L B 2   ol t l   l o   l s  t o n    B R C A 2  t   s 

r e c o m bi n a s e s et ( 2) l a l o c ali s ati o n d e M EI L B 2 pr é c è d e c ell e d e s r e c o m bi n a s e s. 

M EI L B 2 e st ai n si pr o p o s é c o m m e u n f a ct e ur cl é d u r e cr ut e m e nt d e s r e c o m bi n a s e s 

gr â c e à s o n i nt er a cti o n a v e c B R C A 2.  

L e c o m pl e x e S h u f or m é p ar S W S 1- S W S A P ( S WI M d o m ai n- c o nt ai ni n g a n d 

Sr s 2-i nt er a cti n g pr ot ei n 1 h o m ol o g) ( S W S 1- a s s o ci at e d pr ot ei n 1) e st c o n si d ér é 

c o m m e u n r é g ul at e ur p o sitif d e B R C A 2 f a v ori s a nt l e c h ar g e m e nt d e s r e c o m bi n a s e s 

( A br e u et al., 2 0 1 8). C h e z l a s o uri s, l a d él éti o n d e c e c o m pl e x e i n d uit u n e i nf ertilit é 

a s s o ci é e à u n arr êt t ar dif d e s c ell ul e s e n pr o p h a s e I ( p a c h yt è n e) et u n e f ort e 

di mi n uti o n d u r e cr ut e m e nt d e s r e c o m bi n a s e s R A D 5 1 et D M C 1. C ett e di mi n uti o n e st 

a c c e nt u é e c h e z d e s d o u bl e s m ut a nt s S w s a p 1 -/-Br c a 2 Δ 2 7/ Δ 2 7  o ù u n e f or m e tr o n q u é e 

   B R C A 2  st  x pr m     t  n  u t u n   p  rt   p  rt  ll      l’ nt  r   t o n  v  c R A D 5 1 et 

D M C 1. C e s r é s ult at s s u g g èr e nt bi e n u n e a cti o n r é g ul atri c e d u c o m pl e x e S h u s ur l e 
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r ôl e c ar g o d e B R C A 2 p o ur l e r e cr ut e m e nt d e s r e c o m bi n a s e s et l a f or m ati o n d u 

fil a m e nt pr é s y n a pti q u e. 

L e c o m pl e x e H O P 2- M N D 1 s e m bl e f a v ori s er l’   t v t    u f l  m  nt 

pr é s y n a pti q u e. I n vitr o, l e s pr ot éi n e s m éi oti q u e s s p é cifi q u e s H O P 2 ( H o m ol o g o u s-

p airi n g pr ot ei n 2 h o m ol o g) et M N D 1 ( M ei oti c n u cl e ar di vi si o n pr ot ei n 1 h o m ol o g) 

i nt er a gi s s e nt a v e c R A D 5 1 et D M C 1 et sti m ul e nt l’   t v t   r   o m   n  s   d u fil a m e nt 

R A D 5 1 o u D M C 1 ( P et u k h o v a et al., 2 0 0 5) . I n vi v o, l e s s o uri s d éfi ci e nt e s p o ur H O P 2 

m o ntr e nt u n e a c c u m ul ati o n d e s r e c o m bi n a s e s et d e R P A, et, u n arr êt d e pr o gr e s si o n 

m éi oti q u e e n st a d e p a c h yt è n e : d e s i n di c at e ur s d e d éf a ut s d e r é p ar ati o n d e s C D B  

m   ot q u  s   o ut s s  nt à l’ nf  rt l t     s  n m a u x ( P et u k h o v a et al., 2 0 0 3). C e s 

r é s ult at s s u g g èr e nt q u e H O P 2-M N D 1 n’  st p  s n    s s   r    u    r   m  nt   s 

r e c o m bi n a s es m   s q u’ l    r   t s ur l’   t v t    u f l  m  nt R A D 5 1/ D M C 1. D   pl u s  

 ’  utr  s r  s ult  t s i n vitr o s u g g èr e nt q u e ( 1) S Y C P 3 ( él é m e nt d u C S) e ntr e e n 

c o m p étiti o n a v e c H O P 2- M N D 1 p o ur l  r l   f l  m  nt R A D 5 1  t  n     r   t   n s  l’   t v t   

r é g ul atri c e d e H O P 2- M N D 1 s ur c e fil a m e nt et  2) S Y C P 3 n   m o   f   p  s l’   t v t   

r e c o m bi n a s e d u fil a m e nt D M C 1 ( K o b a y a s hi et al., 2 0 1 7). S Y C P 3 i n hi b er ait 

s p    f q u  m  nt l’   t v t   r   o m   n  s      R A D 5 1 p o ur f  v or s  r   ll      D M C 1  u  

 o ur s    l’ n v  s o n  n m   o s  . L’   s  n       H O P 2 - M N D 1 a u x sit e s d e 

r e c o m bi n ai s o n e n pr é s e n c e d e S Y C P 3 n e p er m ettr ait pl u s u n e c orr e ct e m o d ul ati o n 

   l’   t v t    u f l  m  nt m xt   R A D 5 1/ D M C 1  n m   o s  . H O P 2 - M N D 1 p arti ci p er ait 

  n s  à l   m o  ul  t o n    l’   t v t    u f l  m  nt  n  o n   rt  t o n  v     ’  utr  s f   t  ur s 

r é g ul at e ur s q ui a p p ort er ai e nt d e s s p é cifi cit é s a u fil a m e nt.  

C o n s er v é d e l a pl a nt e Ar a bi d o p si s  à l’ H o m m    l    o m pl  x   FI G L 1 - F LI P 

( FI D G E TI N- LI K E- 1/ FI D G E TI N- LI K E- 1 I N T E R A C TI N G P R O T EI N) p o s s è d e u n r ôl e 

a nt a g o ni st e d e B R C A 2 et e st i m pli q u é e n R H mit oti q u e et m éi oti q u e. E n eff et, l e s 

m ut a nt s fi gl 1, o u fli p c h e z l a pl a nt e, pr é s e nt e nt d e s d ér é g ul ati o n s d e l a d y n a mi q u e 

d e s r e c o m bi n a s e s R A D 5 1 et D M C 1, et, u n e a u g m e nt ati o n a n or m al e d e C O  

( F er n a n d e s et al., 2 0 1 8). T o uj o ur s c h e z l a pl a nt e, l a d o u bl e d éfi ci e n c e  fi gl 1 et br c a 2  

r e st a ur e l a f or m ati o n d e s f o y er s R A D 5 1/ D M C 1 d a n s l e s c ell ul e s m éi oti q u e s et l e s 

f o y er s R A D 5 1 d a n s l e s c ell ul e s s o m ati q u e s ( K u m ar et al., 2 0 1 9). C e c o m pl e x e e st 

a u s si i m pli q u é e n R H d a n s d e s c ell ul e s h u m ai n e s d o w n-r é g ul é e s p o ur FI G N L  

( Fi d g eti n-li k e pr ot ei n 1)  l’  o m ol o  u    u m   n    FI G L 1 ( Y u a n et C h e n, 2 0 1 3). 

FI G L 1/ F LI P p o urr   t r   ul  r   r   t  m  nt l’   t v t   r   o m bi n a s e d u fil a m e nt 

R A D 5 1/ D M C 1 p  r l’   t v t   A T P  s      FI G L 1 ( Y u a n et C h e n, 2 0 1 3). E n eff et, FI G L 1 
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f ait p arti e d e l a f a mill e d e s pr ot éi n e s A A A- A T P a s e c a p a bl e s d e r e m o d el a g e s 

str u ct ur el s pr ot éi q u e s m o n o- o u m ulti- m èr e s ( W hit e et L a uri n g, 2 0 0 7). L e c o m pl e x e 

FI G L 1 / F LI P p o urr   t  o n      r  o m m   u n r   ul  t  ur n    t f    l’   t v t   

r e c o m bi n o g è n e d u fil a m e nt R A D 5 1/ D M C 1. D e s e x p éri e n c e s bi o c hi mi q u e s pl u s 

p o u s s é e s p er m ettr ai e nt v érit a bl e m e nt d e d ét er mi n er à q u ell e( s) ét a p e( s) d e 

l’ n v  s o n  t  o m m  nt    t     o m pl  x    f or m  t o n  r     r      ’  o m ol o     o u   t v t   

r e c o m bi n a s e d u fil a m e nt pr é s y n a pti q u e).  

P ar mi l e s f a ct e ur s é v o q u é s d a n s l a f or m ati o n d u fil a m e nt R A D 5 1/ D M C 1 e n 

m   o s      rt   n s s o nt  s s  nt  l s  l or s q u    ’  utr  s l   r   ul  nt. L’ m pl   t o n    

f a ct e ur s u bi q uit air e s a v e c d e s f a ct e ur s m éi oti q u e s s p é cifi q u e s s u g g èr e q u e c e s 

d er ni er s a p p ort e nt d e s c ar a ct éri sti q u e s bi o c hi mi q u e s, str u ct ur ell e s et/ o u 

 ’ nt  r   t  nt s s p    f q u  s m o  ul  nt l  s  nt  r m      r  s    r   o m   n   s o n n    s s   r  s 

à  n v    r l’  o m ol o  u   pl ut ôt q u   l     r o m  t    s œ ur.  

4) L a s y nt h è s e d’ A D N a u s ei n d e l a D - L o o p e n m éi o s e 

A pr è s  n v  s o n  u  r n  o m ol o  u    l   s y nt  è s    ’ A D N s’ n t    u s   n    l   D-

L o o p e n utili s a nt c o m m e m atri c e m o d èl e l a c hr o m ati d e d u c hr o m o s o m e h o m ol o g u e 

   r o m  t    s œ ur  n m t o s  ). C  tt   s  q u  n     ’ A D N pr o v e n a nt d u c hr o m o s o m e  

 o m ol o  u     t n o n    l     r o m  t    s œ ur  p e ut pr é s e nt er d e s m é s a p p ari e m e nt s d e 

  s    v    l’  xtr  m t   3’ O H q u     n v       t  ’ o ù s’ n t   l   s y nt  è s  . Or    rt   n  s 

p ol y m  r  s  s s o nt  n   p   l  s  ’ n t  r l   s y nt  è s    n pr é s e n c e d e m é s a p p ari e m e nt s 

 o m m   l   p ol y m  r  s   β ( B e b e n e k et K u n k el, 2 0 0 4). C   z l’H o m m e et c h e z S. 

c er e vi si a e , l a p ol y m ér a s e δ  p o s s è    u n     t v t    x o n u  l   s   l u  p  r m  tt  nt  ’ n t  r 

u n   s y nt  è s    ’ A D N  n pr  s  n       m  s  p p  r  m  nt s ( M c v e y et al., 2 0 1 7). C h e z S. 

c er e vi si a e     tt     r n èr    st  m pl q u     n R H m t ot q u     n s  q u’  n R H m   ot qu e et 

e n p arti c uli er d a n s l a f or m ati o n d e s C O m éi oti q u e s ( Li et al., 2 0 0 9; M al oi s el et al., 

2 0 0 4) . D’  utr  s p ol y m  r  s  s à   t v t   n u  l   s   p o urr ai e nt êtr e i m pli q u é e s l or s d e l a 

s y nt  è s    ’ A D N  n m   o s  . C   z l  s m  m m f èr  s  p  r m  l  s 1 4 p ol y m  r  s  s 

 x st  nt  s   u  u n   n’    n  or    t      r t    o m m    s s e nti ell e l or s d e l a s y nt h è s e a u 

s ei n d e l a D- L o o p e n m éi o s e, p ot e nti ell e m e nt d û à d e s r e d o n d a n c e s f o n cti o n n ell e s 

d e s n o m br e u s e s p ol y m ér a s e s e xi st a nt e s ( M c v e y et al., 2 0 1 7) .  

L  s m  s  p p  r  m  nt s    l’ A D N   n s l   D -l o o p p e u v e nt êtr e é g al e m e nt 

c orri g é s p ar l e m é c a ni s m e d e r  p  r  t o n   s m  s  p p  r  m  nt s    l’ A D N  o u 
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m i s m at c h r e p air, M M R) ( Fi s h el, 2 0 1 5). U n m  s  p p  r  m  nt p  ut r  s ult  r  ’ u n 

m  u v   s  p p  r  m  nt  ntr     u x   s  s o u    n  ’ n s  rt o n o u   l  t o n      s  s 

( a p p el é i n d el s) i n u s  nt   s  o u  l  s    m  s  p p  r  m  nt  ntr     u x  r n s  ’ A D N. 

L e M M R r e c o n n ait u n m é s a p p ari e m e nt, d é gr a d e l a s é q u e n c e c o nt e n a nt c el ui- ci et 

s y nt h éti s e d e n o v o    tt   s  q u  n     n   s  n     ’  rr  ur s. Pl u s  ur s f   t  ur s s o nt 

i m pli q u é s : l e s h o m ol o g u e s M ut S et Mut L  l’  x o n u  l   s   E X O 1  l   p ol y m  r  s   δ  

P C N A  t s o n  of   t  ur R F C  R  pl   t o n F   t or C)  R P A  t l’ A D N l   s   I. C   z l  s 

e u c ar y ot e s, l e s h o m ol o g u e s M ut S  ’ E. c oli  f or m e nt d e s c o m pl e x e s: M S H 2- M S H 3 

 M ut S β), M S H 2- M S H 6  M ut S α) et M S H 4- M S H 5 ( M ut Sɣ ). L e s h o m ol o g u e s M ut L 

f or m e nt a u s si d e s h ét ér o di m èr e s: M L H 1- P M S 2  M ut L α)  M L H 1-P M S 1  M ut L β)  t 

M L H 1- M L H 3 ( M ut L ɣ). S  ul s M ut S α  M ut S β  t  M ut L α s o nt  m pl q u  s   n s l   M M R. 

L’ m pl   t o n    M ut L β n’  st p  s  l   r  m  nt  t   l  . M ut S ɣ  et  M ut Lɣ  s o nt e u x 

i m pli q u é s d a n s l a pr o m oti o n et l a f or m ati o n d e s C O  m éi oti q u e s ( p ar a gr a p h e 6) L a 

pr o m oti o n d e s C O  e n m éi o s e). U n m o d èl e si m pl e d e r é p ar ati o n p ar l e M M R e st l e 

s ui v a nt ( Fi g ur e 1 3 ). M ut S  α o u β) li e l e m é s a p p ari e m e nt d e f a ç o n A T P d é p e n d a nt e 

 t r   r ut   M ut L α p o ur f or m  r u n t  tr  m èr    Fi g ur e 1 3 ). P C N A e st r e cr ut é a v e c s o n 

 of   t  ur R F C  t  nt o ur   l’ A D N    p o ur l   st    l s  r. P C N A st m ul   l’   t v t   

e n d o n u cl é a s e    M ut L α q u   l v   l’ A D N  n  m o nt  o u  n  v  l)  u m  s  p p  r  m  nt 

(Fi g ur e 1 3 ). C  rt   n  s  o n n   s s u   èr  nt q u’  v  nt l    l v     M ut S α / β  t M ut L α 

  ff u s  nt l   l o n      l’ A D N à   st  n     u m  s  p p  r  m  nt  l or s q u    ’  ut r e s 

s u   èr  nt q u   s  ul M ut L β   ff u s  . E X O 1  st r   r ut    u n v   u    l     s s ur    ’ A D N 

et a cti v é p ar M S H 2 et/ o u M L H 1. E X O 1 d é gr a d e l a s é q u e n c e c o nt e n a nt l e 

m  s  p p  r  m  nt    5’ v  r s 3’  Fi g ur e 1 3 ). R P A st    l s   l’ A D Ns b f or m é et P C N A 

sti m ul e l a p ol y m ér a s e δ   n s l   s y nt  è s        tt   s é q u e n c e m a n q u a nt e. L e s 

 xtr  m t  s s o nt  n s u t   r  l  u   s p  r l’ A D N li g a s e I (Fi g ur e )( Fi s h el, 2 0 1 5; Jiri c n y, 

2 0 0 6; Li u, D. et al., 2 0 1 7) .   
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Fi g ur e  1 3  : S c h é m a d e r é p a r ati o n d’ u n m é s a p p ari e m e nt d e l’ A D N 

A pr è s r   o n n   s s  n     u m  s  p p  r m  nt  l  s M ut S α  o u β)  t M ut L α f or m   u n  o m pl  x    u 

m  s  p p  r  m  nt    l’ A D N. P C N A -R F C st m ul   l    l v        l’ A D N p  r M ut L α à pr o x m t    u 

m é s a p p ari e m e nt. A p artir d e c ett e e nt aill e, E X O 1 d é gr a d e l a s é q u e n c e c o nt e n a nt l e m é s a p p ari e m e nt 

 t l   p ol y m  r  s   δ s y nt   t s   d e n o v o  l   s  q u  n     n   s  n     ’  rr  ur s. L  s  xtr  m t  s  ’ A D N s o nt 

 n s u t   r  l  u   s p  r l   l   s   I p o ur r  t   l r l    o nt n u t    u  r n  ’ A D N.     pt      ( Li u, D. et al., 

2 0 1 7) ) 

C o m m    n m t o s    l’  xt  n s o n    l   s y nt  è s    ’ A D N  u s   n    l   D - L o o p  

 m è n     s  o ntr   nt  s t o p ol o   q u  s    l’ A D N  t n    s s t   l   st    l s  t o n   s  r n s 

a u s ei n d e c ell e- ci. L e c o m pl e x e H R O B- M C M 8- M C M 9  t l’   l   s   H E L Q 

n    s s   r  s  n R H m t ot q u   l’  st  u s s   n R H m   ot q u    p  r   r  p    2. 3) L’  xt  n s o n 

d e l a D- L o o p et l a s y nt  è s    ’ A D N ). L’   s  n       H R O B  M C M 8  M C M 9 o u H E L Q    z l   

s o ur s  n  u t   s p   n ot y p  s  ’ nf  rt l t   o u s o u s f  rt l t   r  v  l  nt u n    m pl   t o n    

c h a c u n d e c e s f a ct e ur s a u d é v el o p p e m e nt c orr e ct d e s g a m èt e s ( A d el m a n et al., 

2 0 1 4; H u st e dt et al., 2 0 1 9; L ut z m a n n et al., 2 0 1 2) .  
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5 ) L a r é pr e s si o n d e s C O  e n m éi o s e 

L a r é g ul ati o n d e s i nt er m é di air e s m éi oti q u e s à c h a q u e ét a p e d e s o n 

  r o ul  m  nt p  r m  t  ’  m p ê    r l   f or m  t o n   s C O  n ot a m m e nt e n i n d ui s a nt ( 1) l e 

d é m a nt èl e m e nt ( o u  r é v er si o n) d e l a D- L o o p, ( 2) l a di s s ol uti o n d e l a d J H ( 3) o u s a 

r és ol uti o n e n N C O. C h e z l a s o uri s, s ur pl u s d e 2 0 0 f o y er s R A D 5 1/ D M C 1 

c o m pt a bili s é s, é v è n e m e nt s e n g a g é s d a n s l e s ét a p e s pr é c o c e s d e l a R H m éi oti q u e, 

s e ul s ~ 2 3 C O  e n r é s ult e nt ( m o y e n n e/ c ell ul e m éi oti q u e) ( H a n d el et S c hi m e nti, 2 0 1 0). 

L a m aj orit é d e s i nt er m é di air e s d e r e c o m bi n ai s o n f or m e d e s pr o d uit s d e N C O . C ett e 

r é g ul ati o n d e s i nt er m é di air e s d e r e c o m bi n ai s o n e st a s s ur é e p ar l e s h éli c a s e s et l e s 

t o p oi s o m ér a s e s d e f a ç o n si mil air e à l a R H mit oti q u e. 

C h e z l e s e u c ar y ot e s, B L M- T O PIII α - R MI 1/ 2 ( B T R) e st u n c o m pl e x e m aj e ur d e 

l a pr o m oti o n d e s é v è n e m e nt s d e N C O e n R H ( H u nt er, 2 0 1 5). Il e st i m pli q u é d a n s l e 

d é m a nt èl e m e nt d e s D- L o o p et l a di s s ol uti o n d e s d J H e n pr é s e n c e d e R P A 

( p ar a gr a p h e s 2. 4) D é m a nt èl e m e nt d e l a D- L o o p  et  2. 7) L a di s s ol uti o n et l a r é s ol uti o n d e l a d J H ) 

( F a s c hi n g et al., 2 0 1 5; X u e et al., 2 0 1 3). C h e z l a l e v ur e e n R H mit oti q u e et 

m   ot q u    l’  o m ol o  u      B L M   v    l’         T O PIII et R MI) s e m bl e bi e n 

r e s p o n s a bl e ( 1) d u d é m a nt èl e m e nt d e l a D- L o o p p o ur m e n er l e s i nt er m é di air e s v er s 

l a v oi e d u S D S A, et, ( 2) c o ntr ôl er l e s é v è n e m e nt s d e N C O p ar di s s ol uti o n d e l a d J H 

( D e M u yt et al., 2 0 1 2; H at k e vi c h et S e k el s k y, 2 0 1 7; K a ur et al., 2 0 1 5; T a n g et al., 

2 0 1 5). C h e z l e s m a m mif èr  s  l’ n v  l   t o n  o n   t o n n  ll      Bl m c h e z l a s o uri s i n d uit 

u n e a u g m e nt ati o n d e l a fr é q u e n c e d e s C O  m éi oti q u e s ( H oll o w a y et al., 2 0 1 0). Bi e n 

q u e c e s r é s ult at s n e p er m  tt  nt p  s  ’  t   l r  l   r  m  nt l’ m pl   t o n    B L M   n s l   

d é m a nt èl e m e nt d e l a D- L o o p et/ o u l a di s s ol uti o n d e l a d J H e n m éi o s e, B L M a p p ar aît 

c o m m e u n r é g ul at e ur i m p ort a nt d e s i nt er m é di air e s d e r e c o m bi n ai s o n m éi oti q u e 

i m pli q u é d a n s l a v oi e d u N C O.  

D’  ut r e s h éli c a s e s p o urr ai e nt i nt er v e nir p o ur pr e n dr e e n c h ar g e l e s 

i nt er m é di air e s d e r e c o m bi n ai s o n afi n d e pr o m o u v oir l a v oi e d u N C O. Ell e s p o urr ai e nt 

a v oir d e s r ôl e s mi n e ur s et r e d o n d a nt s a nti- C O e n m éi o s e p ar r a p p ort a u r ôl e c e ntr al 

d e B L M. N ot a m m e nt, l e s h éli c a s e s d e l a m ê m e f a mill e q u e B L M (f a mill e d e s 

h éli c a s e s R E C Q h o m ol o g u e s) c o m m e R E C Q 1/ 5 et W R N p o s s è d e nt d e s c a p a cit é s 

d e d é m a nt èl e m e nt d e D- L o o p i n vitr o et s o nt i m pli q u é e s e n R H mit oti q u e i n vi v o. 

F A N C M ( F a n c o ni a n e mi a gr o u p M pr ot ei n) e st a u s si c a p a bl e d e d é m a nt el er d e s D-
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L o o p n ai s s a nt e s et d e di s s o u dr e d e s J H i n vitr o ( G ari et al., 2 0 0 8). C h e z l e s pl a nt e s 

 t l   l  v ur    l’  o m ol o  u      F A N C M  st  m pl q u   d a n s l a r é pr e s si o n d e l a f or m ati o n 

d e s C O  m éi oti q u e s et f a v ori s e l a r é p ar ati o n p ar l e S D S A ( N C O) ( Cri s m a ni et al., 

2 0 1 2; Gir ar d et al., 2 0 1 5; L or e n z et al., 2 0 1 2). L e s s o uri s d éfi ci e nt e s p o ur F A N C M 

pr é s e nt e nt u n e h y p of ertilit é a s s o ci é e à u n h y p o g o n a di s m e d a v a nt a g e li é à u n e p ert e 

d e s c ell ul e s g er mi n al e s mit oti q u e s ( B a k k er et al., 2 0 0 9) . P o ur a ut a nt, F A N C M e st 

bi e n e x pri m é d a n s l e s c ell ul e s g er mi n al e s m éi oti q u e s et s e l o c ali s e f ort e m e nt a u x 

n o y a u x d e s c ell ul e s e n p a c h yt è n e ( F o u q u et et al., 2 0 1 7) . Et , u n e m ut ati o n p o n ct u ell e 

d e F A N C M a ét é d é crit e d a n s u n c a s f a mili al  ’ n s uff s  n    o v ari e n n e pr é m at ur é e 

(I O P) ( F o u q u et et al., 2 0 1 7). C e s d o n n é e s s u g g èr e nt q u e F A N C M e st i m pli q u é e e n 

r e c o m bi n ai s o n m éi oti q u e c h e z l e s m a m mif èr e s. U n e i n v ali d ati o n ci bl é e d e F A N C M 

d a n s l e s c ell ul e s g er mi n al e s m éi oti q u e s p er m ettr ait d e d ét er mi n er s p é cifi q u e m e nt 

s o n i m pli c ati o n d a n s l a r é g ul ati o n d e l a f or m ati o n d e s C O  e n m éi o s e.  

6) L a pr o m oti o n d e s C O  e n m éi o s e 

A pr è s l’ n t  t o n  t l’  l o n   t o n    l   s y nt  è s    u s   n    l   D -L o o p, d e s 

f a ct e ur s a p p el é s Z M M st a bili s e nt l e s i nt er m é di air e s d e r e c o m bi n ai s o n p o st-

s y n a pti q u e s afi n d e pr o m o u v oir l a f or m ati o n d e s C O . L e c o m pl e x e Z M M e st u n 

a cr o n y m e p o ur l e s pr ot éi n e s l e v ur e s q ui l e c o m p o s e nt Zi p 1/ 2/ 3/ 4 ( m ol e c ul ar ZI P p er 

1, 2 3 et 4) , M s h 4/ 5 ( M ut S H o m ol o g 4 et 5) , M er 3 ( M Ei oti c R e c o m bi n ati o n 3) et 

S p o 1 6 ( S P Or ul ati o n 1 6)  ( L y n n et al., 2 0 0 7; P y at nit s k a y a et al., 2 0 1 9). R el ati v e m e nt 

   n  o n s  r v      l   l  v ur   à l’ H o m m    l    o m pl  x   Z M M    z l  s m  m m f èr  s s   

c o m p o s e d e : S Y C P 1 ( Zi p 1), R N F 2 1 2 ( Ri n g Fi n g er Pr ot ei n 2 1 2) ( Zi p 3), H EI 1 0 

(H u m a n E n h a n c er of I n v a si o n cl o n e 1 0) ( Zi p 3), T E X 1 1 ( T e sti s E x pr e s s e d s e q u e n c e 

1 1) ( Zi p 4), M S H 4 et 5 , et H F M 1 ( H eli c a s e F a mil y M e m b er 1) ( M er 3). L e s ort h ol o g u e s 

d e zi p 2 et s p o 1 6 s o nt S H O C 1 ( S h ort a g e i n c hi a s m at a 1) et S P O 1 6 , r e s p e cti v e m e nt 

( G uir al d elli et al., 2 0 1 8; Z h a n g, Q. et al., 2 0 1 8, 2 0 1 9). 

L’  n s  m  l   d e s él é m e nt s Z M M p o s s è d e u n e c ar a ct éri sti q u e c o m m u n e : ell e s 

s o nt n é   s s   r  s à l’  s s  m  l       s  l  m  nt s  u C S  t  u s y n  p s s   s 

c hr o m o s o m  s  o nj o nt  m  nt à l’ n t  t o n    l   r   o m   n   s o n m   ot q u  . L   f o n  t o n 

pr o p o s é e d e s Z M M e st d e pr ot é g er l e s i nt e r m      r  s    r   o m   n   s o n    l’   t o n 

d e s h éli c a s e s n ot a m m e nt l or s d u d é m a nt èl e m e nt d e s D- L o o p. L e s Z M M 

st a bili s er ai e nt ai n si l e s i nt er m é di air e s d e r e c o m bi n ai s o n afi n d e pr o m o u v oir l a 
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f or m ati o n d e l a d J H et l a f or m ati o n d e s C O . Ell e s p e u v e nt s e s u b- di vi s er s el o n l e ur s 

c ar a ct éri sti q u e s f o n cti o n n ell e s :  1) l  s pr ot   n  s  s s o     s  u m  t   ol s m      l’ A D N 

( M er 3/ H F M 1, M S H 4/ 5, Zi p 2/ S H O C 1, S P O 1 6), ( 2) l e s pr ot éi n e s d e m o difi c ati o n s 

p o st- tr   u  t o n n  ll  s  ’ u   q u t n yl  t o n  t/ o u s u m o yl  t o n r   ul  nt l  s  nt  r   ti o n s 

pr ot éi q u e s ( H EI 1 0, R N F 2 1 2, T E X 1 1) et ( 3) d e s pr ot éi n e s str u ct ur ell e s ( S Y C P 1) 

( L y n n et al., 2 0 0 7).  

L   p  s s        l   str u  t ur   tr pl  x    ’ A D N    l   D - L o o p à l a str u ct ur e 

q u a dr u pl e x e d e l a d J H s u p p o s e q u e l e s diff ér e nt s i nt er m é di air e s d e r e c o m bi n ai s o n 

d e l a D- L o o p à l a d J H s o i ent st    l s  s  n ot  m m  nt  l or s    l’  xt  n s o n    l   

s y nt  è s    ’ A D N  u s   n    l   D - L o o p et d e l a s e c o n d e- e n d- c a pt ur e.  

P  r m  l  s Z M M  l’   l   s   M  r 3    z l   l  v ur      t      r t   i n vi v o c o m m e u n 

f a ct e ur pr o-C O  ( M a zi n a et al., 2 0 0 4). I n vitr o, ell e e st à l a f oi s ( 1) c a p a bl e d e 

di s s o u dr e l e s D- L o o p et l e s j o n cti o n s d e H olli d a y ( D ur o c et al., 2 0 1 7) et ( 2) d e 

st m ul  r l’   t v t   r   o m   n  s    u f l  m  nt R A D 5 1  t l’  xt  n s o n    l   D - L o o p 

( M a zi n a et al., 2 0 0 4). C ett e d er ni èr e f o n cti o n n alit é i n vitr o p o urr ait st a bili s er l e s 

i nt er m é di air e s n ai s s a nt s d e l a D- L o o p p o ur p er m ettr e l a s e c o n d- e n d c a pt ur e et 

f a v ori s er l a f or m ati o n d e l a d J H e n m éi o s e. U n a utr e r ôl e d e M er 3, i n d é p e n d a nt d e 

s o n a cti vit é h éli c a s e, a a u s si ét é d é crit : l’ nt  r   t o n    M  r 3  v    Ml  1- Ml h 2 

 M ut L β  M L H 1/ P M S 1    z l  s m  m m f èr  s) l m t   l’  xt  n s o n    l   D - L o o p p ar 

s y nt  è s    ’ A D N  n m   o s  . Il s   p  ut q u   l   l   s o n    M  r 3  u x   ff  r  nt s 

i nt er m é di air e s d e r e c o m bi n ai s o n s oit s uffi s a nt e à l e s st a bili s er et pr o m o u v oir l e ur 

pri s e e n    r    p  r  ’  utr  s Z M M  pl u s t ar dif s. L e m o d èl e pr o p o s é e st q u e ( 1) M er 3 

li e l a D-L o o p p o ur f  v or s  r l’  xt  n s o n      ll  -   p  r s y nt  è s    ’ A D N  p u s  2)  v    

M ut L β  n      l   s y nt  è s    x   s s v    u s   n    l   D - L o o p et e nfi n ( 3) i nt er a git a v e c 

 ’  utr  s Z M M p o ur f  v or s  r l   f or m  t o n    l    J H  (Fi g ur e 1 4 ) ( D ur o c et al., 2 0 1 7). 

C h e z l   s o ur s  l’   s  n       H F M 1 ( H eli c a s e F or M ei o si s 1), l’  o m ol o  u      M er 3 , 

i n d uit u n p h é n ot y p e si mil air e à c el ui d é crit c h e z l a l e v ur e: u n e di mi n uti o n dr a sti q u e 

( m ai s p a s t ot al e) d u n o m br e d e C O  et u n s y n a p si s i n c o m pl et d e s c hr o m o s o m e s 

h o m ol o g u e s ( G uir al d elli et al., 2 0 1 3). L e r ôl e d e M er 3/ H F M 1 p o urr ait ai n si êtr e 

c o n s er v é c h e z l e s m a m mif èr e s.  
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Fi g ur e  1 4  : M o d èl e d e r é g ul ati o n d e s i nt er m é di air e s d e r e c o m bi n ai s o n 

m éi oti q u e p a r M e r 3 

A pr è s  n v  s o n  u  r n  ’ A D N l  s    M  r 3   n or  n   ) l    t st    l s   l   D -l o o p n ai s s a nt e et l a s y nt h è s e 

 ’ A D N s’ n t  . E n  nt  r   t o n  v    M ut L β  M  r 3  l o q u   l’  xt  n s o n    l   D -L o o p p  r s y nt  è s    ’ A D N.  

M  r 3    r   t  u s s  s ur   s  nt  r m      r  s pl u s t  r   f s    r   o m   n   s o n  v     ’  utr  s Z M M p o ur 

f  v or s  r l   f or m  t o n  ’ u n  r o s s- o v er ( C O). Si l e s i nt er m é di air e s n e pr o gr e s s ent  p  s j u s q u’ à l   

s e c o n d- e n d c a pt ur e, il s s o nt pri s e n c h ar g e p ar l e S D S A p o ur r é p ar er l e s C D B . L e s r e ct a n gl e s v ert s 

i n di q u e nt d e s z o n e s d e c o n v er si o n g é ni q u e e ntr e l e s bri n s h o m ol o g u e s. ( a d a pt é d e ( D ur o c et al., 

2 0 1 7) ) 

L e di m èr e M S H 4- M S H 5 ( M ut S ɣ ) a s s ur er ait a u s si l a st a bili s ati o n d e s 

i nt er m é di air e s d e r e c o m bi n ai s o n f a v ori s a nt l a f or m ati o n et st a bili s ati o n d e l a d J H 

( C o h e n et H oll o w a y, 2 0 1 5; P y at nit s k a y a et al., 2 0 1 9) . M S H 4 et M S H 5 p o s s è d e nt d e s 

h o m ol o gi e s d e str u ct ur e a v e c l e s pr ot éi n e s M ut S d e s b a ct éri e s d u M M R s a n s 

p o s s é d er l e d o m ai n e d e li ai s o n a u x m é s a p p ari e m e nt s d e b a s e s et s a n s r ôl e d a n s l e 

M M R  ( M a n h art et Al a ni, 2 0 1 6). Ell e s s o nt c o n s er v é e s c h e z l e s c h a m pi g n o n s, l e s 

pl a nt e s, l e s m a m mif èr e s ai n si q u e c h e z C. el e g a n s . Bi e n q u e pr é s e nt a nt d e s 

  ff  r  n   s p   n ot y p q u  s  l  s m ut  nt s   f    nt s p o ur l’ u n   o u l’  utr        s 

pr ot éi n e s d e s diff ér e nt e s e s p è c e s s o nt h y p of ertil e s v oir e i nf ertil e s et p o s s è d e nt u n 
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n o m br e d e C O alt ér é s, c e q ui s u p p ort e u n r ôl e c o n s er v é d a n s l a f or m ati o n d e s C O  

( P y at nit s k a y a et al., 2 0 1 9). D e u x r ôl e s d u c o m pl e x e M S H 4- M S H 5 s o nt pr o p o s é s à c e 

j o ur e n r e c o m bi n ai s o n m éi oti q u e : ( 1) u n r ôl e pr é c o c e st a bili s at e ur d e s i nt er m é di air e s 

d e r e c o m bi n ai s o n f a v ori s a nt l a f or m ati o n/ st a bili s ati o n d e l a d J H (r ôl e « Z M M ») et ( 2) 

u n r ôl e r é g ul at e ur d u c o m pl e x e e n d o n u cl é a s e M L H 1- M L H 3 n é c e s s air e à l a 

r é s ol uti o n d e l a d J H e n m éi o s e ( P y at nit s k a y a et al., 2 0 1 9). 

(1) T o ut  ’   or     h e z l e s s o uri s st éril e s M s h 4 -/- o u M s h 5 -/-, l e s c ell ul e s 

g er mi n al e s arr êt e nt l e ur pr o gr e s si o n e n m éi o s e d è s l e st a d e z y g ot è n e et pr é s e nt e nt 

u n s y n a p si s i n c o m pl et et a b err a nt d e s c hr o m o s o m e s h o m ol o g u e s . D e pl u s, l e s 

pr ot éi n e s h u m ai n e s M S H 4- M S H 5 li e nt s p é cifi q u e m e nt l e s D- L o o p et l e s J H i n vitr o 

( C a n n a v o et al., 2 0 2 0; S n o w d e n et al., 2 0 0 4). M S H 4/ 5  nt o ur   l  s j o n  t o n s  ’ A D N    

( Li u, D. et al., 2 0 1 7) pr é s e nt e s a u x D- L o o p et a u x d J H ( S n o w d e n et al., 2 0 0 4) . Et, 

ell e s i nt er a gi s s e nt et c ol o c ali s e nt e n p arti e a v e c l e s r e c o m bi n a s e s R A D 5 1/ D M C 1 

  n s  q u’  v    l    o m pl  x   M L H 1 - M L H 3 ( M ut Lɣ ) ( N e yt o n et al., 2 0 0 4; S a nt u c ci-

D ar m a ni n et al., 2 0 0 2). D e s tr a v a u x r é ali s é s c h e z l a l e v ur e i n di q u e nt q u e M S H 4/ 5 

 nt   o n s   l’   t o n  nt -C O    l’   l   s   S  s 1/ B L M ( J e s s o p et al., 2 0 0 6). C e s 

r é s ult at s c orr èl e nt a v e c u n r ôl e st a bili s at e ur d u c o m pl e x e M ut S ɣ  d e s i nt er m é di air e s 

pr   o   s l or s    l’ n v  s o n p o ur f    l t  r l  ur m  t ur  t o n / st a bili s ati o n e n d J H, et 

n ot a m m e nt e n l e s pr ot é g e a nt c o ntr e l e d é m a nt èl e m e nt d e l a D- L o o p et/ o u l a 

di s s ol uti o n d e l a d J H p  r l’   t o n   s   l   s  s.  

( 2) E n pl u s d e c ett e f o n cti o n « Z M M » st a bili s atri c e d e s i nt er m é di air e s d e 

r e c o m bi n ai s o n, M S H 4-M S H 5 s  m  l    v o r u n r ôl   pl u s t  r   f st m ul  t  ur    l’   t v t   

d e r é s ol uti o n d e l a d J H p ar M ut L ɣ . C h e z l a s o uri s, l e s f o y  r s M S H 4/ 5 s’  s s o    nt  u x 

sit e s d e r e c o m bi n ai s o n e n z y g ot è n e ( ~ 1 0 0- 1 5 0 f o y er s M S H 4/ 5 p o ur l e s 2 5 0- 3 0 0 

C D B ) et l e s f o y er s r é m a n e nt s c ol o c ali s e nt a v e c d e s f o y er s M L H 1- M L H 3 e n 

p a c h yt è n e ( Gr a y et C o h e n, 2 0 1 6; S a nt u c ci ‐ D ar m a ni n et al., 2 0 0 0) . Or  l’ nt  r   t o n 

e ntr e M S H 4- M S H 5 et M L H 1- M L H 3 d a n s l e s t e sti c ul e s m uri n s ( S a nt u c ci ‐ D ar m a ni n 

et al., 2 0 0 0) r  nf or   nt l’     q u   M S H 4/ 5   u n     t o n  u n v   u    l    J H  v    l   

c o m pl e x e M L H 1- M L H 3. D e s ét u d e s r é c e nt e s, c h e z l a l e v ur e i n vi v o et i n vitr o a v e c 

l e s pr ot éi n e s r e c o m bi n a nt e s h u m ai n e s c orr e s p o n d a nt e s, o nt c o nfir m é u n e i nt er a cti o n 

tr a n sit oir e d e M ut Sɣ  a v e c l e s M ut Lɣ   t q u   l’   t v t   r  s ol v  s      M L H 1 - M L H 3 d e s 

J H e st sti m ul é e e n pr é s e n c e d e s M ut S ɣ  ( C a n n a v o et al., 2 0 2 0; S a n c h e z et al., 2 0 2 0). 

L’  n s  m  l   d e c e s d o n n é e s s u g g èr e nt bi e n q u e c h e z l e s m a m mif èr e s M S H 4- M S H 5 
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a git c o m m e d e s st a bili s at e ur s d e s i nt er m é di air e s d o nt u n e p arti e s e ul e m e nt a b o utit à 

l a f or m ati o n d e s C O   t q u’ l p  rt   p  r   t à l     s  n  t o n   s C O  e n sti m ul a nt l e 

c o m pl e x e M L H 1- M L H 3 s ur l e s d J H st a bili s é e s. 

C h e z l a s o uri s, l e s Z M M R N F 2 1 2 et H EI 1 0 s e m bl e nt i m pli q u é e s d a n s l a 

r é g ul ati o n d e M L H 1- M L H 3 p ar M S H 4- M S H 5 a u x i nt er m é di air e s. Ell e s p o s s è d e nt d e s 

r ôl e s a nt a g o ni st e s d a n s l e m ai nti e n d e s M ut Sɣ  et s o nt e s s e nti ell e s à l a f or m ati o n d e s 

C O  ( Qi a o et al., 2 0 1 4; R e y n ol d s et al., 2 0 1 3; W ar d et al., 2 0 0 7). C h e z l e s m ut a nt s 

R nf 2 1 2 -/-  et H ei 1 0 -/-  l   s y n  p s s   s   r o m o s o m  s s’  t   l t  orr   t  m  nt  l or s q u   

l e s sit e s d e r e c o m bi n ai s o n s p é cifi q u e s d e s C O p ar M L H 1- M L H 3 n e p ar vi e n n e nt p a s 

à s e f or m er i n d ui s a nt l a st érilit é d e s a ni m a u x. L e s m ut a nt s R nf 2 1 2 -/- pr é s e nt ent  ( 1) 

u n e di mi n uti o n dr a sti q u e d e s f o y er s M S H 4 d ur a nt l a pr o gr e s si o n m éi oti q u e et u n e 

a b s e n c e c o m pl èt e e n p a c h yt è n e ; et, ( 2) tr è s p e u d e f o y er s H EI 1 0. Q u a nt a u x 

m ut a nt s H ei 1 0 -/-   l s pr  s  nt  nt à l’ n v  r s    1) u n   p  r s st  n      s fo y er s M S H 4 e n 

p a c h yt è n e et ( 2) u n e a u g m e nt ati o n d e l a c ol o c ali s ati o n e ntr e M S H 4 et R N F 2 1 2 à 

t o u s l e s st a d e s. C e s r é s ult at s s u g g èr e nt bi e n q u e R N F 2 1 2 a u n e a cti o n a nt a g o ni st e 

d e c ell e d e H EI 1 0 s ur l a pr é s e n c e d e M S H 4 a u x i nt er m é di air e s d e r e c o m bi n ai s o n 

n é c e s s air e s à l a f or m ati o n d e s C O  m éi oti q u e s. D e pl u s, R N F 2 1 2 et H EI 1 0 s o nt d e u x 

h o m ol o g u e s d e s E 3 li g a s e s c a p a bl e s d e c at al y s er d e s m o difi c ati o n s p o st-

tr   u  t o n n  ll  s  r â    à l  ur   t v t      s u m o yl  t o n  t  ’ u   q u t n yl  t o n  

r e s p e cti v e m e nt. Qi a o et al., pr o p o s ent  q u e l a b al a n c e e ntr e c e s d e u x a cti vit é s 

r   ul  r   t l’  s s o    t o n/   s s o    t o n    M ut S ɣ a u x i nt er m é di air e s p er m ett a nt l e ur 

pr o  r  s s o n j u s q u’ à l   f or m  t o n    C O  ( Qi a o et al., 2 0 1 4). H EI 1 0 li mit er ait 

l’  s s o    t o n    R N F 2 1 2  u x  nt  r m      r  s pr   o   s    r   o m   n   s o n l  s p  r 

M ut S ɣ , c e q ui p er m ettr ait l a di sti n cti o n e ntr e l e s f ut ur s sit e s d e C O  et d e NC O  ( Fi g ur e 

1 5 ). R N F 2 1 2 st a bili s er ait l e s i nt er m é di air e s pr é c o c e s d e r e c o m bi n ai s o n e n st a bili s a nt 

M ut S ɣ  j u s q u’ à l   f or m  t o n/ st    l s  t o n    l    J H. P u s  H EI 1 0 p er m ettr ait l a 

di s s o ci ati o n d e R N F 2 1 2 et M ut S ɣ  à   s  nt  r m      r  s p o ur q u’ l s pr o  r  s s  nt 

j u s q u’ à l   f or m  t o n   s C O  ( Fi g ur e 1 5 ). Bi e n q u e l e s ci bl e s d e R N F 2 1 2 et H EI 1 0 n e 

s oi e nt p a s i d e ntifi é e s, l a b al a n c e d e s m o difi c ati o n s p o st-tr a d u cti o n n ell e s d e M ut S ɣ  

p ar R N F 2 1 2 et H EI 1 0 p o urr ait ai n si p er m ettr e l a r é g ul ati o n d e s i nt er m é di air e s li é s 

p ar M ut S ɣ   t l   pr o  r  s s o n  ’ u n   p  rt   s  ul  m  nt p o ur f or m  r   s C O .  



 
 

5 4  
 

 

Fi g ur e  1 5  : M o d èl e d e r é g ul ati o n d e s i nt er m é di air e s d e r e c o m bi n ai s o n p a r 

H EI 1 0 et R N F 2 1 2 

M S H 4- M S H 5 ( M ut S ɣ ) s e li e a u x i nt er m é di air e s p o st- s y n a pti q u e s p o ur l e s st a bili s er. H EI 1 O r é g ul e 

l’  s s o    t o n    R N F 1 2  u x  nt  r m      r  s l  s p  r M ut S ɣ. L or s q u e R N F 2 1 2 e st li é e a u x 

i nt er m é di air e s d e r e c o m bi n ai s o n, ell e l e s st a bili s e e n m ai nt e n a nt li é s l e s M ut Sɣ  j u s q u’ à l   f or m  t o n 

d e l a d J H. H EI 1 0 di s s o ci e R N F 2 1 2 et M ut S ɣ  d e l a d J H p o ur p er m ettr e s a r é s ol uti o n p ar l e c o m pl e x e 

M L H 1- M L H 3 ( M ut L ɣ ) p o ur f or m er u n cr o s s- o v er ( C O) ( v oi e d u C O). L or s q u e R N F 2 1 2 n e li e p a s l e s 

i nt er m é di air e s pr é c o c e s d e r e c o m bi n ai s o n, M ut Sɣ  s e di s s o ci e nt d e s i nt er m é di air e s. C e s 

i nt er m é di air e s s o nt d é st a bili s é s s a n s a b o utir à l a f or m ati o n d e C O ( v oi e d u N C O). ( a d a pt é d e ( Qi a o et 

al., 2 0 1 4)) 
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7 ) L a di s s ol uti o n o u l a r é s ol uti o n d e l a d J H e n m éi o s e 

Gr â c e à l a st a bili s ati o n d e s i nt er m é di air e s d e r e c o m bi n ai s o n p ar l e s Z M M, l e s 

 nt  r m      r  s pr o  r  s s  nt j u s q u’ à l   f or m  t o n    l    J H q u  p o urr   êtr   r  s ol u   p  r 

  t v t   n u  l   s q u   o u   s s o ut   p  r l’   t o n  ’   l   s  s  p  r   r  p    2. 7) L a di s s ol uti o n 

et l a r é s ol uti o n d e l a d J H ). L a di s s ol uti o n d e l a d J H e n m éi o s e f ait a u s si i nt er v e nir 

l’   l   s   B L M  v    s  s p  rt  n   r  s T O PIII α- R MI 1/ 2 et R P A ( p ar a gr a p h e 2. 7) L a 

di s s ol uti o n et l a r é s ol uti o n d e l a d J H ). L a r é s ol uti o n d e l a d J H e n m éi o s e s e f ait 

m aj orit air e m e nt p ar l e c o m pl e x e M L H 1- M L H 3 p o ur f or m er u ni q u e m e nt d e s C O , dit s 

d e cl a s s e I ( 9 0- 9 5 % d e s C O  m éi oti q u e s c h e z l a s o uri s). L a r é s ol uti o n d e l a d J H p e ut 

 u s s  s   f   r   p  r l’   t o n    M U S 8 1 - E M E 1, S L X 1- S L X 4 et G E N 1 et a b o utir à l a 

f or m ati o n o u n o n d e C O  (C O  et NC O ). C e s C O  s o nt dit s d e cl a s s e II. Il s n e 

 o n st t u  nt q u’ u n   f    l   m n or t     s C O  m éi oti q u e s ( m oi n s d e 1 0 % c h e z l a s o uri s) 

 t r  s ult    ’  n  o n u  l   s  s   t v   s p  r l   r   o n n   s s  n       str u  t ur  s s p    f q u  s 

   l’ A D N. U n pr o  u t    C O o u    N C O  st f or m é e n f o n cti o n d u cli v a g e a s y m étri q u e 

o u s y m étri q u e d e l a d J H, r e s p e cti v e m e nt ( H u nt er, 2 0 1 5). 

C h e z d e n o m br e u x or g a ni s m e s, l e di m èr e M L H 1- M L H 3 e st i n di s p e n s a bl e à l a 

r é s ol uti o n d e s d J H p o ur f or m er d e s C O  e n r e c o m bi n ai s o n m éi oti q u e. C h e z l a s o uri s, 

M L H 1 et M L H 3 s e l o c ali s e nt e n f o y er s di s cr et s e n p a c h yt è n e et l e ur n o m br e 

c orr e s p o n d à c el ui d e s c hi a s m a s f or m é s ( o b s er v ati o n s c yt ol o gi q u e s d e s C O ) ( B a k er 

et al., 1 9 9 6; E d el m a n n et al., 1 9 9 6; Li p ki n et al., 2 0 0 2). M L H 1 et M L H 3 c ol o c ali s e nt 

d a n s d e s s p er m at o c yt e s et o v o c yt e s m uri n s et l e s f or m e s r e c o m bi n a nt e s h u m ai n e s 

( o u s o uri s) i nt er a gi s s e nt i n vitr o, c e q ui s u g g èr e f ort e m e nt q u e M L H 1- M L H 3 f or m e u n 

c o m pl e x e st a bl e e n m éi o s e ( J a af ar et Fl or e s- R o z a s, 2 0 0 9; T ol e d o et al., 2 0 1 9). L e ur 

d éfi ci e n c e i n d uit d e s p h é n ot y p e s si mil air e s d e st érilit é c ar a ct éri s é s p ar u n arr êt d e 

pr o gr e s si o n d e s c ell ul e s g er mi n al e s à l a tr a n siti o n fi n d e pr o p h a s e I/ m ét a p h a s e I et 

u n e p ert e q u a si- t ot  l     s     s m  s. C   z l   l  v ur    t l   s o ur s  l’   t v t   

e n d o n u cl é a s e d e M L H 3 e st e s s e nti ell e d a n s l a r é s ol uti o n d e s C O  ( Ni s h a nt et al., 

2 0 0 8; T ol e d o et al., 2 0 1 9). P o ur a ut a nt, c o m m e nt c e di m èr e cli v e l a d J H r e st e 

p arti c uli èr e m e nt m al c o m pri s i n vi v o. D e s d o n n é e s r é c e nt e s i n vitr o i n di q u e nt q u e l e 

c o m pl e x e M ut L ɣ  li e pr éf ér e nti ell e m e nt l e s str u ct ur e s br a n c h é es    l’ A D N  o nt l  s 

j o n cti o n s d e H olli d a y et e st c a p a bl e d e cli v er c e s str u ct ur e s br a n c h é es    l’ A D N  

s u g g ér a nt q u e M L H 1- M L H 3 e st p ot e nti ell e m e nt c a p a bl e d e r é s o u dr e l a d J H vi a s o n 

a cti vit é n u cl é a s e e n m éi o s e ( C a n n a v o et al., 2 0 2 0). L a r é s ol uti o n d e l a d J H e n C O  
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s u p p o s e u n cli v a g e a s y m étri q u e d e s d e u x j o n cti o n s d e H olli d a y. C h e z l a l e v ur e, il e st 

pr o p o s é q u e M ut L ɣ  f or m e d e s p ol y m èr e s et i n d uit d e s c a s s ur e s si m pl e s bri n s e n 

tr a n s  u n v   u  ’ A D N    à pr o x m t     s j o n  t o n s    H oll   y q u  p  r m  ttr    nt l   

r é s ol uti o n d e l a d J H e n C O  (Fi g ur e 1 6 ) ( M a n h art et al., 2 0 1 7). L’ or  nt  t o n  t l   

l o c ali s ati o n s p é cifi q u e d e p ol y m èr e s M ut Lɣ  à l a d J H p o urr ait p er m ettr e l e cli v a g e 

a s y m étri q u e i n d ui s a nt l a f or m ati o n d e C O  (Fi g ur e 1 6 ).  

 

Fi g ur e 1 6  : M o d èl e d e l a r é s ol uti o n d e l a d J H e n m éi o s e 

L a pr é s e n c e a s y m étri q u e d e s c o -f a ct e ur s t el s q u e M S H 4- M S H 5 et P C N A à l a d J H sti m ul e l e cli v a g e 

d e  str u ct u r  s  ’ A D N pr   ur s  ur s    l    J H ( à g a u c h e) o u d e d J H m at ur e s p ar M L H 1- M L H 3 a v e c 

l’       ’ E X O 1. L’ or  nt  t o n s p    f q u    n tr a n s d e M L H 1- M L H 3- E X O 1 p er m ettr ait d e cli v er l a d J H d e 

f a ç o n a s y m étri q u e p o ur f or m er d e s C O . ( a d a pt é d e ( C a n n a v o et al., 2 0 2 0)) 

P ar aill e ur s, M ut L ɣ  a gir ait e n c o n c ert ati o n a v e c u n e a utr e n u cl é a s e e s s e nti ell e 

à l a f or m ati o n d e s C O  e n m éi o s e, E X O 1 (Fi g ur e 1 6 ) ( W ei et al., 2 0 0 3; Z a k h ar y e vi c h 

et al., 2 0 1 0). C h e z l a l e v ur e, l’   t v t   n u  l   s    ’ E X O 1 n   p  rt   p   p  s à l   

f or m ati o n d e s C O  al or s q u e s o n i nt er a cti o n a v e c M L H 1 e st n é c e s s air e ( Z a k h ar y e vi c h 

et al., 2 0 1 0) . L’ ut l s  t o n    pr ot éi n e s r e c o m bi n a nt e s h u m ai n e s i n vitr o a m o ntr é q u e 

E X O 1 i nt er a git d e f a ç o n c o n stit uti v e a v e c l e di m èr e M L H 1- M L H 3 et s a pr é s e n c e 

st m ul   s p    f q u  m  nt l’   t v t   n u  l   s q u    u  o m pl e x e ( C a n n a v o et al., 2 0 2 0; 

S a n c h e z et al., 2 0 2 0). L’  n s  m  l        s  o n n   s s u   èr  nt q u’ E X O 1 st m ul e 

l’   t v t   n u  l   s      M ut L ɣ p o ur p er m ettr e l a r é s ol uti o n d e s d J H s i n vi v o. U n e 

q u e sti o n p er si st e :  o m m  nt E X O 1  n  u t   tt   st m ul  t o n    l’   t v  t o n  u 

c o m pl e x e ? Ell   p o urr   t m o  ul  r l’   t v t    u  o m pl  x   v    1) s o n  nt  r   t o n   r   t   

q ui i n d uit u n c h a n g e m e nt d e c o nf or m ati o n, ( 2) r e cr ut er d e s f a ct e ur s i n d ui s a nt d e s 

m o difi c ati o n s p o st-tr a d u cti o n n ell e s st m ul  nt l’   t v t    u  o m pl  x   o u  3) l  s   u x 

( S a n c h e z et al., 2 0 2 0).  
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E n pl u s d e M ut S ɣ   t  ’ E X O 1   ’  utr  s f   t  ur s s o nt   p   l  s    st m ul  r  

l’   t v t     s M ut L ɣ. N ot a m m e nt, P C N A- R F C i nt er a git dir e ct e m e nt a v e c M ut Lɣ  et 

sti m ul e s o n a cti vit é ( Fi g ur e 1 6 ). D   f  ç o n  nt  r  s s  nt    l’   t v t   m  x m  l      M ut Lɣ  

 st o  t  n u    n pr  s  n       l’  n s  m  l        s f   t  ur s ( C a n n a v o et al., 2 0 2 0). S o n 

a cti v ati o n s e m bl e ai n si n é c e s sit er pl u si e ur s f a ct e ur s p er m ett a nt u n cli v a g e effi ci e nt 

d e l a d J H. C e cli v a g e d e l a d J H p ar M ut L ɣ  s er ait d o n c li é d a v a nt a g e à s a r é g ul ati o n 

q u’ à l   r   o n n   s s  n    s p    f q u      l a str u ct ur e d e l a d J H p ar M ut Lɣ  p o ur i n d uir e l e 

cli v a g e. C e s m ulti pl e s f a ct e ur s p o urr ai e nt r é g ul er à l a f oi s l a l o c ali s ati o n pr é ci s e et 

l’   t v t    u  o m pl  x    u n v   u    l    J H p o ur  l v  r l’ A D N u n q u  m  nt  u x s t  s 

i n d ui s a nt l a f or m ati o n d e C O  (Fi g ur e 1 6 ).  

L e f ait q u e l e s m ut a nt s n ul s Ml h 1 -/-, Ml h 3 -/- et E x o 1 -/- p o s s è d e nt d e s C O  

r é m a n e nt s i m pli q u e q u’ u n e mi n orit é d e s C O  pr o d uit s e n m éi o s e s o nt pri s e n c h ar g e 

p  r  ’  utr  s   t  ur s ( E d el m a n n et al., 1 9 9 6; Li p ki n et al., 2 0 0 2; T ol e d o et al., 2 0 1 9; 

W ei et al., 2 0 0 3). D e l a l e v ur e a u x m a m mif èr e s, l e s e n d o n u cl é a s e s M U S 8 1- E M E 1 , 

S L X 1- S L X 4 et G E N 1 s o nt i m pli q u é e s d a n s l a r é s ol uti o n d e s d J H e n m éi o s e ( C a st or 

et al., 2 0 1 3; H u nt er, 2 0 1 5; M a n h art et Al a ni, 2 0 1 6; Z a k h ar y e vi c h et al., 2 0 1 2) . L e ur 

m o     ’   t o n s u p p o s   q u’  ll  s r   o n n   s s  nt  t  l v  nt l  s  J H  t/ o u s  s str u  t ur  s 

i nt er m é di air e s a b o uti s s a nt à l a f or m ati o n o u n o n d e C O  s ui v a nt l e sit e d e cli v a g e s ur 

l e s str u ct ur e s  ’ A D N  p  r   r  p    2. 7) L a di s s ol uti o n et l a r é s ol uti o n d e l a d J H ). L e s s o uri s 

d éfi ci e nt e s p o ur M U S 8 1 o u S L X 4 pr é s e nt e nt u n n o m br e d e f o y er s M L H 1/ 3 s u p éri e ur 

a u x s o uri s s a u v a g e s s a n s a u g m e nt ati o n d u n o m br e d e c hi a s m a s ( H oll o w a y et al., 

2 0 0 8, 2 0 1 1) . C e s r é s ult at s i n vi v o m o ntr  nt    n l’  x st  n c e d e C O  i n d é p e n d a nt s d e 

M ut L ɣ . D e pl u s, l a p er si st a n c e d e B L M s ur l e s c hr o m o s o m e s m éi oti q u e s e n a b s e n c e 

   M U S 8 1 s u   èr   q u   B L M  v    l’         T O PIII α - R MI 1/ 2 i n d uir ait l a di s s ol uti o n 

d e s d J H q ui n e p e u v e nt pl u s êtr e pri s e n c h ar g e p ar M U S 8 1 et é vit er ait ai n si l a 

f or m ati o n d e c hi a s m a s s ur n u m ér air e s.  
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III) U n e x e m pl e d e c o o p ér ati o n d e f a ct e ur s u bi q uit air e s et 

m éi oti q u e s s p é cifi q u e s d ur a nt l a r e c o m bi n ai s o n m éi oti q u e : l e s 

pr ot éi n e s d e li ai s o n s à l’ A D N s b R P A, M EI O B et S P A T A 2 2.  

L’ nf or m  t o n   n  t q u   e st c o nt e n u e a u s  n    l    o u  l     l     ’ A D N.  

L ’ ut l s  t o n      tt    nf or m  t o n n    s s t   u n p  s s     à l’  t  t    s m pl    r n c o m m e 

e n r é pli c ati o n o u l or s d e l a tr a n s cri pti o n . L’ A D N s   e st d o n c  p arti c uli èr e m e nt a b o n d a nt 

  n s l  s   ll ul  s. Et  nt m o n s st   l   q u   l   f or m    o u  l    r n  l’ A D N s   e st pr ot é g é 

p  r l  s pr ot   n  s    l   s o n s à l’ A D N s     p p  l   s pr ot   n  s S S B  S n  l   Str  n   

Bi n di n g), d e l a d é gr a d ati o n p ar l e s a g e nt s/f a ct e ur s n u cl é ol yti q u e s et d e l a f or m ati o n 

s p o nt a n é e d e str u ct ur e s s e c o n d air e s ( Li u et H u a n g, 2 0 1 6) . L e s S S B s o nt 

c o n s er v é e s c h e z l e s b a ct éri e s, l e s ar c h é e s et l e s e u c ar y ot e s. Bi e n q u e l e ur s 

s é q u e n c e s et l e ur s s o u s- u nit é s p ui s s e nt v ari er s el o n l e s e s p è c e s, ell e s s o nt t o ut e s 

c ar a ct éri s é e s p ar l e ur f ort    ff n t   à l’ A D N s  .  

D è s 1 9 8 8, l e c o m pl e x e R P A a ét é d é crit p o ur l a pr e mi èr e f oi s d a n s d e s 

c e ll ul e s h u m ain  s   n   r  u s  s H  L     n s u n    t u    s ur l   r  pl   t o n    l’ A D N 

utili s a nt l e vir u s si mi e n 4 0 ( S V 4 0) c o m m e m o d èl e ( F a n ni n g et al., 2 0 0 6). D e p ui s, 

R P A a ét é ét u di é i nt e n si v e m e nt et e st c o n si d ér é c h e z l e s e u c ar y ot e s c o m m e u n 

f   t  ur  r u    l    l   s o n à l’ A D N s    m pl q u     n s l   m  t   ol s m      l’ A D N  

n ot  m m  nt  n r  pl   t o n  r   o m   n   s o n  t r  p  r  t o n    l’ A D N. D   n o m  r  u x 

h o m ol o g u e s o nt ét é i d e ntifi é s p ar mi l e s e u c ar y ot e s, e n p arti c uli er p o ur R P A 1, s ur l a 

  s    ’  o m ol o       s s  q u  n   s  et str u ct ur e s pr ot éi q u e s.  

1) Str u ct ur e et m o d alit é s d’i nt e r a cti o n d e s s o u s - u nit é s d e R P A 

L e c o m pl e x e R P A e st u n h ét ér otri m èr e c o m p o s é d e tr oi s s o u s- u nit é s R P A 1, 

R P A 2 et R P A 3 . B   n q u   l   str u  t ur    o m pl èt      R P A n’   j  m   s p u êtr    l u       

d e s a n al y s e s bi o c hi mi q u e s et str u ct ur al e s d e s d o m ai n e s d e R P A o nt p er mi s d e 

c o m pr e n dr e et mi e u x c ar a ct éri s er c e c o m pl e x e. L e s él é m e nt s str u ct ur el s et 

f o n cti o n n el s  d u  c o m pl e x e  R P A  s o nt  s e s  d o m ai n e s  d e  li ai s o n 

oli g o s a c c h ari d e/ n u cl é oti d e ( Oli g o n u cl e oti d e/ Oli g o s a c c h ari d e- Bi n di n g , O B) a u n o m br e 
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d e  6 a u t ot al. L e d o m ai n e O B c o nti e nt u n r e pli e m e nt O B, o u O B-f ol d, q ui e st u n 

r e pli e m e nt pr ot éi q u e d e 5 à 6 f  u ll  t s β q ui s e str u ct ur e e n t o n n e a u β  (Fi g ur e 1 7 ); 

et , e st u n e c ar a ct éri sti q u e str u ct ur ell e c o m m u n e à t o ut e s l e s pr ot éi n e s d e li ai so n  à 

l’ A D N s   ( B o c h k ar e v et B o c h k ar e v a, 2 0 0 4; O a kl e y et P atri c k, 2 0 1 0). A u s   n  ’ u n 

d o m ai n e O B, l e s r e pli e m e nt s O B s o nt s o u v e nt a c c o m p a g n é s d e str u ct ur e s a n n e x e s 

c o m m e d e s   l   s α . I niti al e m e nt d é crit c o m m e u n d o m ai n e d e li ai s o n à l’ A D N s    l   

d o m ai n e O B e st a u s si i m pli q u é d a n s d e s i nt er a cti o n s pr ot éi q u e s.  

L a gr a n d e s o u s- u nit é R P A 1 p o s s è d e 4 d o m ai n e s O B : D B D- A ( D N A bi n di n g 

d o m ai n A), D B D- B, D B D- C et D B D- F. L a m o y e n n e s o u s u nit é R P A 2 et l a p etit e s o u s-

u nit é R P A 3 c o nti e n n e nt D B D- D et D B D- F, r e s p e cti v e m e nt ( Fi g ur e 1 7 ) ( B o c h k ar e v a 

et al., 2 0 0 2) . L e s d o m ai n e s D B D- A et D B D- B d e R P A 1 c o nf èr e nt e n gr a n d e m aj orit é 

l a c a p a cit é d e li ai s o n à l’ A D N s b d u c o m pl e x e R P A al or s q u e l e s d o m ai n e s D B D- C et 

D B D- D d e R P A 1 et R P A 2 , r e s p e cti v e m e nt, y p arti ci p e nt  e n m oi n dr e m e s ur e. L e 

d o m ai n e D B D- C d e R P A 1, et  l e s d o m ai n e s d e R P A 2 et R P A 3, D B D- D et D B D-E 

r e s p e cti v e m e nt, c o n stit u ent  l    œ ur    trim  r s  t o n    R P A p  r l’ nt  r   t o n 

 ’   l   s c o nt e n u e s d a n s c h a q u e d o m ai n e ci - d e s s u s (Fi g ur e 1 7 ) ( B o c h k ar e v a et al., 

2 0 0 2; Kr a si k o v a et al., 2 0 1 6) . Sit u é e n r é gi o n C-t er mi n al e, l e d o m ai n e D B D- C d e 

R P A 1 c o nti e nt u n m otif zi n c i m pli q u é d a n s l a m o d ul ati o n d e l a li ai s o n d u c o m pl e x e 

R P A ( Kr a si k o v a et al., 2 0 1 6). Q u a nt à s o n d o m ai n e D B D- F sit u é e n r é gi o n N-

t er mi n al e, il e st l ui i m pli q u é d a n s d e n o m br e u s e s i nt er a cti o n s pr ot éi q u e s 

m o d ul atri c e s d u m ét a b oli s m e d e R P A. L a r é gi o n e n h éli c e-t o ur- h éli c e sit u é e n r é gi o n 

C-t er mi n al e d e R P A 2 ( 2 C) e st ell e a u s si i m pli q u é e d a n s d e s i nt er a cti o n s pr ot éi q u e s 

et s a p arti e n o n- str u ct ur é e e n N-t er mi n al e c o nti e nt d e n o m br e u x sit e s d e 

p h o s p h or yl ati o n. L’  n s  m  l      R P A 3  st str u  t ur   s  l o n s o n  o m   n   u n q u   D B D -

E  t n   p o s s è    p  s  ’  utr  s f o n  t o n s  o n n u e s q u e c ell e l’ m pl q u  nt   n s l   

tri m éri s ati o n d u c o m pl e x e R P A ( B o c h k ar e v a et al., 2 0 0 2). 
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Fi g ur e  1 7  : L a str u ct ur e d u c o m pl e x e R P A 

A) S c h é m a d e s s o u s- u nit é s d u c o m pl e x e R P A. L e s d o m ai n e s O B d e R P A s o nt r e pr é s e nt é s e n bl e u et 

l a p arti e C-t er mi n al e d e R P A 2 e n j a u n e. L e s d o m ai n e s D B D- C, - D, - E i nt er a gi s s e nt e n s e m bl e p o ur 

f or m er l e tri m èr e R P A. L e s i nt er a cti o n s s o nt si g n al é e s p ar l e s fl è c h e s n oir e s. B) D o m ai n e O B d e 

R P A 2. L’ O B -f ol d c o nt e n u d a n s l e d o m ai n e O B e st e nt o ur é e n bl a n c (i m a g e d e g a u c h e). L a r ot ati o n à 

9 0 ° p  r m  t  ’ o  s  r v  r l   str u  t ur    n t o n n   u    l’ O B -f ol d (i m a g e d e dr oit e). ( C) D o m ai n e s d e R P A 1, 

R P A 2 et R P A 3 r e s p o n s a bl e d e l a tri m éri s ati o n d e R P A. Tr oi s h éli c e s pr o v e n a nt d e c h a c u n e d e s s o u s -

u nit é s i nt er a gi s s e nt e n s e m bl e p o ur f or m er l e c o m pl e x e R P A. L e s m o d éli s ati o n s s o nt i s s u e s d e l a 

t h è s e d u Dr. Ri b eir o et ét a bli e s a v e c l e l o gi ci el U S C F C hi m er a, r éf ér e n c e Pr ot ei n D at a B a n k 1 L 1 O  

  ’  pr è s ( B o c h k ar e v a et al., 2 0 0 2)). 

2) R P A et s a c a p a cit é d e li ai s o n à l’ A D N s b  

R P A p o s s è d e u n e affi nit é    l   s o n à l’ A D N s   ( d e 1 0- 9 à 1 0-1 0  M) j u s q u’ à 1 0 0 0 

f o s s u p  r  ur   à   ll      l’ A D N   . S a li ai s o n à l’ A D N s   s e f ait e n pl u si e ur s ét a p e s 

s  l o n u n   p ol  r t      5’ v  r s 3’  u s m pl    r n . S el o n d e s d o n n é e s bi o c hi mi q u e s, d e 

cri st all o gr a p hi e s et d e mi cr o s c o pi e s él e ctr o ni q u e s   l   l   s o n s’  t   l t s el o n pl u si e ur s 

m o   l t  s  ’ nt  r   t o n q ui d é p e n d e nt d e l a l o n g u e ur d e s n u cl é oti d e s li é s et d e s 

s o u s- u nit é s i m pli q u é e s : ( 1) 8- 1 0 n u cl é oti d e s ( nt), ( 2) 1 2- 2 3 nt, ( 3) 2 3- 2 7 nt et ( 4) 3 0 

nt ( Fi g ur e 1 8 ) (Ift o d e et al., 1 9 9 9; O a kl e y et P atri c k, 2 0 1 0). L e s d o m ai n e s D B D- A et 

D B D- B d e R P A 1 c o nt a ct e nt e n pr e mi er e ntr e 8 à 1 0 nt et a v e c l a pl u s gr a n d e affi nit é 

l’ A D N s  . P ui s, l e s d o m ai n e s D B D- C d e R P A 1 et D B D- D d e R P A 2 p er m ett e nt 

 ’  t  n  r   l   l   s o n à l’ A D N s      1 2 à 2 3 nt  t 2 3 à 2 7 nt  r  s p   t v  m  nt  t    f  ç o n 

s é q u e nti ell e. E nfi n, gr â c e à l a fl e xi bilit é d e s li n k er s r eli a nt c h a q u e d o m ai n e O B , l e s 4 

d o m a  n  s O B  t  n   nt l  ur  nt  r   t o n  v    l’ A D N s   j u s q u   3 0 nt, c e q ui c o nf èr e a u 
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c o m pl e x e R P A u n e st a bilit é d e li ai s o n r  nf or     à l’ A D N s   (Fi g ur e 1 8 ). C e 

m    n s m      l   s o n à l’ A D N s    st   s  n    o m m   u n m    n s m   «  H a n d- off » d e 

p ar l a d y n a mi q u e s é q u e nti ell e d e li ai s o n d e s diff ér e nt s d o m ai n e s O B d u c o m pl e x e 

R P A. C e s   ff  r  nt s m o   s  ’ nt  r   t o n    R P A  v    l’ A D N s   p o urr ai e nt c o nf ér er 

d e s pr o pri ét é s et d e s f o n cti o n n alit é s a u x fil a m e nt s n u cl é o pr ot éi q u e s r e c o u v ert s p ar 

R P A d a n s s e s diff ér e nt s r ôl e s i n vi v o ( d é crit s p ar l a s uit e a u p ar a gr a p h e 3) L e s  r ôl e s 

e s s e nti el s d e R P A d a n s l e m  t   ol s m      l’ A D N ). C ett e   n  t q u      l   s o n à l’ A D N s   

p o urr ait a v oir ( 1) u n e n é c e s sit é f o n cti o n n ell e s el o n l e pr o c e s s u s c ell ul air e i m pli q u é 

 r  pl   t o n o u r  p  r  t o n    l’ A D N) o u bi e n ( 2) p o urr ait p arti ci p er à d e m ulti pl e s 

c o nf or m ati o n s d u c o m pl e x e n é c e s s air e s à l   pr s    n    r       l’ A D N s    t d a n s l a 

r é g ul ati o n   s p  rt  n   r  s  ’ nt  r   t o n    R P A. 

D  u x  t u   s s u   èr  nt q u     tt   m o   l t      l   s o n à l’ A D N s     s   ff  r  nt s 

d o m ai n e s O B d e R P A a p p ort e u n e d y n a mi q u e d e li ai s o n n é c e s s air e n ot a m m e nt à 

l’     n       R P A  v     ’  utr  s pr ot   n  s    l   s o n à l’ A D N s  . L e s d e u x ét u d e s o nt 

s ui vi l a d y n a mi q u      l’ nt  r   t o n R P A -A D N s   à l’     ll      l   m ol   ul   u n q u   i n 

vitr o . L a pr e mi èr e m o ntr e q u e l e s pr ot éi n e s r e c o m bi n a nt e s h u m ai n e s d e R P A s o nt 

c a p a bl e s      ff u s  r l   l o n      l’ A D N s   j u s q u’ à   s s o u  r     s str u  t ur  s s   o n    r  s 

  p n  l   à    v  u x)    l’A D N s b ( N g u y e n et al., 2 0 1 4). L a s e c o n d e m o ntr e q u e l e 

c o m pl e x e r e c o m bi n a nt d e l e v ur e d e R P A s u t   s  y  l  s  ’  s s o    t o n - di s s o ci ati o n 

r a pi d e s f  v or s  nt l’  nl è v  m  nt    R P A  u pr of t  ’  utr  s pr ot   n  s    l   s o n s à 

l’ A D N s   pr  s  nt  s  n s ol ut o n   o m m   l   r   o m   n  s   R A D 5 1 l e v ur e o u l a pr ot éi n e 

S S B  ’ E. c oli ( Gi b b et al., 2 0 1 4). L e ur s r é s ult at s s u g g èr e nt u n m o d èl e d e li ai s o n 

d y n a mi q u e d e R P A c a p a bl e : ( 1)      ff u s  r l   l o n      l’A D N s b, ( 2) d e d é st a bili s er 

  s str u  t ur  s s   o n    r  s    l’ A D N s    t q u e ( 3) l e s r é gi o n s n o n li é e s p ar u n 

d o m ai n e O B d e R P A p o urr ait s er vir d e sit e d e li ai s o n à  ’  utr  s pr ot   n  s  n  u s  nt l   

  s s o    t o n    R P A s ur l’ A D N s   (li ai s o n d y n a mi q u e d e s d o m ai n e s O B d e R P A) 

(Fi g ur e 1 8 ). C ett e d y n a mi cit é i ntri n s è q u e d u c o m pl e x e a p p ort er ait u n e 

  r   t  r st q u    s s  nt  ll   à l’  s s  m  l    /   s  s s  m  l      u f l  m  nt R P A 

n ot a m m e nt a u c o ur s d e l a r e c o m bi n ai s o n p o ur pr o m o u v oir l’  s s o    t o n  ’  utr  s 

pr ot   n  s    l   s o n à l’ A D N s   (t el q u e R A D 5 1).  
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Fi g ur e  1 8  : M o d èl e d e li ai s o n à l’ A D N s b d u c o m pl e x e R P A 

A) M o  èl      l   s o n s  q u  nt  ll   à l’ A D N s    u  o m pl  x   R P A. L  s  o m   n  s D B D - A et - B d e R P A 1 

li e e ntr e 8 à 1 0 nt  ’ A D N s  . L a li ai s o n d e s d o m ai n e s  D B D-C et D B D- D p er m et d e li er e ntr e 1 2 à 2 3 nt 

et j u s q u e 3 0 nt  ’ A D N s  . L a fl x   l t     s l n k  r s  ntr   l  s   ff  r  nt s  o m   n  s O B p  r m  t  ’  t  n  r   

l’ nt  r   t o n    R P A l   l o n      l’ A D N s  . L e s d o m ai n e s O B D B D- A à F c orr e s p o n d e nt r e s p e cti v e m e nt 

a u x l ettr e s A à F.     pt    ’  pr è s ( F a n ni n g et al., 2 0 0 6)) B) M o d èl e d e li ai s o n d y n a mi q u e d e R P A. L e s 

 o m   n  s    l   s o n à l’ A D N s     n v  rt o u r o s  )    R P A s’  s s o ci e et s e di s s o ci e r a pi d e m e nt d e 

l’A D N s  . L   pr  s  n     ’  utr  s pr ot   n  s   p   l  s    l  r l’ A D N s    n s ol ut o n   o m m   R A D 5 1) 

f  v or s   l     s s o    t o n  t l   r  m pl    m  nt    R P A s ur l   f l  m  nt  ’ A D N s  .     pt      ( Gi b b et al., 

2 0 1 4) ) 

3) L e s r ôl e s e s s e nti el s d e R P A d a n s l e m ét a b oli s m e d e l’ A D N  

L e c o m pl e x e R P A e st i m pli q u é d a n s d e s pr o c e s s u s vit a u x d e l a c ell ul e : l a 

r é pli c ati o n, l e s m é c a ni s m e s d e r é p ar t o n    l’ A D N (r é p ar ati o n p ar e x ci si o n d e b a s e 

( B E R), d e n u cl é oti d e s ( N E R) et d e m é s a p p ari e m e nt s d e b a s e s ( M M R) ) et l a 

r e c o m bi n ai s o n ( mit oti q u e et m éi oti q u e). L’  n s  m bl e d e c e s pr o c e s s u s pr é s e nt e d e s 

i nt er m é di air  s  ’A D N s b et t o u s n é c e s sit e nt l a pr é s e n c e d e  R P A q ui li e r a pi d e m e nt l e 

si m pl e bri n . L  s pr o pr  t  s m ult pl  s    R P A  str u  t ur  l  s     l   s o n à l’ A D N s    

 ’ nt  r   t o n s   ’ ét at d e p h o s p h or yl ati o n) l ui c o nf èr e nt d e s f o n cti o n n alit é s e s s e nti ell e s 

  n s l  s   ff  r  nt  s v o  s  u m  t   ol s m      l’ A D N  t  a n s l e m ai nti e n d e l a st a bilit é 

g é n o mi q u e. D   p  r s   str u  t ur    t s     p    t    ’ nt  r   t o n s m ult pl  s v   s  s 

d o m ai n e s R P A 2- Ct er et R P A 1- Nt er pri n ci p al e m e nt, R P A e st c o n si d ér é c o m m e u n 

« h u b  »  ’ nt  r   t o n s o u c o m pl e x e é c h af a u d q ui or c h e str e l e s diff ér e nt s 

 nt  r m      r  s s m pl  s  r n s  v    l  s m     n  r  s  u m  t   ol s m      l’ A D N 
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(ré pli c ati o n, r é p ar ati o n o u R H) ( S u git a ni et C h a zi n, 2 0 1 6) . L’  t  t    p  o s p  or yl  t o n 

d e l a r é gi o n N-t er mi n al e d e R P A 2 e st i m pli q u é d a n s l a m o d ul ati o n d e s i nt er a cti o n s 

d u c o m pl e x e R P A et p arti ci p e ai n si à l   r   ul  t o n    l’   t v t      R P A d a n s l e s 

diff ér e nt e s v oi e s d u m  t   ol s m      l’ A D N.  R P A a git a u s si e n c o or di n ati o n a v e c l a 

r  p o n s     ll ul   r    u x  o m m    s    l’ A D N  t  st r  q u s   n s l’   t v  t o n    p o nt s 

d e c o ntr ôl e s c ell ul air e s ( c h e c k p oi nt s). 

L e s  r ôl e s d e R P A d a n s l a r é pli c ati o n    l’ A D N  l’   t v  t o n   s     k p o i nt s 

r é pli c atif s et d e s  o m m    s à l’ A D N   t   n s l   r  p  r  t o n    l’ A D N p  r 

r e c o m bi n ai s o n s er o nt d ét aill é s d a n s c e m a n u s crit.  

3. 1) L e  r ôl e d e R P A d a n s l a r é pli c ati o n d e l’ A D N  et l’ a cti v ati o n d e s 

p oi nt s d e c o ntr ôl e s c ell ul air e s 

a) L e r ôl e d e R P A d a n s l a s y nt h è s e d’ A D N a u x f o ur c h e s d e 

r é pli c ati o n 

L e c o m pl e x e R P A e st i m pli q u é d a n s l a s y nt  è s    ’ A D N  p ar s o n i nt er a cti o n 

a v e c l a m a c hi n eri e d e r é pli c ati o n. C h e z l e s e u c ar y ot e s, l a m a c hi n eri e d e r é pli c ati o n, 

a u s si a p p el é e r épli s o m e, s e c o m p o s e d e n o m br e u s e s s o u s- u nit é s pr ot éi q u e s : d e s 

h éli c a s e s (l e c o m pl e x e C M G d o nt M C M 2- 7)    s A D N p ol y m  r  s  s   ’ n t  t o n α  

 ’  l o n   t o n δ  t ɛ ), d e s pr ot éi n e s d e r e cr ut e m e nt ( R F C), d e s pr ot éi n e s sti m ul atri c e s 

d e l a pr o c e s si vit é d e s p ol y m ér a s e s ( P C N A) et d e s pr ot éi n e s d e li ai s o n à l’ A D N s   

( R P A). Gr â c e à s   l   s o n à l’ A D N s b, R P A ai d er ait e n pr e mi er li e u a u r e cr ut e m e nt d e 

l   p ol y m  r  s   α  u x or   n  s    r  pl   t o n f  v or s  nt   n s  l’ n t  t o n    l   

r é pli c ati o n. L’ nt  r   t o n   r   t      l   r    o n N -t er mi n al e d e R P A 1 a v e c l a 

p ol y m ér a s e α  p er m et a u s si d e  st m ul  r s p    f q u  m  nt l’   t v t    t l   pr o   s s v t      

s y nt  è s    ’ A D N  d e c ett e d er ni èr e . P ar aill e ur s, l a p ol arit é d e li ai s o n à l’ A D N s      

R P A s e m bl e p arti ci p er à l a sti m ul ati o n d e l a s y nt h è s e p ar l a p ol y m ér a s e α . L or s d e 

l’  l o n   t o n    l   s y nt  è s   p  r l  s p ol y m  r  s  s δ  t ɛ, R P A sti m ul e a u s si l a 

pr o c e s si vit é d e  c e s p ol y m ér a s e s vi a p ot e nti ell e m e nt s o n i nt er a cti o n a v e c P C N A 

( O a kl e y a n d P atri c k, 2 0 1 0). D e pl u s, l e m é c a ni s m e s é q u e nti el    l   s o n à l’ A D N s   

d e R P A ( m é c a ni s m e « H a n d- off ») f a v ori s e l’  nl è v  m  nt    l   p ol y m  r  s   α  u pr of t 

   l   p ol y m  r  s   δ  u  o ur s    l a s y nt h è s e. Et e nfi n, R P A et l e s h éli c a s e s M C M s o nt 

 u s s    p   l  s  ’ nt  r    r p o ur st    l s  r l’  v  n        l a f o ur c h e. E n r e v a n c h e, 
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l’  yp  r p  o s p  or yl  t o n    R P A 2  n N -t er mi n al e a ét é d é crit e c o m m e i n hi bitri c e d e s 

i nt er a cti o n s pr ot éi q u e s    R P A  n ot  m m  nt  v    l   p ol y m  r  s   α. C ett e m o difi c ati o n 

p o st-tr a d u cti o n n ell e d e R P A m o d ul er ait l e r e cr ut e m e nt et/ o u l a sti m ul ati o n d e l a 

p ol y m  r  s   α  f n  ’ n     r l   r  pl   t o n ( M ar é c h al a n d Z o u, 2 0 1 5; O a kl e y a n d 

P atri c k, 2 0 1 0). 

b) L e  r ôl e d e R P A d a n s l’ a cti v ati o n d e s p oi nt s d e c o ntr ôl e s 

c ell ul air e s li é s a u str e s s r é pli c atif et a u x d o m m a g e s d e l’ A D N  

A u s ei n d e s c ell ul e s, l e str e s s r é pli c atif c orr e s p o n d a u r al e nti s s e m e nt o u à 

l’  rr êt d e l a f o ur c h e d e r é pli c ati o n. Il p e ut r é s ult er n ot a m m e nt : ( a)  ’ u n  l o       u 

p a s s a g e d e l a f o ur c h e p ar l a c olli si o n a v e c l a m a c hi n eri e d e tr a n s cri pti o n, ( b )  ’ u n   

 o u p ur      l’ A D N  A D N s   « c a s s é ») l or s d u p a s s a g e d e l a f o ur c h e d o n n a nt li e u à l a 

f or m  t o n  ’ u n   C D B o u  n  or e ( c)  ’  utr  s  l  s o n s    l’ A D N  t  ll es q u e d e s b a s e s 

m o difi   s    s   s s ur  s    l’ A D N    s l   s o n s  ntr  s   s  s   t  ) bl o q u a nt l e 

p a s s a g e d e l a m a c hi n eri e d e r é pli c ati o n. L e s f o ur c h e s d e r é pli c ati o n arr êt é e s 

p e u v e nt êtr e dir e ct e m e nt r é p ar é e s p ar R H . Ell e s p e u v e nt a u s si êtr e st a bili s é e s e n s e 

r e m o d el a nt e n f or m a nt u n e f o ur c h e dit e « r é v er s é e ». L a str u ct ur e n o u v ell e m e nt 

f or m é e e st e n « c hi c k e n f o ot » c o n n u e a u s si c o m m e u n e j o n cti o n d e H olli d a y. 

N ot a m m e nt, c e s f o ur c h e s r é v er s é e s p e u v e nt êtr e pri s e s e n c h ar g e et r é p ar é e s p ar 

u n m é c a ni s m e d é p e n d a nt d e l a r e c o m bi n ai s o n, l e Br e a k I n d u c e d R e p air ( BI R). L a 

R H p er m et ai n si l a r é p ar ati o n d e s l é si o n s d e r é pli c ati o n et l e r e d é m arr a g e d e s 

f o ur c h e s arr êt é e s et/o u r é v er s é e s. L e c o m pl e x e R P A e st i m pli q u é à pl u si e ur s 

ni v e a u x d a n s: ( 1) l e r e m o d el a g e d e c e s f o ur c h e s arr êt é e s afi n d e l e s st a bili s er et  

p er m ettr e l a r é p ar ati o n d e s é v è n e m e nt s li é s a u x str e s s r é pli c atif s vi a l a 

r e c o m bi n ai s o n ( M e ht a et H a b er, 2 0 1 4; Z e m a n et Ci m pri c h, 2 0 1 4) ; et, ( 2) l’   t v  t o n 

d e s p oi nt s d e c o ntr ôl e s c ell ul air e s li é s a u x str e s s r é pli c atif s et ( 3) a u x d o m m a g e s à 

l’ A D N (l e s C D B ).  

( 1) L or s d e l a r é v er si o n d e s f o ur c h e s d e r é pli c ati o n, R P A f a v ori s e l a r é v er si o n 

d e l a f o ur c h e et l a f or m ati o n d e l a j o n cti o n d e H olli d a y ( o u « c hi c k e n f o ot ») . L a 

tr a n sl o c a s e à A D N S M A R C A L 1 i nt er a git a v e c l a p arti e C-t er mi n al e d e R P A 2 p o ur 

êtr e r e cr ut é e a u x f o ur c h e s d e r é pli c ati o n arr êt é e s. R P A sti m ul e al or s s p é cifi q u e m e nt 

l’   t v t      r  v  r s o n    l   f o ur     p  r S M A R C A L 1. C ett e f o ur c h e r é v er sé e p o urr a 

e n s uit e êtr e pri s e e n c h ar g e et r é p ar é e ( B h at et C ort e z, 2 0 1 8). 
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( 2) L or s q u’ u n   f o ur c h e d e r é pli c ati o n e st s o u mi s e à u n str e s s r é pli c atif, l e s 

p ol y m  r  s  s t  n   nt à s’ arr êt er al or s q u e l e s h éli c a s e s c o nti n u e nt d e d é s e n c h ai n er 

l  s  r n s  ’A D N e n a m o nt d e l a l é si o n d e l’ A D N. C      o u pl       s   l   s  s  t   s 

p ol y m ér a s e s i n d uit l a f or m ati o n d e l o n g s bri n s d ’ A D N s   r   o u v  rt s p  r R P A. C  t 

i nt er m é di air e  ’ A D N s b li é p ar R P A e st e s s e nti el à l’   t v  t o n  u p oi nt d e c o ntr ôl e  

r é pli c atif p ar A T R l or s  ’ u n  rr êt    l   f o ur        r  pl   t o n. R P A li e A T RI P ( A T R-

i nt er a cti n g pr ot ei n) q ui p ar s a li ai s o n a v e c A T R l e r e cr ut e a u x sit e s d e d o m m a g e s d e 

l’ A D N. L e r e cr ut e m e nt d u c o m pl e x e A T R- A T RI P f a v ori s e l e r e cr ut e m e nt d e l a 

t o p oi s o m ér a s e T O PB P 1 q u  st m ul   l’   t v t   k n  s    ’ A T R. L’   t v  t o n  ’ A T R  n  u t 

u n e c a s c a d e d e p h o s p h or yl ati o n s ur d e s eff e ct e ur s t el s q u e l e s ki n a s e s C H E K 1/ 2 

( C h e c k p oi nt ki n a s e 1 et 2) p o ur fr ei n er et/ o u st o p p er l a r é pli c ati o n (Fi g ur e 1 9 ) 

( Ci m pri c h et C ort e z, 2 0 0 8; M ar é c h al et Z o u, 2 0 1 5). A T R e st c o n si d ér é e c o m m e l a 

ki n a s e d e r éf ér e n c e a cti v atri c e d u c h e c k p oi nt li é a u x str e s s r é pli c atif s. S o n a cti v ati o n 

s e f ait a u s si e n pr é s e n c e  ’  utr  s   o m m    s    l’ A D N q u   n  u s  nt l   f or m  t i o n d e 

l a str u ct ur e A D N s b- R P A. 

( 3) Si l e p a s s a g e  ’ u n e f o ur c h e d e r é pli c ati o n a a m e n é d e s « tr o u s » s ur 

l’A D N s b (li é s à d e s b a s e s e n d o m m a g é e s n ot a m m e nt), u n e C D B  p  ut s’ êtr   f or m   . 

L a pr é s e n c e d e c ett e C D B e st r e c o n n u e p ar M R N q ui a cti v e et r e cr ut e A T M à l a 

C D B. A T M p h o s p h or y l   l   v  r  nt  ’   st o n   H 2 A. X, ɣ H 2 A. X, a u ni v e a u pr o xi m al d e l a 

C D B. L a pr ot éi n e m é di atri c e M D C 1 ( M e di at or of D N A D a m a g e C h e c k p oi nt 1) 

r   o n n   t   tt   f or m   p  o s p  or yl       l’   st o n   H 2 A. X  t p  r m  t l   r   r ut  m  nt à l a 

C D B  ’  utr  s  c o m pl e x e s M R N v   l’ i nt er a cti o n d e M D C 1 a v e c N B S 1 (M R N) p o ur 

f a v ori s er l a r é s e cti o n (Fi g ur e  1 9 ) ( Ci m pri c h et C ort e z, 2 0 0 8). A pr è s r é s e cti o n, l e s 

e xtr é mit é s s o nt r e c o u v ert e s p ar R P A afi n d e l e s pr ot é g er c o ntr e l a d é gr a d ati o n et l a 

f or m ati o n d e str u ct ur e s s e c o n d air e s. E n pl u s d e s o n r ôl e pr ot e ct e ur d u si m pl e bri n, 

l’  t u    r   l s    p  r R o bi s o n et al. ( 2 0 0 4) m o ntr e q u e l e s f or m e s p h o s p h or yl é e s d e 

M R N et R P A c o-l o c ali s e nt e n f o y er s di s cr et s et i nt er a gi s s e nt a u x ni v e a u x d e 

f o ur c h e s d e r é pli c ati o n arr êt é e s. A pr è s tr ait e m e nt à l a p h o s p h at a s e, l e s d e u x 

 o m pl  x  s n   s o nt pl u s   p   l  s  ’ n t er a gir e n s e m bl e e n r é p o n s e a u x str e s s 

r é pli c atif s. C  s r  s ult  t s s u   èr  nt q u’  n r  p o n s   à   s  o m m    s    l’ A D N  t/ o u à 

u n str e s s r é pli c atif, l a p h o s p h or yl ati o n d e R P A f a v ori s er ait s o n i nt er a cti o n a v e c l e 

c o m pl e x e d e r é s e cti o n M R N n é c e s s air e à l a r é p ar ati o n d e s d o m m a g e s p ar 

m é c a ni s m e s d e r e c o m bi n ai s o n. R P A et A T M s o nt d o n c i m pli q u é e s  e n r é pli c ati o n 

l or s q u’ l y    p p  r t o n  ’ u n   C D B .  
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Fi g ur e  1 9  : L’ a cti v ati o n d’ A T M et d’ A T R e n r é p o n s e a u str e s s r é pli c atif et a u x 

d o m m a g e s d e l’ A D N  

A)  L’   t v  t o n  ’ A T M  n r  p o n s   à u n   f o ur        r  pl   t o n s o u m s   à u n str  s s r  pl   t f. L   

pr o gr e s si o n d e l a p ol y m ér a s e r é pli c ati v e ( p ol) e st r al e nti e p ar l a pr é s e n c e d e l a m a c hi n eri e d e 

tr  n s  r pt o n   l o     ) o u l   pr  s  n       l  s o n s    l’ A D N  l or s q u e l e s h éli c a s e s d u c o m pl e x e M C M 

p o ur s ui v e nt l       t  n  t o n   s  r n s  ’ A D N  n  v  l    l   f o ur    . L  s  r n s  ’ A D N s   f or m  s s o nt 

r e c o u v ert s p ar R P A q ui r e cr ut e A T R- A T RI P à l a f o ur c h e d e r é pli c ati o n. T O P B P 1 s e li e à A T R- A T RI P 

q u  st m ul   l’   t v  t o n  ’ A T R. A T R i n d uit u n e c a s c a d e d e si g n ali s ati o n vi a C H K 1 afi n d e r e v er s er et/ o u 

r e d é m arr er l a f o ur c h e d e r é pli c ati o n et i n d uit u n arr êt d u c y cl e c ell ul air e j u s q u’ à r  s ol ut o n  u str  s s 

r é pli c atif. L a pr ot éi n e R A D 1 7 et l e c o m pl e x e R A D 9- H U S 1- R A D 1 ( 9- 1- 1) p arti ci p  nt à l’   t v  t o n  u 

c h e c k p oi nt r é pli c atif. B) L’   t v  t o n  ’ A T M  n r  p o n s   à u n   C D B. L   p  s s      ’ u n   f o ur        

r  pl   t o n s ur    l’ A D N  n  o m m     p  ut  n  u r   l   f or m  t o n  ’ u n   C D B. M R N r   o n n   t l   C D B  t y 

r e cr ut e A T M q ui p h o s p h or yl e H 2 A. X. M D C 1 r e c o n n ait l a f or m e p h o s p h or yl é e d e H 2 A. X et p er m et l e 

r   r ut  m  nt  ’  utr  s pr ot éi n e s M R N et A T M à l a c a s s ur e. A T M i n d uit u n e c a s c a d e d e si g n ali s ati o n vi a 

C H K 2  f n  ’   t v  r l   r  s   t o n  M R N)  t p  r m  ttr   l   r  p  r  t o n    l   C D B.   m o   f  s  ’  pr è s 

( Ci m pri c h et C ort e z, 2 0 0 8)) 
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D e f a ç o n i nt ér e s s a nt e, l e s ki n a s e s m aj e ur e s d e l a v oi e d e r é p o n s e a u x 

 o m m    s    l’ A D N  t  u str  s s r  pl   t f  q u e s o nt A T M et A T R r e s p e cti v e m e nt, 

s  m  l  nt   p   l  s    s’ nfl u  n   r m ut u  ll  m  nt  l or s d e str e s s r é pli c atif s. L e s d e u x 

k n  s  s A T R  t A T M s’   t v  r    nt s  l o n   s str u  t ur  s s p    f q u  s    l’ A D N  

A D N s b- R P A et C D B  r  s p   t v  m  nt. L’ A D N s  - R P A a cti v e A T R p o ur f a v ori s er l a 

r é v er si o n d e l a f o ur c h e d e r é pli c ati o n. L e s C D B , r  s ult  nt  s  ’ A D N  n  o m m     

a pr è s p a s s a g e d e l a f o ur c h e d e r é pli c ati o n, a cti v e nt  A T M p o ur p er m ettr e l a r é s e cti o n 

d e s e xtr é mit é s    l   C D B. L   r  s   t o n   o ut t à l   f or m  t o n  ’ A D N s  - R P A q ui 

  t v    l or s A T R. A n s   R P A  st n    s s   r   à l’   t v  t o n   s   u x k n  s  s 

e s s e nti ell e s    l   v o      r  p o n s    u x  o m m    s à l’ A D N  t str  s s 

r é pli c atif s ( C h a n o u x et al., 2 0 0 9; M ar é c h al et Z o u, 2 0 1 5; T o mi m at s u et M u k h erj e e, 

2 0 0 9). 

P ar aill e ur s, A T M et A T R p h o s p h or yl e nt d e n o m br e u s e s ci bl e s c o m m u n e s. E n 

r é p o n s   u x  o m m    s à l’ A D N  R P A 2 e st h y p er p h o s p h or yl é s ur pl u si e ur s sit e s 

d é p e n d a nt s d e l a liai s o n d u c o m pl e x e R P A à l’ A D N s    t  u  c o nt e xt e r é pli c atif 

( d ét aill é e s p ar ( Z o u et al., 2 0 0 6)). C ett e h y p er p h o s p h or yl ati o n s e m bl e êtr e eff e ct u é e 

p ar l e s ki n a s e s d e l a f a mill e d e s PI K K ( P h o s p h ati d yli n o sit ol 3- ki n a s e-r el at e d ki n a s e s) 

d o nt f o nt p arti e s A T M et A T R. A q u oi s er vir ait c ett e h y p er p h o s p h or yl ati o n  d a n s u n 

 o nt  xt      l  s o n s à l’ A D N  ? L’  y p ot  è s   pr  m èr    st q u’  ll   i n d uir ait u n 

c h a n g e m e nt d u r ôl e d e R P A e n  r é pli c ati o n a u pr ofit d e s o n r ôl e d a n s l e s m é c a ni s m e s 

d e r é p ar ati o n   s  o m m    s    l’ A D N . L e f ait q u e ( 1) c ett e h y p er p h o s p h or yl ati o n 

  st    l s   l’ nt  r   t o n    R P A  v    l   p ol y m  r  s   α i n  vitr o ( P atri c k et al., 2 0 0 5) et 

q u e ( 2) u n e f or m e c o n stit uti v e h y p er p h o s p h or yl é e d e R P A n e s e l o c ali s e nt p a s a u x 

f o y er s d e r é pli c at o n m   s  u x f o y  r s     o m m    s à l’ A D N ( V a s si n et al., 2 0 0 4) 

s e m bl e nt c o nf ort er c ett e h y p ot h è s e.  
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3 . 2) L e  r ôl e d e R P A e n r e c o m bi n ai s o n h o m ol o g u e 

A u c o ur s d e  l a r e c o m bi n ai s o n, d e n o m br e u x i nt er m é di air e s si m pl e s bri n s s o nt 

g é n ér é s et d o n c p ot e nti ell e m e nt li é s p ar R P A.  

a) R P A et l a f or m ati o n d e l a D- L o o p  

L  s r   o m   n  s  s s o nt   p   l  s    r   o u vr r l’ A D N s    t    f or m  r u n f l  m  nt 

n u cl é o pr ot éi q u e à a cti vit é r e c o m bi n o g è n e e n a b s e n c e d e R P A ( Br o o k s Cri c k ar d et 

al., 2 0 1 8; C h a n et al., 2 0 1 8; S u n g, 1 9 9 4) . Et, ell e s s o nt c a p a bl e s s e ul e s d e 

pr o m o u v o r l’  nl è v  m  nt    R P A s ur l’ A D N s    m   s l  nt  m  nt  n  o m p  r   s o n  v    

l a pr é s e n c e d e B R C A 2 ( Br o o k s Cri c k ar d et al., 2 0 1 8; C h a n et al., 2 0 1 8; Li u, D. et al., 

2 0 1 7). P o ur a ut a nt e n a b s e n c e d e R P A, l a f or m ati o n d e l a D-l o o p p ar l e s 

r   o m   n  s  s  st tr è s f    l    0 9 %) m ê m    n pr  s  n     ’  utr  s pr ot   n  s 

m é di atri c e s d e l a f or m ati o n d e c e fil a m e nt r e c o m bi n o g è n e ( C h a n et al., 2 0 1 8). 

Fi n al e m e nt, c o m m e nt l e s r e c o m bi n a s e s et B R C A 2 p er m ett e nt effi c a c e m e nt  ’  nl  v  r 

R P A    l’ A D N s   p o ur f a v ori s er l a f or m ati o n d u fil a m e nt r e c o m bi n o g è n e et l a 

f or m ati o n d e l a D- L o o p ? 

R P A  st   p   l    ’ nt  r    r  v    l  s r   o m   n  s  s R A D 5 1  t  D M C 1 ( G ol u b et 

al., 1 9 9 8; St a uff er et C h a zi n, 2 0 0 4) . Et , l   p  rt    ’ nt  r   t o n   r   t    ntr   l e d o m ai n e 

D B D- A d e R P A 1   o m   n   m  j  ur    l   s o n à l’ A D N s      R P A) et R A D 5 1 di mi n u e 

c o n si d ér a bl e m e nt l a c a p a cit é d e R A D 5 1 à d é pl a c er dir e ct e m e nt R P A d e  l’ A D N s   

( St a uff er et C h a zi n, 2 0 0 4). St a uff er et C h a zi n pr o p o s  nt q u   l’ i nt er a cti o n d e R P A 1 

a v e c R A D 5 1  ntr    n  o m p  t t o n   r   t    v    l’ A D N s  . C ett e i nt er a cti o n mi m er ait 

c ell e a v e c l’ A D Ns b e n g e n dr a nt l e d é cr o c h a g e d e R P A ( Fi g ur e 2 0 ). Il n’   p  s  t   

m o ntr   s  l’ nt  r   t o n   r   t      D M C 1  v    R P A f  v or s   l     pl    m  nt    R P A 

d e f a ç o n si mil air e à R A D 5 1. D e pl u s , B R C A 2 sti m ul er ait l’     n    R A D 5 1/ RP A e n 

f a v ori s a nt l’ nt  r   t o n R A D 5 1/ R P A et i n d uir ait ai n si l a d é st a bili s ati o n d e R P A à 

l’ A D N s   ( M arti n e z et al., 2 0 1 6). L a  f or m ati o n d u fil a m e nt R A D 5 1 e st d a v a nt a g e 

st m ul     n pr  s  n     ’ u n    utr   pr ot   n   p art e n air e d e B R C A 2, D S S 1, c a p a bl e d e 

mi m er l’ A D N s   ( Li u, J. et al., 2 0 1 0; Z h a o et al., 2 0 1 5 a). C o m pl e x é à B R C A 2, D S S 1 

i nt er a git a v e c R P A (l a p arti e N-t  r m n  l     t l  s  o m   n  s  ’ nt  r   t o n à l’ A D N s    

D B D- A et D B D- B d e R P A 1)  t   m n u   l’ nt  r   t o n    R P A  v    l’ A D N s    n m m  nt 

l’ A D N s   f a v ori s a nt l’  nl è v  m  nt    R P A ( Z h a o et al., 2 0 1 5) ( p ar a gr a p h e 2. 2) 
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L’  n v  s o n). Il a p p ar aît d o n c q u   l     pl    m  nt    R P A s   f   t p  r l’ nt  r m      r   

 ’ nt  r   t o n s  o m p  t t v  s q u  m m  nt   ll  s  v    l’ A D N s   (Fi g ur e 2 0 ). E n 

r e c o m bi n ai s o n m éi oti q u e, l e f a ct e ur m éi oti q u e s p é cifi q u e M EI L B 2 li e dir e ct e m e nt 

B R C A 2 et a s s ur e l e r e cr ut e m e nt d e s r e c o m bi n a s e s R A D 5 1 et D M C 1 a u x sit e s d e 

r e c o m bi n ai s o n p o ur a s s ur er l a pr o gr e s si o n d e l a R H m éi oti q u e ( Br a n d s m a et al., 

2 0 1 9; Z h a n g, J. et al., 2 0 1 9, 2 0 2 0) . M EI L B 2 p o urr ait j o u er u n r ôl e si mil air e à c el ui d e 

D S S 1 e n m éi o s e p o ur p er m ettr e l a f or m ati o n d u fil a m e nt r e c o m bi n o g è n e e n 

sti m ul a nt l e d é pl a c e m e nt d e R P A. 

 

Fi g ur e 2 0  : M o d èl e d u d é pl a c e m e nt d e R P A à l’ A D N s b p a r d e s pr ot éi n e s 

mi m a nt l’ A D N s b  

U n e pr ot éi n e d e l    s o n à l’ A D N s    pr ot   n   « D N A mi mi c » e n v ert) e ntr e e n c o m p étiti o n dir e ct e a v e c 

l’ nt  r   t o n    R P A  t l’ A D N s   f  v or s  nt l      r o          R P A à l’ A D N s  .     pt      ( S u git a ni et 

C h a zi n, 2 0 1 6) ).  

b) R P A et l a r é g ul ati o n d e l a f or m ati o n d e s C O  

R P A p  rt   p   à  ’  utr  s  t  p  s    l   R H  q u     ll      l’ n v  s o n  n ot a m m e nt 

( 1) à l a r é s e cti o n d e s extr  m t  s    l   C D B   2) à l   s y nt  è s    ’ A D N  u s   n    l   D -

L o o p  t  3) à l     st    l s  t o n  ’ nt  r m      r  s    r   o m   n   s o n .  

( 1) A pr e s f or m ati o n d e l a C D B, l e s e xtr é mit é s s o nt r é s e ct é e s p ar l e c o m pl e x e 

M R N/ CtI P (r é s e cti o n i niti al e) et E X O 1/ B L M/ D N A 2 ( él o n g ati o n d e l a r é s e cti o n). R P A 

 o or  o n n  r   t l   r  s   t o n  n t  l    v    l’  l o n   t o n    l   r  s   t o n. R P A i nt er a git ( 1) 

a v e c M R N, B L M et D N A 2 ; et, ( 2) sti m ul e l e s a cti vit é s d e r é s e cti o n d e E X O 1 et 

D N A 2. R P A  st r   r ut   à l’ A D N s b a pr è s i niti ati o n d e l a r é s e cti o n p ar M R N . P ui s, 

R P A i nt er a git, r e cr ut e et sti m ul e l a n u cl é a s e D N A 2  u x  xtr  m t  s  ’ A D N  t st m ul   

l’   t v t      B L M. Et  R P A f  v or s    u s s  l’  ff n t    ’ E X O 1  u x  xtr  m t  s  ’ A D N  t 

st m ul   s o n   t v t    pr è s r   r ut  m  nt  ’ E X O 1 p  r CtI P/ M R N  ( Br o s h et al., 2 0 0 0; 
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C h e n et al., 2 0 1 3; Ni m o n k ar et al., 2 0 1 1; S y mi n gt o n, 2 0 1 4) . R P A p arti ci p e d o n c 

a cti v e m e nt a u r e cr ut e m e nt et à l a sti m ul ati o n d e s a ct e ur s d e l a r é s e cti o n e n 

r e c o m bi n ai s o n.  

( 2) A pr è s l’ n v  s o n  u f l  m  nt r   o m   n o  è n    l   s y nt  è s    ’ A D N  u s   n    

l a D-L o o p p  r l   p ol y m  r  s   δ   p  n      l   pr  s  n       R P A  ( S n e e d e n et al., 

2 0 1 3) . E n eff et, R P A st m ul   f ort  m  nt l   s y nt  è s    ’ A D N  n s   l  nt à l   f o s a u bri n 

d ’ A D N q u     n v      t q u  s’  st f   t  n v    r  u s   n    l   D- L o o p. D e c e f ait, R P A 

pr é vi e nt l e s c o ntr ai nt e s t o p ol o gi q u e s a u s ei n d e l a D- L o o p   t  v t   l’  rr êt    l a 

s y nt h è s e p ar l a p ol y m ér a s e ( Fi g ur e 2 1 ). R P A p arti ci p e a u s si à l a st a bilit é d e s 

i nt er m é di air e s d e l a D- L o o p d e p ar s o n i nt er a cti o n a v e c l e s h éli c a s e s H R O B- M C M 8-

M C M 9 e n r e c o m bi n ai s o n mit oti q u e et m éi oti q u e ( H u st e dt et al., 2 0 1 9) ( p ar a gr a p h e 

2. 3) L’  xt  n s o n d e l a D- L o o p et l a s y nt  è s    ’ A D N ). R P A f a v ori s e d o n c l   s y nt  è s    ’ A D N 

e n st a bili s a nt l e s i nt er m é di air e s a u s ei n d e l a D- L o o p .  

( 3) A l’ n v  r s    R P A p  rt   p   à l     st    l s  t o n d e c ert ai n s i nt er m é di air e s d e 

r e c o m bi n ai s o n afi n d e pr é v e nir l a f or m ati o n d e C O. L a pr é s e n c e d e R P A sti m ul e l a 

di s s ol uti o n d e s D- L o o p et d e s d J H e n pr é s e n c e d e  B L M-T O PIII α - R MI 1/ 2 ( B T R) 

( F a s c hi n g et al., 2 0 1 5 b; X u e et al., 2 0 1 3). N ot  m m  nt  l’ nt  r   t o n    R P A st m ul   

l’   t v t     l   s e d e B L M ( Br o s h et al., 2 0 0 0) et c ell e a v e c R MI 1 e st i n di s p e n s a bl e à 

l a di s s ol uti o n d e l a d J H ( F a s c hi n g et al., 2 0 1 5 b). R P A e st a u s si   p   l    ’ nt  r    r 

 v     ’  utr  s   l   s  s p ot e nti ell e m e nt i m pli q u é e s e n R H t ell e s q u e W R N et 

R E C Q L 1 et sti m ul e l e ur s a cti vit é s h éli c a s e s p o ur  l a di s s ol uti o n d e D-L o o p i n vitr o 

( C ui et al., 2 0 0 3; S h e n et al., 2 0 0 3; S o m m er s et al., 2 0 1 4; S o w d et al., 2 0 0 9) . 

L’ nt  r   t o n    R P A  v    l  s h éli c a s e s s e m bl e f a v ori s er l e ur a cti o n d a n s l a 

di s s ol uti o n d e m ol é c ul e s j oi nt  s    l’ A D N  D - L o o p, d J H) et p arti ci p er ait ai n si à 

l’ n     t o n    l a f or m ati o n d e s C O  e n R H.  
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Fi g ur e  2 1  : M o d èl e d u r ôl e d e R P A l or s d e l a s y nt h è s e d’ A D N a u s ei n d e l a D -

L o o p e n r e c o m bi n ai s o n 

A pr è s i n v a si o n d u fil a m e nt r e c o m bi n o g è n e R A D 5 1, R F C c h ar g e P C N A p er m ett a nt l e c h ar g e m e nt d e 

l   p ol y m  r  s   δ  t l’ n t  t o n    l   s y nt  è s    ’ A D N  u s   n    l   D-L o o p. R P A  n s   l  nt à l’ A D N s   

pr é s e nt a u s ei n d e l a D-l o o p f a v ori s e l e r e cr ut e m e nt d e l a p ol y m ér a s e e n st a bili s a nt l e s i nt er m é di air e s. 

L’  l o n   t o n    l   s y nt  è s    ’ A D N  n  u t   s  o ntr   nt  s t o p ol o   q u  s l or s    l   m  r  t o n    l   D -

L o o p . R P A l   l’  xtr  m t    ’ A D N  n  m o nt    l   p ol y m  r  s    t f    l t   l   pr o   s s v t      l   p ol y m  r  s   

  ’  pr è s ( S n e e d e n et al., 2 0 1 3)). 
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1) L a d é c o u v e rt e e t l e s m o d èl e s d’ ét u d e d e M EI O B et S P A T A 2 2 

M ei o si s s p e cifi c wit h O B d o m ai n s (M ei o b ) a ét é d é c o u v ert et ét u di é s el o n 

d e u x a p pr o c h e s    z l   s o ur s. D’ u n   p  rt  l   L   or  t o r e d e D é v el o p p e m e nt d e s 

G o n a d e s a utili s é u n e a n al y s e tr a n s cri pt o mi q u e diff ér e nti ell e b a s é e s ur l e d iff ér e nti el 

 ’  ntr  e  e n m éi o s e d e s c ell ul e s g er mi n al e s e ntr e l e m âl e et l a f e m ell e ( p o st- n at al 

v  r s u s f œt  l) ( S ou q u et et al., 2 0 1 3). D’  utr   p  rt  L u o  t  l.   2 0 1 3) o nt ut l s   u n   

a p pr o c h e d e cri bl e d e s pr ot éi n e s a s s o ci é e s à l a c hr o m ati n e d a n s l e s c ell ul e s  

m éi oti q u e s. L a s o uri s n ull e p o ur M ei o b  a ét é g é n ér é e p ar tr a n s g é n è s e ci bl é e p ar l e s 

d e u x é q ui p e s p o ur e n ét u di er l e r ôl e. 

S p er m at o g e n e si s a s s o ci at e d 2 2  (S p at a 2 2 ) a ét é i d e ntifi é p o ur l a pr e mi èr e f oi s 

   z l’ H o m m   c o m m e u n g è n e a s s o ci é à l a s p er m at o g é n è s e d a n s u n e a n al y s e 

tr  n s  r pt o m q u     ff  r  nt  ll    ntr   l   t  st  ul   f œt  l  t   ult   ( S h a et al., 2 0 0 2). 

S p at a 2 2     u s s   t      r t  t  t u        z l   r  t  t l   s o ur s à l   s u t    ’ u n  r  l   

  n  t q u   p  r m ut    n è s    l   t o r   à l’ E N U ( N- et h yl- N- nitr o s o ur e a). C h e z l e r at, l a 

m ut ati o n a p p el é e tr e m or ( t m) i n d uit u n e d él éti o n c hr o m o s o mi q u e d e pl u si e ur s g è n e s 

d o nt S p at a 2 2 (I s hi s hit a et al., 2 0 1 3, 2 0 1 4). C h e z l a s o uri s, l a m ut ati o n a p p el é e 

r e pr o 4 2 s e l o c ali s e a u ni v e a u d u g è n e S p at a 2 2 . Ell e e st n o n- s en s  v    l’  p p  r t o n 

 ’ u n  o  o n st o p pr  m  t ur    t u n     s  n       pr ot   n   S P A T A 2 2 ( L a S all e et al., 

2 0 1 2). L a s o uri s n ull e p o ur S p at a 2 2  a p ar l a s uit e ét é g é n ér é e p ar tr a n s g é n è s e 

ci bl é e ( H a y s et al., 2 0 1 7 a) .  

2) L a c o n s e r v ati o n d e M EI O B et S P A T A 2 2 

M ei o b  e st r etr o u v é c h e z l   pl u p  rt   s m  t  z o   r  s  à l’  x   pt o n   s 

n é m at o d e s), l e s c h a m pi g n o n s et d a n s u n or g a ni s m e u ni c ell ul air e, C a p s a s p or a 

o w c z ar z a ki . M EI O B e st tr è s c o n s er v é c h e z l e s v ert é br é s ( 9 1 % d e si milit u d e et 8 5 % 

 ’   nt t    ntr   l  s s  q u  n   s  ’      s  m n  s  ntr   l   s o ur s  t l’ H o m m  ) . A u c u n 

h o m ol o g u e n ’    t      nt f      z l e s l e v ur e s S.  c er e vi si ai e et S.  p o m b e ( Ri b eir o et al., 

2 0 1 6; S o u q u et et al., 2 0 1 3). E n r e v a n c h e , M ei o b  e st u n p ar al o g u e m éi oti q u e 

s p é cifi q u e d e R P A 1 c h e z l e s m ét a z o air e s. L a p h yl o g é ni e d e M EI O B et R P A 1  

s u g g èr e q u e M ei o b  a ur ait é v ol u é à p artir d e l a d u pli c ati o n  ’ u n  è n    n   str  l  d e 
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R p a 1   v  nt l’  p p  r t o n    l   m ult   ll ul  r t    t   s m  t  z o   r  s ( Ri b eir o et al., 2 0 1 6; 

S o u q u et et al., 2 0 1 3). 

S p at a 2 2  e st r etr o u v é c h e z l e s v ert é br é s à o s ( E ut él é o st o m e s) i n cl u a nt l e s 

m a m m ali e n s, l e s oi s e a u x, l e s r e ptil e s et l e s p oi s s o n s. S P A T A 2 2 e st c o n s er v é e ntr e 

c e s e s p è c e s a v e c u n d e gr é d e c o n s er v ati o n v ari a nt e n f o n cti o n d e l a di v er g e n c e 

e ntr e l e s e s p è c e s ( 7 3 %  ’   nt t    ntr   l  s s  q u  n   s  ’      s  m n  s  ntr   

l’ H o m m    t l   s o ur s  t s  ul  m  nt 3 7 %  ntr     ll  s    l’ H o m m    t  u z   r  f s  ). 

A u c u n p ar al o g u e d e S p at a 2 2  n’    t      nt f      z l   s o ur s o u l’ H o m m   ( L a S all e et 

al., 2 0 1 2). 

3) M EI O B et S P A T A 2 2, d e u x f a ct e ur s e s s e nti el s à l a R H m éi oti q u e 

3. 1) L a l o c ali s ati o n d e M EI O B et S P A T A 2 2 a u x i nt er m é di air e s d e 

r e c o m bi n ai s o n 

A p artir d e s m o  èl  s m ur n s  t/ o u r  t s  l’  x pr  s s o n s p    f q u    t l   

l o c ali s ati o n d e M EI O B et S P A T A 2 2 o nt ét é d ét er mi n é e s d a n s l e s c ell ul e s g er mi n al e s. 

M ei o b  et S p at a 2 2  s o nt s p é cifi q u e m e nt e x pri m é e s d a n s l e s c ell ul e s g er mi n al e s 

m éi oti q u e s m âl e s et f e m ell e s ( H a y s et al., 2 0 1 7 a; L a S all e et al., 2 0 1 2; L u o et al., 

2 0 1 3; S o u q u et et al., 2 0 1 3). L e s d e u x pr ot éi n e s s e l o c ali s e nt e n f o y er s a u ni v e a u d e s 

  r o m o s o m  s m   ot q u  s  u l  pt ot è n   j u s q u’ a u  p a c h yt è n e  ( H a y s et al., 2 0 1 7 a; L a 

S all e et al., 2 0 1 2; L u o et al., 2 0 1 3; S o u q u et et al., 2 0 1 3). D a n s l e s s p er m at o c yt e s 

m uri n s et d e r at s, l e s f o y er s d e M EI O B et S P A T A 2 2 s e f or m e nt d è s l e st a d e 

l e pt ot è n e, att ei g n e nt u n m a xi m a e n z y g ot è n e et di mi n u e nt e n p a c h yt è n e ( H a y s et al., 

2 0 1 7 a; I s hi s hit a et al., 2 0 1 3, 2 0 1 4; L u o et al., 2 0 1 3; S o u q u et et al., 2 0 1 3) . L a 

 y n  m q u      M EI O B  t S P A T A 2 2 s u t   ll    ’  utr  s   t  ur s  e l a R H m éi oti q u e t el s 

q u e R P A, R A D 5 1 et D M C 1 ( M o e n s et al., 2 0 0 2). 

D e pl u s, M EI O B et S P A T A 2 2 c o-l o c ali s e nt a v e c R P A et c o -l o c ali s e nt 

p ar ti ell e m e nt a v e c R A D 5 1 et D M C 1 ( H a y s et al., 2 0 1 7 a; L a S all e et al., 2 0 1 2; L u o et 

al., 2 0 1 3; S o u q u et et al., 2 0 1 3) . U n e f ai bl e pr o p orti o n d e M EI O B et S P A T A 2 2 c o-

l o c ali s e nt a v e c M S H 4 o u M L H 1, d e s a ct e ur s pl u s t ar dif s d e l a r e c o m bi n ai s on ( H a y s 

et al., 2 0 1 7 a; S o u q u et et al., 2 0 1 3) . C h e z d e s m ut a nt s S p o 1 1 -/- q ui n e f or m e nt p a s d e 

C D B   M EI O B n’  st p  s l o   l s     u x   r o m o s o m  s m   ot q u  s ( S o u q u et et al., 

2 0 1 3), c e q ui att e st e q u e M EI O B e st r e cr ut é e a u x i nt er m é di air e s d e r e c o m bi n ai s o n . 
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E t, l e f ait q u e M EI O B s’  c c u m ul e e n a b s e n c e d e D M C 1 ( S o u q u et et al., 2 0 1 3) , 

s u g g èr e q u e M EI O B e st r e cr ut é a u x fil a m e nt s pr é s y n a pti q u e s. 

L’  n s  m  l       e s r é s ult at s s u g g èr e nt q u e M EI O B et S P A T A 2 2 s o nt d e s 

a ct e ur s d e l a R H m éi oti q u e et p arti ci p e nt à l a r é p ar ati o n d e s C D B à d e s ét a p e s 

pr é c o c e s et pl u s t ar di v e s ( c o m m e R P A).  

3. 2) M EI O B et S P A T A 2 2 s o nt e s s e nti el l es à l a r é p a r ati o n d e s C D B  

m éi oti q u e s 

L’  t u     u r ôl      M EI O B  t S P A T A 2 2  n r   o m   n   s o n m   ot q u   s’  st f   t   

p ar l’a n al y s e d u p h é n ot y p e d e s s o uri s et/ o u r at s i n v ali d é s p o ur l e s g è n e s c o d a nt s 

c e s pr ot éi n e s ( H a y s et al., 2 0 1 7 a; I s hi s hit a et al., 2 0 1 3, 2 0 1 4; L a S all e et al., 2 0 1 2; 

L u o et al., 2 0 1 3; S o u q u et et al., 2 0 1 3). L’ a b s e n c e d e M EI O B o u S P A T A 2 2 i n d uit u n e 

st érilit é m âl e et f e m ell e d u e à u n arr êt d e pr o gr e s si o n m éi oti q u e d e s c ell ul e s 

g er mi n al e s à u n st a d e si mil air e a u z y g ot è n e o u a u p a c h yt è n e ( z y g ot è n e/ p a c h yt è n e-

li k e) et e st a s s o ci é à u n e a p o pt o s e d e s c ell ul e s g er mi n al e s. M EI O B et S P A T A 2 2 s o nt 

d o n c e s s e nti ell e s à l a pr o gr e s si o n d e l a pr o p h a s e I d e m éi o s e.  

L e s m ut a nt s pr é s e nt e nt d e s  d éf a ut s d e pr o gr e s si o n m éi oti q u e a s s o ci é s à u n 

s y n a p si s a b err a nt et i n c o m pl et d e s c hr o m o s o m e s m éi oti q u e s. D e pl u s, l a p er si st a n c e 

d u m ar q u e ur ɣ H 2 A. X et d e R P A d a n s l e s c ell ul e s arr êt é e s i n di q u e nt u n e a b s e n c e 

r é p ar ati o n d e s C D B  m éi oti q u e s. C h e z l e s s o uri s M ei o b -/- et l e r at t m d éfi ci e nt p o ur 

S p at a 2 2 , l e n o m br e d e f o y er s R P A e st n or m al d u l e pt ot è n e j u s q u’  u z y g ot è n e p ui s 

r e st e a n or m al e m e nt él e v é (I s hi s hit a et al., 2 0 1 4; L u o et al., 2 0 1 3) . P ar aill e ur s, 

l’   s  n       f o y  r s M L H 1    z l  s m ut  nt s tr   u t u n     s  n       f or m  t o n    C O , 

c ar a ct éri sti q u e d e s d éf a ut s d e r é p ar ati o n d e s C D B  m éi oti q u e s ( H a y s et al., 2 0 1 7 a; 

I s hi s hit a et al., 2 0 1 4; L u o et al., 2 0 1 3; S o u q u et et al., 2 0 1 3). Ai n si, c e s r é s ult at s 

i n di q u e nt q u e M EI O B et S P A T A 2 2 s o nt n é c e s s air e s à l a r é p ar ati o n d e s C D B  

m éi oti q u e s p ar r e c o m bi n ai s o n.  

Afi n d e d ét er mi n er à q u el( s) ét a p e( s) d e l a r e c o m bi n ai s o n M EI O B et S P A T A 2 2 

i nt er vi e n n e nt, l e c h ar g e m e nt d e s r e c o m bi n a s e s a ét é pri n ci p al e m e nt ét u di é a u v u d e 

l’  rr êt c yt ol o gi q u e d e s c ell ul e s g er mi n al e s c h e z l e s m ut a nt s n ul s p o ur M ei o b  o u 

S p at a 2 2 . C h e z l e s s o uri s M ei o b -/- et l e s r at s  t m d éfi ci e nt s p o ur S p at a 2 2 , l e n o m br e 

d e f o y er s R A D 5 1 et D M C 1 e st i niti al e m e nt n or m al e n st a d e l e pt ot è n e p ui s d é cli n e 

pr é c o c e m e nt à p artir d u st a d e z y g ot è n e (I s hi s hit a et al., 2 0 1 4; L u o et al., 2 0 1 3). C e s 
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r é s ult at s s u g g èr e nt q u e M EI O B et S P A T A 2 2 n e s o nt p a s n é c e s s air e s a u c h ar g e m e nt 

d e s r e c o m bi n a s e s. C ett e p ert e pr é c o c e d e s r e c o m bi n a s e s e n a b s e n c e d e M EI O B et 

S P A T A 2 2 p e ut s’  x pl q u  r s  l o n  : ( 1) M EI O B et S P A T A 2 2 st a bili s e l e s r e c o m bi n a s e s 

a u x i nt  r m      r  s    r   o m   n   s o n p o ur f  v or s  r l’ n v  s o n  ; o u ( 2) e n l e ur 

a b s e n c e, l’ n v  s o n s   f   t m   s l  s  nt  r m      r  s p o st- s y n a pti q u e s n e p e u v e nt p a s 

pr o gr e s s er et l e s r e c o m bi n a s e s s o nt e nl e v é e s . M EI O B et S P A T A 2 2 a gir ai e nt a u 

m o m  nt    l’ n v  s o n s oit e n st a bili s a nt/f a cilit a nt l e s i nt er m é di air e s d e l’ n v  s o n s o t 

e n st a bili s a nt l e s i nt er m é di air e s e n p o st- s y n a pti q u e. 

4) L e s pr o pri ét é s d e M EI O B et S P A T A 2 2 

4. 1) L a str u ct ur e d e M EI O B et S P A T A 2 2 

M EI O B e st u n p ar al o g u e d e l a gr a n d e s o u s- u nit é d e R P A 1 et p o s s è d e 3 

d o m ai n e s O B h o m ol o g u e s d e R P A 1 ( Ri b eir o et al., 2 0 1 6). C e p e n d a nt, M EI O B et 

R P A 1 diff èr e nt si g nifi c ati v e m e nt p ar  l e ur r é gi o n N-t er mi n al e p ui s q u e M EI O B n e 

p o s s è d e p a s d e q u atri è m e d o m ai n e O B e n r é gi o n N-t er mi n al e si mil air e à R P A 1 . L e 

d o m ai n e O B e n N-t er mi n al e d e R P A 1 ( D B D- F)  e st i m pli q u é d a n s d e n o m br e u s e s 

i nt er a cti o n s c o m m e A T RI P o u M R N ( p ar a gr a p h e 1) Str u  t ur    t m o   l t  s  ’ nt  r   t o n   s 

s o u s- u nit é s d e R P A ). L’   s  n           o m   n      z M EI O B s u   èr   q u   M EI O B 

p o s s è d e d e s i nt er a cti o n s pr o pr e s a v e c u n n o m br e pl u s r e str ei nt d e p art e n air e s. C ett e 

  ff  r  n    n ot   l   s u p p ort   l’     q u   M EI O B p o s s è   r ai u n r ôl e di sti n ct d e R P A 1 et 

 x pl q u    n p  rt   q u   R P A 1 n    o m p  n s   p  s l’   s  n       M EI O B   n s l  s M ei o b 

-/- ( Ri b eir o et al., 2 0 1 6; S o u q u et et al., 2 0 1 3). 

S P A T A 2 2 p o s s è d e d e u x r é gi o n s tr è s c o n s er v é e s : u n e p etit e r é gi o n sit u é e e n 

N- t  r m n  l    q u  l q u  s   z   n  s  ’      s  m n  s    z l   s o ur s)  t u n   pl u s  r  n    

r é gi o n sit u é e e n C-t  r m n  l    u n     nt   n    ’      s  m n  s    z l   s o ur s) ( L a S all e 

et al., 2 0 1 2). S a r é gi o n N-t er mi n al e e st str u ct ur ell e m e nt d é s or g a ni s é e al or s q u e s a 

r é gi o n C-t  r m n  l   s’ or   n s    n  o m   n    l o  ul   r   ( L a S all e et al., 2 0 1 2). L’  n  l y s   

str u ct ur al e m e n é e p ar l e Dr Ri b eir o i n di q u e q u e S P A T A 2 2 p o s s è d e u n d o m ai n e O B 

sit u é d a n s s a r é gi o n c o n s er v é e e n C-t er mi n al e ( Ri b eir o et al., 2 0 1 8). S P A T A 2 2 

p o s s è d e d e f ort e si mil arit é s d e str u ct ur e a v e c l a m o y e n n e s o u s- u nit é d e R P A, R P A 2, 

d e p ar s o n d o m ai n e O B u ni q u e e n r é gi o n C-t er mi n al e et u n e r é gi o n N-t er mi n al e s a n s 

str u ct ur e f o n cti o n n el l e a p p ar e nt e ( Ri b eir o et al., 2 0 1 8). T o ut c o m m e R P A 2, c ett e 
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r é gi o n N-t er mi n al e d e S P A T A 2 2 p o urr ait p arti ci p er à l a m o d ul ati o n d e l a 

f o n cti o n n alit é d e S P A T A 2 2.  

4. 2) L’i nt er a cti o n d e M EI O B et S P A T A 2 2  et l e ur i nt e r d é p e n d a n c e 

D a n s l e b ut      t  r m n  r   s p  rt  n   r  s    M EI O B  l’  q u p      L u o  t  l.  

 2 0 1 3)   r   l s     s  t u   s  ’ nt  r   t o n s pr ot   q u  s  u s   n d e s c ell ul e s g er mi n al e s 

et mi s e n é vi d e n c e q u e M EI O B et S P A T A 2 2 i nt er a gi s s e nt e n s e m bl e ( L u o et al., 

2 0 1 3). C ett e i nt er a cti o n e st a s s ur é e p ar l e s p arti e s C-t er mi n al e s d e M EI O B et 

S P A T A 2 2 q ui c o nti e n n e nt l e s d o m ai n e s O B t er mi n a u x d e s d e u x pr ot éi n e s ( X u, Y. et 

al., 2 0 1 7) . S e ul s l e s d o m ai n e s O B sit u é s e n r é gi o n C-t er mi n al e s o nt n é c e s s air e s et 

s uffi s a nt s à l e ur i nt er a cti o n ( Ri b eir o et al., 2 0 1 8) . C  tt   m o   l t    ’ nt  r   t o n v   l  s 

d o m ai n e s O B C-t er mi n a u x d e M EI O B et S P A T A 2 2 p o s s è d e d e s si milit u d e s a v e c 

c ell e d e s s o u s- u nit é s d e R P A. D e pl u s, c ett e i nt er a cti o n e ntr e l e s d e u x pr ot éi n e s 

s e m bl e a s s ur er u n e st a bilit é i nt er d é p e n d a nt e d a n s l e s c ell ul e s g er mi n al e s ( H a y s et 

al., 2 0 1 7 a; L u o et al., 2 0 1 3). Et , l a c o-l o c ali s ati o n d e M EI O B et S P A T A 2 2 a u x 

c hr o m o s o m e s m éi oti q u e s et a u x C D B  i n d uit e s d a n s l e s c ell ul e s s o m ati q u e s p ar d e s 

a g e nt s g é n ot o xi q u e s e st a u s si i nt er d é p e n d a nt e ( L u o et al., 2 0 1 3; X u, Y. et al., 2 0 1 7) . 

C e s r é s ult at s s u g g èr e nt q u e M EI O B et S P A T A 2 2 f or m e nt  u n c o m pl e x e et s o nt 

c a p a bl e s d e s e l o c ali s er a u x C D B .  

4. 3) M EI O B et s a c a p a cit é à li e r l’ A D N s b  

A u v u    l’  o m ol o        M EI O B  v    R P A 1 et  p ar c e q u e R P A 1 p o s s è d e 3 

  s  o m   n  s O B  m pl q u  s   n s l’ nt  r   t o n    R P A  v    l’ A D N s  , il e st pr o b a bl e 

q u e M EI O B p u s s    u s s  l  r l’ A D N s  . Il a ai n si ét é m o ntr é i n vitr o q u e M EI O B li e 

s p    f q u  m  nt l’ A D N s   v   s o n  o m   n   O B   ntr  l   q u v  l  nt  u  o m   n e D B D- B 

d e R P A 1) ( L u o et al., 2 0 1 3; S o u q u et et al., 2 0 1 3) . C  tt   l   s o n à l’ A D N s      M EI O B 

p o urr ait p arti ci p er à s o n r e cr ut e m e nt dir e ct e m e nt a u x i nt er m é di air e s si m pl e s bri n s a u 

c o ur s d e l a r e c o m bi n ai s o n.  

C e d o m ai n e O B c e ntr al d e M EI O B p o s s è d er ait a u s si u n e a cti vit é e x o n u cl é a s e 

3’ > 5’ s p    f q u      l’ A D N s   ( L u o et al., 2 0 1 3). C  tt     t v t   n’  st p  s  tt  n  u   p o ur 

u n h o m ol o g u e d e R P A 1 : R P A pr ot è g e l e si m pl e bri n c o ntr e l a d é gr a d ati o n. C h e z l a 

s o ur s  M EI O B n’  st p  s n    s s   r   ni à l a f or m ati o n d e s C D B  ni à l a r é s e cti o n et il 

s   l o   l s    u x  nt  r m      r  s j u s q u’  n p    yt è n   ( L u o et al., 2 0 1 3; S o u q u et et al., 
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2 0 1 3). L u o et al., o nt al or s pr o p o s é q u e M EI O B s er ait i m pli q u é d a n s l a r é s e cti o n 

 ’ A D N  x     nt   r   l or s d e l a s y nt h è s e a u s ei n d e l a D- L o o p o u l or s d e l a f or m ati o n 

d e s é v è n e m e nt s d e N C O p ar l e S D S A ( L u o et al., 2 0 1 3). P o ur a ut a nt, l e s a ut e ur s 

r  st  nt pr u   nt s s ur l   p o s s   l t   q u’i n vi v o M EI O B n’ ut l s   p  s   tt     t v t    v    

s  s p  rt  n   r  s  ’ i nt er a cti o n. D e pl u s,   tt     t v t   n’    t   o  s  r v    q u’  v    l’ O B 

c e ntr al d e M EI O B. Et, l a p urifi c ati o n d e c ett e f or m e tr o n q u é e e st p arti c uli èr e m e nt 

s u c ci n ct e et p o urr ait p ot e nti ell e m e nt êtr e c o nt a mi n é e. 

4. 4) L’i nt er a cti o n d e M EI O B et S P A T A 2 2 a v e c R P A  

E n pl u s    l’ nt  r   t o n    M EI O B  t S P A T A 2 2   n s l  s   ll ul  s   r m n  l  s 

m ur n  s  M EI O B  st   p   l    ’ nt  r    r  v    R P A 2 ( L u o et al., 2 0 1 3). C e s r é s ult at s 

c orr èl e nt a v e c l a c ol o c ali s ati o n d e M EI O B, S P A T A 2 2 et R P A a u x c hr o m o s o m e s 

m éi oti q u e s et s u g g èr e nt q u e M EI O B et S P A T A 2 2 c oll a b or e nt a v e c R P A a u c o ur s d e 

l a R H m éi oti q u e ( H a y s et al., 2 0 1 7 a; L u o et al., 2 0 1 3; S o u q u et et al., 2 0 1 3). P o ur 

  f n r l  s m o   l t  s  ’ nt  r   t o n  ntr     s tr o s pr ot éi n e s, d e s e x p éri e n c e s d e c o-

i m m u n o pr é ci pit ati o n l or s d e s ur e x pr e s si o n s d e s pr ot éi n e s s o uri s d a n s d e s c ell ul e s 

h u m ai n e s o nt m o ntr é q u e ( 1) M EI O B et S P A T A 2 2 i nt er a gi s s e nt r e s p e cti v e m e nt a v e c 

R P A 1, ( 2) S P A T A 2 2 i nt er a git a v e c R P A 1 et R P A 2 et ( 3) M EI O B et S P A T A 2 2 

p arti ci p e nt   n s  m  l   à l’ nt  r   t o n  v    R P A 3  ( X u et al., 2 0 1 7). C e s i nt er a cti o n s 

m ulti pl e s s u g g èr e nt q u e M EI O B et S P A T A 2 2 c oll a b or e nt  a v e c l e c o m pl e x e R P A. 

C e p e n d a nt, c h a c u n e d e s s o u s - u nit é s d e R P A a ét é e x pri m é e i n di vi d u ell e m e nt d a n s 

  tt    t u   . L’ nt  r   t o n    M EI O B - S P A T A 2 2 a v e c l e c o m pl e x  R P A n’    o n   p  s 

ét é t e st é e. D e pl u s   l’   s  n       R P A 1    z l   s o ur s   n s l  s   ll ul  s   r m n  l  s 

 n  u t l’   s  n       l o   l s  t o n   s s o u s- u nit é s R P A 2 et R P A 3 a u x c hr o m o s o m e s 

m éi oti q u e s ( S hi et al., 2 0 1 9)      q u  s u   èr   q u’i n vi v o s e ul e l a f or m e c o m pl e x é e d e s 

s o u s- u nit é s d e R P A e st i m pli q u é e e n r e c o m bi n ai s o n. C el a i m pli q u e a u s si q u e 

M EI O B et S P A T A 2 2 i nt er a gir ai e n t pl ut ô t a v e c l e c o m pl e x e R P A e nti er e n m éi o s e. D e 

pl u s  l’   s  n       R P A 1 n   m o   f   p  s l   r   r ut  m  nt    M EI O B  t S P A T A 2 2  u x 

c hr o m o s o m e s m éi oti q u e s m ai s c el ui d e s r e c o m bi n a s e s ( S hi et al., 2 0 1 9) , c e q ui 

r  nf or    l’     q u e l e c o m pl e x e M EI O B- S P A T A 2 2 n e n é c e s sit e p a s l a pr é s e n c e 

 ’ u n   s o u s - u nit é d e R P A p o ur êtr e f or m é. Il e st pr o b a bl e q u e l a c o m pl e x ati o n d e 

M EI O B- S P A T A 2 2,  ’ u n   p  rt  et d e s s o u s- u nit é s d e R P A,  ’  utr   p  rt  s oi e nt 

r e s p o n s a bl e s i n vi v o d e s p oi nt s d e c o nt a ct s m ulti pl e s e ntr e l e s diff ér e nt e s pr ot éi n e s 

o b s er v é e s i n vitr o l or s    l’ nt  r   t o n    M EI O B  S P A T A 2 2  t R P A.  
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P ar aill e ur s,  ’  utr  s  o n n   s i n vi v o d é cri v e nt u n n o u v el i nt er a ct a nt d e 

M EI O B et S P A T A 2 2. C h e z l a s o uri s, M EI L B 2/ H S F 2 B P, e s s e nti el l e a u r e cr ut e m e nt 

d e s r e c o m bi n a s e s R A D 5 1 et D M C 1 a u x sit e s d e r e c o m bi n ai s o n, i nt er a git a v e c 

S P A T A 2 2 et R A D 5 1 ( Z h a n g, J. et al., 2 0 1 9) . Et  B R M E 1, l e p art e n air e st a bili s at e ur d e 

M EI L B 2, i nt er a git a v e c M EI O B et S P A T A 2 2, et R A D 5 1 ( Z h a n g, J. et al., 2 0 2 0) . D e 

pl u s, M EI L B 2 et s o n p art e n air e B R M E 1 n’ nfl u e nt  ni s ur l a l o c ali s ati o n d e R P A ni 

c ell e s d e M EI O B et S P A T A 2 2. Il s   p o urr   t q u   l’ nt  r   t o n    M EI L B 2/ B R M E 1  

a v e c M EI O B et S P A T A 2 2 f a v ori s e l a f or m ati o n c orr e ct e d u fil a m e nt r e c o m bi n o g è n e 

et l a f or m ati o n d e l a D- L o o p . L’ i nt er a cti o n d é crit e e ntr e M EI L B 2 et S P A T A 2 2 i n di q u e 

q u e S P A T A 2 2 p o urr ait a v oir d e s i nt er a cti o n s pr o pr e s q ui j o u er ai e nt u n r ôl e d a n s l e s 

f o n cti o n n alit é s d u c o m pl e x e M EI O B- S P A T A 2 2. Al or s q u e l a r é gi o n C-t er mi n al e d e 

S P A T A 2 2  st  m pl q u      n s l’ nt  r a cti o n a v e c s o n p art e n air e M EI O B ( X u, Y. et al., 

2 0 1 7), l a f o n cti o n d e l a r é gi o n N-t er mi n al e d e S P A T A 2 2 e st i n c o n n u e à c e j o ur. C ett e 

r    o n p o urr   t s  r v r     u    ’ nt  r   t o n  u  o m pl  x   M EI O B - S P A T A 2 2 p o ur 

ori e nt er l e s f o n cti o n n alit é s d u c o m pl e x e a u c o ur s d e l a r e c o m bi n ai s o n.  

A u v u d e s d o n n é e s i n vitr o et i n vi v o, l’i nt er a cti o n d e M EI O B et S P A T A 2 2 a v e c 

R P A s u g g èr e bi e n q u e M EI O B et S P A T A 2 2 s o nt pr é s e nt s a u x i nt er m é di air e s li é s p ar 

R P A et c oll a b or e nt s ur c e s i nt er m é di air e s p o ur l e s f air e pr o gr e s s er e n R H m éi oti q u e. 

D’  utr  s  t u   s s ur l  s pr o pr  t  s  t l  s f o n  t o n n  l t  s    l’ nt  r   t o n    M EI O B  t 

S P A T A 2 2 a v e c R P A p er m ettr o nt u n e m eill e ur e c o m pr é h e n si o n d e s o n r ôl e e n 

r e c o m bi n ai s o n m éi oti q u e. N ot a m m e nt, ell e s p er m ettr o nt d e s a v oir s ur q u ell e( s) 

ét a p e( s) pr é ci s é m e nt e st ( s o nt) i m pli q u é( e s) M EI O B  t S P A T A 2 2  t q u’ a p p ort e c e 

c o m pl e x e à c e s i nt er m é di air e s e n R H m éi oti q u e ( s p é cifi cit é s str u ct ur al e s et/ o u 

 ’ nt  r   t o n s)  p o ur f a v ori s er l e ur pr o gr e s si o n.  
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5 ) M EI O B  et S P A T A 2 2  c h e z l’ H o m m e  

Gr â c e a u x m ét h o d e s d e s é q u e n ç a g e s m o d er n e s, d e pl u s e n pl u s d e  c a u s e s 

g é n éti q u e s s o nt r eli é e s à   s   s  ’ nf  rt l t    u m   n    t a p p ort e nt  u n e m eill e ur e 

 o m pr    n s o n   s   s  ’ nf  rt l t    o n s   r  s j u s q u’  l or s    o p  t   q u  s  ( H a s s ol d et 

al., 2 0 0 7; H a s s ol d et H u nt, 2 0 0 1; H u ht a ni e mi et al., 2 0 1 8; M a n d o n- p é pi n et al., 2 0 0 2; 

V er a et al., 2 0 1 2) . L e s m o d èl e s a ni m a u x d éfi ci e nt s p o ur M ei o b  et S p at a 2 2  o nt p er mi s 

 ’  t   l r l  ur r ôl    s s  nt  l   n s l   r  p  r  t o n   s C D B  m éi oti q u e s p ar r e c o m bi n ai s o n 

et ai n si d e l e s li er à d e p ot e nti el l es c a u s e s g é n éti q u e s n ot a m m e nt  ’  z o o s p er mi e 

c h e z l’  o m m  . 

D e u x ét u d e s g é n éti q u e s à l a r e c h er c h e d e v ari a nt s p ert e- d e -f o n cti o n i m pli q u é e s 

e n  s p er m at o g é n è s e c h e z d e s p ati e nt s att ei nt s  ’  z o o s p  r m   o nt mi s e n é vi d e n c e 

d e s m ut ati o n s d e M EI O B.  L a pr e mi èr e d é crit u n c a s f a mili al d e c o n s a n g ui nit é 

p o s s é d a nt u n e m ut ati o n h o m o z y g ot e f  u x s  n s  ’ u n        m n   tr è s  o n s  r v    u 

pr e mi er d o m ai n e O B d e M EI O B al or s q u e l a d e u xi è m e d é crit u n e m ut ati o n n o n - s e n s 

r etr o u v é e c h e z d e u x fr èr e s i n d ui s a nt l a tr o n c ati o n d e l a m oiti é d u d o m ai n e O B C-

t er mi n al d e M EI O B  ( G er s h o ni et al., 2 0 1 7, 2 0 1 9). L     u s  l t        s m ut  t o n s n’   

p a s ét é d é m o ntr é e p ar d e s ét u d e s f o n cti o n n ell e s d e c e s f or m e s m ut é e s d e M EI O B. 

P o ur a ut a nt, c e s d e u x m ut ati o n s s e l o c ali s e nt d a n s l e s d o m ai n e s f o n cti o n n el s d e 

M EI O B et s o nt d o n c f ort e m e nt s u s c e pti bl e s d e m o difi er l a c o nf or m ati o n et/ o u l e s 

i nt er a cti o n s, n ot a m m e nt a v e c s o n p art e n air e S P A T A 2 2, e m p ê c h a nt à c e s f or m e s 

m ut   s  ’ êtr   f o n  t o n n  ll  s    z   s p  t  nt s  nf  rt l  s. R é c e m m e nt, n o u s a v o n s 

 oll   or    v    l’  q u p    u Dr V   t   s ur u n   s f  m l  l  ’ i n s uffi s a n c e o v ari e n n e 

pr é m at ur é e (I O P) pr é s e nt a nt u n e m ut ati o n p o n ct u ell e d e M EI O B . C ett e m ut ati o n 

i n du t u n s  ut  ’  p s s        l’  x o n 1 2   o ut s s  nt à l     l  t o n    l   m  j or t      l’ O B 

C-t er mi n al e d e M EI O B. N o u s a v o n s p  rt   p   à l’  t u    f o n  t o n n  ll        tt   

m ut ati o n d e M EI O B et m o ntr   q u     tt   f or m   tr o n q u    n’  st pl u s   p   l    ’ nt  r    r 

a v e c s o n p art e n air e S P A T A 2 2 ( C a b ur et et al., 2 0 1 9). C ett e ét u d e att e st e d e 

l’ m p ort  n    i n vi v o    l’ nt  r   t o n  ntr   M EI O B et S P A T A 2 2. Q u a nt à S P A T A 2 2 , 

  s v  r  nt s  ’  x pr  s s o n o nt  t   r  tr o u v  s     z   s p  t  nt s  tt   nt s  ’  z o o s p  r m   

et  il a a u s si ét é d é crit u n ni v e a u a n or m al e m e nt b a s  ’  x pr  s s o n  u tr  n s  r t 

S P A T A 2 2  d a n s u n e a utr e c o h ort e d e p ati e nt s a z o o s p er mi q u e s ( D or o s h et al., 2 0 1 3; 

O k a d a et al., 2 0 0 8). 
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IV)  M EI O B et S P A T A 2 2  et l e ur e x pr e s si o n d a n s l e s c a n c er s: u n r ôl e 

p ot e nti el d e d ér é g ul ati o n ? 

B  n q u’  x pr m  s s p    f q u  m  nt   n s l  s   ll ul  s   r m n  l  s m   ot q u  s  

M EI O B  et  S P A T A 2 2  s o nt e x pri m é s d e f a ç o n a b err a nt e d a n s pl u si e ur s t y p e s d e 

c a n c er s ( W a n g, C. et al., 2 0 1 6) . C ett e e x pr e s si o n a b err a nt e d a n s l e s c a n c er s e st 

a u s si l e c a s d e n o m br e u x a utr e s g è n e s s p é cifi q u e m e nt e x pri m é s d a n s l e s c ell ul e s 

g er mi n al e s c o m m e S P O 1 1 , S Y C P 3  o u e n c or e H O R M A D 1 ( W hit e h ur st, 2 0 1 4). C e s 

g è n e s n or m al e m e nt r e str ei nt s a u x c ell ul e s g er mi n al e s et e x pri m é s a n or m al e m e nt 

d a n s di v er s c a n c er s s o nt r e gr o u p é s a u s ei n d e l a f a mill e d e s C a n c er T e sti s A nti g e n s 

( C T A). 

1) L a d é c o u v e rt e d e s C a n c e r T e sti s A nti g e n s 

L e s C T A o nt ét é d é  o u v  rt s l or s    r     r    s  ’  nt  è n  s    s urf    s 

s p é cifi q u e m e nt e x pri m é s p ar l e s c ell ul e s t u m or al e s d a n s l e b ut d e l e s utili s er c o m m e 

d e s ci bl e s e n  i m m u n ot h ér a pi e s ( V a n D er Br u g g e n et al., 1 9 9 1; V a n P el et al., 1 9 9 5) . 

M A G E- 1 ( M el a n o m a A nti g e n 1) f ut l e pr e mi er m e m br e d é c o u v ert d ’ u n   l  r    f  m ll   

d e C T A. L  s  è n  s M A G E   o nt l’  x pr  s s o n  st r  str   nt    u t  st  ul  , s o nt 

c o ur a m m e nt e x pri m é s d a n s l e s t u m e ur s ( Si m p s o n et al., 2 0 0 5; V a n D er Br u g g e n et 

al., 1 9 9 1). L a c o m   n   s o n  ’  p pr o    s  m m u n ol o   q u  s  t  ’  n  l y s     s pr of l s 

 ’  x pr  s s o n   p  r m s     l  s s  r pl u s    2 0 0  è n  s p ar mi l e s C T A ( W hit e h ur st, 

2 0 1 4) . A uj o ur  ’  u    e n o m br e u x g è n e s s o nt c o n si d ér é s c o m m e d e s  C T A 

u ni q u e m e nt s ur l a b a s e d e l e ur e x pr e s si o n r etr o u v é e d a n s l e s t e sti c ul e s/ o v air e s 

( ai n si q u e l e pl a c e nt a) et l e s t u m e ur s s  n s q u   l  ur st  t ut  ’  nt  è n   n’   t  t   

d ét er mi n é ( G a nt c h e v et al., 2 0 2 0; W hit e h ur st, 2 0 1 4) . C ett e e x pr e s si o n r e str ei nt e 

a s s o ci é e a u x p ot e nti el s a nti g é ni q u e s d e s  CT A  e n f o nt d e s ci bl e s i d é al e s p o ur d e s 

tr ait e m e nt s p ar i m m u n ot h ér a pi e et t h ér a pi e s ci bl é e s d e s c a n c er s. 
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2 ) L a cl a s sifi c ati o n d e s C a n c e r T e sti s A nti g e n s 

L e s C T A p  u v  nt êtr    l  s s  s  n f o n  t o n    l  ur pr of l  ’  x pr  s s o n. B  n 

q u’  y  nt t o u s u n e e x pr e s si o n pr éf ér e nti ell e r e str ei nt e a u x g o n a d e s, c ert ai n s C T A 

p e u v e nt pr é s e nt er u n e e x pr e s si o n ( a) e x cl u si v e m e nt g o n a di q u e, o u ( b) r e str ei nt e a u x 

g o n a d e s et a u c er v e a u o u bi e n ( c) a u x g o n a d e s et d a n s p a s pl u s d e d e u x a utr e s 

ti s s u s s o m ati q u e s ( a v e c u n e e x pr e s si o n i nf éri e ur e à c ell e r etr o u v é e d a n s l e s 

g o n a d e s) ( H of m a n n et al., 2 0 0 8) . E n pl u s    l  ur pr of l  ’  x pr  s s o n  d e n o m br e u x 

C T A s o nt l o c ali s é s s ur l e c hr o m o s o m e X et r éf ér e n c é s c o m m e d e s g è n e s C T- X. 

D é crit i niti al e m e nt p o ur l e s g è n e s t e sti c ul air e s , l e s g è n e s C T- X s er ai e nt e x pri m é s 

pr éf ér e nti ell e m e nt p ar l e s c ell ul e s s o u c h e s t e sti c ul air e s, l e s s p er m at o g o ni e s, q ui 

pr olif èr e nt a cti v e m e nt. L’  x pr  s s o n   s  è n  s C T - X s e m bl e a u s si êtr e f ort e m e nt 

a s s o ci é e à d e s s é q u e n c e s r é p ét é e s a u s ei n d u g é n o m e . A l’ n v  r s  , l e s g è n e s n o n 

li é s a u c hr o m o s o m e X ( g è n e s n o n C T- X) s o nt r é p arti s a u s ei n d u g é n o m e e nti er 

s a n s é v è n e m e nt s g é n o mi q u e s p arti c uli er s a s s o ci é s ( Si m p s o n et al., 2 0 0 5) . Et, l e ur 

e x pr e s si o n pr é d o mi n a nt e s e m bl e êtr e d a n s d e s st a d e s d e diff ér e nti ati o n pl u s t ar dif s 

d e s c ell ul e s g er mi n al e s c o m m e c e u x d e s s p er m at o c yt e s. C ett e di sti n cti o n e ntr e l e s 

  ll ul  s   r m n  l  s   ff  r  n     s  t  n   ff  r  n     s p o ur l’  x pr  s s o n  e s g è n e s C T- X 

et l e s n o n C T- X p o urr ai e nt a p p ort er d e s c ar a ct éri sti q u e s pr o pr e s ( pr olif ér ati o n v s 

diff ér e nti ati o n, p ar e x e m pl e) a u x c ell ul e s c a n c ér e u s e s e n f o n cti o n d e s g è n e s 

e x pri m é s. 

3) L’ e x pr e s si o n d e s C a n c e r T e sti s A nti g e n s 

3. 1) L’ e x pr e s si o n h ét é r o g è n e d e s C a n c e r T e sti s A nti g e n s 

L’ a n al y s e d e s b a n q u e s d e d o n n é e s tr a n s cri pti o n n ell e s p u bli q u e s a p er mi s d e 

d ét er mi n er d e n o u v e a u x C T A p ot e nti el s  t  ’  t u  i er l e ur e x pr e s si o n à gr a n d e é c h ell e 

s ur d e s é c h a ntill o n s v ari é s d e p ati e nt s att ei nt s d e c a n c er s. Ai n si, l e ni v e a u 

 ’  x pr  s s o n   ff èr    ’ u n C T A à u n  utr    t  ’ u n t y p        ll ul   t u m or  l   à u n  utr   

( W a n g, C. et al., 2 0 1 6; W hit e h ur st, 2 0 1 4). Et , l   n v   u  ’  x pr  s s o n   s C T A v ari e 

e n f o n cti o n d e s é c h a ntill o n s  u s   n  ’ u n m ê m   t y p   d e c ell ul e s t u m or al e s . C ert ai n s 

C T A s  r    nt  x pr m  s   n s  u m o n s 4 0 %   s     nt ll o n s pr o v  n  nt  ’ u n m ê m   

t y p e d e t u m e ur ( H of m a n n et al., 2 0 0 8; W a n g, C. et al., 2 0 1 6). L a pr é s e n c e d e 

pr ot éi n e n’   p  s s y st  m  t q u  m  nt  ét é d ét er mi n é e et / o u c orr él é e a v e c l a pr é s e n c e 
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d e s tr a n s crit s p o ur t o u s l e s C T A. S o u v e nt, c ell e-     st m s    n  v   n    l or s  ’  t u   s  

m e n é e s s ur u n n o m br e r e str ei nt d e C T A d a n s d e s li g n é e s c a n c ér e u s e s et d e s 

é c h a ntill o n s d e p ati e nt s. N é a n m oi n s, l ’  x pr  s s o n      rt   n s C T A ( s e ul o u à 

pl u si e ur s) p o urr ai t êtr e d e s i n di c at e ur s s p é cifi q u e s ( o u « si g n at ur e s »)  ’ u n t y p   d e 

t u m e ur et/ o u a v oir u n e f o n cti o n n alit é a u s ei n d e l a t u m e ur p ot e nti ell e m e nt e n 

i nfl u e n ç a nt s o n c o m p ort e m e nt t u m or al ( c a p a cit é d e s ur vi e/ pr olif ér ati o n, 

 ’ i n v a si o n/ mi gr ati o n  t  ’ i n st a bilit é g é n éti q u e). 

3. 2) L’ a cti v ati o n d e s C a n c e r T e sti s A nti g e n s 

L’  x pr  s s o n    rr  nt     s  è n  s      ll ul  s   r m n  l  s   n s l  s   n   r s 

s u p p o s   u n     t v  t o n    l’  x pr  s s o n  u pr o  r  m m     r m n  l  p  rt  ll   o u t ot  l  ) 

d a n s l e s c ell ul e s c a n c ér e u s e s. C ett e a cti v ati o n a b err a nt e p o urr ait êtr e l a 

c o n s é q u e n c e d e l’ n st    l t     n  t q u     r   t  r st q u     s   n   r s et/ o u d e 

d ér é g ul ati o n s é pi g é n éti q u e s . L’ a cti v ati o n d e s C T A a u s ei n d e s t u m e ur s s e m bl e nt 

êtr e f ort e m e nt li é e à d e s m o difi c ati o n s é pi g é n éti q u e s m aj orit air e m e nt d e m ét h yl ati o n 

   l’ A D N.  E n eff et, l’  x p o s t o n à u n   e nt d e d é m ét h yl ati o n e st s uffi s a nt e à i n d uir e 

l’   t v  t o n    l’  x pr  s s o n    c ert ai n s C T A (t el s q u e l e s M A G E), c e q ui s u g g èr e u n 

m é c a ni s m e c o m m u n e ntr e l e s C T A ( C or al et al., 2 0 0 2; D e S m et et al., 1 9 9 9; Fr att a et 

al., 2 0 1 0, 2 0 1 1; W hit e h ur st, 2 0 1 4) . E n o utr e, l e s é q u e n ç a g e bi s ulfit e a m o ntr é q u e 

c ert ai n s C T A p o s s è d e nt d e s r é gi o n s pr o m otri c e s h y p o m ét h yl é e s d a n s diff ér e nt e s 

t u m e ur s e n c o m p ar ai s o n a v e c l  ur t s s u  ’  x pr  s s o n n or m  l    t  orr èl    v    u n   

  t v  t o n  ’  x pr  s s o n  ( Gl a z er et al., 2 0 0 9; S mit h et al., 2 0 0 9). Bi e n q u e l a 

m  t  yl  t o n    l’ A D N s  m  l   êtr   u n r   ul  t  ur  l     n s l’   t v  t o n   s C T A, il e st 

a u s si pr o p o s é q u e l  s m o   f   t o n s  ’hi st o n e s,  o nt l’    t yl  t o n , p arti ci p ent  à c ett e 

e x pr e s si o n a b err a nt e. L’ ut l s  t o n  ’ n     t  ur s p   r m   ol o   q u  s    l a m ét h yl ati o n 

   l’ A D N  t/ o u    l’    t yl  t o n   ’   st o n     n  u t  o u  u  m  nt  ) l’  x pr  s s o n    C T A 

d a n s diff ér e nt s t y p e s d e c a n c er s ( A k er s et al., 2 0 1 0). C ett e i n d u cti o n 

p h ar m a c ol o gi q u e p e ut a cti v er u n e p arti e d e s C T A   m   s l   r    t v  t o n  l o   l   n’e st 

p a s o b s er v é e . C e s r é s ult at s s u g g èr e nt  d e s s p é cifi cit é s d e r é g ul ati o n s pr o pr e s à 

c h a q u e C T A  t/ o u l’ m pl   t o n  ’  utr  s p   n o m è n  s    r   ul  t o n s 

tr a n s cri pti o n n ell e s ( a utr e s m o difi c ati o n s é pi g é n éti q u e s, m o d ul ati o n d e f a ct e ur s d e 

tr a n s cri pti o n). L  s r   ul  t o n s    l’  x pr  s s o n d e s C T A r e st e nt m al c o n n u e s et 

s e m bl e nt v ari er e n f o n cti o n d e s C T A et d e s t y p e s d e c a n c er s. 
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4 ) L a mi s e e n é vi d e n c e d e f o n cti o n n alit é s d e s C a n c e r T e sti s A nti g e n s 

L e pr o c e s s u s d e d é v el o p p e m e nt d e s c ell ul e s g er mi n al e s et c el ui d e s t u m e ur s 

p o s s è d e nt d e f ort e s si milit u d e s c o m m e l a c a p a cit é d e pr olif ér ati o n cl o n al e et 

l’  y p  r   t v t   tr  n s  r pt o n n  ll   ( Si m p s o n et al., 2 0 0 5). C e s si milit u d e s s u g g èr e nt 

q u’ u n l  n f o n  t o n n  l  ntr   l   pr o   s s u s    t u m or s  t o n  t l’  x pr  s s o n   s C T A 

p ui s s e e xi st er.  

D e  n o m br e u x C T A o nt  ét é n ot a m m e nt i m pli q u é s d a n s diff ér e nt s a s p e ct s d u  

d é v el o p p e m e nt/ m ai nti e n d u pr o c e s s u s t u m or al ( Fr att a et al., 2 0 1 0, 2 0 1 1; M c F arl a n e 

et W a k e m a n, 2 0 1 7) . E n p arti c uli er, u n e s o u s- p o p ul ati o n d e s C T A a y a nt u n e 

e x pr e s si o n m éi oti q u e s p é cifi q u e d a n s l e s c ell ul e s g er mi n al e s é m er g e et e st d e pl u s 

 n pl u s    r t     n s l   l tt  r  t ur    v    u n r ôl   pr o m ot  ur  ’ n st    l t     n  t q u    u 

s ei n d e s c ell ul e s c a n c ér e u s e s : l e s g è n e s d e r é p ar ati o n d e s C D B  m éi oti q u e s 

( G a nt c h e v et al., 2 0 2 0). C e s g è n e s d e  r é p ar ati o n    l’ A D N  c o m m e S P O 1 1,  s o nt 

e x pri m é s d a n s l e s c a n c er s et d e p ar l e ur f o n cti o n n alit é s o nt   p   l  s  ’ nfl u  n   r l a 

r  p  r  t o n   s  o m m    s    l’ A D N  t l   st    l t     n  t q u   d a n s c e s c ell ul e s.  

C o m m e e x e m pl e, l a d é pl éti o n d e D M C 1  d a n s d e s li g n é e s c ell ul air e s d e 

gli o bl a st o m e i n d uit u n e di mi n uti o n d e l a pr olif ér ati o n, u n e a u g m e nt ati o n d u str e s s 

r é pli c atif et u n e r a di o s e n si bilit é a c cr u e i n vitr o, c e q ui s u g g èr e nt q u   l’  x pr  s s o n 

e ct o pi q u e d e D M C 1  d a n s l e s c ell ul e s c a n c ér e u s e s j o u er ait u n r ôl e d a n s l a r é p ar ati o n 

  s  o m m    s    l’ A D N ( Ri v er a et al., 2 0 1 5). C ett e e x pr e s si o n e ct o pi q u e d e D M C 1, 

s e m bl e d o n c i nfl u e n c er l a s ur vi e/ pr olif ér ati o n et  l a r é p ar ati o n d e s d o m m a g e s d e 

l’ A DN d a n s c e s c ell ul e s.  
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1) L’ e x pr e s si o n d e  M EI O B et S P A T A 2 2 d a n s l e s c a n c e r s 

M EI O B  et S P A T A 2 2  s o nt e u x a u s si e x pri m é s d e f a ç o n a b err a nt e d a n s 

pl u si e ur s t y p e s d e c ell ul e s c a n c ér e u s e s pr o v e n a nt e ntr e a utr e d e s p o u m o n s, d e l a 

v e s si e o u d e s r ei n s ( W a n g, C. et al., 2 0 1 6).  D ff  r  nt s n v   u x  ’  x pr  s s o n   s 

tr a n s crit s d e M EI O B  o u S P A T A 2 2  o nt ét é r etr o u v é s c h e z d e s p ati e nt s et d a n s d e s 

li g n é e s c ell ul air e s c a n c ér e u s e s ( S hi o h a m a et al., 2 0 1 4; W a n g, C. et al., 2 0 1 6). 

L’  x pr  s s o n s  ul   o u  o nj o nt      M EI O B  et S P A T A 2 2 a a u s si ét é d é crit e et 

d ét aill é e d a n s 1 9  t y p e s diff ér e nt s d e c ell ul e s t u m or al e s ( W a n g, C. et al., 2 0 1 6). 

A u v u d u r ôl e d e M EI O B et S P A T A 2 2 d a n s l a r é p ar ati o n d e s C D B  e n m éi o s e, 

l e ur e x pr e s si o n e ct o pi q u e d a n s l e s c a n c er s p o urr ait i nfl u e n c er l e c o m p ort e m e nt d e 

c e s c ell ul e s. D e u x ét u d e s p ort e nt s ur l’  x pr  s s o n    M EI O B et d e s o n i nfl u e n c e 

d a n s d e s li g n é e s c ell ul air e s c a n c ér e u s e s et m ett e nt e n é vi d e n c e d e p ot e nti ell e s 

f o n cti o n n alit é s d e c ett e e x pr e s si o n a b err a nt e d e M EI O B  d a n s l e s c a n c er s ( S hi o h a m a 

et al., 2 0 1 4; W a n g, C. et al., 2 0 1 6). N ot a m m e nt , l a s ur e x pr e s si o n d e M EI O B 

a u g m e nt e l a vi a bilit é c ell ul air e et a c cr oît l e p h é n ot y p e t u m or al d e c e s c ell ul e s d e 

li g n é e s c a n c ér e u s e s d e p o u m o n s ( mi gr ati o n, i n v a si o n et c a p a cit é à f or m er d e s 

c ol o ni e s), et i n v er s e m e nt l or s q u e M EI O B e st d é pl ét é e ( W a n g, C. et al., 2 0 1 6). D e 

pl u s, c ett e e x pr e s si o n e ct o pi q u e d e M EI O B  s e m bl e i nfl u er s ur l a pr o gr e s si o n d u 

c y cl e c ell ul air e e n a u g m e nt a nt l e n o m br e d e c ell ul e s e n p h a s e p o st- mit oti q u e G 2 

( W a n g, C. et al., 2 0 1 6). C  s r  s ult  t s s u   èr  nt q u   l’  x pr  s s o n   t o p q u      

M EI O B  m o difi er ait l e c o m p ort e m e nt d e c e s c ell ul e s n ot a m m e nt l e ur 

pr olif ér ati o n/ s ur vi e et f a v ori s er ait d e s pr o c e s s u s c ar a ct éri sti q u e s d e s c ell ul e s 

t u m or al e s. E n r e v a n c h e  l’ nfl u  n       l’  x pr  s s o n   t o p q u      S P A T A 2 2  s e ul e o u 

   l’  x pr  s s o n  o nj o nt      M E I O B et S P A T A 2 2  n’   p  s  t    t u    e s ur l e 

c o m p ort e m e nt d e s c ell ul e s c a n c ér e u s e s, e n p arti c uli er s ur l a pr olif ér ati o n et  l a 

r  p  r  t o n   s  o m m    s    l’ A D N. 
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2 ) M EI O B et S P A T A 2 2 d a n s l e s c a n c e r s: d é r é g ul ati o n d e s f o n cti o n n alit é s 

d e R P A ? 

L e f ait q u e ( 1) M EI O B et S P A T A 2 2 s e m bl e nt c oll a b or er a v e c R P A d a n s l a 

r  p  r  t o n    l’ A D N  n m   o s    t ( 2) q u’  ll  s s o nt r   r ut   s e n s e m bl e a u x 

 o m m    s    l’ A D N l or s q u’  ll  s s o nt s ur  x pr m   s s u   èr  nt q u e M EI O B et 

S P A T A 2 2 p o urr ai e n t a u s si c oll a b or er et/ o u i nfl u e n c er l e s f o n cti o n n alit é s d e R P A 

d a n s l e s c ell ul e s c a n c ér e u s e s e x pri m a nt c o nj oi nt e m e nt M EI O B et S P A T A 2 2. 

L ’  x pr  s s o n   t o p q u      M EI O B  t S P A T A 2 2   n s l  s   n   r s p o urr ait i n d uir e l a 

pr é s e n c e d e p art e n air e s d e R P A c a p a bl e s d e m o difi er/ p ert ur b er l e s i nt er a cti o n s 

( pr ot éi q u e s et/ o u A D N) d e R P A et d o n c l e s f o n cti o n n alit é s d u c o m pl e x e R P A. M EI O B 

et S P A T A 2 2 p o urr ai e nt d ér é g ul er l e m ét a b oli s m e d e R P A ; et ai n si i nfl u e n c er l e s 

r ôl e s d e R P A, n ot a m m e nt e n pr ol f  r  t o n  t/ o u r  p  r  t o n   s  o m m    s    l’ A D N  

et d o n c i m p a ct er l a s ur vi e c ell ul air e .  

L a pr é s e n c e d e M EI O B et S P A T A 2 2 p o urr ait p ert ur b er l e s i nt er m é di air e s 

r é pli c atif s pri s e n c h ar g e p ar R P A et i n hi b er l a c a p a cit é pr olif ér ati v e d e s c ell ul e s 

(t o xi cit é) o u bi e n ai d er R P A et f a v ori s er l a pr olif ér ati o n d e s c ell ul e s c a n c ér e u s e s 

( pr olif ér ati o n cl o n al e). L e s c ell ul e s p o urr ai e nt a c q u érir u n e t ol ér a n c e à l a pr é s e n c e d e 

M EI O B et S P A T A 2 2 et a d a pt er l e ur c o m p ort e m e nt. D e f a ç o n si mil air e, l a pr é s e n c e 

d e M EI O B et S P A T A 2 2 p o urr ait m o difi er/ p ert ur b er l e s i nt er m é di air e s pri s e n c h ar g e 

p ar R P A l or s d e l a r é p ar ati o n d e s  o m m    s à l’ A D N.  C e s d ér é g ul ati o n s p o urr ai e nt 

n o t a m m e nt i n d uir e l a m o difi c ati o n d e l a b al a n c e e ntr e l e s v oi e s d e r é p ar ati o n 

( N H E J/ R H), l a m o difi c ati o n d e s pr o d uit s d e r é p ar ati o n et d e s c a p a cit é s d e r é p o n s e 

a u x diff ér e nt s str e s s d e l’ A D N  r  pl   t f s  t  o m m    s à l’A D N) .  

L’  n s  m  l     s m o   f   t o n s  u m ét a b oli s m e d e R P A i n d uit e s 

p ot e nti ell e m e nt p ar l a pr é s e n c e d e M EI O B et S P A T A 2 2 p arti ci p er ait à l’ n st    l t   

g é n éti q u e d e s c ell ul e s c a n c ér e u s e s et  p o urr ait i nfl u e n c er l a s e n si bili s ati o n d e s 

c ell ul e s a u x  a g e nt s g é n ot o xi q u e s. M EI O B et S P A T A 2 2 a p p ort er ai e nt d o n c d e s 

s p    f   t  s  u x   ll ul  s   n   r  u s  s p  r m  tt  nt  ’    pt  r l   tr   t  m  nt  nt -

c a n c ér e u x d e s p ati e nt s pr é s e nt a nt c e t y p e d e c a n c er.  
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O b j e ctif s d e t h è s e 

C e s tr a v a u x d e t h è s e o nt e u p o ur b ut d e s p é cifi er l e s r ôl e s d e M EI O B et 

S P A T A 2 2 a u c o ur s d e l a r e c o m bi n ai s o n m éi oti q u e afi n d e mi e u x c o m pr e n dr e 

c o m m e nt il s p arti ci p e nt à l a s p é ci ali s ati o n d e l a r e c o m bi n ai s o n m éi oti q u e. C e s 

tr a v a u x o nt a u s si p ort é s s ur l a c ar a ct éri s at o n    l’  x pr  s s o n   t o p q u   d e M EI O B et 

S P A T A 2 2 et l a   t  r m n  t o n    l’ nfl u  n    p ot  nt  ll        tt    x pr  s s o n s ur l   

c o m p ort e m e nt d e s c ell ul e s.  
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R é s ult at s 

L a d é c o u v ert e et l a c ar a ct éri s ati o n d e n o u v e a u x f a ct e ur s s p é cifi q u e s d e l a 

m éi o s e e s s e nti el s à l a r e c o m bi n ai s o n m éi oti q u e c h e z l e s m a m mif èr e s p er m ett e nt 

u n   m   ll  ur    o m pr    n s o n       m    n s m  . A u  o ur s    m   t  è s    j’       r     

e n p arti c uli er à c o m pr e n dr e c o m m e nt M EI O B et S P A T A 2 2, d e u x f a ct e ur s s p é cifi q u e s 

d e l a m éi o s e, p arti ci p e nt à l a s p é ci ali s ati o n d e l a R H e n m éi o s e. E n pl u s d e l e ur 

e x pr e s si o n s p é cifi q u e d a n s l e s c ell ul e s g er mi n al e s, d e n o m br e u x g è n e s m éi oti q u e s 

s o nt e x pri m é s d a n s c ert ai n s c a n c er s et a p p el é s g è n e s C a n c er T e sti s A nti g e n s, d o nt 

f o nt p arti e M EI O B  et S P A T A 2 2 . J’       r     à m  u x  o m pr  n  r    o m m  nt   tt   

e x pr e s si o n e ct o pi q u e d e M EI O B  et S P A T A 2 2  p o urr ai e nt i nfl u e n c er l e pr o c e s s u s 

c a n c ér e u x d e c e s c ell ul e s.  

- L e s f o n cti o n n alit é s d e M EI O B et S P A T A 2 2 e n r e c o m bi n ai s o n m éi oti q u e : 

N o u s a v o n s c h er c h é à ét a y er l e s diff ér e nt e s f o n cti o n n alit é s d u c o m pl e x e 

M EI O B- S P A T A 2 2 a u c o ur s d e l a r e c o m bi n ai s o n m éi oti q u e e n c o m bi n a nt d e s 

a p pr o c h e s i n vi v o et i n vitr o. N ot a m m e nt n o u s a v o n s c h er c h é à d ét er mi n er ( 1) 

c o m m e nt l e c o m pl e x e M EI O B- S P A T A 2 2 a git e n c oll a b or ati o n a v e c l e c o m pl e x e 

u   q u t   r    t  s s  nt  l q u’  st R P A  u  o ur s    l   r   o m   n   s o n m   ot q u    t  2) 

c o m m e nt M EI O B, S P A T A 2 2 et R P A i nt er a gi s s e nt. 

L e pr e mi er arti cl e pr é s e nt é d a n s c ett e t h è s e p ort e s ur l a c ar a ct éri s ati o n d u 

p   n ot y p    ’ u n n o u v   u m ut a nt p o n ct u el d e S p at a 2 2  c h e z l a s o uri s g é n ér é p ar l e 

l a b or at oir e d u Dr K e e n e y et d o nt l a  m ut ati o n e st l o c ali s é e e n r é gi o n N-t er mi n al e d e 

S P A T A 2 2. L a f o n cti o n n alit é d e l a r é gi o n N- t  r m n  l    st m  l  o n n u  . L’  t u          

n o u v e a u m ut a nt p o n ct u el e n c oll a b or a t o n  v    l’  q u p    u Dr K   n  y  v   t p o ur  ut 

d e pr é ci s er l e r ôl e d e c ett e r é gi o n N-t er mi n al e d e S P A T A 2 2 et d e c ar a ct éri s er s o n 

i m p ort a n c e e n R H m éi oti q u e. L a l o c ali s ati o n et l a n at ur e d e l a m ut ati o n l ai s s ai e nt 

s u p p o s er q u e n o u s a vi o n s aff air e à u n e m ut ati o n n o n- s  n s. Or  l’  t u      s tr  n s  r t s 

pr o  u t s p  r l    è n   m ut     r  v  l   q u   l   m ut  t o n  ff   t   t l’  p s s       o ut s s  nt à 

u n e m ut a nt n ul. Bi e n q u e l e p h é n ot y p e d e n o s m ut a nt s s oit si mil air e à c el ui d e s 

s o uri s n ull e s S p at a 2 2 -/- o u  M ei o b-/-, n o u s a v o n s  o nf r m   l’ m p ort  n    i n vi v o d e l a 

pr é s e n c e d e M EI O B et S P A T A 2 2 d a n s l a pr o gr e s si o n c orr e ct e d e l a R H m éi oti q u e. 

C  tt    t u       u s s  p  r m s  ’  t  y  r l  s r ôl  s p ot  nt  l s    M EI O B  t S P A T A 2 2  n 
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r   om   n   s o n m   ot q u  . Et  n o u s  v o n s    o u v  rt l’  x st  n    d e s é q u e n c e s 

r   ul  tr   s    l’  p s s       p p  l   s E S E  E x o n   S pl   n   E n   n   r)    n s u n  è n   

d e m éi o s e c h e z l a s o uri s.  

L e d e u xi è m e arti cl e p ort e s ur l a c ar a ct éri s ati o n str u ct ur ell e d e M EI O B et 

S P A T A 2 2  l     t  r m n  t o n   s m o   l t  s  ’ nt  r   t o n  ntr   M EI O B, S P A T A 2 2 et 

R P A et d e l a f o n cti o n n alit é d e c e s i nt er a cti o n s. C et arti cl e p ort e s ur l e s tr a v a u x d e 

t  è s   m  n  s p  r l   Dr R    r o  t j’    p  rt   p   à l   f n  l s  t o n      l u - ci. N o u s a v o n s 

mi s e n é vi d e n c e d e s si milit u d e s str u ct ur al e s d e M EI O B et S P A T A 2 2 a v e c l e s s o u s-

u nit é s R P A 1 et R P A 2, r e s p e cti v e m e nt, d u c o m pl e x e R P A. E n s e b a s a nt s ur c e s 

si milit u d e s, n o u s a v o n s d é m o ntr é q u e M EI O B et S P A T A 2 2  i nt er a gi s s e nt vi a l e ur s 

d o m ai n e s C-t er mi n a u x et q u e M EI O B et S P A T A 2 2 c oll a b or e nt p o ur i nt er a gir a v e c l e 

c o m pl e x e R P A. C ett e ét u d e a p er mi s d e pr o p o s er u n e str u ct ur e d u c o m pl e x e 

M EI O B- S P A T A 2 2 et d e s f o n cti o n n alit é s d e c e c o m pl e x e e n r e c o m bi n ai s o n 

m éi oti q u e. 

L   tr o s è m    rt  l   p ort   s ur l’  t u    f o n  t o n n  ll    ’ u n   m ut  t o n p o n  t u  ll      

M EI O B r etr o u v é e c h e z d e u x s œ ur s  tt   nt  s  ’ n s uff s  n    o v  r  n n   pr  m  t ur    

 I O P)  s s u  s  ’ u n   f  m ll    o n s  n  u n  . C  tt   m ut  t o n  n  u t u n  p s s      lt  r n  t f 

d u tr a n s crit d e M EI O B  a b o uti s s a nt à l a d él éti o n d e l a m aj orit é d u d o m ai n e C-

t er mi n al e d e M EI O B. N o u s a v o n s p arti ci p é à c ett e ét u d e e n c oll a b or ati o n a v e c l e 

l   or  t o r    u Dr V   t    t  v o n s   m o ntr   q u     tt   f or m   tr o n q u       M EI O B n’  st 

pl u s   p   l    ’ nt  r    r  v    s o n p  rt  n   r   S P A T A 2 2. C  tt    t u      m s  n 

 v   n    l’ m p ort  n    i n vi v o    l’ nt  r   t o n  ntr   M EI O B  t  S P A T A 2 2. 

L’  n s  m  l        s  t u   s o nt  o ntr  u   s à pr o p o s  r   ff  r  nt s r ôl  s  u 

c o m pl e x e M EI O B- S P A T A 2 2 a u c o ur s d e l a r e c o m bi n ai s o n m éi oti q u e. 

- L e s f o n cti o n n alit é s p ot e nti ell e s d e M EI O B et S P A T A 2 2 d a n s c ert ai n s 

c a n c er s : 

N o u s a v o n s c h er c h é à mi e u x c o m pr e n dr e l e s f o n cti o n n alit é s p ot e nti ell e s d e 

l’  x pr  s s o n   t o p q u      M EI O B  et S P A T A 2 2  d a n s c ert ai n s c a n c er s. N ot a m m e nt, 

j’      r   t  r s     tt    x pr  s s o n   t o p q u   p  r   s  p pr o    s i n silli c o  t j’     n t   

l’  t u       l’ nfl u  n         tt    x pr  s s o n   t o p q ue s ur l e c o m p ort e m e nt d e s c ell ul e s 

c a n c ér e u s e s.  
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P o ur   l    j’     n  l y s   l’  x pr  s s o n   s tr  n s  r t s M EI O B  et S P A T A 2 2  à p artir 

d e s d o n n é e s d e s é q u e n ç a g e s tr a n s cri pt o mi q u e s a c c e s si bl e s e n li g n e pr o v e n a nt d e 

diff ér e nt s ti s s u s t u m or a u x i s s u s d e p ati e nt s et d e s l  n   s   n   r  u s  s. J’    m s  n 

é vi d e n c e q u e M EI O B  et S P A T A 2 2  o nt u n e e x pr e s si o n pr éf ér e nti ell e m ut u ell e m e nt 

e x cl u si v e m ai s q u e c ert ai n e s t u m e ur s l e s e x pri m e nt c o nj oi nt e m e nt. N o u s a v o n s 

a u s si m o ntr é q u e l a s ur e x pr e s si o n d e M EI O B et S P A T A 2 2 s e m bl e m o difi er l e 

c o m p ort e m e nt pr olif ér atif d e s c ell ul e s. C e s r é s ult at s c o n stit u e nt d e s d o n n é e s 

pr  l m n   r  s  t n    s s t  nt  ’ êtr    p pr of o n    s.  

J’      v  l o p p     s  o n str u  t o n s pl  s m   q u  s n    s s   r  s à l’  t   l s s  m  nt 

 ’ u n   l  n    st   l    n  u  t  l   p o ur l’  x pr  s s i o n d e M EI O B et S P A T A 2 2. C ett e li g n é e 

st   l   p  r m  ttr    ’  p pr of o n   r l’  t u       l’ nfl u  n       l’  x pr  s s o n   t o p q u      

M EI O B et S P A T A 2 2 s ur l e c o m p ort e m e nt d e s c ell ul e s c a n c ér e u s e s. N ot a m m e nt, ell e 

p  r m  ttr    ’  v  l u  r l’ m p   t    l’  x pr  s s o n   t o p q u    e M EI O B et S P A T A 2 2 s ur l e s 

  p    t  s pr ol f  r  t v  s  l  s   p    t  s    r  p  r  t o n    l’ A D N  t l’ n st    l t     n  t q u   

d a n s c e s c ell ul e s.  

C  s r  s ult  t s pr  l m n   r  s s u   èr  nt q u   l’  x pr  s s o n   t o p q u      M EI O B  t 

S P A T A 2 2 p o urr ait i nfl u e n c er l a d y n a mi q u e d e s c ell ul e s c a n c ér e u s e s. 
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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 Spata22 that we isolated in a forward genetic

screen. shanimutant mice phenocopy Spata22-null andMeiob-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 shanimutation lies within a Spata22

coding exon andmolecular characterization shows that it leads to incorrect splicing of the Spata22mRNA, ultimately resulting in

no detectable SPATA22 protein.We propose that the shanimutation alters an exonic splicing enhancer element (ESE) within the

Spata22 transcript. The affectedDNA nucleotide is conserved inmost tetrapods examined, suggesting that the splicing regulation

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

Keywords Meiosis . Gametogenesis . Meiotic recombination . Splicing .MEIOB

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, DMC1, the meiosis-specific

strand-exchange protein, along with its ubiquitously

expressed paralog, RAD51, 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 individualmolecular 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

YTHDC2 (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).

Spata22shani/shani homozygote mice are both female- and

male-sterile.We show that Spata22shani/shanimutant 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

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

et al. 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 G3males

screened (Fig. 1b) showed a 69.6% reduction in testes-to-

body-weight ratio compared to littermates (mean ratios were

0.21% for shanimutants and 0.69% for wild-type and hetero-

zygous animals; p < 0.01, one-sided t 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). Spata22

RNA is expressed predominantly in the adult testis (Fig. 2d)
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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 Spata22 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. 2e). 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.

2e) 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.

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).

Spata22shani/shani mutants 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

Spata22shani allele. Heterozygotes had normal fertility and

transmitted the shani mutation in a Mendelian ratio (21.4%

Spata22+/+, 49.7% Spata22shani/+ and 28.7% Spata22shani/

shani from heterozygote × heterozygote crosses; n = 219 mice;

p = 0.31, chi-squared test). Spata22shani/shani animals did not

display obvious somatic defects. However, homozygous mu-

tant males and females were sterile: none of the three

Spata22shani/shani 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 Spata22shani/shani were

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. 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/NJ 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

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. c Testes-to-

body-weight ratios for G3mice screened (listed in b). Total number of G3

mice screened (n) is indicated and shani mutants (a � , a � � , a� � � , b � ) are

annotated
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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 Dmc1 � / �

(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 Spata22shani/shani 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.

Spata22shani/shani spermatocytes are defective
in meiotic DSB repair and chromosome synapsis

Our initial findings showed that Spata22shani/shani 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).

Spata22shani/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). Spata22shani/shani 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 SYCP1, a SC central region protein (de Vries

et al. 2005; Zickler and Kleckner 2015). In wild type,

SYCP1 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 Spata22shani/shani 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 Spata22shani/shani spermatocytes possessed

� 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 c� , c� � , 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 Chr11 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. c 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 shanimutation. 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 (Crocodil ia) , f ishes (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 Spata22.

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
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a mix of partially synapsed, fully synapsed and asynaptic

chromosomes, along with chromosome tangles (i.e., a mix

of synapsed and unsynapsed axes with partner switches

indicative of nonhomologous synapsis; Fig. 4b). These
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patterns are typical of recombination- and synapsis-defective

mutants such as Dmc1� /� (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

Spata22shani/shani spermatocytes 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 Spata22shani/shani

mutants

To evaluate the molecular characteristics of the

Spata22shani/shani 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 DMC1 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, DMC1 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 Spata22shani/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.

5a, b; mean foci count of mid zygonema and late zygonema-

like Spata22shani/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). Spata22shani/shani DMC1

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 ubiq-

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. 5c, d). Spata22shani/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 Spata22shani/shani =

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; DeMuyt 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. 5e, f). In contrast to wild

type, Spata22shani/shani had bright and numerous BLM foci

on chromosome axes (Fig. 5e, f). 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

Spata22shani/shani = 55). Our results suggest that in

Spata22shani/shani, either 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

Spata22shani/shani.

� 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 Spata22shani/shani 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). c

Quantification of TUNEL assays performed on testis sections of

Spata22shani/shani mutants 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 Spata22shani/shani 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 � m and 50 � m, respectively
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SPATA22 protein is not detected in Spata22shani/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).

SPATA22 patterns are similar to those for MEIOB, as

expected for members of a protein complex (Luo et al. 2013;

Souquet et al. 2013).

Since the meiotic recombination defect and spermatocyte

arrest in Spata22shani/shani 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 Spata22shani/

shani littermates (Fig. 6c). On spread spermatocyte chromo-

somes, whereas SPATA22 foci were visible along axes in
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wild type, similarly staged cells from Spata22shani/shani litter-

mates showed only weak background staining that did not

overlap with axes (Fig. 6d, left panels).

To discern whether the lack of staining in Spata22shani/shani

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).

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 Spata22shani/shani spermatocytes (Fig. 6d,

right panels). We conclude that the meiotic recombination

defect in Spata22shani/shani 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 Spata22 mRNA by

reverse transcription-PCR (RT-PCR) using primers directed

to the 5� and 3� UTRs (primer set X; Fig. 7a, b). Spata22+/+,

Meiob+/+, and Meiob+/� adult testes yielded a 1239-bp band,

consistent with the predicted length of wild-type Spata22
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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-
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mRNA. PCR products from Spata22shani/shani 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 Spo11� /� mice that lack

DSB formation and show a similar arrest as Spata22shani/shani

(Baudat et al. 2000; Romanienko and Camerini-Otero 2000).

Spata22 mRNA regions A and C had reduced amplifica-

tion in 12 dpp-old Spata22shani/shani (relative quantities were

0.31 and 0.42, respectively; Fig. 7c) while control meiotic

transcripts were normal (Dmc1, Sycp3, Meiob and Vasa;

Fig. 7c), suggesting that Spata22 mRNA level is decreased

in Spata22shani/shani. All transcripts assayed were normal in 12

dpp-old Spo11� /� mice, confirming that the reduced amplifi-

cation of Spata22 mRNA is not due to spermatogenic arrest.

Intriguingly, Spata22mRNA region B did not yield an ampli-

fication product in 12 dpp-old Spata22shani/shani (Fig. 7c).

We performed Sanger sequencing on the wild-type

Spata22 cDNA and shorter variant produced in Spata22shani/

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

of 99 amino acids and ~ 11 kDa, with the N-terminal 57 amino

acids of wild type sequence (black in Fig. 7e) 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 Spata22shani/shani, 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 Spata22 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. Spata22shani/shani 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 shanimutation and show that it leads to defective splicing

of the Spata22 RNA, ultimately resulting in loss of detectable

SPATA22 protein. Consistent with this, Spata22shani 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;

� Fig. 6 SPATA22 localization and protein levels in wild-type and

Spata22shani/shani 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). c SYCP3 and SPATA22 immunofluorescence on testis sections

from 11-month-old Spata22shani/shani 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

Spata22shani/shani. Representative chromosome spreads with similar

SYCP3 profiles are shown (late zygonema for Spata22+/+ and cells

arrested at late zygonema-like for Spata22shani/shani). eWestern blot anal-

ysis of SPATA22 protein levels in whole-testis lysates from two 16-dpp

Spata22shani/shani and a wild-type littermate. Scale bars represent 10 � m in

a, c, d
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Ribeiro et al. 2016) and domain architectures of both proteins

resemble those of RPA subunits (Luo et al. 2013; Ribeiro et al.

2016; Ribeiro et al. 2018). Also, both proteins interact and

colocalize with RPA subunits (Luo et al. 2013; Souquet
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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 shanimutation (asterisk) and RT-PCR primers. Boxes

represent exons with coding regions shown as filled boxes and lines

represent introns. Primers XF (green; spanning exon-exon junction be-

tween exons 1 and 2) and XR (green; located within exon 9) flank the

Spata22 coding region, primers AF and AR (pink; located within exons 1

and 2, respectively) flank the exon-exon junction between exons 1 and 2,

primers BF (fuchsia; located within exon 3) and BR (fuchsia; spanning

exon-exon junction between exons 3 and 4) amplify the exon-exon junc-

tion region between exons 3 and 4, primers CF and CR (blue) are located

within exon 7. b RT-PCR analysis of Spata22 in whole-testis RNA sam-

ples extracted from two 3-month-old Spata22shani/shani 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. c Quantitative RT-PCR

analysis of whole-testis RNA samples from 12-dpp Spata22shani/shani and

12-dpp Spo11� /� mice. Data points represent individual mice normalized

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 Spata22shani/shani. Spata22 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

Spata22shani/shani. Wild-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
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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 Spata22shani/shani and these

foci decrease in number as prophase progresses in mice lack-

ing SPATA22; this was also shown previously for DMC1 and

RAD51 in mice lacking MEIOB and for RAD51 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, DMC1 foci numbers decrease faster than in wild

type (this manuscript and Souquet et al. (2013))). This was

also observed for RAD51 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 toMEIOBmutants

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 DMC1 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 ssDNA 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).

MEILB2 interacts with BRCA2, which promotes RAD51/

DMC1 nucleoprotein filament formation, andMeilb2� /� mei-

otic cells fail to form RAD51/DMC1 foci (Brandsma et al.

2019; Zhang et al. 2019). The authors propose that

SPATA22-MEIOB may be involved in MEILB2 and

BRCA2 recruitment to DNA, which would then facilitate

RAD51/DMC1 loading (Zhang et al. 2019). This model pre-

dicts that RAD51/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 DMC1 foci we

detect at any of these stages are properly organized, stable or

functional. Our results support the idea that RAD51/DMC1

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 Spata22 gene

expression. The shani mutation alters nucleotide sequences

within exon 4 that are crucial for accurate splicing of

Spata22. 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 Š 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.

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 MnlI (NEB) or BstNI (NEB). The

shani mutation eliminates an MnlI 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

performedwhole-exome sequencing on five G3 shanimutants

(a� � in Fig. 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 shanimutant 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 shanimutant

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 posit ions:

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, l iver 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 intest ine

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.

Spata22 nucleotide sequences were obtained from

Ensembl or NCBI. Nucleotide sequence of mouse Spata22 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),

p l a t y pu s (ENSOANE00000227841 ) , e l e p h an t

(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 Š
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 Spata22 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 Š 20 °C.

Immunofluorescence

Chromosomes spreads or testis sections were incubated

in blocking buffer (1× 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 1× 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

1× 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 20×/0.8 NA

air objective. Images were produced and analyzed using

the Pannoramic Viewer sof tware (3DHis tech) .

Immunofluorescence images of testis sections were pro-

duced using an SP8 confocal microscope (Leica

Microsystems) with 63×/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/ � l 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 seq1 … seq5 primers.

Primer sequences are provided in Table S2.

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 2Š � � Ct 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 � � Ct values and 2Š � � Ct values

are plotted as relative quantity values (Fig. 7c). For 12 dpp

Spata22shani/shani, four litters containing one mutant and one

wild type each were analyzed. For 12 dpp Spo11� /� , 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 pCMV6-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% CO2 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 10min at medium power (30 s on, 30 s

off) and centrifuged at 16,200×g for 10min at 4 °C. For whole

cell protein extraction from HEK-293 cells, cells were lysed

under native conditions by homogenization in 1× cell lysis

buffer (Cell Signaling) supplemented with Complete protease

inhibitor tablet (Roche), 1 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 16,200×g for 10 min at 4 °C.

Protein samples were supplemented with Laemmli buffer and

dithiothreitol, boiled for 5min and separated by SDS-PAGEon a

10% gel. Proteins were transferred onto a polyvinylidene

difluoride membrane. Membranes were blocked in PBST (1×

PBSwith 0.05%Tween-20) supplementedwith 5% non-fat milk

for 1 h at room temperature, incubatedwith 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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A bstr a ct 

 

D u ri n g m ei osi s, p r o g r a m m e d d o u bl e-st r a n d b r e a ks a r e r e p ai r e d b y h o m ol o g o us r e c o m bi n ati o n 

( H R) t o f o r m c r oss o v e rs t h at a r e ess e nti al t o h o m ol o g o us c h r o m os o m e s e g r e g ati o n. Si n gl e-

st r a n d e d D N A ( ss D N A) c o nt ai ni n g i nt e r m e di at es a r e k e y f e at u r es of H R, w hi c h m ust b e hi g hl y 

r e g ul at e d. R P A, t h e u bi q uit o us ss D N A bi n di n g c o m pl e x, w as t h o u g ht t o pl a y si mil a r r ol es 

d u ri n g mit oti c a n d m ei oti c H R u ntil t h e r e c e nt dis c o v e r y of M EI O B a n d it s p a rt n e r, 

S P A T A 2 2 — t w o ess e nti al m ei osis-s p e cifi c p r ot ei ns. H e r e, w e s h o w t h at li k e M EI O B, S P A T A 2 2 

r es e m bl es R P A s u b u nit s a n d bi n ds ss D N A. W e st u di e d t h e p h ysi c al a n d f u n cti o n al i nt e r a cti o ns 

e xi sti n g b et w e e n M EI O B, S P A T A 2 2, a n d R P A , a n d s h o w t h at M EI O B a n d S P A T A 2 2 i nt e r a ct 

wit h t h e p r ef o r m e d R P A c o m pl e x t h r o u g h t h ei r i nt e r a cti n g d o m ai n a n d c o n d e ns e R P A- c o at e d 

ss D N A i n vitr o. I n m ei oti c c ells, w e s h o w t h at M EI O B a n d S P A T A 2 2 m o dif y t h e 

i m m u n o d et e cti o n of t h e t w o l a r g e s u b u nit s of R P A. Gi v e n t h es e r es ults, w e p r o p os e t h at 

M EI O B – S P A T A 2 2 a n d R P A f o r m a f u n cti o n al ss D N A-i nt e r a cti n g c o m pl e x t o s ati sf y m ei oti c 

H R r e q ui r e m e nt s b y p r o vi di n g s p e cifi c p r o p e rti es t o t h e ss D N A. 

 

K e y w or ds: m ei osis; m ei oti c r e c o m bi n ati o n; g a m et o g e n esis; O B d o m ai n 

  



 
 

 
 

1. I n t r o d u cti o n 

Si n gl e-str a n d e d D N A ( ss D N A) is g e n er at e d d uri n g D N A r e pli c ati o n, r e p air, a n d 

h o m ol o g o us r e c o m bi n ati o n ( H R) a n d is a k e y pl a y er f or pr o p er c o m pl eti o n of t h es e pr o c ess es 

[ 1]. D ysf u n cti o n al H R l e a ds t o g e n o m e i nst a bilit y, c a n c er d e v el o p m e nt, a n d m al e a n d f e m al e 

i nf ertilit y. D uri n g H R, ss D N A is pr o d u c e d at diff er e nt st e ps [ 1]. Aft er d o u bl e-str a n d br e a ks 

( D S B) f or m ati o n, e n ds ar e r es e ct e d t o fr e e 3'-ss D N A t ail s, w hi c h ar e t h e n c o at e d b y t h e R e c A 

f a mil y r e c o m bi n as es t o pr o m ot e t h e i n v asi o n of h o m ol o g o us s e q u e n c es. T his i n v asi o n 

i n d u c es dis pl a c e m e nt of t h e n o n c o m pl e m e nt ar y str a n d of t h e t e m pl at e D N A, g e n er ati n g a 

l o o p of ss D N A. T h e dis pl a c e m e nt l o o p ( D-l o o p) c a n eit h er b e r e v ers e d or st a bili z e d. 

D e p e n di n g o n t h e D-l o o p o ut c o m e, r e c o m bi n ati o n i nt er m e di at es gi v e ris e t o cr oss o v er or n o n-

cr oss o v er pr o d u cts t h at ar e, r es p e cti v el y, ass o ci at e d or n ot t o r e ci pr o c al e x c h a n g es of 

c hr o m os o m e ar ms. I n d e e d, D-l o o p r e v ersi o n l e a ds t o d o u bl e-str a n d br e a k r e p air b y s y nt h esis-

d e p e n d e nt str a n d a n n e ali n g ( S D S A) a n d n o n- cr os s o v er pr o d u ct, w h er e as D-l o o p st a bili z ati o n 

l e a ds t o t h e f or m ati o n of a d o u bl e H olli d a y j u n cti o n r es ol v e d as cr oss o v er or n o n- cr oss o v er 

pr o d u cts. [ 2]. Mit oti c a n d m ei oti c H R diff er i n t h at mit oti c H R m ai nl y o c c urs b et w e e n sist er 

c hr o m ati ds a n d g e n er at es m ostl y n o n- cr oss o v ers pr o d u cts, w h er e as m ei oti c H R o c c urs 

b et w e e n h o m ol o g o us c hr o m os o m es wit h t h e o bli g ati o n t o f or m at l e ast o n e cr oss o v er p er 

bi v al e nt, ess e nti al f or c hr o m os o m e s e gr e g ati o n d uri n g t h e first m ei oti c di vi si o n i n m ost 

or g a nis m s. M ei oti c H R r eli es o n t h e c o m bi n e d a cti o n of u bi q uit o us a n d m ei osi s-s p e cifi c 

f a ct ors. T h er ef or e, st u d yi n g p h ysi c al a n d f u n cti o n al i nt er a cti o ns of u bi q uit o us a n d m ei osi s-

s p e cifi c f a ct ors is ess e nti al f or pr o p er u n d erst a n di n g of m ei oti c H R. 

D uri n g mit oti c H R, t h e m ai n ss D N A bi n di n g pr ot ei n, r e pli c ati o n pr ot ei n A ( R P A), a n 

ess e nti al a n d e v ol uti o n aril y c o ns er v e d tri m eri c c o m pl e x c o m p os e d of R P A 1, R P A 2, a n d 

R P A 3, bi n ds r es e ct e d D N A t o pr e v e nt d e gr a d ati o n a n d s e c o n d ar y str u ct ur e f or m ati o n [ 3– 5] . 

N e xt, R P A is r e pl a c e d b y t h e R A D 5 1 r e c o m bi n a s e t o f or m t h e pr es y n a pti c r e c o m bi n o g e ni c 

fil a m e nt [ 6]. D uri n g str a n d i n v asi o n, R P A c a n als o sti m ul at e R A D 5 1- d e p e n d e nt str a n d 

e x c h a n g e b y c o ati n g a n d st a bili zi n g t h e D-l o o p t o pr e v e nt it s dis m a ntl e m e nt [ 7, 8]. B esi d e it s 

str u ct ur al r ol e wit h ss D N A, R P A i nt er a cts wit h n u m er o us f a ct ors t o r e g ul at e D N A 

m et a b oli s m [ 9]. 

W e a n d a n ot h er gr o u p i d e ntifi e d M EI O B ( M EI osis S p e cifi c Wit h O B D o m ai ns), a 

c o ns er v e d m ei oti c p ar al o g of R P A 1 [ 1 0, 1 1]. S e v er al li n es of e vi d e n c e s u g g est t h at d uri n g 

m ei osi s, M EI O B f or ms a c o m pl e x wit h S P A T A 2 2, a m ei osi s-s p e cifi c f a ct or wit h u n k n o w n 

f u n cti o n [ 1 1]. R e gi o ns i n v ol v e d i n M EI O B– S P A T A 2 2 i nt er a cti o ns h a v e b e e n i d e ntifi e d b y 

o v er- e x pr essi n g tr u n c at e d f or ms of t h e m uri n e pr ot ei ns i n h u m a n c ell s [ 1 2]. I n r o d e nts, t h e 



 
 

 
 

a bs e n c e of M EI O B or S P A T A 2 2 c a us es st erilit y i n m al es a n d f e m al es as a r es ult of t h e 

a c c u m ul ati o n of u nr e p air e d D S Bs d uri n g m ei oti c pr o p h as e I [ 1 0, 1 1, 1 3, 1 4] . I n vi v o a n al ysis of 

m ei oti c c hr o m os o m es s h o w e d t h at M EI O B a n d S P A T A 2 2 c ol o c ali z e wit h t h e s u b u nits of 

R P A d uri n g m ei oti c pr o p h as e I pr o gr essi o n, s u g g esti n g t h at M EI O B – S P A T A 2 2 a n d R P A 

c o ul d w or k t o g et h er. H o w e v er, w h et h er M EI O B – S P A T A 2 2 i nt er a cts wit h t h e pr ef or m e d 

R P A c o m pl e x a n d t h e p ut ati v e r ol e of t hi s i nt er a cti o n d uri n g m ei oti c H R r e m ai n u n k n o w n.  

I n t hi s w or k, w e d e m o nstr at e t h at M EI O B a n d S P A T A 2 2 s h ar e str u ct ur al f e at ur es a n d 

i nt er a cti o n p att er ns wit h t h e R P A s u b u nit s, a n d s h o w t hat  t h e C-t er mi n al O B-f ol d (fi v e- or 

si x-str a n d e d cl os e d β - b arr els)- c o nt ai ni n g d o m ai ns of M EI O B a n d S P A T A 2 2 ar e s uffi ci e nt f or 

t h eir i nt er a cti o n. W e als o d e m o nstr at e t h at t his M EI O B– S P A T A 2 2 i nt er a cti n g d o m ai n is 

m a n d at or y t o i nt er a ct wit h t h e pr ef or m e d R P A c o m pl e x. Fi n all y, w e s h o w t h at M EI O B –

S P A T A 2 2 c h a n g es t h e c o nf or m ati o n of t h e R P A- c o at e d ss D N A i n vit r o a n d alt er 

i m m u n o d et e cti o n of t h e R P A s u b u nit s i n vi v o, s u g g esti n g t h at t h e M EI O B– S P A T A 2 2 

c o m pl e x w or ks wit h R P A t o pr o vi d e s p e cifi c pr o p erti es t o s s D N A- c o nt ai ni n g H R 

i nt er m e di at es ess e nti al f or m ei oti c H R. Alt o g et h er, o ur r es ult s pr o vi d e n e w i nsi g hts i nt o t h e 

pr o p erti es a n d r ol es of M EI O B a n d S P A T A 2 2 a n d h o w m ei osi s-s p e cifi c pr ot ei ns c a n i nt er a ct 

wit h u bi q uit o us pr ot ei ns t o s p e cif y h o m ol o g o us r e c o m bi n ati o n d uri n g m ei o sis.  

  



 
 

 
 

2. R e s ults 

 

M EI O B a n d S P A T A 2 2 s h ar e str u ct ur al f e at ur e s wit h s u b u nit s of t h e R P A c o m pl e x 

 

  Cr yst al str u ct ur es h a v e b e e n s ol v e d f or p orti o ns of t h e R P A c o m pl e x fr o m v ari o us s p e ci es 

[ 1 5– 1 8]. W e pr e vi o usl y s h o w e d t h at M EI O B i s a p ar al o g of R P A 1 [ 9, 1 0], t h e l ar g est s u b u nit of t h e 

tri m eri c R P A c o m pl e x. I n d e e d, M EI O B p oss es s e s t hr e e O B-f ol d- c o nt ai ni n g d o m ai ns ( O B C Ds) 

c o nsisti n g of a n O B-f ol d (fi v e- or si x-str a n d e d cl os e d β - b arr el s) a n d s u p pl e m e nt ar y s e c o n d ar y 

str u ct ur es. W e m o d el e d t h e str u ct ur e of h u m a n M EI O B ( Hs M EI O B) usi n g t h e pr ot ei n str u ct ur e 

pr e di cti o n s er v er R a pt or X [ 1 9], w hi c h s el e ct e d R P A 1 fr o m Ustil a g o m a y di s  ( U m R P A 1) as t h e b est 

t e m pl at e ( Fi g. 1 A) [ 1 8]. Str u ct ur e pr e di cti o n r e v e al e d t h e pr es e n c e of a zi n c ri b b o n, a h eli x-t ur n- h eli x 

m otif, a n d a c-t er mi n al h eli x i n t h e pr e di ct e d O B C D 3 of M EI O B ( Fi g. 1 A; Hs M EI O B). T h es e s p e cifi c 

f e at ur es ar e al s o pr es e nt i n t h e O B C D 1 of R P A 1 

Gi v e n t h e str o n g str u ct ur al si mil ariti es b et w e e n M EI O B a n d R P A 1, w e as k e d w h et h er 

S P A T A 2 2 al s o p oss es s es si mil ariti es t o R P A s u b u nits. T h e R a pt or X s er v er s el e ct e d U m R P A 2 fr o m 

Ustil a g o m a y dis  as t h e b est t e m pl at e t o m o d el t h e str u ct ur e of S P A T A 2 2 a n d pr e di ct e d t h e pr es e n c e of 

a si n gl e O B C D i n t h e C-t er mi n al p art of h u m a n S P A T A 2 2 ( Hs S P A T A 2 2) ( Fi g. 1 B, l eft p a n el) [ 1 9] . 

Fi g ur e 1 B hi g hli g ht s t h e str u ct ur al si mil ariti es b et w e e n Hs S P A T A 2 2 a n d Hs R P A 2 [ 2 0]. Of n ot e, t h e 

O B C D i s pr e di ct e d t o c o nt ai n a C-t er mi n al h el i x, as o bs er v e d i n t h e O B C Ds of t h e R P A s u b u nit s a n d 

M EI O B. 

  Gi v e n t h e si mil ariti es b et w e e n S P A T A 2 2 a n d R P A s u b u nit s, w e n e xt as k e d w h et h er 

S P A T A 2 2 dir e ctl y i nt er a cts wit h ss D N A. H u m a n v er si o ns of H A-t a g g e d S P A T A 2 2 or M Y C – F L A G-

t a g g e d M EI O B w er e e x pr ess e d i n vit r o i n a c ell-fr e e s yst e m a n d p ull e d d o w n wit h eit h er a bi oti n yl at e d 

5 9- m er ss D N A or a bi oti n yl at e d 5 9- m er ds D N A ( Fi g. 1 C). M EI O B w as pr ef er e nti all y p ull e d d o w n b y 

ss D N A, as pr e vi o usl y r e p ort e d [ 1 0, 1 1], as w as S P A T A 2 2 ( Fi g 1 C). T his o bs er v ati o n s h o ws t h at b ot h 

M EI O B a n d S P A T A 2 2 bi n d ss D N A.  



 
 

 
 

 

 

M EI O B a n d S P A T A 2 2 C-t er mi n al O B d o m ai ns ar e n e c ess ar y a n d s uffi ci e nt f or t h eir 

i nt er a cti o n  

 

T o st u d y M EI O B a n d S P A T A 2 2 i nt er a cti o ns, w e t o o k a d v a nt a g e of t h e si mil ariti es 

t h at t h es e pr ot ei ns s h ar e wit h t h e R P A s u b u nits. Pr e vi o us str u ct ur al st u di es r e v e al e d t h at t h e 

t hr e e s u b u nits of R P A i nt er a ct vi a O B C Ds t h at f or m t h e mi ni m u m c o m p o n e nt of t h eir 

i nt er a cti o n or tri m eri z ati o n c or e ( Fi g. 2 C) [ 1 7, 1 8, 2 1– 2 4]. Gi v e n t h at si mil ar d o m ai ns ar e 

pr es e nt i n M EI O B a n d S P A T A 2 2, w e h y p ot h esi z e d t h at t h es e d o m ai ns m a y b e i n v ol v e d i n 

M EI O B – S P A T A 2 2 i nt er a cti o ns.  

T o t est t his h y p ot h esis, w e c o nstr u ct e d wil d-t y p e a n d tr u n c at e d f or ms of t a g g e d h u m a n 

M EI O B a n d t a g g e d h u m a n S P A T A 2 2 a n d tr a nsi e ntl y e x pr ess e d t h e m i n c ult ur e d H E K 2 9 3 

c ell s ( Fi g. 2 A). T h e i nt er a cti o ns b et w e e n t h es e t w o pr ot ei ns w er e t est e d b y c o-

i m m u n o pr e ci pit ati o n ( c o-I P) usi n g a nti b o di es dir e ct e d a g ai nst t h eir t a gs, wit h str o n g n u cl e as e 

tr e at m e nt t o a v oi d a b err a nt i nt er a cti o ns d u e t o oli g o n u cl e oti d e bri d g es (s e e m at eri al a n d 

m et h o ds s e cti o n). M EI O B a n d S P A T A 2 2 i m m u n o pr e ci pit at e d wit h e a c h ot h er, c o nsi st e nt 

wit h pr e vi o us d at a o bt ai n e d usi n g m uri n e a n d h u m a n pr ot ei ns ( Fi g. 2 B, l a n e 6, a n d 2 C, l a n e 6; 



 
 

 
 

s ee Fi g. S 1 A, a n d B f or i n p ut) [ 1 2, 2 5]. B e c a us e R P A s u b u nits i nt er a ct vi a t h eir C-t er mi n al 

O B C D d o m ai ns, w e e x a mi n e d w h et h er M EI O B a n d S P A T A 2 2 C-t er mi n al O B C Ds w er e 

n e c ess ar y a n d s uffi ci e nt f or t h eir i nt er a cti o n ( Fi g . 2 B  a n d 3 A ). C o -I P r es ult s s h o w e d t h at t h e 

C- t er mi n al O B C Ds of M EI O B ( M EI O B O B C D 3) a n d S P A T A 2 2 ( S P A T A 2 2 O B C D) ar e 

n e c ess ar y t o e ns ur e t h eir i nt er a cti o n ( Fi g. 2 B , l a n e 7, 2 C, l a n e 7, a n d Fi g. S 1 A, B). T h es e 

r es ult s ar e c o nsi st e nt wit h pr e vi o us w or ks u n d erl yi n g t h e i m p ort a n c e of t h e i nt e grit y of t h e C-

t er mi n al p art of M EI O B a n d S P A T A 2 2 f or t h eir i nt er a cti o n [ 1 2, 2 5]. N e xt, w e as k e d w h et h er 

t h e C-t er mi n al O B C Ds of M EI O B a n d S P A T A 2 2 w er e s uffi ci e nt t o e ns ur e t h eir i nt er a cti o n, 

as s u g g est e d b y t h eir str u ct ur al si mil arit y t o R P A. B y c o- e x pr essi n g a n d i m m u n o pr e ci pit ati n g 

(i) t h e O B C D 3 of M EI O B wit h f ull-l e n gt h S P A T A 2 2, (ii) t h e O B C D of S P A T A 2 2 wit h f ull-

l e n gt h M EI O B, or (iii) t h e O B C D 3 of M EI O B a n d t h e O B C D of S P A T A 2 2, w e o bs er v e d t h at 

t h e O B C D 3 of M EI O B a n d t h e O B C D of S P A T A 2 2 ar e s uffi ci e nt t o e n s ur e t h e i nt er a cti o n 

b et w e e n M EI O B a n d S P A T A 2 2 ( Fi g. 2 B, l a n e 8, 2 C, l a n e 8, 3 A, l a n e 6, a n d S 1 A, B). A 

p u bli s h e d a n al ysis of t h e cr yst al str u ct ur e of R P A hi g hli g ht e d t h e r ol e of O B C D C-t er mi n al 

h eli x es i n R P A c o m pl e x f or m ati o n [ 1 7]. I nt er esti n gl y, t h e pr e di ct e d str u ct ur es of M EI O B a n d 

S P A T A 2 2 s u g g est t h e e xist e n c e of s u c h h eli x es fl a n ki n g t h eir C-t er mi n al O B f ol ds ( Fi g. 

1 A, B). D el eti o n of t h e S P A T A 2 2 C-t er mi n al h eli x a b oli s h es M EI O B – S P A T A 2 2 i nt er a cti o n 

( Fi g. 2 C, l a n e 9, a n d S 1 B). H o w e v er, d el eti o n of t h e M EI O B C-t er mi n al h eli x d o es n ot 

a b oli s h t hi s i nt er a cti o n ( Fi g. 2 B, l a n e 9, a n d S 1 A). T h es e r es ult s ar e e x p e ct e d as tr u n c ati n g 

p art of t h e C-t er mi n al d o m ai n of R P A 1, w hi c h c o nt ai ns t h e h eli x, is i ns uffi ci e nt t o a b oli s h it s 

i nt er a cti o n wit h R P A 2 [ 2 1]. Alt o g et h er, o ur o bs er v ati o ns d e m o nstr at e t h at si mil ar t o R P A, t h e 

O B C D 3 of M EI O B a n d t h e O B C D of S P A T A 2 2 ar e n e c ess ar y a n d s uffi ci e nt f or t h eir 

i nt er a cti o n ( Fi g. 3 C).  

 



 
 

 
 

 



 
 

 
 

M EI O B a n d S P A T A 2 2 i nt er a ct wit h t h e R P A c o m pl e x t hr o u g h t h ei r i nt er a cti n g d o m ai ns 

 

  R P A i s t h o u g ht t o e xist pri m aril y as a c o m pl e x c o nt ai ni n g it s t hr e e s u b u nit s, a n d n o f u n cti o n al 

s u b- c o m pl e x es h a v e b e e n d es cri b e d t o o ur k n o wl e d g e. T his ass u m pti o n i s r ei nf or c e d b y t h e f a ct t h at 

t h e a bs e n c e of R P A 1 i n d u c e s t h e di s a p p e ar a n c e of R P A 2 a n d R P A 3 i n s p er m at o c yt es [ 2 6]. B as e d o n 

e ct o pi c e x pr essi o ns i n h u m a n c ell s, m uri n e M EI O B a n d S P A T A 2 2 h a v e b e e n s h o w n t o c o-

i m m u n o pr e ci pit at e wit h i n di vi d u al s u b u nits of m uri n e R P A ( M m M EI O B i nt er a ct s wit h M m R P A 1, 

a n d M m S P A T A 2 2 wit h M m R P A 1 a n d M m R P A 2) [ 1 2]. H o w e v er, w h et h er a n d h o w M EI O B a n d 

S P A T A 2 2 t o g et h er c a n i nt er a ct wit h t h e R P A c o m pl e x c o nt ai ni n g t h e t hr e e s u b u nit s h as n ot b e e n 

a d dr ess e d. W e t o o k a d v a nt a g e of t h e f a ct t h at t h e Hs R P A c o m pl e x i s c o nstit uti v el y pr es e nt i n h u m a n 

c ult ur e d c ell s t o s e e k w h et h er R P A c o-i m m u n o pr e ci pit at es wit h Hs M EI O B a n d/ or Hs S P A T A 2 2. 

E n d o g e n o us s u b u nits of R P A di d n ot c o-i m m u n o pr e ci pit at e d wit h Hs M EI O B or Hs S P A T A 2 2 al o n e 

( Fi g. 3 A, l a n e 2, 3 B, l a n e 7, S 1 A, l a n e 2, a n d S 1 B, l a n e 2). M EI O B a n d S P A T A 2 2 n e e d t o b e c o-

e x pr ess e d t o c o-i m m u n o pr e ci pit at e e n d o g e n o us R P A 1 a n d R P A 2, irr es p e cti v e of w h et h er M EI O B or 

S P A T A 2 2 is c o -i m m u n o pr e ci pit at e d ( Fi g. 3 A, l a n e 5, a n d 3 B, l a n e s 4 a n d 9, a n d Fi g. S 1 A, l a n e 6, a n d 

S 1 B, l a n e 6). U nf ort u n at el y, w e w er e n ot s u c c essf ul i n d et e cti n g R P A 3 i n c o-I P e x p eri m e nt s, li k el y 

d u e t o t h e s e nsiti vit y of t h e R P A 3 a nti b o d y. W e f urt h er l o o k e d at t h e m o d alit y of t h es e i nt er a cti o ns , 

a n d d e m o nstr at e d t h at t h e O B C D of S P A T A 2 2 a n d O B C D 3 of M EI O B w er e n e c ess ar y ( Fi g. S 1 A , 

l a n e 7, 2 B, C, l a n e 7, a n d Fi g. S 1 B, l a n e 7) a n d s uffi ci e nt ( Fi g. 3 A, l a n e 6, a n d Fi g. S 1 A, B, l a n e 8), n ot 

o nl y t o i nt er a ct wit h e a c h ot h er (s e e a b o v e), b ut al s o t o i nt er a ct wit h e n d o g e n o us R P A. X u et al. 

s h o w e d t h at M EI O B a n d S P A T A 2 2 i nt er a ct e d wit h R P A s u b u nit s t hr o u g h d o m ai ns f alli n g o ut si d e of 

t h eir di m eri z ati o n c or e. T h e y us e d i n di vi d u all y o v er e x pr ess e d R P A s u b u nit s, w h er e as w e w or k e d i n 

t h e pr es e n c e of t h e e n d o g e n o us t hr e e s u b u nits. T o g et h er, t h es e r es ult s c o ul d s u g g est t h at t h e m o d alit y 

of i nt er a cti o n of M EI O B a n d S P A T A 2 2 wit h si n gl e s u b u nit s diff er fr o m t h at wit h t h e f ull R P A 

c o m pl e x. T o t est t hi s h y p ot h e si s, w e e x pr es s e d e x o g e n o us Hs R P A 1, t h e l ar g e s u b u nit of R P A, wit h 

Hs M EI O B a n d/ or Hs S P A T A 2 2 ( Fi g. 3 B). W e f ail e d t o d et e ct a n o v er e x pr essi o n of R P A 1 i n t h e 

e xtr a ct, li k el y d u e t o it s p o or st a bilit y, b ut w er e a bl e t o c o-I P R P A 1 w h e n e x pr ess e d wit h M EI O B f ull-

l e n gt h or M EI O B ∆ O B C D 3 al o n e ( Fi g. 3 B, l a n es 2 a n d 3). I nt er esti n gl y, w h e n R P A 1 w as 

o v er e x pr es s e d, w e w er e als o a bl e t o c o -I P e n d o g e n o us R P A 2, s u g g esti n g t h at o v er e x pr es s e d R P A 1 

t e n d e d t o f or m a c o m pl e x wit h ot h er R P A s u b u nit s, li k el y t o b e st a bili z e d i n c ell s. T h es e r es ults 

s u g g est t h at, as pr e vi o usl y o bs er v e d, w h e n o v er e x pr ess e d, R P A 1 c a n i nt er a ct wit h O B C D 2 of M EI O B 

[ 1 2]. H o w e v er, wit hi n t h e f o ur att e m pt s w e di d, w e h a d r e pr o d u ci bl e i ss u e s a n d f o u n d t h at t his 

i nt er a cti o n a p p e ar e d w e a k a n d v ari a bl e. Fi g. 3 B s h o ws t h e b est r es ults t h at w e o bt ai n e d, w h er e as a n 

e x a m pl e of w e a k er si g n al s i s pr es e nt e d Fi g. S 2. O n t h e c o ntr ar y, w e o bt ai n e d a r o b ust a n d 

r e pr o d u ci bl e c o-I P of e n d o g e n o us R P A w h e n M EI O B a n d S P A T A 2 2 w er e e x pr ess e d t o g et h er , 

r e g ar dl es s of o v er- e x pr es si o n of R P A 1 ( Fi g. 3 A, C). T h es e r es ults d e m o nstr at e t h at C-t er mi n al O B C Ds 



 
 

 
 

of  M EI O B a n d S P A T A 2 2 ar e ess e nti al a n d s uffi ci e nt t o f or m t h e M EI O B– S P A T A 2 2 c o m pl e x a n d 

r e pr es e nt t h e pri n ci p al sit e of i nt er a cti o n wit h t h e R P A c o m pl e x ( Fi g. 3 C).  

 

M EI O B – S P A T A 2 2 di r e ctl y bi n ds a n d c h a n g es t h e str u ct ur e of t h e R P A- c o at e d ss D N A  

 

  T o g ai n i nsi g ht i nt o t h e r ol e of t h e i nt er a cti o n of M EI O B– S P A T A 2 2 wit h R P A, w e 

att e m pt e d t o p urif y M EI O B a n d S P A T A 2 2 f or i n vit r o ass a ys. D es pit e n u m er o u s att e m pt s, w e 

f ail e d t o p urif y M EI O B or S P A T A 2 2 i n di vi d u all y, b ut w e a c hi e v e d c o- p urifi c ati o n b y G S T 

p ull d o w n aft er t h eir c o- e x pr essi o n i n i ns e ct c ells ( Fi g. 4 A). W e c o m p ar e d pr ot ei n- c o at e d 

ss D N A c o nt ai ni n g R P A a n d/ or M EI O B – S P A T A 2 2 b y tr a ns mi ssi o n el e ctr o n mi cr os c o p y 



 
 

 
 

( TE M). U n d er s at ur ati n g c o n diti o ns, h u m a n R P A u nif or ml y c o at e d  cir c ul ar ss D N A ( Fi g. 4 B). 

I n c o ntr ast, M EI O B– S P A T A 2 2 di d n ot distri b ut e u nif or ml y, b ut r at h er a c c u m ul at e d l o c all y 

w h e n a d d e d t o cir c ul ar ss D N A ( Fi g. 4 B). W h e n M EI O B – S P A T A 2 2 w as a d d e d t o t h e 

pr ef or m e d R P A- c o at e d ss D N A, t h e cir c ul ar n u cl e o pr ot ei n c o m pl e x b e c a m e t hi c k er a n d it s 

c o nt o ur l e n gt h d e cr e as e d ( Fi g. 4 B, C). I m p ort a ntl y, t h e a d diti o n of M EI O B – S P A T A 2 2 di d n ot 

m o dif y t h e pr ef or m e d n u cl e o pr ot ei n c o m pl e x es of ss D N A a n d S S B, a b a ct eri al ss D N A-

bi n di n g pr ot ei n, c o nfir mi n g s p e cifi cit y of t h e f u n cti o n al i nt er a cti o n b et w e e n M EI O B –

S P A T A 2 2 a n d R P A ( s e e Fi g. 4 B , C f or q u a ntifi c ati o n). T h es e r es ult s s u g g est t h at M EI O B–

S P A T A 2 2 i nt er a cts s p e cifi c all y wit h R P A- c o at e d ss D N A t o c h a n g e it s c o nf or m ati o n ( Fi g. 

4 D).  

 



 
 

 
 

 T o v erif y t h at M EI O B – S P A T A 2 2 a n d R P A s u b u nit s c o e xist o n ss D N A, w e p erf or m e d 

el e ctr o p h or eti c m o bilit y s hift ass a ys a n d i m m u n o bl ot a n al ys es. I n cr e asi n g a m o u nt s of 

M EI O B – S P A T A 2 2 w er e i n c u b at e d wit h a C y 5-l a b el e d 4 6- m er ss D N A t h at eit h er w as or w as 

n ot pr ei n c u b at e d wit h a s at ur ati n g a m o u nt of R P A ( Fi g. 5 A). T h e alt er e d mi gr ati o n of ss D N A 

i n d u c e d b y t h e a d diti o n of pr ot ei ns w as vis u ali z e d o n n o n- d e n at uri n g a cr yl a mi d e g els ( Fi g. 

5 B). T h e a d diti o n of i n cr e asi n g a m o u nt s of M EI O B – S P A T A 2 2 i n t h e a b s e n c e of R P A 

i n d u c e d m ulti pl e b a n d s hifts ( Fi g. 5 B, s h ort a n d l o n g mi gr ati o n, l a n e s 3– 5). T his r es ult s h o ws 

t h at t h e M EI O B– S P A T A 2 2 c o m pl e x bi n ds ss D N A. D u e t o e x p eri m e nt al li mit ati o ns, w e w er e 

u n a bl e t o o bt ai n a c o n c e ntr ati o n of M EI O B – S P A T A 2 2 t h at w o ul d all o w us t o r e a c h s at ur ati n g 

c o n diti o ns i n t hi s ass a y (i. e., fr e e ss D N A r e m ai ns aft er t h e a d diti o n of t h e hi g h est a m o u nt of 

M EI O B – S P A T A 2 2; Fi g. 5 B, s h ort mi gr ati o n, l a n e 5). I nt er esti n gl y, w h e n i n cr e asi n g a m o u nt s 

of M EI O B – S P A T A 2 2 w er e a d d e d t o ss D N A t h at h a d b e e n pr ei n c u b at e d wit h R P A, w e 

d et e ct e d a n a c c u m ul ati o n of m ol e c ul es wit h l o w er m o bilit y c o m p ar e d t o R P A- c o at e d ss D N A 

m ol e c ul es ( ast eris k i n Fi g. 5 B, l o n g mi gr ati o n, l a n es 6 – 9). T o v erif y t h at M EI O B a n d 

S P A T A 2 2 w er e pr es e nt, al o n g wit h R P A, i n t h es e s u p er-s hift e d b a n ds, t h e mi gr ati o n pr o d u cts 

w er e tr a nsf err e d t o a m e m br a n e a n d i m m u n ost ai n e d f or M EI O B, S P A T A 2 2, a n d R P A 

s u b u nits. T o all o w m ulti pl e i n d e p e n d e nt i m m u n ost ai ni n gs, s a m pl es w er e l o a d e d t wi c e. 

I m m u n ost ai ni n g f or M EI O B or S P A T A 2 2 al o n e wit h o ut ss D N A r e v e al e d t h at t h e t w o 

pr ot ei ns mi gr at e d as a c o m pl e x ( Fi g. 5 C, l a n e 1). T h e y di d n ot mi gr at e as a si n gl e dis cr et e 

b a n d, b ut s h o w e d a l o n g s m e ar, s u g g esti n g t h at t h e c o m pl e x m a y a d o pt diff er e nt str u ct ur es 

( Fi g. 5 C, l a n e 1). M EI O B a n d S P A T A 2 2 w er e b ot h d et e ct e d o n s hift e d ss D N A i n t h e a bs e n c e 

of R P A, w hi c h s h o ws t h at M EI O B – S P A T A 2 2 bi n ds ss D N A ( Fi g. 5 C, l a n es 3 – 5). I n t h e 

pr es e n c e of R P A, M EI O B a n d S P A T A 2 2 w er e b ot h d et e ct e d o n m ol e c ul es wit h t h e l o w est 

m o bilit y ( ast eris k i n Fi g. 5 C, l a n es 7 – 9). I m m u n o st ai ni n g of t h e R P A s u b u nit s R P A 1, R P A 2, 

a n d R P A 3 s h o w e d t h at t h e y w er e als o pr es e nt o n t h es e m ol e c ul es, s u p p orti n g t h e i d e a t h at 

M EI O B – S P A T A 2 2 a n d R P A c o e xist o n ss D N A ( ast eris k i n Fi g. 5 C, l a n es 7– 9). As e x p e ct e d, 

R P A s u b u nits w er e d et e ct e d o n s hift e d ss D N A i n t h e a bs e n c e of M EI O B – S P A T A 2 2 ( Fi g 5 C, 

l a n e 6, s hifts 1 a n d 2). T h e f a ct t h at t h es e m ol e c ul es p ersist e d aft er t h e a d diti o n of i n cr e asi n g 

a m o u nt s of M EI O B – S P A T A 2 2 s u g g ests t h at a l ar g e p orti o n of t h e R P A- c o at e d ss D N A 

r e m ai n e d u n b o u n d b y M EI O B– S P A T A 2 2 u n d er o ur e x p eri m e nt al c o n diti o ns ( Fi g ur es 5 C, 

l a n es 7– 9, s hifts 1 a n d 2, a n d Fi g. SI ,S 3). 



 
 

 
 

 

 

M EI O B – S P A T A 2 2 c h a n g es t h e d y n a mi c of d et e cti o n of t h e s u b u nits of R P A i n vi v o  

 

R es ult s o bt ai n e d i n vit r o d e m o nstr at e t h at t h e pr es e n c e of M EI O B– S P A T A 2 2 c a n 

c h a n g e t h e c o nf or m ati o n of t h e R P A- c o at e d ss D N A. S u c h m o difi c ati o ns c o ul d c o ns e q u e ntl y 

c h a n g e t h e a c c essi bilit y of t h e R P A s u b u nits i n vi v o. T o t est t hi s h y p ot h esi s, w e c o m p ar e d t h e 

i nt e nsit y of t h e si g n al of R P A 1 f o ci t o t h e o n e of R P A 2 f o ci i n t h e pr es e n c e or a bs e n c e of 

M EI O B – S P A T A 2 2 i n vi v o. W e first l o o k e d at R P A f o ci f or m e d o n D N A l esi o ns i n d u c e d b y 

C a m pt ot h e ci n e x p os ur e i n c ult ur e d h u m a n c ell s ( Fi g. 6 A). As e x p e ct e d, R P A 1 a n d R P A 2 

a p p e ar e d as bri g ht, c ol o c ali z e d f o ci wit h c orr el at e d i nt e nsiti es ( Fi g. 6 A , offs et a n d gr a p h). 

I nt er esti n gl y, d uri n g wil d-t y p e m ei osi s, t h e R P A 1 f o ci i nt e nsit y di d n ot c orr el at e wit h t h e 

R P A 2 f o ci i nt e nsit y, w h er e as d uri n g m ei osi s  i n M ei o b -/- mi c e, g o o d c orr el ati o n w as o bs er v e d 

wit h a si mil ar pr ofil e t o t h at i n c ult ur e c ell s ( Fi g. 6 B, offs ets a n d gr a p hs). T h es e r es ult s 

i n di c at e t h at t h e pr es e n c e of M EI O B– S P A T A 2 2 c h a n g es R P A d et e cti o n, p ossi bl y d u e t o t h e 

c o nf or m ati o n al s h a p e of t h e pr ot ei n- c o at e d ss D N A. 



 
 

 
 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

3.  Dis c u ssi o n a n d c o n cl u si o n 

 

R P A i nt er a cts pri m aril y wit h t h e di m eriz ati o n c or e of M EI O B – S P A T A 2 2 

 

H er ei n, w e d e ci p h er e d t h e m o d aliti es a n d t h e r ol e of M EI O B, S P A T A 2 2, a n d R P A 

i nt er a cti o ns. W e t o o k a d v a nt a g e of t h e c urr e nt k n o wl e d g e of t h e R P A str u ct ur e t o e vi d e n c e 

t h at M EI O B a n d S P A T A 2 2 s h ar e m a n y str u ct ur al f e at ur es wit h t h e R P A s u b u nit s ( Fi g. 1). 

T h e si mil ariti es e xisti n g b et w e e n M EI O B a n d R P A 1 ar e r ei nf or c e d b y t h e f a ct t h at s p e cifi c 

f e at ur es of R P A 1 O B C D 3, n a m el y, t h e i ns erti o n of a zi n c ri b b o n a n d h eli x-t ur n- h eli x m otif, 

ar e f o u n d i n M EI O B O B C D 3. T h es e o bs er v ati o ns s u p p ort t h e i d e a t h at M EI O B ori gi n at e s 

fr o m a d u pli c ati o n of R P A 1 ( Fi g 1 A; Hs R P A 1). I nt er esti n gl y, w e s h o w e d t h at S P A T A 2 2 

p oss ess es, i n it s C-t er mi n al p art, a p ut ati v e O B C D t h at r es e m bl es t h at of R P A 2 or R P A 3. 

B as e d o n t h es e h o m ol o gi es, w e d e m o nstr at e d t h at M EI O B a n d S P A T A 2 2 i nt er a ct wit h e a c h 

ot h er i n a n R P A-li k e m a n n er ( Fi g. 3). I n p arti c ul ar, w e s h o w e d t h at t h e l ast O B C D ( O B C D 3) 

of M EI O B a n d t h e O B C D of S P A T A 2 2 ar e n ot o nl y n e c ess ar y, b ut ar e als o s uffi ci e nt f or t h eir 

i nt er a cti o n, a n d c o ns e q u e ntl y f or m a mi ni m u m di m eri z ati o n c or e. Pr e vi o usl y, X u et al. 

i d e ntifi e d M EI O B a n d S P A T A 2 2 m ut ati o ns t h at a b oli s h e d t h eir i nt er a cti o n. I n a gr e e m e nt 

wit h o ur r es ult s, t h es e m ut ati o ns f all i nt o t h e O B C D 3 of M EI O B a n d t h e O B C D of 

S P A T A 2 2, li k el y dist ur bi n g t h e f ol di n g of t h es e d o m ai ns r e q uir e d f or t h e i nt er a cti o n [ 1 2] . 

T h e i m p ort a n c e of t hi s i nt er a cti o n h as b e e n als o e vi d e n c e d b y a r e c e nt r e p ort of a h u m a n 

m ut ati o n t h at i n d u c es pri m ar y o v ari a n f ail ur e ( P OI) [ 25] . T hi s m ut ati o n is pr e di ct e d t o i n d u c e 

t h e f or m ati o n of a M EI O B pr ot ei n t h at l a c ks m ost of it s O B C D 3 d o m ai n, pr e v e nti n g it s 

i nt er a cti o n wit h S P A T A 2 2 [ 2 5]. 

W e d e m o nstr at e d t h at M EI O B a n d S P A T A 2 2 n e e d t o i nt er a ct wit h e a c h ot h er t o 

i nt er a ct wit h t h e pr ef or m e d e n d o g e n o us R P A c o m pl e x t hr o u g h t h eir di m eri z ati o n c or e ( Fi g. 

3 A). W h e n e x pr ess e d al o n e, M EI O B a n d S P A T A 2 2 p o orl y i nt er a ct wit h R P A. W h e n R P A 1 

a n d M EI O B ar e c o- e x pr ess e d, t h e t w o pr ot ei ns m a y c o-i m m u n o pr e ci pit a t e, as d es cri b e d 

pr e vi o usl y ( Fi g. 3 C)  [ 1 2]. H o w e v er, t hi s i nt er a cti o n is r e all y w e a k c o m p ar e d t o t h e i nt er a cti o n 

b et w e e n M EI O B – S P A T A 2 2 a n d e n d o g e n o us R P A ( Fi g. 3 C). W e t h er ef or e pr o p os e t h at 

M EI O B – S P A T A 2 2 i nt er a cts wit h t h e pr ef or m e d R P A c o m pl e x pri m aril y t hr o u g h t h e 

M EI O B – S P A T A 2 2 di m eri z ati o n c or e, a n d t h eir i nt er a cti o n m a y b e f urt h er st a bili z e d b y 

s e c o n d ar y i n d e p e n d e nt c o nt a cts b et w e e n R P A 1 a n d/ or R P A 2 a n d t h e r e gi o ns of M EI O B a n d 

S P A T A 2 2 t h at ar e l o c at e d o utsi d e of t h eir di m eri z ati o n c or e. 

 



 
 

 
 

M EI O B – S P A T A 2 2 a n d R P A f or m wit h ss D N A a hi g hl y c o m p a ct e d pr ot ei n- c o at e d ss D N A  

  

T o a d dr ess t h e m ol e c ul ar pr o p erti es of M EI O B a n d S P A T A 2 2, w e att e m pt e d t o p urif y 

t h e t w o pr ot ei ns. As t h e y ar e str o n gl y i ns ol u bl e, w e f ail e d t o p urif y i n di vi d u al M EI O B a n d 

S P A T A 2 2, b ut m a n a g e d t o p urif y t h e m t o g et h er. Alt h o u g h w e c o ul d n ot r e c o v er a l ar g e 

a m o u nt of pr ot ei ns, w e w er e a bl e t o p erf or m i nf or m ati v e s m all-s c al e a n al ysis b y tr a ns mi ssi o n 

el e ctr o n mi cr os c o p y. Gi v e n t h at, w e s h o w e d  t h at M EI O B– S P A T A 2 2 a n d R P A c o e xist o n 

ss D N A a n d f or m hi g hl y c o m p a ct e d pr ot ei n- c o at e d ss D N A c o m p ar e d t o R P A- c o at e d ss D N A. 

I nt er esti n gl y t hi s pr o p ert y is s p e cifi c of R P A, as n o c h a n g e w as o bs er v e d o n t h e S S B- c o at e d 

ss D N A w h e n M EI O B – S P A T A 2 2 w as a d d e d. W hil e t h e b a n d s hift as s a y d e m o nstr at es t h e 

c o e xist e n c e of M EI O B, S P A T A 2, a n d R P A o n ss D N A, a n d R P A s u b u nits ar e b eli e v e d t o b e 

ess e nti all y c o m pl e x e d i nt o R P A, w e c a n n ot r ul e o ut t h e p ossi bilit y t h at t h er e ar e mi x e d 

i n di vi d u al c o m pl e x es c o nt ai ni n g M EI O B, S P A T A 2 2, a n d/ or R P A 2 or R P A 3. T h e e xist e n c e 

of s u c h c o m pl e x es c a n als o e x pl ai n t h e dis p arit y i n R P A 1 a n d R P A 2 i m m u n o d et e cti o n i n 

M ei o b +/ +  s p er m at o c yt es ( Fi g. 6 B). A n ot h er p ossi bl e e x pl a n ati o n c o ul d b e t h at t h e d et e cti o n of 

t h e c o m pl e x M EI O B– S P A T A 2 2 – R P A – ss D N A b y s p e cifi c a nti b o di e s b e c o m es diffi c ult a n d 

st o c h asti c b e c a us e of its hi g h c o n d e ns ati o n.  

 

W h y w o ul d R P A- c o at e d s s D N A n e e d t o b e m o difi e d d uri n g m ei oti c H R ?  

 

  W e pr e vi o usl y s h o w e d t h at M EI O B w as l o a d e d o nt o m ei oti c c hr o m os o m es i n D m c 1 -/- mi c e t h at 

ar e u n a bl e t o p erf or m str a n d i n v asi o n of t h e h o m ol o g, a n d t h er ef or e pr o p os e d t h at M EI O B c o ul d pl a y 

a r ol e i n m o d ul ati n g pr es y n a pti c r e c o m bi n o g e ni c fil a m e nt s [ 1 0]. S e v er al R P A-i nt er a cti n g pr ot ei ns 

h a v e b e e n s h o w n t o m o d ul at e t h e ss D N A- bi n di n g a cti vit y of R P A [ 2 7]. F or e x a m pl e, B R C A 2, wit h 

t h e h el p of D S S 1, l o c all y di s pl a c es R P A a n d o v er c o m es R P A i n hi biti o n of R A D 5 1- a n d D M C 1-

l o a di n g o nt o ss D N A [ 2 8– 3 1]. O n e p ossi bilit y i s t h at M EI O B – S P A T A 2 2 li mit s R P A di s pl a c e m e nt b y 

r e d u ci n g its a c c essi bilit y t o s p e cifi c f a ct or s a n d pr e v e nti n g e xt e nsi v e p ol y m eri z ati o n of o n e or b ot h 

r e c o m bi n as es. R e c e nt bi o c h e mi c al d at a d e m o nstr at e d t h at D M C 1 dis pl a c es m or e effi ci e ntl y R P A fr o m 

ss D N A c o m p ar e d t o R A D 5 1, a n d t h at t h e y f or m h o m ot y pi c e xt e n d e d fil a m e nt s [ 3 2]. T h es e d at a 

s u p p ort t h e i d e a t h at M EI O B – S P A T A 2 2 m a y f u n cti o n t o r ei nf or c e R P A – ss D N A bi n di n g t o pr e v e nt 

e x c essi v e D M C 1 l o a di n g d uri n g m ei osis. S u c h a s c e n ari o w o ul d s u g g est t h at s p e cifi c pr ot ei ns m a y b e 

n e c ess ar y t o h el p B R C A 2 t o r e m o v e M EI O B – S P A T A 2 2 fr o m ss D N A. M EI L B 2/ H S F 2 B P, a n e wl y 

i d e ntifi e d i nt er a ct a nt of B R C A 2 a n d S P A T A 2 2, w o ul d b e a g o o d c a n di d at e f or t his f u n cti o n [ 3 3, 3 4].  



 
 

 
 

 T h e f a ct t h at M EI O B, S P A T A 2 2, a n d R P A f o ci p er sist l o n g er t h a n t h e r e c o m bi n as e f o ci is 

c o nsist e nt wit h a p ot e nti al r ol e d uri n g t h e m at ur ati o n of D-l o o ps. I n d e e d, i n a d diti o n t o it s r ol e i n 

r e c o m bi n o g e ni c fil a m e nt f or m ati o n, R P A bi n ds t h e di s pl a c e d str a n d ( D-l o o p) t o f a cilit at e str a n d 

i n v asi o n [ 5] [ 7]. M EI O B, S P A T A 2 2, a n d R P A c ol o c ali z e a n d f or m bri g ht f o ci i n t h e l at e z y g ot e n e a n d 

e arl y p a c h yt e n e st a g es, w hi c h i s c o nsi st e nt wit h t h eir l o a di n g o nt o D-l o o ps d uri n g m ei oti c 

r e c o m bi n ati o n [ 1 0, 1 1]. It i s t e m pti n g t o s p e c ul at e t h at t h e c o m p a cti o n of R PA- c o at e d ss D N A b y 

M EI O B – S P A T A 2 2 pr o vi d es D-l o o ps wit h s p e cifi c pr o p erti es t h at ar e es s e nti al f or m ei oti c 

r e c o m bi n ati o n. T h es e pr o p erti es c o ul d i nfl u e n c e D-l o o p st a bili z ati o n, mi gr ati o n, or e xt e nsi o n. T h e y 

c o ul d al s o c h a n g e t h e affi nit y of R P A- c o at e d ss D N A f or p art n ers. A t e m pti n g h y p ot h esi s w o ul d b e 

t h at st a bili zi n g t h e D-l o o p c o ul d f a v or p ar a gr a p h e a n d f or m ati o n of d o u bl e H olli d a y j u n cti o ns t o 

e ns ur e cr oss o v er s.  

 

 

   T o c o n cl u d e, w e pr o p o s e t h at R P A, M EI O B, a n d S P A T A 2 2 w or k cl os el y t o g et h er 

d uri n g m ei oti c r e c o m bi n ati o n. T h eir c o m bi n e d a cti o n m a y h a v e e v ol v e d t o s ati sf y t h e 

r e q uir e m e nts of m ei oti c h o m ol o g o us r e c o m bi n ati o n as a m e a ns of f or m ati o n a n d r e g ul ati o n of 

a mi x e d r e c o m bi n o g e ni c fil a m e nt a n d/ or s p e cifi c D-l o o p o ut c o m es, b ot h h y p ot h es es b ei n g 

n o n- e x cl usi v e. F urt h er c ell ul ar a p pr o a c h es a n d bi o c h e mi c al ass a ys wit h p urifi e d f a ct ors will 

b e n e c ess ar y t o b ett er c h ar a ct eri z e t h eir r ol es.  

  



 
 

 
 

4. M at e ri als a n d m et h o ds 

 

Pr ot ei n st r u ct ur e s 

M o d el s w er e o bt ai n e d usi n g t h e R a pt or X s er v er [ 1 9]. M ol e c ul ar gr a p hi cs w er e p erf or m e d wit h t h e 

U C S F C hi m er a p a c k a g e [ 3 5]. C hi m er a is d e v el o p e d b y t h e R es o ur c e f or Bi o c o m p uti n g, Vi s u ali z ati o n, 

a n d I nf or m ati cs at t h e U ni v er sit y of C alif or ni a, S a n Fr a n cis c o ( s u p p ort e d b y NI G M S P 4 1-

G M 1 0 3 3 1 1). 

 

C ell c ult ur e a n d pl as mi d t r a nsf e cti o ns 

C ells w er e c ulti v at e d i n a 5 % C O 2  h u mi difi e d i n c u b at or at 3 7 ° C. H u m a n E m br y o ni c Ki d n e y c ell s 

( H E K- 2 9 3, A T C C) a n d U- 2 O S c ell s w er e gr o w n i n D M E M s u p pl e m e nt e d wit h 1 0 % F B S ( Gi b c o). 

E a c h c ell li n e w as r e g ul arl y s cr e e n e d f or t h e a bs e n c e of m y c o pl as m a c o nt a mi n ati o n b y D A PI st ai ni n g. 

Pl a s mi d tr a nsf e cti o ns w er e p erf or m e d wit h Li p of e ct a mi n e 2 0 0 0 ( Lif e T h e c h n ol o gi es) a c c or di n g t o t h e 

m a n uf a ct ur er’ s i nstr u cti o ns.  

 

Mi c e 

All a ni m al st u di es w er e c o n d u ct e d i n a c c or d a n c e wit h t h e g ui d eli n es f or t h e c ar e a n d us e of l a b or at or y 

a ni m al s of t h e Fr e n c h Mi nistr y of A gri c ult ur e a n d w er e s u b mitt e d t o t h e et hi cs c o m mitt e e of C E T E A-

C E A D S V ( Fr a n c e). Mi c e w er e r ais e d a n d m at e d, a n d g o n a ds w er e is ol at e d as pr e vi o usl y d es cri b e d 

[ 1 0]. T h e mi c e us e d i n t hi s st u d y w er e o n a 1 2 9/ S v x C 5 7 B L/ 6 x N M RI mi x e d b a c k gr o u n d a n d w er e 

pr e vi o usl y d es cri b e d i n [ 1 0]. T o mi ni mi z e v ari a bilit y fr o m t h e str ai n b a c k gr o u n d, e x p eri m e nt al 

a ni m al s w er e c o m p ar e d t o litt er m at e c o ntr ol s. T h e mi c e w er e g e n ot y p e d b y P C R of t ail e d D N A usi n g 

a R E D E xtr a ct- N- A m p Ti ss u e P C R Kit ( Si g m a) a c c or di n g t o t h e m a n uf a ct ur er’ s i nstr u cti o ns. T h e 

s e q u e n c es of pri m er s us e d w er e p u bli s h e d i n [ 1 0].  

 

Pl as mi d c o nst r u cti o ns 

  B ef or e us e, all c o nstr u cts w er e v ali d at e d b y D N A s e q u e n ci n g. T o e x pr es s 3 x H A N-t er mi n al-

t a g g e d f ull-le n gt h h u m a n S P A T A 2 2, Δ O B C D S P A T A 2 2, Δ C h eli x S P A T A 2 2, a n d O B C D d o m ai n 

v ari a nts i n h u m a n c ells f or c o-I P, w e g e n er at e d p K H 3 – H s S P A T A 2 2 i n f ull l e n gt h, Δ O B C D, Δ C h eli x, 

a n d O B C D- o nl y v ari ati o ns. T h e d esir e d fr a g m e nt s of h u m a n S P A T A 2 2 c D N A w er e a m plifi e d b y P C R 



 
 

 
 

fr o m p C M V 6– X L 5 – Hs S P A T A 2 2 ( Ori g e n e, c at # S C 1 2 3 0 3 8), a n d P C R pr o d u ct s w er e di g est e d b y 

E c o RI a n d B a m HI a n d cl o n e d i nt o p K H 3 pl as mi d ( A d d g e n e [ 3 6]). T o e x pr ess 3 x H A N-t er mi n al 

t a g g e d Hs S P A T A 2 2 i n a c ell-fre e  s yst e m, w e g e n er at e d p c D N A 3. 1(-) 3 x H A– Hs S P A T A 2 2. p K H 3 –

Hs S P A T A 2 2 pl as mi d w as di g est e d wit h X b a I a n d E c o RI, a n d t h e di g est e d fr a g m e nt w as cl o n e d i nt o 

p c D N A 3. 1(-) pl as mi d (I n vitr o g e n). T o e x pr ess t h e tr u n c at e d f or ms of M EI O B i n h u m a n c ell li n es f or 

c o -I P, p C M V 6– Hs M EI O B – M Y C – F L A G ( Ori g e n e, c at # R C 2 2 8 3 9 1) w as a m plifi e d b y P C R a n d 

li g at e d t o g e n er at e p C M V 6– H s M EI O B Δ O B C D 3 – M Y C – F L A G, p C M V 6- Hs M EI O B Δ C h eli x – M Y C –

F L A G, a n d p C M V 6 – H s M EI O B O B C D 3- o nl y – M Y C – F L A G.  

p F B G W – G S T – Hs M EI O B/ Hi s 6 – Hs S P A T A 2 2/ Hs R P A 2, a v e ct or  t o e n a bl e t h e c o n c o mit a nt e x pr essi o n 

of t h e t hr e e pr ot ei ns i n i ns e ct c ell s, w as c o nstr u ct e d i n t hr e e st e ps. First, t h e h u m a n M EI O B c o di n g 

s e q u e n c e w as a m plifi e d fr o m p C M V 6 – Hs M EI O B – M Y C – F L A G ( Ori g e n e, c at # R C 2 2 8 3 9 1). T h e 

r es ulti n g P C R pr o d u ct w as t h e n cl o n e d usi n g t h e G at e w a y s yst e m (I n vitr o g e n); it w as i ns ert e d i n 

p D O N O R 2 0 7 d uri n g t h e G at e w a y B P r e a cti o n, a n d s u bs e q u e ntl y tr a nsf err e d i nt o p F B G G W pl as mi d 

( o bt ai n e d fr o m D. B uss o) d uri n g t h e G at e w a y L R r e a cti o n. T his pl as mi d all o w e d h u m a n M EI O B wit h 

a n N-t er mi n al G S T f usi o n t o b e e x pr ess e d i n i ns e ct c ells. A li n k er s e q u e n c e ( G A A G G) w as i ns ert e d 

b et w e e n t h e T E V cl e a v a g e sit e a n d t h e h u m a n M EI O B b y P C R. S e c o n d, t h e h u m a n S P A T A 2 2 c o di n g 

s e q u e n c e w as r el e as e d fr o m p E T 1 5 b – Hs S P A T A 2 2 b y N d e I-B a m HI di g esti o n a n d i ns ert e d i nt o 

p F C H G W pl as mi d ( o bt ai n e d fr o m D. B uss o). T h e s e q u e n c e c orr es p o n di n g t o t h e Hi s 6 – Hs S P A T A 2 2 

c o di n g s e q u e n c e w as di g est e d b y N ot I-X b a I f or i ns erti o n i nt o t h e pr e vi o usl y o bt ai n e d v e ct or e n c o di n g 

G S T – Hs M EI O B. Fi n all y, t h e h u m a n R P A 2 c o di n g s e q u e n c e w as r el e as e d fr o m p E T 3 a – Hs R P A 2 

( ki n dl y pr o vi d e d b y M S. W ol d) b y N d e I-B a m HI di g esti o n a n d i ns ert e d i nt o p F C 0 G W pl as mi d 

( o bt ai n e d fr o m D. B uss o). T h e s e q u e n c e c orr es p o n di n g t o t h e h u m a n R P A 2 c o di n g s e q u e n c e w as 

di g est e d b y N ot I-X b a I f or i ns erti o n i nt o t h e pr e vi o usl y o bt ai n e d v e ct or e n c o di n g G S T – Hs M EI O B a n d 

Hs S P A T A 2 2 t o g e n er at e t h e p F B G W – G S T – Hs M EI O B/ Hi s 6 – Hs S P A T A 2 2/ Hs R P A 2 v e ct or. T h e fi n al 

c o nstr u ct all o w e d e x pr essi o n of G S T – Hs M EI O B u n d er t h e c o ntr ol of t h e p 1 0 pr o m ot er, a n d all o w e d 

t h e e x pr es si o n of His 6– Hs S P A T A 2 2 a n d Hs R A P 2 u n d er t h e c o ntr ol of t h e p H pr o m ot er. R e c o m bi n a nt 

b a c ul o vir us w as c o nstr u ct e d usi n g t h e M ulti B a c s y st e m [ 3 7]. 

 

Pr ot ei n p urifi c ati o n 

Hi g h Fi v e c ell s w er e i nf e ct e d wit h r e c o m bi n a nt b a c ul o vir us at a m ulti pli cit y of i nf e cti o n of 5 x 1 0 - 3. 

Aft er i n c u b ati o n at 2 7 ° C f or 5 d a ys, c ells w er e h ar v est e d, r es us p e n d e d at 1. 7 x 1 0 7  c ells. ml- 1 i n 5 0 

m M p H 7. 2 p h os p h at e b uff er, 1 3 0 m M N a Cl, 1 m M 1, 4- dit hi ot hr eit ol, 1 X Trit o n X- 1 0 0, 1 m M 4- ( 2-

a mi n o et h yl) b e n z e n es ulf o n yl fl u ori d e, 2 m M b e n z a mi di n e, 2 µ M p e pst ati n, a n d 5 µ g. ml - 1 l e u p e pti n, 

a n d t h e n di sr u pt e d b y s o ni c ati o n. T h e e xtr a ct w as cl e ar e d b y c e ntrif u g ati o n at 1 5 0, 0 0 0 x g  f or 1 h. T h e 

s u p er n at a nt w as i n c u b at e d wit h Gl ut at hi o n e S e p h ar os e 4 B ( G E H e alt h c ar e) f or 3 h at 4 ° C. T h e 



 
 

 
 

m i xt ur e w as p o ur e d i nt o a Mi di S pi n c ol u m n ( G E N E R O N). T h e r esi n w as w as h e d wit h B uff er A ( 5 0 

m M Tri s H Cl, p H 8, 1 5 0 m M N a Cl, 1 m M 1, 4- dit hi ot hr eit ol), a n d t h e pr ot ei n c o m pl e x w as el ut e d wit h 

B uff er A c o nt ai ni n g 5 m M gl ut at hi o n e ( G S H). P urifi e d G S T – M EI O B/ Hi s – S P A T A 2 2 c o m pl e x w as 

st or e d at 4 ° C. Alt h o u g h M EI O B, S P A T A 2 2, a n d R P A 2 w er e c o- e x pr es s e d, o nl y M EI O B a n d 

S P A T A 2 2 w er e r et ai n e d o n t h e G S H c ol u m n, as c o nfir m e d b y t h e W est er n bl ot a n al ysis of b a n d s hift 

as s a ys i n Fi g 5 C (ri g ht p a n el, l a n e s 1 – 5). T h e p urifi e d c o m pl e x w as a n al y z e d b y S D S- P A G E ( Fi g 4 C; 

1. 2 µ g of t ot al pr ot ei ns). Aft er st ai ni n g wit h C o o m as si e Bl u e, t h e g el w as s c a n n e d usi n g a G el D o c T M 

E Z fr o m Bi o R a d a n d vi s u ali z e d wit h I m a g e L a b T M  s oft w ar e. N ot e t h at a hi g h a m o u nt of e n d o g e n o us 

gl ut at hi o n e- bi n di n g pr ot ei n w as c o- p urifi e d wit h t h e G S T – M EI O B/ Hi s – S P A T A 2 2 fr a cti o n a n d is 

pr es e nt i n t h e el e ctr o n mi cr os c o p y e x p eri m e nt s a n d el e ctr o p h or eti c m o bilit y s hift as s a ys. H o w e v er, t h e 

a d diti o n of t hi s pr ot ei n al o n e w as i ns uffi ci e nt t o i n d u c e t h e c o n d e ns ati o n of t h e R P A- c o at e d ss D N A. 

R e c o m bi n a nt h u m a n R P A w as p urifi e d as pr e vi o usl y d es cri b e d [ 3 8]. 

ss D N A p ull d o w n ass a y 

ss D N A a n d ds D N A p ull d o w n as s a ys w er e p erf or m e d as pr e vi o usl y d es cri b e d wit h s o m e m o difi c ati o ns 

[ 1 0]. T h e H P L C- p urifi e d bi oti n yl at e d 5 9- b p-l o n g oli g o n u cl e oti d e 5’-G A T  C T G C A C G A C G C A 

C A C C G G A C G T A T C T G C T A T C G C T C A T G T C A A C C G C T C A A G C T G C- 3’ - bi oti n- T E G a n d 

it s c o m pl e m e nt ar y oli g o n u cl e oti d e w er e us e d f or t h e p ull d o w n as s a y. D o u bl e-str a n d h y bri di z ati o n w as 

p erf or m e d i n 5 0 m M N a Cl, 2 5 m M Tri s- H Cl, p H 7. 5 b uff er wit h t h e bi oti n yl at e d oli g o n u cl e oti d e a n d 

it s c o m pl e m e nt ar y oli g o n u cl e oti d e at 1: 1. 5 r ati o b y d e n at uri n g f or 3 mi n at 9 4 ° C a n d all o wi n g a sl o w 

pr o gr es si v e r et ur n t o r o o m t e m p er at ur e. H u m a n r e c o m bi n a nt M EI O B – M Y C – F L A G a n d 3 x H A-t a g g e d 

S P A T A 2 2 w er e pr o d u c e d i n a c ell-fr e e s yst e m. T h e T n T T 7 Q ui c k C o u pl e d Tr a ns cri pti o n/ Tr a nsl ati o n 

S yst e m ( Pr o m e g a) w as us e d wit h p C M V 6 – Hs M EI O B – M Y C – F L A G a n d p c D N A 3. 1(- ) 3x H A –

Hs S P A T A 2 2 f ull-l e n gt h pl as mi ds i n a 5 0 μl r e a cti o n a c c or di n g t o t h e m a n uf a ct ur er’s i nstr u cti o ns. 

T w e nt y mi cr olit er s of r e c o m bi n a nt Hs S P A T A 2 2 or Hs M EI O B fr o m c ell- fr e e e xtr a ct s a n d 5 0 0 μ g of 

D y n a b e a ds M- 2 8 0 Str e pt a vi di n ( Lif e T e c h n ol o gi es) wit h i m m o bili z e d ss D N A or ds D N A w er e 

i n c u b at e d i n 4 3 0 μl bi n di n g b uff er ( 2 5 m M Tri s- H Cl, p H 7. 5, 1 0 0 m M N a Cl, 1 m M E D T A, 5 m g/ ml 

B S A, 0. 0 5 % T w e e n 2 0, 1 0 % gl y c er ol, 1 m M β - m er c a pt o et h a n ol, c o m pl et e pr ot e as e i n hi bit or wit h o ut 

E D T A ( R o c h e)). T h e D N A – pr ot ei n mi xt ur e w as i n c u b at e d f or 2 h at 4 ° C wit h g e ntl e a git ati o n. Aft er 

m a g n eti c s e p ar ati o n, b e a ds w er e w as h e d t wi c e i n 5 0 0 μl bi n di n g b uff er wit h o ut B S A a n d t h e n w as h e d 

o n c e i n 5 0 0 μl ri nsi n g b uff er ( 2 5 m M Tris - H Cl, p H 7. 5, 1 5 0 m M N a Cl, 1 m M E D T A 0. 0 5 % T w e e n 

2 0, 1 0 % gl y c er ol, 1 m M β - m er c a pt o et h a n ol, c o m pl et e pr ot e as e i n hi bit or wit h o ut E D T A ( R o c h e)). 

B o u n d pr ot ei ns w er e el ut e d dir e ctl y i n L a e m mli b uff er a n d b oil e d f or 5 mi n at 9 5 ° C b ef or e m a g n eti c 

s e p ar ati o n of b e a ds a n d W est er n bl otti n g. 

 

 



 
 

 
 

C o -i m m u n o pr e ci pit ati o ns 

H E K- 2 9 3 c ell s w er e l ys e d u n d er n ati v e c o n diti o ns b y h o m o g e ni z ati o n i n 1 X c ell l ysi s b uff er 

( C ell Si g n ali n g) s u p pl e m e nt e d wit h c o m pl et e pr ot e as e i n hi bit or ( R o c h e), 1 m M b et a- m er c a pt o et h a n ol, 

a n d 1 0 μ M M G - 1 3 2 ( Si g m a- Al dri c h), f oll o w e d b y 1 0 mi n of m e di u m s o ni c ati o n ( 3 0 s e c o n, 3 0 s e c 

off) a n d c e ntrif u g ati o n at 1 6, 2 0 0 x g  f or 1 0 mi n at 4 ° C. E xtr a ct s w er e dil ut e d 4-f ol d i n bi n di n g b uff er 

( 2 0 m M Tri s- H Cl, p H 7. 5, 1 5 0 m M N a Cl, 1 0 % gl y c er ol, 1 m M E D T A, 1 m M b et a- m er c a pt o et h a n ol 

e x c e pt f or H A I P, 1 0 m g/ ml B S A, c o m pl et e pr ot e as e i n hi bit or wit h o ut E D T A, R o c h e, 1 0 μ M M G -

1 3 2, a n d 9 0 U/ ml B e n z o n as e n u cl e as e, N o v a g e n). E xtr a ct s fr o m ~ 5 x 1 0 6  c ell s w er e us e d f or I P wit h 

2 5 μl of a nti - F L A G M 2 m a g n eti c b e a ds ( Si g m a- Al dri c h) or a nti- H A m a g n eti c b e a ds ( T h er m o Fis h er 

S ci e ntifi c). T h e pr ot ei n/ b e a ds mi xt ur e w as i n c u b at e d f or 1 6 h at 4 ° C wit h g e ntl e a git ati o n. T o 

o pti mi z e B e n z o n as e di g esti o n aft er t h e bi n di n g r e a cti o n, b e a ds w er e w as h e d t wi c e wit h B e n z o n as e 

b uff er ( 2 0 m M Tris- H Cl, p H 8. 0, 2 0 m M N a Cl, 1 0 % gl y c er ol, 2 m M M g Cl 2 , 1 m M b et a-

m er c a pt o et h a n ol e x c e pt f or H A I P, 1 0 m g/ ml B S A, c o m pl et e pr ot e as e i n hi bit or wit h o ut E D T A, 

R o c h e) a n d i n c u b at e d i n B e n z o n as e b uff er s u p pl e m e nt e d wit h 9 0 U/ ml B e n z o n as e n u cl e as e f or 4 5 mi n 

at 3 7 ° C b ef or e b ei n g w as h e d t hr e e ti m es wit h ri nsi n g b uff er ( bi n di n g b uff er s u p pl e m e nt e d wit h 0. 0 5 % 

T w e e n 2 0). I m m u n o pr e ci pit at e d pr ot ei ns w er e el ut e d dir e ctl y i n 1 8 μl of L a e m mli b uff er a n d b oil e d 

f or 5 mi n at 9 5 ° C b ef or e m a g n eti c s e p ar ati o n of b e a ds a n d W est er n bl otti n g. 

W est er n bl otti n g 

Pr ot ei n s a m pl es w er e s u p pl e m e nt e d wit h L a e m mli b uff er, b oil e d f or 5 mi n at 9 5 ° C , a n d r es ol v e d b y 

S D S- p ol y a cr yl a mi d e g el el e ctr o p h or esi s ( S D S- P A G E) o n 1 2 %, 1 4 %, or 1 5 % p ol y a cr yl a mi d e g el s f or 

F L A G I Ps, H A I Ps, a n d ss D N A p ull d o w n ass a ys, r es p e cti v el y. S e p ar at e d pr ot ei ns w er e 

el e ctr o p h or eti c all y tr a nsf err e d o nt o P V D F m e m br a n es ( G E H e alt h c ar e) b ef or e h y bri di z ati o n wit h 

a p pr o pri at e pri m ar y a nti b o di es a n d fl u or es c e nt d y e- c o u pl e d s e c o n d ar y a nti b o di es (s e e T a bl e S 1 f or 

a nti b o di es). W h e n t h e pr ot ei ns c o ul d b e diff er e nti at e d b y si z e, t h e s a m e d y e w as us e d t o r e v e al 

diff er e nt pri m ar y a nti b o di es. I m a g es w er e a c q uir e d usi n g a T y p h o o n 9 4 0 0 or a T y p h o o n 5 i m a g er 

( A m er s h a m Bi os ci e n c es, G E H e alt h c ar e). 

Tr a ns missi o n el e ct r o n mi cr os c o p y ( T E M) a n al ysis 

ф X 1 7 4 ss D N A ( 3 0 µ M ( n u cl e oti d e), N e w E n gl a n d Bi ol a bs, N 3 0 2 3) w as i n c u b at e d wit h 1. 5 μ M h R P A 

( o n e pr ot ei n h et er otri m er p er 2 0 n u cl e oti d es), 1. 5 μ M S S B ( o n e pr ot ei n h o m ot etr a m er p er 1 0 

n u cl e oti d es), or n o pr ot ei n i n b uff er c o nt ai ni n g 1 0 m M Tri s ( p H 7. 5) a n d 1 5 0 m M N a Cl f or 3 mi n at 

3 7 ° C. T h e n, 7 5 n M G S T – M EI O B/ Hi s – S P A T A 2 2 ( a p pr o xi m at el y o n e pr ot ei n h et er o di m er p er 4 0 0 

n u cl e oti d es) w as a d d e d t o t h e r e a cti o n a n d i n c u b at e d f or 7 mi n at 3 7 ° C. T E M s a m pl es w er e pr e p ar e d 

b y p ositi v e st ai ni n g as pr e vi o usl y d es cri b e d [ 3 9]. Fi v e mi cr olit ers of dil ut e d D N A – pr ot ei n r e a cti o n 

w as d e p osit e d o nt o a 6 0 0 m es h c o p p er gri d c o at e d wit h a t hi n c ar b o n fil m t h at w as pr e vi o usl y 



 
 

 
 

a c ti v at e d b y gl o w dis c h ar g e i n t h e pr es e n c e of p e nt yl a mi n e ( M er c k, Fr a n c e). Aft er 1 mi n, gri ds w er e 

w as h e d wit h a q u e o us 2 % ( w/ v ol) ur a n yl a c et at e ( M er c k, Fr a n c e) a n d t h e n dri e d wit h as hl ess filt er 

p a p er ( V W R, Fr a n c e). T E M w as p erf or m e d wit h a Z ei ss 9 0 2 tr a ns mi ssi o n el e ctr o n mi cr os c o p e i n 

filt er e d a n n ul ar d ar k fi el d m o d e. El e ctr o n mi cr o gr a p hs w er e o bt ai n e d usi n g a V el et a di git al c a m er a 

a n d i T E M s oft w ar e ( Ol y m p us, S oft I m a gi n g S ol uti o ns). C o nt o ur l e n gt h m e as ur e m e nt s of t h e 

m ol e c ul es w er e m a d e wit h t h e i T E M s oft w ar e. 

El e ct r o p h or eti c m o bilit y s hift ass a ys 

T h e 5′ e n d - C y 5-l a b el e d 4 6-m er ss D N A ( 2. 5 μ M n u cl e oti d es) w as i n c u b at e d f or 1 0 mi n at 3 7  ° C 

al o n e or wit h 0. 5 μ M of h u m a n R P A ( o n e pr ot ei n h et er otri m er p er 5 n u cl e oti d es) i n b uff er c o nt ai ni n g 

5 0 m M Tri s H Cl, p H 8, 1 5 0 m M N a Cl, 1 m M 1, 4- dit hi ot hr eit ol, a n d 1 0 % gl y c er ol. T h e n, v ar yi n g 

a m o u nt s of G S T – M EI O B/ Hi s – S P A T A 2 2 ( 0. 0 8, 0. 1 7, a n d 0. 3 μ M c orr es p o n di n g t o a p pr o xi m at el y o n e 

h et er o di m er p er 1 0 n u cl e oti d es) w er e a d d e d a n d i n c u b at e d f or 1 0 mi n at 3 7 ° C. Pr ot ei n – D N A 

c o m pl e x es w er e fi x e d wit h 0. 0 1 % gl ut ar al d e h y d e. T h e r e a cti o n pr o d u ct s w er e t h e n a n al y z e d usi n g 

5 % p ol y a cr yl a mi d e g el s ( a cr yl a mi d e/ bi s a cr yl a mi d e = 7 9: 1) i n 1 x Tris B or at e E D T A at 4 ° C. I m a g es 

w er e a c q uir e d usi n g a T y p h o o n 5 i m a g er ( G E H e alt h c ar e Lif e S ci e n c e). W est er n bl ot a n al ysi s w as 

p erf or m e d as f oll o ws. Bri efl y, p ol y a cr yl a mi d e g el s w er e w as h e d t hr e e ti m es wit h tr a nsf er b uff er ( 2 5 

m M Tris- H Cl, 0. 2 M gl y ci n e, 0. 0 1 5 % S D S) f or 1 0 mi n. Pr ot ei ns w er e t h e tr a nsf err e d o nt o P V D F 

m e m br a n es wit h a s e mi dri e d bl ott er ( Bi or a d) at 1 5 V f or 1. 2 5 h. M e m br a n es w er e s at ur at e d wit h P B S 

c o nt ai ni n g 0. 0 5 % T w e e n- 2 0 a n d 5 % mil k. H y bri di z ati o ns w er e p erf or m e d wit h a p pr o pri at e pri m ar y 

a nti b o di es a n d fl u or es c e nt d y e- c o u pl e d or H R P- c o u pl e d s e c o n d ar y a nti b o di es ( s e e T a bl e S 1 f or 

a nti b o di es). I m a g es w er e a c q uir e d usi n g a T y p h o o n 5 s c a n n er f or fl u or es c e nt st ai ni n g ( G E H e alt h c ar e 

Lif e S ci e n c es) a n d a n al y z e d wit h I m a g eJ s oft w ar e. Pi er c e E C L Pl us W est er n Bl otti n g S u bstr at e 

( T h er m o Fis h er S ci e ntifi c) w as us e d t o vi s u ali z e pr ot ei ns.  

Dr u g t r e at m e nts  a n d I m m u n ofl u or es c e n c e o n U- 2 O S 

U- 2 O S c ell s w er e gr o w n o n gl as s c o v er sli d es f or 2 4 h b ef or e e x p eri m e nt s. C ell s w er e tr e at e d wit h 1 

μ M c a m pt ot h e ci n ( Si g m a - Al dri c h) f or 1 h a n d all o w e d t o r e c o v er f or 3 h. T o s p e cifi c all y a n al y z e 

c hr o m ati n- as s o ci at e d pr ot ei ns, c ell s w er e p er m e a bili z e d wit h Trit o n X- 1 0 0 b ef or e fi x ati o n wit h 

p ar af or m al d e h y d e as pr e vi o usl y d es cri b e d [ 4 0]. Bri efl y, c ell s w er e w as h e d wit h P B S s u p pl e m e nt e d 

wit h 5 0 0 μ M M g Cl 2  a n d 5 0 0 μ M C a Cl 2  ( P B S- S), t h e n w as h e d wit h C S K b uff er ( 1 0 m M PI P E S, pH 

7. 0, 1 0 0 m M N a Cl, 3 0 0 m M s u cr os e, 3 m M M g Cl 2 ) a n d i n c u b at e d f or 1 0 mi n wit h C S K b uff er 

c o nt ai ni n g 0. 5 % Trit o n X- 1 0 0 a n d c o m pl et e pr ot e as e i n hi bit or ( R o c h e). C ells w er e f urt h er w as h e d 

wit h P B S- S, fi x e d wit h 4 % P F A f or 2 0 mi n, a n d t h e n w as h e d a g ai n wit h P B S- S. B ef or e st ai ni n g, c ells 

w er e bl o c k e d wit h P B S- S c o nt ai ni n g 0. 1 % T w e e n- 2 0 ( P B S- S- T) a n d 5 % B S A. C ell s w er e i n c u b at e d 

wit h pri m ar y a nti b o di es i n P B S- S- T c o nt ai ni n g 5 % B S A a n d t h e n w as h e d wit h P B S- S- T a n d 

i n c u b at e d wit h t h e a p pr o pri at e fl u or es c e nt d y e-c o u pl e d s e c o n d ar y a nti b o di es ( s e e T a bl e S 1 f or 



 
 

 
 

a nt i b o di es). Aft er t w o w as h es i n P B S- S, c o v er sli d es w er e m o u nt e d o n gl ass sli d es usi n g Pr ol o n g G ol d 

( Lif e T e c h n ol o gi es). I m a gi n g w as p erf or m e d usi n g a n A X 7 0 e pi-fl u or es c e n c e mi cr os c o p e ( Ol y m p us) 

e q ui p p e d wit h a P h ot o m etri cs C o ol S N A P M Y O C C D c a m er a a n d a 1 0 0 x Ol y m p us o bj e cti v e ( U Pl a n 

A p o 1. 3 5 oil i m m er si o n). I m a g es w er e a n al y z e d usi n g I m a g eJ s oft w ar e. Q u a ntifi c ati o n of R P A 1 a n d 

R P A 2 f o ci i nt e nsit y w as d o n e wit h I m a g eJ usi n g i m a g es a c q uir e d wit h a n e pi-fl u or es c e n c e 

mi cr os c o p e. Ar e as of R P A 2 f o ci w er e s el e ct e d wit h t h e s oft w ar e, s u bj e ct e d t o a t hr es h ol d, a n d 

i nt e nsiti es of R P A 1 a n d R P A 2 si g n al s c orr es p o n di n g t o t h e s el e ct e d ar e as w er e q u a ntifi e d. F or e a c h 

sli d e, t h e si g n al w as z-s c or e st a n d ar di z e d (( d at a - m e a n)/ st a n d ar d d e vi ati o n).  

I m m u n ofl u or es c e n c e o n pr e p ar ati o ns of c hr o m os o m e s pr e a ds 

  C hr o m os o m e s pr e a ds of s p er m at o c yt es w er e p erf or m e d as pr e vi o usl y d es cri b e d wit h 

m o difi c ati o ns [ 4 1]. Bri efl y, s p er m at o c yt es w er e h o m o g e ni z e d i n 0. 1 M s u cr os e b ef or e b ei n g s urf a c e-

s pr e a d o n gl as s sli d es c o v er e d wit h P F A c o nt ai ni n g eit h er 0. 1 % Trit o n X- 1 0 0 or 0. 2 5 % N P 4 0, 

i n c u b at e d f or 1– 2 h i n a h u mi d c h a m b er, a n d t h e n w as h e d wit h H 2 O pl us 0. 4 % P h ot o- Fl o ( K o d a k) 

aft er s oft dr yi n g. F or i m m u n ofl u or es c e n c e a n al ys e s, s pr e a ds w er e bl o c k e d i n bl o c ki n g b uff er 

c o nt ai ni n g 0. 2 % B S A, 0. 2 % c ol d- w at er fi s h s ki n g el ati n, a n d 0. 0 5 % T w e e n 2 0 i n P B S. Sli d es w er e 

i n c u b at e d wit h pri m ar y a n d s e c o n d ar y a nti b o di es i n bl o c ki n g b uff er a n d ri ns e d 3 ti m es wit h 0. 0 5 % 

T w e e n 2 0 i n P B S. Pri m ar y a nti b o di es w er e i n c u b at e d o v er ni g ht at r o o m t e m p er at ur e. D y e- c o nj u g at e d 

s e c o n d ar y a nti b o di es w er e i n c u b at e d f or 1 h at 3 7 ° C. Sli d es w er e m o u nt e d i n Pr ol o n g G ol d ( Lif e 

T e c h n ol o gi es) a n d k e pt at 4 ° C u ntil a n al ysis. C hr o m os o m e s pr e a ds w er e vi s u ali z e d wit h a n A X 7 0 

e pi-fl u or es c e nt mi cr os c o p e as d es cri b e d a b o v e. I m a g es w er e a n al y z e d usi n g I m a g eJ s oft w ar e. 

Q u a ntifi c ati o n of R P A 1 a n d R P A 2 f o ci i nt e nsit y w as p erf or m e d as d es cri b e d a b o v e.  

  



 
 

 
 

A c k n o wl e d g e m e nt s  : W e t h a n k m e m b er s of t h e L a b or at or y of t h e D e v el o p m e nt of t h e G o n a ds f or 

di s c ussi o ns a n d t e c h ni c al s u p p ort, a n d ar e es p e ci all y gr at ef ul t o M.J G u er q ui n f or d at a a n al ysi s. W e 

t h a n k m e m b er s of t h e a ni m al h o usi n g f a cilit y at i R C M, i n p arti c ul ar V. N e u vill e a n d S. Vi n c e nt-

N a ull e a u. W e t h a n k M. S. W ol d f or R P A pl as mi ds a n d P. Dr e v et f or d e v el o p m e nt of t h e b a c ul o vir us 

s yst e m. T his w or k w as s u p p ort e d b y A N R, I N S E R M, F o n d ati o n A R C, a n d L a Li g u e c o ntr e l e C a n c er. 

J. R. w as s u p p ort e d b y a C E A f ell o ws hi p a n d L a Li g u e c o ntr e l e C a n c er.  

T h e a ut h ors d e cl ar e t h at t h e y h a v e n o c o nfli ct of i nt er est. R e a g e nt s a n d m o us e str ai ns ar e a v ail a bl e 

u p o n r e q u est. All a p pli c a bl e i nt er n ati o n al, n ati o n al, a n d/ or i nstit uti o n al g ui d eli n es f or t h e c ar e a n d us e 

of a ni m al s w er e f oll o w e d. All pr o c e d ur es p erf or m e d i n st u di es i n v ol vi n g a ni m al s w er e i n a c c or d a n c e 

wit h t h e r e g ul at or y st a n d ar ds a n d w er e a p pr o v e d b y t h e C o m mi ss ari at à l' é n er gi e at o mi q u e et a u x 

é n er gi es alt er n ati v es ( C E A) I nstit uti o n al A ni m al C ar e a n d Us e C o m mitt e es. 



 
 

 
 

T a bl e S 1. A nti b o d y t a bl e. 

 
pri m ar y 
a nti b o di es 

     

T ar g et S p e ci es Cl o n e/ r ef er e n c e S o ur c e Dil uti o n 
f or I F 

Dil uti o n 
f or I B 

R P A 2 R at 4 E 4 C ell Si g n ali n g 1: 4 0 0 1: 1 0 0 0 
R P A 1 R at 4 D 9 C ell Si g n ali n g - 1: 1 0 0 0 
R P A 1 M o us e S A B 1 4 0 6 3 9 9 Si g m a- Al dri c h 1: 2 0 0 1: 1 0 0 0 
H A t a g R a b bit A b 9 1 1 0 A b c a m - 1: 1 0 0 0 
F L A G t a g C hi c k e n A b 1 1 7 0 A b c a m  1: 1 0 0 0 
M EI O B R a b bit A b 1 7 8 7 5 6 A b c a m - 1: 5 0 0 
S P A T A 2 2 R a b bit 1 6 9 8 9- 1- A P  Pr ot ei nt e c h  1: 1 0 0 0 
S Y C P 3 R a b bit N B 3 0 0- 2 3 2 N o v us 1 : 5 0 0  
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P ri m a r y o v a ri a n i n s uf fi ci e n c y

1. I n t r o d u c ti o n

P ri m a r y o v a ri a n i n s uf fi ci e n c y ( P OI ) aff e ct s a b o ut 1 – 3 % of w o m e n

u n d e r 4 0 y e a r s of a g e. P OI p ati e nt s h a v e a m e n o r r h e a f o r at l e a st

6 m o nt h s a n d hi g h F S H l e v el s. P OI st e m s fr o m a d e pl eti o n of t h e o v a ri a n

f olli cl e p o ol a n d c a n b e o b s e r v e d i s ol at e d o r i n s y n d r o mi c c o n diti o n s.

A b o ut 1 0 – 1 5 % of P OI c a s e s h a v e a g e n eti c eti ol o g y b ut m o st c a s e s r e -

m ai n i di o p at hi c [ 1 ,2 ]. H o w e v er, a n i n cr e a si n g n u m b e r of g e n eti c alt e r-

at i o n s h a v e b e e n d e s c ri b e d i n w o m e n wit h P OI [3 ]. I n p a rti c ul a r,

p at h o g e ni c v a ri a nt s i n g e n e s i n v ol v e d i n D N A r e pli c ati o n, r e c o m bi n a -

ti o n o r r e p ai r, s u c h a s S T A G 3 , S Y C E 1 , M C M 8 , M C M 9, a n d H F M 1 , h a v e

b e e n f o r m all y i m pli c at e d i n t hi s c o n diti o n [ 4 – 8 ].

H e r e, w e h a v e a p pli e d e x o m e s e q u e n ci n g ( W E S ) t o a c o n s a n g ui n e-

o u s f a mil y of Ar a b o ri gi n wit h t w o si st er s aff e ct e d wit h P OI. T hi s a n al y si s

all o w e d u s t o i d e ntif y a d a m a gi n g h o m o z y g o u s v a ri a nt i n t h e l a st b a s e
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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 ssDNAbinding 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 tomeiotic arrest. This is the � rst report 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 DNAwas 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 enrichedwith 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 GATKHaplotype 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 1000Genomes 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) andVarsome (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 III-11, heterozygous in themother 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,

ƒ )

� 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 pathogenicwhen themajority 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

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 withoutMeiob.

Implications of all the available evidence

We have uncovered the first cases implicating MEIOB 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 POI and

their families.
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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.1218GNA 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-2522J7, 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-lengthminiMEIOB. 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 1218GNA was then introduced in miniMEIOB WT gene by

fusion PCR. First, two PCR reactions were performed to generate the 5�

and 3� fragments of themutatedminiMEIOB gene usingMEIOBForward

primer and the correspondingmutagenic R primerMEIOB-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.

2.4.2. 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) in a � nal volume of 20 � l. 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% CO2 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 (SC0583 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 � c, Waltham,

MA), the PCR product was treatedwith T4 DNA polymerase for comple-

mentary single-strand annealing cloning with T4-DNA-polymerase-

treated pCIG plasmid already digested by XhoI + BglII. 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 ofMEIOB.

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 Nde1

and BamHI) with SP0636 and SP0637 primers. The resulting PCR prod-

uct was digested by MscI + BglII and ligated in the SC0583 plasmid

digested by the same enzymes and treatedwith 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 + XmaI 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 BbsI digestion and cloned instead of the
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H s M EI O B - 1 - 4 7 1 wil d -t y p e s e q u e n c e b y c o m pl e m e nt a r y si n gl e - st r a n d

a n n e ali n g cl o ni n g i n S C 0 5 8 5 di g e st e d b y E c o RI - H F a n d Ml u I - H F, t h u s

g e n er ati n g S C 0 8 9 6.

2. 6. 3. C o -i m m u n o pr e ci pit ati o n

H E K - 2 9 3 c ell s w er e l y s e d u n d e r n ati v e c o n diti o n s b y h o m o g e ni s a -

ti o n i n 1 × c ell l y si s b uff e r ( C ell Si g n ali n g T e c h n ol o g y, L ei d e n, T h e

N et h e rl a n d s ) s u p pl e m e nt e d  wit h c o m pl et e  p r ot e a s e i n hi bit o r

( R o c h e ), P M S F, a n d 1 0 μ M M G - 1 3 2 ( Si g m a - Al d ri c h, St L o ui s, M O ), 2

× 1 0 mi n of m e di u m s o ni c ati o n ( 3 0 s o n, 3 0 s off ), a n d c e nt rif u g ati o n

at 1 6, 2 0 0 g f o r 1 0 mi n at 4 ° C. E xtr a ct s w er e dil ut e d 4 × i n bi n di n g b uff er

( 2 0 m M T ri s - H Cl, p H 7. 5, 1 5 0 m M N a Cl, 1 0 % gl y c er ol, 1 m M E D T A, 1 m M

b et a - m e r c a pt o et h a n ol, 1 0 m g/ ml B S A, c o m pl et e p r ot e a s e i n hi bit o r

wit h o ut E D T A ( R o c h e ), 1 0 μ M M G - 1 3 2, a n d 9 0 U/ ml B e n z o n a s e n u cl e-

a s e ( N o v a g e n, D a r m st a dt, G e r m a n y ), P M S F ). E xt r a ct s f r o m ~ 5 × 1 0 6

c ell s w e r e u s e d f o r I P wit h 2 5 μ l of a nti - F L A G M 2 m a g n eti c b e a d s

( Si g m a - Al dri c h, St L o ui s, M O, C at # M 8 8 2 3, R RI D: A B _ 2 6 3 7 0 8 9 ). T h e p r o -

tei n/ b e a d s mi xt u r e w a s i n c u b at e d f o r 1 6 h at 4 ° C wit h g e ntl e a git ati o n.

T o o pti mi s e B e n z o n a s e di g e sti o n aft e r t h e bi n di n g r e a cti o n, t h e b e a d s

w e r e w a s h e d t wi c e wit h B e n z o n a s e b uff e r ( 2 0 m M T ri s - H Cl, p H 8. 0,

2 0 m M N a Cl, 1 0 % gl y c e r ol, 2 m M M g Cl 2 , 1 m M b et a- m er c a pt o et h a n ol,

1 0 m g/ ml B S A, c o m pl et e p r ot e a s e i n hi bit or wit h o ut E D T A, R o c h e ) a n d

i n c u b at e d i n B e n z o n a s e b uff e r s u p pl e m e nt e d wit h 9 0 U/ ml B e n z o n a s e

n u cl e a s e f o r 3 0 mi n at 3 7 ° C b ef or e b ei n g w a s h e d t hr e e ti m e s wit h ri n s-

i n g b uff e r ( 2 0 m M T ri s- H Cl, p H 7. 5, 1 5 0 m M N a Cl, 1 0 % gl y c e r ol, 1 m M

E D T A, 1 m M b et a- m e r c a pt o et h a n ol, c o m pl et e p r ot e a s e i n hi bit or wit h -

o ut E D T A, t rit o n 0. 2 5 % ). I m m u n o p r e ci pit at e d p r ot ei n s w er e el ut e d di-

r e ctl y i n 1 8 μ l of L a e m mli b uff e r 1. 5 × s u p pl e m e nt e d wit h 0. 5 % b et a -

m er c a pt o et h a n ol a n d b oil e d f o r 5 mi n at 9 5 ° C b ef or e m a g n eti c s e p a r a -

ti o n of b e a d s a n d w e st er n bl otti n g of t h e s a m pl e s.

2. 6. 4. W e st e r n bl otti n g

P ri o r t o mi g r ati o n, p r ot ei n s a m pl e s w e r e s u p pl e m e nt e d wit h

L a e m mli b uff er a n d dit hi ot h r eit ol 1 M, b oil e d f o r 5 mi n at 9 5 ° C a n d r e-

s ol v e d b y S D S - p ol y a c r yl a mi d e g el el e ct r o p h o r e si s ( S D S - P A G E, 1 2 % ),

al o n g wit h t h e P r o Si e v e Q u a d C ol o r p r ot ei n m a r k e r 4, 6 k D a – 3 0 0 k D a

( L o n z a ). S e p ar at e d p r ot ei n s w e r e el e ct r o p h o r eti c all y t r a n sf er r e d o nt o

P V D F m e m br a n e s ( G E H e alt h c ar e ) b ef or e pr ot ei n d et e cti o n wit h a p p r o -

p ri at e pri m a r y a nti b o di e s a n d fl u or e s c e nt d y e- c o u pl e d s e c o n d a r y a nti-

b o di e s ( s e e T a bl e S 4 f o r d et ail s a b o ut a nti b o di e s ). W h e n t h e p r ot ei n s

c o ul d b e di sti n g ui s h e d b y si z e, a s a m e d y e w a s u s e d f o r diff e r e nt p ri -

m a r y a nti b o di e s. I m a g e s w e r e a c q ui r e d u si n g a T y p h o o n 5 i m a g e r

( A m er s h a m Bi o s ci e n c e s, G E H e alt h c ar e ).

2. 6. 5. D N A d a m a g e i n d u cti o n

P ri o r t o fi x ati o n, H e L a c ell s w e r e i n c u b at e d wit h 2 5 μ M et o p o si d e

( Si g m a - Al d ri c h ) f o r 1 h, ri n s e d wit h c ult u r e m e di u m a n d m ai nt ai n e d

f or 3 h i n c ult u r e m e di u m.

2. 6. 6. I m m u n o fl u o r es c e n c e o n H e L a c ell s

F or i m m u n ol o c ali s ati o n, H e L a c ell s w er e c ult u r e d o n 1 7 0 μ m -t hi c k

c o v e r sli p s ( M a ri e nf el d, L a u d a - K ö ni g s h of e n, G e r m a n y ) 2 4 h b ef o r e

t r a n sf e cti o n. Aft er et o p o si d e t r e at m e nt, c ell s w e r e w a s h e d t wi c e wit h

P B S wit h 5 0 0 μ M M g Cl 2 a n d 5 0 0 μ M C a Cl 2 ( P B S - S ). F or w h ol e c ell d et e c -

ti o n, c ell s w e r e di r e ctl y fi x e d wit h 4 % P F A aft er P B S- S w a s h e s. T o d et e ct

t h e c hr o m ati n - a s s o ci at e d fr a cti o n a n d t o o b s e r v e D N A d a m a g e f o ci, c ell s

w er e p er m e a bili s e d b ef or e fi x ati o n a s f oll o w s: aft er P B S- S w a s h e s, c ell s

w er e w a s h e d o n c e wit h C S K b uff er ( 1 0 m M Pi p e s, p H 7. 0, 1 0 0 m M N a Cl,

3 0 0 m M s u c r o s e a n d 3 m M M g Cl 2 ) a n d i n c u b at e d 1 0 mi n wit h C S K

b uff er c o nt ai ni n g 0. 5 % T rit o n X - 1 0 0, 0. 3 m g/ ml R N a s e A ( T h er m o Fi s h er

S ci e nti fi c ) a n d c o m pl et e p r ot e a s e i n hi bit o r ( R o c h e ). C ell s w e r e t h e n

w a s h e d wit h P B S - S, fi x e d wit h 4 % P F A f o r 2 0 mi n a n d w a s h e d wit h

P B S - S. B ef o r e st ai ni n g, c ell s w e r e bl o c k e d wit h P B S - S/ 0. 1 % T w e e n 2 0

( P B S - S - T ) c o nt ai ni n g 5 % B S A. C ell s w er e i n c u b at e d wit h p ri m ar y a nti -

b o di e s ( T a bl e S 4 ) i n P B S - S - T/ 5 % B S A a n d t h e n w a s h e d wit h P B S - S - T

a n d i n c u b at e d wit h a p p r o p ri at e fl u o r e s c e nt d y e - c o u pl e d s e c o n d a r y

a nti b o d y. Aft e r w a s h e s i n P B S - S - T, c o v e r sli p s w e r e m o u nt e d o n gl a s s

sli d e s u si n g P r o L o n g ® G ol d a ntif a d e r e a g e nt wit h D A PI ( Lif e T e c h n ol o -

gi e s ). I m a gi n g w a s p e rf o r m e d u si n g a n A X 7 0 e pi - fl u o r e s c e n c e mi c r o -

s c o p e ( Ol y m p u s ) e q ui p p e d wit h a P h ot o m et ri c s C o ol S N A P M Y O C C D

c a m e r a. I m a g e s w er e a n al y s e d u si n g I m a g eJ s oft w ar e.

3. R e s ult s

T h e c o n s a n g ui n e o u s f a mil y a n al y s e d h er e c o m pri s e s t w o si st er s af-

f e ct e d wit h P OI w h o s e p ar e nt s a r e d o u bl e fi r st c o u si n s ( Fi g. 1 ). T h e p r o -

b a n d III- 1 0 h a d a n o r m al m e di c al hi st or y, e x c e pt f o r a ut e ri n e s e pt u m

t h at w a s r e m o v e d b y s ur g e r y at a g e 2 0. S h e p r e s e nt e d wit h i nf e rtilit y,

s e c o n d a r y t o a s e v e r e r e d u cti o n of o v a ri a n r e s e r v e. M a r ri e d at 1 8, s h e

h a d a m ol a r pr e g n a n c y at 2 0 a n d a s u b s e q u e nt pr e g n a n c y e n d e d s p o n -

t a n e o u sl y v e r y e a rl y. At a g e 2 4, oli g o m e n o r r h e a a p p e a r e d, a n d F S H

l e v el s r o s e t o 2 5. 3 6 I U/l at a g e 2 5 aft e r o n e y e a r wit h o ut h or m o n al tr e at-

m e nt ( n o r m al r a n g e, 2 t o 2 4 I U/l ), wit h A M H l e v el s at 0. 2 2 n g/ ml ( n o r-

m al r a n g e 2. 2 – 6. 8 n g/ ml ) a n d A nt r al F olli c ul a r C o u nt ( A F C ) = 3. H e r

h u s b a n d i s h e alt h y, wit h a n o r m al s p e r m o g r a m. H e r si st e r III - 1 1 p r e -

s e nt e d wit h s e c o n d a r y a m e n o r r h e a. S h e h a d n o r m al s e x u al d e v el o p -

m e nt  d u ri n g t e e n a g e y e a r s aft e r  n o r m al  m e n a r c h e at 1 4.

Oli g o m e n o r r h e a d e v el o p e d w h e n s h e w a s 1 6 y e a r s ol d, l e a di n g t o

a m e n o r r h e a at a g e 1 9, wit h el e v at e d F S H at 2 2. 7 I U/l ri si n g t o

4 8. 8 I U/l, A M H l e v el s b el o w 0. 1 n g/ ml a n d A F C = 0. H or m o n al r e pl a c e-

m e nt t h e r a p y i n d u c e d n o r m al m e n s e s, b ut wit h d r a w al r e s ult e d i n

a m e n o rr h e a. T h e r a p e uti c t ri al wit h hi g h d o s e s of g o n a d ot r o pi n s f ail e d

t o yi el d f olli cl e s. H o r m o n al d o s a g e s at a g e 3 0 c o nfi r m e d t h e di a g n o si s

of P OI ( T a bl e 1 ). P h y si c al e x a mi n ati o n w a s n o r m al, wit h a h ei g ht of

1 6 2 c m a n d a w ei g ht of 8 3 k g, a n d t h e ut er u s a p p e a r e d n or m al o n i m a g-

i n g. H e r h u s b a n d i s h e alt h y a n d f e rtil e, wit h off s p ri n g f r o m p r e vi o u s

m ar ri a g e s.

W E S f or t h e t w o aff e ct e d si st e r s III- 1 0 a n d III - 1 1, o n e u n aff e ct e d si s-

t e r III - 1 3 a n d t h e u n aff e ct e d m ot h e r II - 8 g e n e r at e d 5 1 t o 6 7 milli o n

r e a d s p e r s a m pl e wit h a m e a n c o v e r a g e of 6 7 t o 7 4 ×. V a ri a nt c alli n g

i d e ntifi e d o v e r 1 0 0, 0 0 0 v a ri a nt s p er s a m pl e ( T a bl e s S 1 – S 2 ). A s it i s f r e-

q u e nt i n c o n s a n g ui n e o u s f a mili e s, a r e c e s si v e p at h ol o g y c a n e m er g e b e-

c a u s e of i d e ntit y b y d e s c e nt: t h e c hil dr e n of a c o n s a n g ui n e o u s m arri a g e

i n h e rit t w o c o pi e s of a n a n c e st r al v a ri a nt, o n e t h r o u g h t h e m at e r n al

b r a n c h a n d t h e ot h e r t h r o u g h t h e p at e r n al b r a n c h. T h e r ef o r e, w e fi l -

t e r e d v ari a nt s o n t h e b a si s of t h ei r h o m o z y g o sit y i n b ot h p ati e nt s, h et -

e r o z y g o sit y i n t h e m ot h e r, h et e r o z y g o sit y o r a b s e n c e i n t h e n o n -

aff e ct e d si st e r a n d a b s e n c e i n u n r el at e d f e rtil e i n - h o u s e c o ntr ol s. F u r -

t h e r m o r e, w e k e pt v a ri a nt s wit h a p o s si bl e i m p a ct o n t h e c o di n g s e -

q u e n c e a n d a mi n o r all el e f r e q u e n c y ( M A F ) b 0. 0 1 i n d at a b a s e s s u c h

a s G n o m A D. F u rt h e r fi lt e ri n g o n a v ail a bl e f u n cti o n al d at a r e g a r di n g a

p o s si bl e r ol e i n r e p r o d u cti o n a n d f e rtilit y yi el d e d o nl y o n e pl a u si bl e

Fi g. 1. I de nti fi c ati o n of a s pli ci n g- alt e ri n g m ut ati o n i n t h e c o di n g s e q u e n c e of M EI O B i n a

c o n s a n g ui n e o u s P O F f a mil y. P e di g r e e of t h e M O 1 3 f a mil y. D o u bl e li n e s i n di c at e

c o n s a n g ui n e o u s u ni o n s. T h e bl a c k a rr o w i n di c at e s t h e p r o b a n d a n d bl u e a rr o w s p oi nt t o

t h e f a mil y m e m b er s t h at c o ul d b e a n al y s e d b y e x o m e s e q u e n ci n g. T h e g e n ot y p e s f or t h e

m ut ati o n i n t h e M EI O B g e n e a r e i n di c at e d b el o w e a c h p e r s o n, a s c o n fi r m e d b y S a n g e r

s e q u e n ci n g ( a st e ri s k s ).
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c a n di d at e v a ri a nt ( T a bl e S 2 ). T hi s v a ri a nt i s r s 1 0 1 0 4 4 6 2 9 5 i n M EI O B

( a n n ot at e d a s c h r 1 6: g. 1 8 3 9 2 5 5 C N T ( h g 3 8 ),  N M _ 0 0 1 1 6 3 5 6 0. 2:

c. 1 2 1 8 G N A, Fi g. 2 a ), w hi c h i s p r e di ct e d t o alt e r s pli ci n g of e x o n 1 2

wit h hi g h pr o b a bilit y ( i. e., p = 0. 9 9 a c c o r di n g t o A d a B o o st a n d 1 a c c o r d-

i n g t o R a n d o m F or e st ) [1 8 ]. It s M A F i n G n o m A D d at a b a s e i s 0. 0 0 0 0 1 8,

w it h o nl y 4 h et er o z y g o u s i n di vi d u al s a n d n o h o m o z y g ot e s d et e ct e d i n

N 1 1 0, 0 0 0 g e n o m e s. It w a s a b s e nt f r o m t h e G M E V ari o m e d e di c at e d t o

Mi d dl e E a st p o p ul ati o n s. S a n g e r s e q u e n ci n g c o n fi r m e d t h at t h e t w o

aff e ct e d si st e r s w e r e i n d e e d h o m o z y g o u s f o r t h e M EI O B v a ri a nt,

w h er e a s t h e u n aff e ct e d f a mil y m e m b e r s w e r e eit h e r h et e r o z y g o u s o r

h o m o z y g o u s f o r t h e wil d -t y p e all el e ( Fi g. S 1 ). M EI O B e n c o d e s a

m ei o si s- s p e ci fi c f a ct o r t h at bi n d s s s D N A. O ur p r e vi o u s e x pr e s si o n d at a

i n h u m a n a n d m o u s e s h o w t h at M EI O B/ M ei o b i s st r o n gl y e x pr e s s e d i n

t h e d e v el o pi n g o v a r y d u ri n g m ei o si s [ 9 ]. F u rt h e r m o r e, it s e x p r e s si o n

pr o fi l e f oll o w s t h o s e of t y pi c al m ei oti c g e n e s d uri n g o v a r y d e v el o p m e nt

i n mi c e ( Fi g. S 3 ). W e h a v e p r o p o s e d t h at M EI O B i s a m ei oti c f u n cti o n al

e q ui v al e nt of R P A 1, a mit oti c O B d o m ai n - c o nt ai ni n g s s D N A - bi n di n g

pr ot ei n [ 9 ].

G i v e n t h e pr e di ct e d i m p a ct of t h e v a ri a nt o n M EI O B pr e- m R N A s pli c -

i n g, w e c o n si d er e d t hr e e p ot e nti al s c e n ari o s a c c o r di n g t o w hi c h t h e m u-

t ati o n c o ul d alt e r s pli ci n g. Fi r st, e x o n 1 2 b e a ri n g t h e v a ri a nt c o ul d b e

s ki p p e d. Alt e r n ati v el y, t h e i nt r o n d o w n st r e a m of e x o n 1 2 c o ul d b e

r et ai n e d i n t h e m R N A a n d w o ul d b e a v ail a bl e f o r t r a n sl ati o n. Fi n all y,

t h e alt e r ati o n w o ul d i n d u c e t h e r e m o v al of b ot h e x o n s 1 2 a n d 1 3 ( a n

e x o n t h at c a n b e alt e r n ati v el y s pli c e d o ut, a s i n N M _ 1 5 2 7 6 4 ) l e a di n g

t o pi e ci n g e x o n s 1 1 a n d 1 4 t o g et h e r. I n all c a s e s t h e r e s ulti n g p r ot ei n

pr o d u ct s w o ul d b e t r u n c at e d b e c a u s e of fr a m e s hift s i ntr o d u ci n g pr e m a -

t u r e t er mi n ati o n c o d o n s ( P T C ). A mi ni g e n e a s s a y cl e a rl y i n di c at e d t h at

t h e m ut ati o n i n d u c e d s ki p pi n g of e x o n 1 2 ( Fi g. 2 b, l eft p a n el ). T hi s

w a s c o n fi r m e d i n vi v o b y a n al y zi n g t h e ill e giti m at e M EI O B t r a n s c ri pt s

i n t h e l e u k o c yt e s of p r o b a n d III - 1 0 (Fi g. 2 b, mi d dl e a n d ri g ht p a n el s,

a n d Fi g. S 2 ). E x o n 1 2 s ki p pi n g di s r u pt s t h e r e a di n g f r a m e, w hi c h l e a d s

t o a f r a m e s hift a n d t o t h e o c c u r r e n c e of a P T C ( p. N P _ 0 0 1 1 5 7 0 3 2

T a bl e 1

H o r m o n al d o s a g e r e s ult s f or t h e M O 1 3 p ati e nt III - 1 1 at a g e 3 0 ( M a y 2 0 1 7 ).

H o r m o n e s D o s a g e s

i n

p ati e nt

N o r m al r a n g e s

F olli c ul a r

p h a s e

O v ul at o r y

p h a s e

L ut e al

p h a s e

M e n o p a u s e

F S H (I U/l ) 4 8. 8 2. 9 – 1 2 6. 3 – 2 4 1. 5 – 7 1 7 – 9 5

L H (I U/l ) 4 6. 4 1. 5 – 8 9. 6 – 8 0 0. 2 – 6. 5 8 – 3 3

E st r a di ol ( n m ol/l ) 0. 1 4 9 0. 0 6 – 0. 5 4 0. 1 6 – 0. 7 8 0. 3 4 – 2. 1 b 0. 2

A M H ( n g/ ml ) b 0. 1 2. 2 – 6. 8

P r o g e st e r o n e

( n m ol/l )

2. 2 0. 3 – 3 2 – 9 1 5 – 6 0 0. 3 – 3

T e st o st e r o n e

( n m ol/l )

0. 8 0. 4 – 2

P r ol a cti n ( n g/ ml ) 6. 5 5 0. 7 – 2 5

T S H, f r e e T 3 a n d T 4, S H B G, f r e e a n dr o g e n, a n dr o st e n e di o n e a n d D H E A s ulf at e w e r e wit hi n

n or m al r a n g e s.

Fi g. 2. E x o n 1 2 s ki p pi n g i n d u c e d b y t h e M EI O B p at h o g e ni c v a ri a nt. a - R e p r e s e nt ati o n of t h e h u m a n M EI O B g e n e a n d it s m ut at e d f o r m (f r o m E n s e m bl, r ef e r e n c e t r a n s c ri pt

N M _ 0 0 1 1 6 3 5 6 0. 2 ). T h e st r u ct u r e of t h e n o r m al p r ot ei n i s s h o w n b el o w f o r t h e l o n g e st i s of o r m of 4 7 1 a mi n o a ci d s, wit h c o di n g e x o n s a s b a r s wit h alt e r n at e c ol o u r s. T h e m ut ati o n

( r e d a r r o w ) li e s at t h e v e r y e n d of e x o n 1 2, w hi c h e n c o d e s 6 1 a mi n o a ci d s at t h e c e nt r e of t h e t hi r d O B d o m ai n. T h e s e c o n d p r ot ei n st r u ct u r e c o r r e s p o n d s t o t h e m ut at e d p r ot ei n,

i n d u c e d b y e x o n 1 2 s ki p pi n g a n d p r e m at ur e st o p c o d o n. T h e 7 - a mi n o a ci d p a rt of e x o n 1 3 r e a d i n f r a m e s hift i s hi g hli g ht e d i n r e d. k b: kil o b a s e s. b - S c h e m ati c r e pr e s e nt ati o n of t h e

e x o n 1 2 s ki p pi n g ( u p p e r p a n el ) i n d u c e d b y t h e m ut ati o n ( r e d st a r ), al o n g wit h t h e d et e cti o n of a b e r r a nt s pli ci n g i n t h e i n vit r o mi ni g e n e a s s a y ( b ott o m p a n el, l eft ), i n vi v o i n t h e

p r o b a n d' s p ri m a r y l e u k o c yt e s ( b ott o m p a n el, c e nt e r ) a n d t h e S a n g e r s e q u e n ci n g of t h e r e s ulti n g n o r m al a n d m ut at e d t r a n s c ri pt s. T h e P C R p ri m e r s u s e d t o a m plif y t h e s pli c e d

p r o d u ct s a r e l o c at e d o n t h e e x o n st r u ct u r e a n d i n di c at e d b e si d e b ot h a s s a y s. W T 1/ m ut 1 a n d W T 2/ m ut 2 r e p r e s e nt 2 i n d e p e n d e nt tr a n sf e cti o n s of t h e s a m e W T a n d m ut at e d v e ct or s r e -

s p e cti v el y. W T: wil d-t y p e; b p: b a s e p air s, c D N A: c o m pl e m e nt a r y D N A.
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C y s 3 4 5 Tr pf s 8 ). T h e r e s ulti n g tr u n c at e d M EI O B m ut pr ot ei n i s e x p e ct e d t o

c o nt ai n 3 5 1 a mi n o a ci d s, wit h a n o r m al s e q u e n c e u p t o p o siti o n 3 4 4,

a n d w o ul d l a c k m o st of t h e t hi r d O B -f ol d a n d p a rt of it s S P A T A 2 2 -

bi n di n g d o m ai n.

B e c a u s e t h e a cti o n of M EI O B d u ri n g m ei oti c r e c o m bi n ati o n r e q ui r e s

it s i nt er a cti o n wit h S P A T A 2 2 a n d t h e C -t e r mi n al p a rt of M EI O B h a s b e e n

s h o w n t o m e di at e s u c h i nt er a cti o n [ 1 1 ,1 2 ], w e pr e di ct e d t h at tr u n c at e d

M EI O B w o ul d n ot i nt er a ct wit h S P A T A 2 2. T o t e st t hi s, w e c o- e x pr e s s e d

u nt a g g e d o r H A-t a g g e d S P A T A 2 2 a n d t h e t w o M Y C - F L A G -t a g g e d M EI O B

v e r si o n s i n H E K - 2 9 3 c ell s t h at d o n ot e x p r e s s n eit h e r M EI O B n o r

S P A T A 2 2 ([ 1 1 ] a n d htt p s:// w w w. p r ot e o mi c s d b. or g/ ). A s e x p e ct e d, c o -

i mm u n o p r e ci pit ati o n c o n fi r m e d t h e i nt e r a cti o n b et w e e n t h e f ull -

l e n gt h M EI O B a n d S P A T A 2 2. B y c o nt r a st, S P A T A 2 2 a n d t r u n c at e d

M EI O B w e r e b a r el y c o -i m m u n o p r e ci pit at e d, d e m o n st r ati n g t h at t h e

m ut ati o n aff e ct e d t h ei r i nt er a cti o n ( Fi g. 3 ).

T o t e st w h et h er t h e tr u n c ati o n of M EI O B al s o aff e ct e d it s r e c r uit m e nt

t o D N A l e si o n s, w e mi mi c k e d m ei oti c D S B wit h et o p o si d e t r e at m e nt.

Et o p o si d e i n hi bit s t o p oi s o m er a s e II, w hi c h r e m ai n s att a c h e d t o t h e 5 ′

e xt r e miti e s of t h e D S B s it c r e at e s. S p e ci fi c all y, w e c o - e x p r e s s e d H A -

t a g g e d S P A T A 2 2 a n d t h e wil d t y p e M Y C - F L A G -t a g g e d v e r si o n of

M EI O B ( M EI O B M F ) o r t h e t r u n c at e d M Y C - F L A G -t a g g e d v e r si o n of

M EI O B ( M EI O B M F - m ut ) i n H e L a c ell s, t h at d o n ot e x p r e s s n eit h e r

M EI O B n or S P A T A 2 2 ( htt p s:// w w w. pr ot e o mi c s d b. o r g/ ). W e c o n fi r me d

b y w e st e r n bl ot t h at b ot h v e r si o n s of M EI O B w e r e i n d e e d e x p r e s s e d

( Fi g. 4 a ). Aft e r et o p o si d e t r e at m e nt, t h e wil d -t y p e M EI O B M F a n d

S P A T A 2 2 a c c u m ul at e d i n t h e n u cl ei ( Fi g. 4 b ). W h e n M EI O B M F- m ut w a s

e x pr e s s e d wit h S P A T A 2 2, S P A T A 2 2 r e m ai n e d diff u s e i n t h e e ntir e c ell

( c yt o pl a s m a n d n u cl e u s ) a n d M EI O B t e n d e d t o a c c u m ul at e i n t h e c yt o -

pl a s m ( Fi g. 4 b ). T o f o c u s o n p r ot ei n s r e c r uit e d t o D N A d a m a g e s, w e

p e r m e a bili s e d t h e c ell s b ef o r e fi x ati o n t o r et ai n o nl y t h e c h r o m ati n -

a s s o ci at e d f r a cti o n. T h e D N A- d a m a g e sit e s w er e s p ott e d b y R P A st ai n -

i n g, k n o w n t o f o r m di s c r et e f o ci at D S B s. M EI O BM F a n d S P A T A 2 2

c ol o c ali s e d wit h R P A, c o n fi r mi n g t h ei r r e c r uit m e nt t o et o p o si d e -

i n d u c e d D S B s. Of n ot e, t hi s r e c r uit m e nt t o D S B s w a s d et e ct e d o nl y

w h e n t h e t w o pr ot ei n s w er e c o- e x p r e s s e d ( Fi g. 4 c a n d d ). T hi s c o n fi r m s

t h e m a n d at o r y i nt e r a cti o n of t h e t w o p a rt n e r s f o r b ei n g r e c r uit e d at

D S B s. I n c o ntr a st, w h e n t h e t r u n c at e d M EI O B M F - m ut w a s c o - e x pr e s s e d

wit h S P A T A 2 2, t h ei r l o c ali z ati o n t o D S B s w a s l o st ( Fi g. 4 d ).

Fi n all y, w e e sti m at e d t h e p r o b a bilit y of fi n di n g ot h e r P OI c a s e s

c a u s e d b y bi- all eli c p at h o g e ni c v ari a nt s i n M EI O B . F or t hi s, w e g at h er e d

t h e M A F of all t h e v a ri a nt s i n t h e c o di n g r e gi o n of M EI O B r ef e r e n c e d i n

G n o m A D ( a s of F e br u ar y 2 0 1 9 ). W e f o c u s e d o n t h o s e v a ri a nt s pr e di ct e d

t o b e p at h o g e ni c o r p o s si bl y d a m a gi n g b y at l e a st 6 o ut of 1 1 pr e di ct o r s

of f u n cti o n al i m p a ct. T h e c u m ul ati v e M A F of t h e 1 4 9 p r e di ct e d p at h o -

g e ni c v a ri a nt s w a s 0. 0 1 3 4 9. T hi s c o r r e s p o n d s t o o n e w o m a n o ut of

a b o ut 1 1, 0 0 0 ( i. e., 2/ 0. 0 1 3 4 92 ), w h o w o ul d b e eit h e r h o m o z y g o u s o r

c o m p o u n d h et er o z y g o u s f or M EI O B d a m a gi n g v a ri a nt s.

4. Di s c u s si o n

O u r g e n eti c a n al y si s all o w e d u s t o i d e ntif y a v a ri a nt i n t h e M EI O B

g e n e r e s p o n si bl e f o r P OI i n a c o n s a n g ui n e o u s f a mil y. O u r st u d y of t h e

i m p a ct of t h e m ut ati o n o n M EI O B p r e - m R N A s pli ci n g i n vit r o a n d

i n vi v o s h o w e d t h at e x o n 1 2 w a s s ki p p e d. I n p ri n ci pl e, w e c a n n ot e x -

cl u d e a n o n s e n s e - m e di at e d d e c a y ( N M D ) of t h e m ut at e d t r a n s c ri pt s,

b e c a u s e t h e P T C d o e s n ot li e i n t h e l a st e x o n. H o w e v er, N M D i s n ot c er-

t ai n b e c a u s e of t h e s m all si z e of e x o n 1 3 ( 8 7 b a s e s ). I n s u c h c o n diti o n s,

t h e ri b o s o m e mi g ht still b e a bl e t o r e m o v e t h e E x o n J u n cti o n C o m pl e x at

t h e b o u n d a r y b et w e e n e x o n s 1 3 a n d 1 4 w h e n r e a c hi n g t h e P T C (t h u s

a b r o g ati n g N M D ). T h e f a ct t h at t h e wil d -t y p e a n d m ut at e d c D N A s

f r o m t h e p ati e nt' s l e u k o c yt e s yi el d e d P C R b a n d s of si mil a r i nt e n siti e s

w h e n a m pli fi e d i n si mil a r c o n diti o n s fr o m si mil a r a m o u nt s of c D N A i n -

d e e d a r g u e s a g ai n st N M D of t h e m ut at e d t r a n s cri pt. H o w e v e r, e v e n i n

Fi g. 3. T h e M EI O B-tr u n c ati n g m ut ati o n di s r u pt s M EI O B- S P A T A 2 2 i nt er a cti o n. a - S c h e m ati c r e p r e s e nt ati o n of M EI O B c o n st r u ct s. T h e wil d -t y p e M EI O B M F c o nt ai n s 3 O B-f ol d d o m ai n s a n d a

C -t e r mi n al c M y c- F L A G t a g (i n g r e e n ). T h e t hi r d O B-f ol d d o m ai n c o nt ai n s a n a d diti o n al Zi n c ri b b o n d o m ai n a n d a h eli x-t u r n - h eli x ( Ht H ), e n c o d e d b y t h e e n d of e x o n 1 1 a n d e x o n s 1 2, 1 3,

a n d p art of e x o n 1 4, a n d c or r e s p o n d s t o t h e S P A T A 2 2- bi n di n g d o m ai n [ 1 1 ,1 2 ]. T h e t r u n c at e d M EI O BM F- m ut c o nt ai n s t h e wil d -t y p e s e q u e n c e u p t o p o siti o n 3 4 4 e n c o m p a s si n g o nl y t h e

b e gi n ni n g of t h e zi n c ri b b o n d o m ai n pl u s s e v e n r e si d u e s r e a d i n f r a m e s hift (i n r e d ) b ef o r e t h e c M y c - F L A G t a g. b - S P A T A 2 2 c o -i m m u n o p r e ci pit ati o n wit h M EI O B i s l o st i n M EI O B

m ut a nt. M EI O B M F o r M EI O B M F - m ut , H A -t a g g e d S P A T A 2 2 ( S P A T A 2 2H A ), o r u nt a g g e d S P A T A 2 2 ( S P A T A 2 2 ) w e r e e x pr e s s e d i n H E K - 2 9 3 c ell s. M EI O B M F ∧ S P A T A 2 2 i n di c at e s t h at M EI O B M F

a n d S P A T A 2 2 w er e e x p r e s s e d f r o m a si n gl e pl a s mi d. M EI O B i s i m m u n o p r e ci pit at e d wit h a n a nti- F L A G a nti b o d y (I P- F L A G ). M EI O B i s r e v e al e d wit h a n a nti - F L A G a nti b o d y a n d S P A T A 2 2

wit h a n a nti - S P A T A 2 2 a nti b o d y. T h e Pr o Si e v e Q u a d C ol or p r ot ei n m ar k e r 4, 6 k D a – 3 0 0 k D a ( L o n z a ) w a s r u n o n t h e l eft ( L a d d e r ).
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t h e pr e s e n c e of N M D, t h e c o n cl u si o n p oi nti n g t o t h e c a u s alit y of t h e v a r-

ia nt w o ul d h ol d.

R e c e nt st u di e s i d e nti fi e d t h e C -t e r mi n al p art of M EI O B b et w e e n p o -

siti o n s 2 9 4 a n d 4 5 0 a s t h e S P A T A 2 2 - bi n di n g d o m ai n of t h e p r ot ei n,

w hi c h i s r e q uir e d f o r t h e i nt e r a cti o n b et w e e n t h e t w o pr ot ei n s a n d f or

t h ei r r e c r uit m e nt t o D S B s [1 1 ,1 2 ]. I n t h e p r e s e nt st u d y, w e s h o w t h at

th e t r u n c ati o n i n d u c e d b y t h e m ut ati o n str o n gl y aff e ct s t hi s i nt er a cti o n

a n d p r e v e nt s t h e r e c r uit m e nt of b ot h M EI O B a n d S P A T A 2 2 t o D S B s.

M ei o b k n o c k- o ut mi c e a r e i nf e rtil e a n d u n a bl e t o c o m pl et e m ei oti c

r e c o m bi n ati o n, a s s h o w n b y t h e p e r si st e n c e of u n r e p ai r e d D N A b r e a k s.

I n d e e d, t h e m ut at e d o v ari e s a r e c o m pl et el y d e v oi d of o o c yt e s b y e a rl y

p o st n at al d a y s [ 9 ,1 0 ]. T h e r e s ult s d e s c ri b e d h e r e a r e c o n si st e nt wit h

th e p h e n ot y p e o b s er v e d i n M ei o b − /− f e m al e mi c e a n d hi g hli g ht t h e i m -

p ort a n c e of t h e M EI O B - S P A T A 2 2 i nt e r a cti o n i n vi v o. R e c e ntl y, a h o m o-

z y g o u s mi s s e n s e ( N 6 4I ) w a s r e p o rt e d i n a c o n s a n g ui n e o u s I sr a eli Ar a b

f a mil y wit h 4 a z o o s p e r mi c b r ot h e r s [2 0 ]. T hi s mi s s e n s e s u b stit uti o n

c o n c e r n e d a hi g hl y c o n s e r v e d r e si d u e wit hi n a D N A bi n di n g d o m ai n

of t h e p r ot ei n. Alt h o u g h t hi s v a ri a nt i s li k el y t o b e c a u s al, it i s al w a y s dif-

fi c ult t o p r o vi d e s u c h a p r o of f or a mi s s e n s e m ut ati o n, e s p e ci all y w h e n

t h e st at u s of u n aff e ct e d f a mil y m e m b e r s c a n n ot b e a s s e s s e d a n d/ or i n

t h e a b s e n c e of a k n o c k-i n m o d el. C a u s alit y i s m or e o b vi o u s f or a tr u n c at-

i n g m ut ati o n, a s t h e o n e d e s c ri b e d h e r e o r a s t h e h o m o z y g o u s

Fi g. 4. T h e M EI O B-tr u n c ati n g m ut ati o n di s r u pt s M EI O B - S P A T A 2 2 r e c r uit m e nt t o D N A d a m a g e f o ci. a - b - T h e tr u n c at e d f o r m of M EI O B i s st a bl e w h e n e x pr e s s e d i n H e L a c ell s. a - W e st e r n

bl ot s h o wi n g t h e e x p r e s si o n of t h e wil d -t y p e ( M EI O B M F ) a n d t h e t r u n c at e d f or m s ( M EI O B M F- m ut ) of M EI O B t r a n sf e ct e d i n H e L a c ell s. T h e P r o Si e v e Q u a d C ol or p r ot ei n m ar k e r 4, 6 k D a –

3 0 0 k D a ( L o n z a ) w a s r u n o n t h e l eft ( L a d d er ). b - M EI O B M F o r M EI O B M F - m ut a n d S P A T A 2 2 w e r e c o - e x pr e s s e d f r o m a si n gl e pl a s mi d M EI O B ∧ S P A T A 2 2 i n H e L a c ell s b ef o r e e x p o s u r e t o

et o p o si d e ( 2 5 μ M ). C ell s w e r e fi x e d i n P F A wit h o ut p r e - p e r m e a bili s ati o n t o r et ai n b ot h c yt o pl a s mi c a n d n u cl e a r f r a cti o n s. A nti b o di e s w e r e u s e d t o i m m u n o st ai n M EI O B ( r e d ) a n d

S P A T A 2 2 ( w hit e ). Y ell o w a rr o w s hi g hli g ht tr a n sf e ct e d c ell s e x p r e s si n g b ot h M EI O B a n d S P A T A 2 2. c - d - T h e tr u n c ati o n p r e v e nt s M EI O B r e c r uit m e nt wit h S P A T A 2 2 t o D S B s. M EI O B M F o r

M EI O B M F- m ut a n d S P A T A 2 2 H A w er e e x pr e s s e d i n H e L a c ell s b ef or e e x p o s u r e t o et o p o si d e. C ell s w er e p er m e a bili s e d b ef or e fi x ati o n i n P F A t o a n al y s e t h e c h r o m ati n - a s s o ci at e d f r a cti o n

of p r ot ei n s. R P A f o ci a r e f or m e d at D N A d a m a g e sit e s. c - M EI O B o r S P A T A 2 2 al o n e a r e n ot r e c r uit e d t o D N A d a m a g e sit e s. d - W h e n c o- e x pr e s s e d, M EI O B M F a n d S P A T A 2 2 a r e r e c r uit e d

t o D N A- d a m a g e sit e s a n d c ol o c ali s e wit h R P A. T hi s c ol o c ali s ati o n i s n ot o b s e r v e d f or t h e t r u n c at e d M EI O B M F- m ut . A nti b o di e s a r e u s e d t o i m m u n o st ai n M EI O B ( r e d ), S P A T A 2 2 ( w hit e ),

a n d R P A ( g r e e n ). S c al e b ar = 1 0 μ m i n all p a n el s.

5 3 0 S. C a b ur et et al. / E Bi o M e di ci n e 4 2 ( 2 0 1 9 ) 5 2 4 – 5 3 1



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 POI. 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 inMEIOBwill trigger

interest in this gene. Finding novel supporting cases will help improve

the diagnosis and counselling of patients with POI. 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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R é s ult at s s u p pl é m e nt air e s : ét u d e d e l’i nfl u e n c e p ot e nti ell e d e 

l’ e x pr e s si o n e ct o pi q u e d e M EI O B  et S P A T A 2 2  d a n s c ert ai n s 

c a n c er s 

A)  A n al y s e b i oi nf or m ati q u e d e l’ e x pr e s si o n tr a n s c ri pti o n n ell e d e M EI O B  

et S P A T A 2 2 

- A n al y s e d e s tr a n s crit s d a n s l e s ti s s u s h u m ai n s s ai n s et l e s ti s s u s t u m or a u x 

a s s o ci é s: 

L  s pr of l s  ’  x pr  s s o n   ff  r  nt  ll   d e s tr a n s crit s d e M EI O B  et S P A T A 2 2  et 

l e ur s c orr él ati o n s  ’  x pr  s s o n   n s l  s t s s u s  u m   n s  s   n s  t t u m or  u x) o nt  t   

 t   l s à l’       u l o      l  nt  r n  t G E PI A  G  n   E x pr  s s o n Pr of l n   I nt  r   t v   

A n al y si s) ( T a n g, Z et al. 2 0 1 7) ( g e pi a. c a n c er- p k u. c n). G E PI A e st u n l o gi ci el i nt er a ctif 

    s s  l    n l  n   p  r m  tt  nt l’  n  l y s      s  q u  n ç    s A R N ( R N A- S e q) pr o v e n a nt 

d e 9 7 3 6 é c h a ntill o n s d e t u m e ur s et d e 8 5 8 7 é c h a ntill o n s d e ti s s u s s ai n s à p artir d e s 

pr oj et s T C G A et G T E x. L e pr oj et G T E x ( G e n ot y p e- Ti s s u e E x pr e s si o n) c o n si st e à 

 t   l r u n     s       o n n   s  t u n     n q u      t s s u s  s s o    s p  r m  tt  nt l’  t u       

l   r  l  t o n  ntr   l   v  r  t o n   n  t q u    t l’  x pr  s s o n   n q u     n s l  s t s s u s 

h u m ai n s ( d ét aill é d a n s G T E x c o n s orti u m, N at G e n et, 2 0 1 3 ( D OI : 1 0. 1 0 3 8/ n g. 2 6 5 3)). 

L e pr oj et T C G A ( T h e C a n c er G e n o m e Atl a s) e st u n pr o gr a m m e d e c ar a ct éri s ati o n 

m ol é c ul air e et g é n o mi q u e d e s c a n c er s. Il c oll e ct e d e s d o n n é e s g é n o mi q u e s, 

é pi g é n o mi q u e s, tr a n s cri pt o mi q u e s et pr ot é o mi q u e s pr o v e n a nt d e 2 0 0 0 0 é c h a ntill o n s 

d e ti s s u s c a n c ér e u x pri m air e s ( 3 3 t y p e s d e c a n c er s diff ér e nt s) et d e s ti s s u s s ai n s 

a s s o ci é s.  

L  s pr of l s  ’  x pr  s s o n   ff  r  nt  ll     s tr  n s  r t s M EI O B  et S P A T A 2 2  s o nt 

a n al y s é s s é p ar é m e nt d a n s 3 3 t y p e s d e ti s s u s n or m a u x ( s ai n s) et t u m or a u x a s s o ci é s 

et e x pri m é s e n  T P M ( Tr a n s crit s P ar Milli o n) (T a bl e a u 1 et l e T a bl e a u 2 ). L e s 

c o ur b e s d e c orr él ati o n d e s e x pr e s si o n s d e s tr a n s crit s d e M EI O B  et S P A T A 2 2  d a n s 

l e s ti s s u s n or m a u x ( s ai n s) o u t u m or a u x s o nt ét a bli e s à p artir d e s d o n n é e s d e s 

pr oj et s T C G A et G T e x. L e t e st d e P e ar s o n e st utili s é p o ur ét a blir l e s c orr él ati o n s 

 ’  x pr  s s o n  R).  
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- A n al y s e d e s tr a n s crit s d a n s l e s li g n é e s c ell ul air e s c a n c ér e u s e s h u m ai n e s: 

L e s e x pr e s si o n s d e s tr a n s crit s d e M EI O B  et S P A T A 2 2  o nt ét é a n al y s é e s 

gr â c    u l o      l  nt  r n  t  ’  n  l y s   tr  n s  r pt o m q u   A T L A S E x pr  s s o n     s s  l   

e n li g n e ( w w w. e bi. a c. u k) à p artir d e s d o n n é e s d e s é q u e n ç a g e s A R N d e 9 3 4 li g n é e s 

c ell ul air e s c a n c ér e u s e s h u m ai n e s pr o v e n a nt d e l a b a s e d e d o n n é e s C a n c er C ell 

Li n e E n c y cl o p e di a ( C C L E). L e s a n al y s e s s o nt r é ali s é e s s el o n l e s c ar a ct éri sti q u e s 

pr é- ét a bli e s s ui v a nt e s : or g a ni s m e H o m o S a pi e n s , r éf ér e n c e 2 2 4 6 0 9 0 5, f o ur ni s s e ur 

    o n n   s  r ut  s NI H G  n o m   D  t   C o m m o n. L  s pr of l s  ’  x pr  s s o n   s 

tr a n s crit s d e M EI O B  et S P A T A 2 2  s o nt  t   l s  v    u n n v   u  ’  x pr  s s o n m n m  l 

d e 0, 1 T P M p o ur c h a q u e g è n e et e x pri m é s e n T P M ( T a bl e a u 3 ). 

http://www.ebi.ac.uk/
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T a bl e a u 1 : L e ni v e a u d’ e x pr e s si o n d e s tr a n s c rit s d e M EI O B  et S P A T A 2 2  d a n s 

l e s ti s s u s h u m ai n s s ai n s ( n or m a u x) et t u m or a u x  

L   l o      l  n l  n   G E PI A    t   ut l s   p o ur  n  l y s  r l   n v   u  ’  x pr  s s o n   s tr  n s  r t s  u m   n s    

M EI O B  et S P A T A 2 2  p ar mi 9 7 3 6 é c h a ntill o n s d e t u m e ur s et 8 5 8 7 é c h a ntill o n s d e ti s s u s s ai n s.  L e s 

n v   u x  ’  x pr  s s o n tr  n s  r pt o n n  ll     s t s s u s n or m  u x  s   n s)  t t u m or  u x  s s o    s  pr o v  n  nt 

 ’ u n m ê m   t y p   t s s ul   r  ) s o nt  n   q u  s p o ur     u n   s  è n  s  t  x pr m  s  n T P M. L  s diff ér e nt s 

t y p e s d e ti s s u s c orr e s p o n d e nt à c e u x d e s ti s s u s t u m or a u x ( d ét aill é s d a n s l e T a bl e a u 2). 

g è n e

ti s s u s n or m al t u m e ur n or m al t u m e ur

A C C 0. 0 3 0. 2 0. 1 5 0

B L C A 0. 0 2 0. 0 1 0. 0 9 0

B R C A 0. 0 7 0. 0 3 0. 5 1 0. 0 7

C E S C 0. 0 6 0. 0 5 0. 1 8 0

C H O L 0. 1 4 0. 0 2 0 0

C O A D 0. 0 6 0 0. 1 5 0

D L B C 0 0 0 0

E S C A 0. 0 7 0. 0 4 0. 0 5 0. 0 1

G B M 0. 2 5 0. 0 7 0. 3 7 0. 7 3

H N S C 0. 0 3 0. 0 2 0. 0 4 0. 0 2

KI C H 0. 3 1 0. 0 1 0. 1 0

KI R C 0. 2 6 0. 0 3 0. 0 9 0. 0 9

KI R P 0. 3 0. 1 8 0. 0 4 0

L A M L 6 9. 6 6 0. 0 7 0. 3 3 0

L G G 0. 2 5 0. 0 9 0. 3 7 0. 6

LI H C 0. 0 9 0. 0 4 0. 0 3 0

L U A D 0. 0 4 0. 0 5 0. 1 3 0

L U S C 0. 0 4 0. 0 6 0. 1 3 0. 0 2

O V 0. 1 9 0. 2 0. 1 5 0

P A A D 0. 0 2 0. 0 3 0. 0 4 0. 0 5

P C P G 0 0. 0 2 0. 1 2 0. 0 2

P R A D 0. 0 6 0. 0 2 0. 1 0

R E A D 0. 0 6 0 0. 1 6 0

S A R C 0. 1 9 0. 0 4 0. 0 8 0. 0 5

S K C M 0. 2 7 0. 0 3 0. 1 2 0. 0 5

S T A D 0 0. 0 2 0. 0 6 0. 0 2

T G C T 4 9. 2 9 5. 1 1 1 6 9. 2 5 7. 4

T H C A 0. 1 3 0. 0 2 0. 1 3 0. 0 2

T H Y M 0 2. 3 7 0 0. 0 3

U C E C 0. 0 7 0. 0 1 0. 1 4 0

U C S 0. 0 7 0. 0 7 0. 1 5 0. 0 6

M EI O B S P A T A 2 2
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T a bl e a u 2 : Li st e d ét aill é e d e s a br é vi ati o n s d e s diff é r e nt s t y p e s d e ti s s u s 

t u m or a u x h u m ai n s 

L e s a br é vi ati o n s d e s ti s s u s t u m or a u x y s o nt e x pli cit é s et c orr e s p o n d e nt a u x ti s s u s utili s é s p o ur 

l’  n  l y s   tr  n s  r pt o m q u     ff  r  nt  ll   t s s u s s   n s/t u m or  u x  u m   n s à l’       u l o      l     s s  l   

e n li g n e G E PI A.  

T u m e ur s  D ét ail s

A C C  A dr e n o c orti c al c ar ci n o m a

B L C A  Bl a d d er Ur ot h eli al C ar ci n o m a

B R C A  Br e a st i n v a si v e c ar ci n o m a

C E S C  C er vi c al s q u a m o u s c ell c ar ci n o m a a n d e n d o c er vi c al a d e n o c ar ci n o m a

C H O L  C h ol a n gi o c ar ci n o m a

C O A D  C ol o n a d e n o c ar ci n o m a

D L B C L y m p h oi d N e o pl a s m Diff u s e L ar g e B- c ell L y m p h o m a

E S C A  E s o p h a g e al c ar ci n o m a

G B M  Gli o bl a st o m a m ultif or m e

H N S C  H e a d a n d N e c k s q u a m o u s c ell c ar ci n o m a

KI C H  Ki d n e y C hr o m o p h o b e

KI R C  Ki d n e y r e n al cl e ar c ell c ar ci n o m a

KI R P  Ki d n e y r e n al p a pill ar y c ell c ar ci n o m a

L A M L  A c ut e M y el oi d L e u k e mi a

L G G  Br ai n L o w er Gr a d e Gli o m a

LI H C Li v er h e p at o c ell ul ar c ar ci n o m a

L U A D L u n g a d e n o c ar ci n o m a

L U S C L u n g s q u a m o u s c ell c ar ci n o m a

M E S O  M e s ot h eli o m a

O V O v ari a n s er o u s c y st a d e n o c ar ci n o m a

P A A D P a n cr e ati c a d e n o c ar ci n o m a

P C P G  P h e o c hr o m o c yt o m a a n d P ar a g a n gli o m a

P R A D  Pr o st at e a d e n o c ar ci n o m a

R E A D  R e ct u m a d e n o c ar ci n o m a

S A R C  S ar c o m a

S K C M  S ki n C ut a n e o u s M el a n o m a

S T A D  St o m a c h a d e n o c ar ci n o m a

T G C T  T e sti c ul ar G er m C ell T u m or s

T H C A  T h yr oi d c ar ci n o m a

T H Y M  T h y m o m a

U C E C  Ut eri n e C or p u s E n d o m etri al C ar ci n o m a

U C S Ut eri n e C ar ci n o s ar c o m a

U V M  U v e al M el a n o m a

C o p yri g ht © 2 0 1 7 Z ef a n g T a n g, C h e n w ei Li, B o xi K a n g,  Z h a n g' s L a b, All Ri g ht s R e s er v e d,
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T a bl e a u 3 : L e ni v e a u d’ e x pr e s si o n d e s tr a n s c rit s d e M EI O B  et S P A T A 2 2  d a n s 

l e s li g n é e s c ell ul air e s c a n c é r e u s e s h u m ai n e s 

L   l o      l  n l  n   A T L A S E x pr  s s o n    t   ut l s   p o ur  n  l y s  r l   n v   u  ’  x pr  s s o n   s tr  n s  r t s 

M EI O B et S P A T A 2 2 d a n s 9 3 4 li g n é e s c ell ul air e s c a n c ér e u s e s h u m ai n e s. L e s li g n é e s c ell ul air e s 

e x pri m a nt l e s d e u x g è n e s M EI O B  et S P A T A 2 2   t l  ur s n v   u x  ’  x pr  s s o n r  s p   t f s y s o nt 

d ét aill é s . L   n v   u  ’  x pr  s s o n   s tr  n s  r t s p o ur M EI O B  et S P A T A 2 2  d a n s c h a c u n e d e s li g n é e s 

c ell ul air e s e st a u mi ni m u m d e 0, 1 T P M et e st e x pri m é e n T P M. 

  

G e n e I D E N S G 0 0 0 0 0 1 4 1 2 5 5 E N S G 0 0 0 0 0 1 6 2 0 3 9

G e n e N a m e S P A T A 2 2 M EI O B

T E 4 4 1, T, r h a b d o m y o s ar c o m a 9 2

S N U- 7 3 8, oli g o d e n dr o gli o m a 4 0, 3

N CI- H 6 6 1, l ar g e c ell l u n g c ar ci n o m a 8 1 2

N CI- H 2 3 4 2, l u n g a d e n o c ar ci n o m a 1 2

S N U- 4 6 6, gli o bl a st o m a 0, 1 0, 1

S K- N- D Z, n e ur o bl a st o m a 8 0, 1

S H P- 7 7, s m all c ell l u n g c ar ci n o m a 2 6 0, 1

SI M A, n e ur o bl a st o m a 0, 7 0, 4

R D, e m br y o n al r h a b d o m y o s ar c o m a 0, 1 0, 1

R E R F- L C- AI, s q u a m o u s c ell l u n g c ar ci n o m a 0, 1 0, 1

N H- 6, a dr e n al gl a n d n e ur o bl a st o m a 1 0, 1

N CI- H 1 7 9 3, l u n g a d e n o c ar ci n o m a 3 0, 1

N CI- H 1 9 6, s m all c ell l u n g c ar ci n o m a 0, 2 0, 1

M O L P- 8, m ulti pl e m y el o m a 0, 7 0, 1

M al m e- 3 M, m el a n o m a 0, 4 0, 1

N B- 1, n e ur o bl a st o m a 5 0, 2

E O L- 1, c hr o ni c e o si n o p hili c l e u k e mi a 9 0, 1

F U- O V- 1, hi g h gr a d e o v ari a n s er o u s a d e n o c ar ci n o m a 0, 3 3

A 4/ F u k, B- c ell a c ut e l y m p h o bl a sti c l e u k e mi a 4 0, 1

A N 3 C A, e n d o m etri u m a d e n o c ar ci n o m a 4 0, 1

M H H- N B- 1 1, n e ur o bl a st o m a 0, 9 0, 1

K M S- 2 1 B M, m ulti pl e m y el o m a 0, 1 0, 1

Hs 7 4 6 T, g a stri c a d e n o c ar ci n o m a 0, 2 0, 1

Hs 9 4 0, T, c ut a n e o u s m el a n o m a 0, 8 0, 1

Hs 8 5 2, T, m el a n o m a 7 0, 2

Hs 8 7 0, T, o st e o s ar c o m a 3 0, 1

K- 5 6 2, bl a st p h a s e c hr o ni c m y el o g e n o u s l e u k e mi a, B C R- A B L 1 p o siti v e 0, 6 1 3

W M 1 7 9 9, m el a n o m a 0, 1 0, 8

T E- 9, es o p h a g e al s q u a m o u s c ell c ar ci n o m a 0, 8 0, 1
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B)  C ult ur e c ell ul air e et tr a n sf e cti o n d e pl a s mi de s  

L e s c ell ul e s s o nt c ulti v é e s d a n s u n i n c u b at e ur à 3 7 ° C, 5 % d e C O 2. L e s 

c ell ul e s h u m ai n e s e m br y o n n air e s d e r ei n s H E K 2 9 3 ( H u m a n E m br y o ni c Ki d n e y 

( A T C C)) s o nt c ulti v é e s d a n s d u mili e u D M E M ( Gi b c o) s u p pl é m e nt é a v e c 1 0 % d e 

s  r u m    v   u f œt  l  S V F)  G   o)  et  5 %  ’  nt   ot q u  s p  n   ll n    t str  pt o m y   n   

( Gi b c o).  

L e s tr a n sf e cti o n s d e pl a s mi d e s s o nt r é ali s é e s a v e c d e l a Li p of e ct a mi n e 2 0 0 0 

( Lif e T e c h n ol o gi e s) s el o n l e s i n str u cti o n s pr é c o ni s é e s p ar l e f a bri c a nt. L e s c ell ul e s 

s o nt e n s e m e n c é e s 2 4 h a v a nt l a tr a n sf e cti o n p o ur att ei n dr e 7 0- 8 0 % d e c o nfl u e n c e l e 

j o ur    l   tr  n sf   t o n. L  s   ll ul  s s o nt  l or s  ult v   s  n   s  n     ’  nt   ot q u  s. 

Br è v  m  nt  l’ A D N pl  s m   q u    t l   L p of   t  m n   2 0 0 0 s o nt   l u  s s  p  r  m  nt 

  n s    l’ O pt M E M  L f  T    n ol o    s). A pr è s 5  m n ut  s  ’ n  u   t o n  l’ A D N 

pl a s mi di q u e dil u é e st m él a n g é à l a s ol uti o n dil u é e d e Li p of e ct a mi n e 2 0 0 0. L e 

m él a n g e A D N- Li p of e ct a mi n e 2 0 0 0 e st i n c u b é 2 0 mi n ut e s à t e m p ér at ur e a m bi a nt e 

( T A) p ui s aj o ut é a u mili e u d e c ult ur e e n c o nt a ct a v e c l e s c ell ul e s p e n d a nt 4 h à 3 7 ° C. 

L e r ati o A D N ( µ g/ µl) / Li p of e ct a mi n e ( µl) e st d e 1, 2 5. L e s c ell ul e s s o nt tr a n sf e ct é e s 

 v    l   pl  s m    p  r m  tt  nt l’  x pr  s s o n s  ul      l   pr ot   n   G F P ( Gr e e n 

Fl u or e s c e nt Pr ot ei n) ( p CI G- G F P) o u a v e c l e pl a s mi d e p er m ett a nt l a c o- e x pr e s si o n d e 

M E I O B et S P A T A 2 2 ( p CI G- H s M EI O B- 1- 4 7 1- c M y c- Fl a g-I R E S- H s S P A T A 2 2- 1- 3 6 3 

( S C 0 5 8 5)).  

L e s c ell ul e s H E K 2 9 3 s o nt p a s s é e s et e n s e m e n c é e s a u m ê m e n o m br e 2 4 h 

 pr è s tr  n sf   t o n p o ur f  v or s  r u n   pr ol f  r  t o n  n   s  n     ’ n     t o n s    

c o nt a ct s li é s à l a s ur- c o nfl u e n c e d e s c ell ul e s p o st-tr a n sf e cti o n. L e s i m a g e s d e s 

c ell ul e s tr a n sf e ct é e s a v e c l e pl a s mi d e p CI G- G F P e n c ult ur e o nt ét é pri s e s a v e c l e 

mi cr o s c o p e i n v er s é A xi o v ert 2 0 0 ( Z ei s s) à 2 4 h, 4 8 h et 7 2 h p o st-tr a n sf e cti o n. 

C) C o m pt a g e a u Bl e u Tr y p a n 

A pr è s d ét a c h e m e nt d e s c ell ul e s d e l e ur s u p p ort d e c ult ur e p ar tr y p si n ati o n, l e s 

c ell ul e s e n s u s p e n si o n s o nt c o m pt é e s à 2 4 h et 4 8 h a pr è s p a s s a g e ( s oit 4 8 h et 7 2 h 

p o st-tr a n sf e cti o n) p  r  o m pt     m  n u  l à l’       ’ u n e l a m e d e M al a s s e z a s s o ci é à 

l’ ut l s  t o n  u  ol or  nt  l e u tr yp a n  ( Gi b c o) s ur tr oi s r é pli c at s i n d é p e n d a nt s p o ur 

c h a q u e c o n diti o n ( P CI G o u M EI O B + S P A T A 2 2) . L e bl e u d e tr y p a n, a u s si a p p el é bl e u 
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d i a mi n e o u bl e u d e Ni a g ar a, e st u n c ol or a nt d éri v é d e l a t ol ui di n e ( C 1 4 H 1 6 N 2). Il 

p é n ètr e et c ol or e e n bl e u u ni q u e m e nt l e s c ell ul e s m ort e s d o nt l a m e m br a n e c ell ul air e 

e st d e v e n u e p er m é a bl e. L e s c ell ul e s vi v a nt e s (i n c ol or e s) et m ort e s ( bl e u e s) s o nt 

c o m pt a bili s é e s s ur 2 5 u nit é s r e ct a n g ul air e s d e l a l a m e d e M al a s s e z. L a vi a bilit é 

c ell ul air e c orr e s p o n d a u n o m br e d e c ell ul e s vi v a nt e s / n o m br e d e c ell ul e s t ot al e s et 

e st e x pri m é e n %. L e t a u x d e pr olif ér ati o n c orr e s p o n d à l a v ari ati o n d u n o m br e d e 

c ell ul e s e ntr e t + 1 et t- 1 / l e n o m br e d e c ell ul e s à t- 1.  

D) A n al y s e d u c y cl e c ell ul air e p a r c yt o m étri e e n fl u x 

L e s c ell ul e s s o nt fi x é e s et i m m u n o m ar q u é e s à l’       u Kit 

C yt of x/ C yt o p  r m ™  B D B o s    n   s  r  f. 5 5 4 7 1 4)  s el o n l e s r e c o m m a n d ati o n s d u 

f a bri c a nt. A 2 4 h et 4 8 h p o st-tr a n sf e cti o n, l e s c ell ul e s s o nt pr é al a bl e m e nt i n c u b é e s 

a v e c 3 0 µ M d e Br d U ( a n al o g u e s y nt h éti q u e d e l a t h y mi di n e) (I n vitr o g e n) p e n d a nt 1 h à 

3 7 ° C  v  nt  ’ êtr   f x   s  t p  r m     l s   s  v     u C yt of x/ C yt o p  r m  o nt  n  nt 4 2 % 

d e p ar af or m al d é h y d e ( P F A) (fi x at e ur) et d e l a s a p o ni n e ( d ét er g e nt) p e n d a nt 2 0 

mi n ut e s à 4 ° C. L e s c ell ul e s s o nt à n o u v e a u fi x é e s a v e c l e C yt ofi x/ C yt o p er m Pl u s 

p e n d a nt 1 5 mi n ut e s à T A. E ntr e c h a q u e ét a p e, l  s   ll ul  s s o nt r n    s à l’         l   

s ol ut o n    l  v     P  r m W  s     o nt  n  nt  u S V F  t    l   s  p o n n  ). L’ A D N 

i ntr a c ell ul air e e st e n s uit e di g ér é p e n d a nt 1 h a u b ai n-m  r   à 3 7 ° C  v    l’  n z y m   

D N A s e I ( 3 0 µ g/ 1 0 6  c ell ul e s) ( Si g m a, r éf. D 4 5 1 3) afi n d e r e n dr e a c c e s si bl e l es 

 p t o p  s  u Br  U  n  o p or  . L’ m m u n o m ar q u a g e d e M EI O B- Fl a g et c el ui d u Br d U 

s o nt s é q u e nti el s. L e s a nti c or p s pri m air e s a nti- Fl a g M 2 ( diri g é s c o ntr e M EI O B- Fl a g) 

s o nt dil u é s d a n s d u P er m W a s h à 0, 3 % d e B S A ( B o vi n e S er u m Al b u mi n, Si g m a) et 

 n  u   s s ur l   n u t. L’  nt  or p s s   o n    r    o u pl   a u  fl u or o c hr o m e Al e x a 4 8 8 ® et l e s 

a nti c or p s a nti- Br d U c o u pl é a u  fl u or o c hr o m e A P C s o nt i n c u b é s s u c c e s si v e m e nt 

p e n d a nt 1 h et 2 h à T A. L e c ol or a nt H o e c h st 3 3 3 4 2 (i nt er c al  nt    l’ A D N) ( Lif e 

t e c h n ol o gi e s, r éf. H 3 5 7 0) e st aj o ut é à l a s u s p e n si o n c ell ul air e a v a nt l e ct ur e a u 

c yt o m ètr e B D T M L S R II ( B D Bi o s ci e n c e s) afi n d e d ét er mi n er l e c o nt e n u e n A D N . 

L’  n  l y s    u  y  l     ll ul   r      t   r   l s    à l’       u l o      l Fl o w J o T M  s ur 5 0  0 0 0 

c ell ul e s p ar é c h a ntill o n. 

L   l   t ur    u  yt o m ètr   p  r m  t  ’  n  l y s  r l  s   ll ul  s s  l o n l  ur t   ll    l  ur 

gr a n ul arit é q ui c orr e s p o n d à l a c o m pl e xit é d e l a c ell ul e ( d e n sit é d e s or g a nit e s, d e s 

irr é g ul arit é s i nt er n e s et/o u    s urf    )  t l’ nt  n s t      pl u si e ur s i m m u n o m ar q u a g e s 



 
 

1 0 0 
 

fl u or e s c e nt s ( e xtr a- et/ o u i ntr a- c ell ul air e s). A u s ei n d u c yt o m ètr e, l e s c ell ul e s s o nt 

p o u s s é e s p ar u n s y st è m e d e p o m p e et e n v o y é e s u n e à u n e ( s y st è m e fl ui di q u e) 

d e v a nt u n ( o u pl u si e ur s) f ai s c e a u l a s er q ui p er m et d e m e s ur er o u d' é v al u er l e s 

diff ér e nt s p ar a m ètr e s. L a l u mi èr e diffr a ct é e m e s ur é e e n f a c e d u r a y o n l a s er é m i s p ar 

l e c yt o m ètr e p er m et d' é v al u er l a t aill e d e s c ell ul e s ( F or w ar d S C att er, F S C). L a 

l u mi èr e diffr a ct é e m e s ur é e s ur l e c ôt é d u r a y o n l a s er d o n n e u n e m e s ur e d e l a 

gr a n ul arit é d e l a c ell ul e ( Si d e S C att er, S S C). L e si g n al H O Bl u e c orr e s p o n d a u si g n al 

H o    st 3 3 3 4 2  t  st pr o p ort o n n  l  u  o nt  n u  n A D N. L’ nt  n s t    u s  n  l Br  U 

 orr  s p o n   à l’ nt  n s t    u s  n  l  u fl u or o   r o m   A P C  All o p h y c o c y a ni n). 

L’ nt  n s t    u s  n al G F P o u Fl a g ( M EI O B) c orr e s p o n d à l’ nt  n s t    u s  n  l 

FI T C (i s ot hi o c y a n at e d e fl u or e s c éi n e). 

 

T a bl e a u 4 : Li st e d e s a nti c o r p s utili s é s p o u r l’ a n al y s e d u c y cl e c ell ul ai r e 

p a r c yt o m ét ri e e n fl u x 

D) C o n str u cti o n d e pl a s mi d e s p o ur l’ ét a bli s s e m e nt d’ u n e li g n é e 

c ell ul air e st a bl e i n d u cti bl e p o ur M EI O B et S P A T A 2 2 

L e s pl a s mi d e s Xl o n e- 3 H A- H s S P A T A 2 2- 2- 3 6 3-I R E S- R F P ( S C 1 1 7 4) et  P B -

C u O- H s M EI O B- 1- 4 7 1 -c M y c- Fl a g-I R E S- G F P ( S C 1 1 7 5) s o nt e n c o ur s d e r é ali s ati o n 

p  r D    r B u s s o  C  ll ul    ’I n   n  r   G  n  t q u    t  ’ E x pr  s s o n  CI G E x)  I n st t ut 

Fr a n ç oi s J a c o b). Il s s er o nt o bt e n u s p ar cl o n a g e S LI C ( S e q u e n c e- a n d Li g ati o n-

I n d e p e n d e nt Cl o ni n g) q ui c o n si st e à aj o ut er p ar a m plifi c ati o n a u x e xtr émit é s d e 

l’ n s  rt   è n    ’ nt  r êt o u  utr  s s  q u  n   s)   s s é q u e n c e s h o m ol o g u e s a u v e ct e ur 

pl a s mi di q u e utili s é p o ur l e cl o n a g e. A pr è s tr ait e m e nt à l a T 4 D N A p ol y m ér a s e, d e s 

s é q u e n c e s si m pl e s bri n s c o m pl é m e nt air e s s o nt g é n ér é e s a u x e xtr é mit é s d u v e ct e ur 

 t    l’ n s  rt. C  s s  q u  n   s s’  p p  r  nt  t s o nt l   t ur  e s p o ur g é n ér er l e v e ct e ur 

pl  s m   q u    o nt  n  nt l’ n s  rt  ’ nt  r êt.  

- pl a s mi d e Xl o n e- 3 H A- H s S P A T A 2 2- 2- 3 6 3-I R E S- R F P (S C 1 1 7 4 ) : 

L a c o n str u cti o n d u pl a s mi d e S C 1 1 7 4 c o n si st e ( 1) à r e m pl a c er l a s é q u e n c e 

c o d a nt e d e l a G F P d u pl a s mi d e X L o n e- G F P a v e c l a s é q u e n c e I R E S- R F P ( X L o n e-

Ci bl e E s p è c e  Cl o n e/ R éf ér e n c e  S o ur c e Dil uti o n 

F L A G t a g s o uri s  M 2 Si g m a- Al dri c h 1/ 1 0 0

Br d U- A P C c hi mi q u e B U 2 0 A I n vitr o g e n 1/ 5 0

a nti- s o uri s Al e x a Fl u or ® 4 8 8 â n e A B _ 2 3 4 0 8 4 6 J a c k s o n I m m u n o R e s e ar c h 1/ 5 0 0
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I R E S- R F P) p ui s ( 2) à i n s ér er l a s é q u e n c e c o d a nt e d e 3 x H A- H s S P A T A 2 2- 2- 3 6 3 p ar 

cl o n a g e S LI C d a n s l e pl a s mi d e i nt er m é di air e X L o n e-I R E S- R F P. ( 1) T o ut  ’   or    l   

s é q u e n c e I R E S- R F P e st a m plifi é e à p artir d u pl a s mi d e p M S C V- p B a b e M C S-I R E S-

R F P a v e c l e s a m or c e s S P 1 4 3 4 + S P 1 4 3 5. L e pr o d uit d e P C R r é s ult a nt e st s o u s-

cl o n é p ar S LI C d a n s l e pl a s mi d e X L o n e- G F P di g ér é p ar A c c 6 5I + S p e I. L e pr o d uit d e 

P C R et l e pl a s mi d e X L o n e- G F P di g ér é s o nt tr ait é s à l a T 4 D N A p ol y m ér a s e 

p er m ett a nt d e g é n ér er d e s e xtr é mit é s si m pl e s bri n s c o m pl é m e nt air e s. L e s e xtr é mit é s 

d u pr o d uit P C R et d u pl a s mi d e X L o n e- G F P     r   s’  p p  r  nt  t s o nt l   t ur  e s 

g é n ér a nt ai n si l e pl a s mi d e i nt er m é di air e Xl o n e-I R E S- R F P ( cl o n a g e S LI C). ( 2) P ui s, l a 

s é q u e n c e c o d a nt e 3 x H A- H s S P A T A 2 2- 2- 3 6 3 e st a m plifi é e à p artir d u pl a s mi d e p K H 3-

H s S P A T A 2 2- 2- 3 6 3 ( S C 1 1 7 2) a v e c l e s a m or c e s S P 1 4 3 6 + S P 1 4 3 7. L e pr o d uit d e 

P C R r é s ult a nt e st s o u s- cl o n é p ar S LI C d a n s l e pl a s mi d e Xl o n e-I R E S- R F P di g ér é p ar 

Ml u I- H F, g é n ér a nt ai n si l e pl a s mi d e Xl o n e- 3 H A- H s S P A T A 2 2- 2-3 6 3 -I R E S- R F P 

( S C 11 7 4) . 

- pl a s mi d e P B- C u O- H s M EI O B- 1- 4 7 1- c M y c- Fl a g-I R E S- G F P (S C 1 1 7 5 ) : 

 L a c o n str u cti o n d u pl a s mi d e S C 1 1 7 5 c o n si st e à i n s ér er l a s é q u e n c e c o d a nt e 

H s M EI O B- 1- 4 7 1 - c M y c- Fl a g p ar cl o n a g e S LI C d a n s l e pl a s mi d e P B - C u O- M C S-I R E S-

G F P- E F 1 α - C y m R- P ur o  ( S BI S y st e m Bi o s ci e n c e s). L a s é q u e n c e c o d a nt e H s M EI O B-

1- 4 7 1 - c M y c- Fl a g e st a m plifi é e à p artir d u pl a s mi d e p CI G- H s M EI O B- 1- 4 7 1- c M y c-

Fl a g-I R E S- H s S P A T A 2 2- 1- 3 6 3 ( S C 0 5 8 5) a v e c l e s a m or c e s S P 1 4 3 8 + S P 1 4 3 9. L e 

pr o d uit d e P C R r é s ult a nt e st s o u s- cl o n é p ar S LI C d a n s l e pl a s mi d e P B - C u O- M C S-

I R E S- G F P-E F 1 α - C y m R- P ur o ( S y st e m Bi o s ci e n c e s) di g ér é p ar S w a I.  

A n ot er : L a s é q u e n c e c o m pl èt e et d ét aill é e d u pl a s mi d e P B - C u O- M C S-I R E S- G F P-

E F 1 α - C y m R-P ur o n’ e st c o n n u e q u e p ar l e f a bri c a nt. L a c o n str u c ti o n d u pl a s mi d e 

S C 1 1 7 5 a ét é d e si g n é e s el o n l e s s é q u e n c e s e x pli cit é e s p ar l e f a bri c a nt. L a c art e d u 

v e ct e ur S C 1 1 7 4 e st ét a bli e a v e c l e s él é m e nt s d o n n é s p ar l e f a bri c a nt. 
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N o m A utr e n o m S é q u e n c e ( 5' - > 3') 

S P 1 4 3 4 I R E S- R F P _ F 

C C A C T T C C T A C C C T C G T A A A C G C G T C G G G A T C A A T T C C G C C C C 
S P 1 4 3 5 I R E S- R F P _ R 

G C T C G C A G G G G A G G T G G T C T A C T A G T T T A G G C G C C G G T G G A G 
S P 1 4 3 6 3 x H A- H s S P A T A _ F 

C C T A C C C T C G T A A A C G C G T C T T C T G C A G G T C G A C T C T A G A A T G 
S P 1 4 3 7 3 x H A- H s S P A T A _ R 

G G G C G G A A T T G A T C C C G G C T A G C T T A A G T T T C A T T C A T C A C A T T A A T A T A A T A C T G C A T C 
S P 1 4 3 8 H s M EI O B- Y F _ F 

G C T A G C G A A T T C G A A T T T A A A T A T G G C A A A C T C C T T T G C A G C 
S P 1 4 3 9 H s M EI O B- Y F _ R 

C G C G G C C G C G G A T C C G T T A T C A C T T A T C G T C G T C A T C C T T G 

T a bl e a u 5 : Li st e d e s a m or c e s utili s é s p o ur l a c o n str u cti o n d e s pl a s mi d e s 

S C 1 1 7 4 et S C 1 1 7 5 

 

Pl as mi d e E x pr essi o n 
pr ot éi q u e 

C o ntr u cti o n d u pl as mi d e 

p CI G- G F P G F P  

p CI G- Hs M EI O B- 1- 4 7 1- c M y c- Fl a g-
I R E S- Hs S P A T A 2 2- 1- 3 6 3 ( S C 0 5 8 5) 

h M EI O B- M y c -Fl a g; 
h S P A T A 2 2 

C a b ur et et al., 2 0 1 9 ( E bi o m e d e ci n e)  
D OI: 1 0. 1 0 1 6/j. e bi o m. 2 0 1 9. 0 3. 0 7 5 

Xl o n e- G F P G F P a d d g e n e # 9 6 9 3 0 

p M S C V- p B a b e M C S-I R E S- R F P  R F P a d d g e n e # 1 2 7 6 7 7 

P B -C u O- M C S-I R E S- G F P- E F 1 α - C y m R-
P ur o   

G F P S BI S yst e m Bi o s ci e n c es,   
c at. #  P B Q M 8 1 2 A- 1 

p K H 3- 3 x H At a g- h S P A T A 2 2 3 x H A- h S P A T A 2 2 Ri b eir o et al., e n r e vi e wi n g ( p arti e 
R és ul t ats) 

T a bl e a u 6 : Li s t e d e s pl a s mi d e s utili s é s p o ur l a c o n str u cti o n d e s pl a s mi d e s 

S C 1 1 7 4 et S C 1 1 7 5 
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A) E x pr e s si o n e ct o pi q u e d e M EI O B  et S P A T A 2 2 d a n s l e s c ell ul e s 

c a n c ér e u s e s 

C ert ai n s c a n c er s e x pri m e nt d e f a ç o n e ct o pi q u e d e s g è n e s d e c ell ul e s g er mi n al e s, 

a p p el é s al or s C T A ( Fr att a et al., 2 0 1 1) . M EI O B  et S P A T A 2 2  f o nt p arti s d e c e s g è n e s 

et s o nt e x pri m é s d a n s c ert ai n s t y p e s d e c a n c er s ( W a n g, C. et al., 2 0 1 6) . L e ur 

e x pr e s si o n e ct o pi q u e p o urr ait m o difi er/ p arti ci p er a u c o m p ort e m e nt c a n c ér e u x d e s 

  ll ul  s q u  l  s  x pr m  nt. N o u s  v o n s t o ut  ’   or      r     à c ar a ct éri s er 

l’  x pr  s s o n   t o p q u      M EI O B  et S P A T A 2 2  d a n s l e s c ell ul e s c a n c ér e u s e s e n 

d ét er mi n a nt l e ur e x pr e s si o n pr éf ér e nti ell e et l e ur n v   u  ’  x pr  s s o n  s s o ci é a u s ei n 

d e s diff ér e nt s ti s s u s t u m or a u x et li g n é e s c a n c ér e u s e s. P o ur c el a, n o u s a v o n s 

a n al y s é l e s d o n n é e s d e s é q u e n ç a g e s tr a n s cri pt o mi q u e s a c c e s si bl e s e n li g n e 

pr o v e n a nt d e s ti s s u s s ai n s et t u m or a u x i s s u s d e p ati e nt s et d e s li g n é e s c a n c ér e u s e s 

h u m ai n e s. L  s pr of l s  ’  x pr  s s o n   ff  r  nt  ll   o nt  t    t   l s p ar mi 3 3 t y p e s 

t s s ul   r  s   ff  r  nt s  t 9 3 4 l  n   s   ll ul   r  s à l’       u l o      l G E PI A  t A T L A S 

( a c c e s si bl e s e n li g n e).  

D a n s l e s ti s s u s s ai n s ( n or m a u x) h u m ai n s , M EI O B  et S P A T A 2 2  s o nt t o u s d e u x 

f ort e m e nt e x pri m é s d a n s l e s ti s s u s t e sti c ul air e s a d ult e s (M EI O B : 4 9 T P M ; 

S P A T A 2 2 : 1 6 9 T P M) (Fi g ur e 2 2  A et B) a v e c u n e fort    orr  l  t o n  ’  x pr  s s o n 

(Fi g ur e 2 3  B, R = 0, 5 7, p- v al u e = 8, 9. 1 0-1 6 ). L a f ai bl e e x pr e s si o n d a n s l e s o v air e s 

  ult  s  u m   n s s’  x pl q u   p  r l   f   t q u   l   p   s    o n n u    ’  x pr  s s o n    M EI O B  

et S P A T A 2 2   l   pr o p   s   I)   l  u  n v   f œt  l      z l   f  m m  . D   f  ç o n   n  r  l    

M EI O B et S P A T A 2 2  n   s’  x pr m  nt q u   f ai bl e m e nt d a n s l e s ti s s u s s o m ati q u e s ( > 0, 4 

T P M)  à l’  x   pt o n   s   ll ul  s m y  l oï   s  6 9 T P M) p o ur M EI O B  e n a b s e n c e d e 

 orr  l  t o n  ’  x pr  s s o n  Fi g ur e 2 3  A ; R =- 0, 0 3 4, p- v al u e = 0, 3 7). D o n   l’  x pr  s s o n 

m ut u ell e d e M EI O B  et S P A T A 2 2  d a n s l e s ti s s u s s ai n s ( a d ult e s) e st pri n ci p al e m e nt 

r e str ei nt e a u t e sti c ul e   v    u n n v   u  ’  x pr  s s o n  l  v  ). C ett e e x pr e s si o n 

r  str   nt    u x  o n    s  orr èl    v    l  s  o n n   s  ’  x pr  s s o n m   ot q u   s p    f q u   

d é crit s d a n s l e s diff ér e nt s m o  èl  s  ’  t u       M EI O B  et S P A T A 2 2  (I s hi s hit a et al., 

2 0 1 3; L a S all e et al., 2 0 1 2; S o u q u et et al., 2 0 1 3). 
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Fi g ur e 2 2  : E x pr e s si o n d e M EI O B et S P A T A 2 2  d a n s l e s ti s s u s s ai n s et 

t u m or a u x h u m ai n s 

A) Pr of l s  ’  x pr  s s o n   ff  r  nt  ll      M EI O B  d a n s l e s ti s s u s s ai n s ( n or m a u x) et t u m or a u x h u m ai n s. 

B) Pr of l  ’  x pr  s s o n   ff  r  nt  ll      S P A T A 2 2  d a n s l e s ti s s u s s ai n s ( n or m a u x) et t u m or a u x h u m ai n s. 

L’  n  l y s      l’  x pr  s s o n tr  n s  r pt o m q u     ff  r  nt  ll      M EI O B  et S P A T A 2 2  d a n s l e s ti s s u s s ai n s 

 n or m  u x   n n o r)  t t u m or  u x   n  l  u)  s s o    s    t    t   l   à l’       u l o      l  n l  n   G E PI A 

p ar mi diff ér e nt s t y p  s t s s ul   r  s. L   n v   u  ’  x pr  s s o n  ’  x pr  s s o n  ’ A R N  st  x pr m    n 

l o g2 ( T P M+ 1). L  s n v   u x  ’  x pr  s s o n    M EI O B  et S P A T A 2 2  et l e s a b br é vi ati o n s d e s ti s s u s et s o nt 

e x pli cit é s d a n s l e T a bl e a u 1 et l e T a bl e a u 2, r e s p e cti v e m e nt ( p ar a gr a p h e I) M at éri el s et m ét h o d e s d e s 

r é s ult at s s u p pl é m e nt air e s). 
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D a n s l e s ti s s u s t u m or a u x, M EI O B  s’  x pr m   m  j or t   r  m  nt   n s l  s t u m  ur s 

t e sti c ul air e s ( T G C T: 5, 1 1 T P M), d u t h y m u s ( T H Y M: 2, 3 7 T P M), d e s s urr é n al e s ( A C C: 

0, 2 T P M), d e s o v air e s ( O V: 0, 2 T P M) et d e s r ei n s ( KI R P: 0, 1 8 T P M) ( Fi g ur e 2 2 , A) 

al or s q u e S P A T A 2 2  s’  x pr m     n s l  s t u m  ur s t  st  ul   r  s  T G C T: 7 4)  t   ll  s  u 

c er v e a u ( G B M: 0, 7 3 T P M; L G G: 0, 6 T P M) ( Fi g ur e 2 2 , B). D e f a ç o n gl o b al e, M EI O B 

e st e x pri m é d a n s d e pl u s n o m br e u x t y p e s ti s s ul air e s t u m or a u x q u e S P A T A 2 2 

(Fi g ur e 2 2 , A et B). L e c er v e a u ( G B M et L G G) et l e t e sti c ul e ( T G C T) s o nt l e s ti s s u s 

pri n ci p a u x q ui e x pri m e nt c o nj oi nt e m e nt M EI O B  et S P A T A 2 2  ( > 0, 1 T P M) (Fi g ur e  2 2 , 

A et B )    n q u    ’  utr  s t u m  ur s  s   n s  œ s o p       t êt  /  o u  r   n s  p o u m o n s  

p a n cr é a s, s urr é n al e s, o s, p e a u) s o nt a u s si c a p a bl e s d e l e s e x pri m er t o u s l e s d e u x ( > 

0, 0 1 T P M) ( Fi g ur e 2 2 , A et B). L e ur s e x pr e s si o n s s o nt f ort e m e nt c orr él é e s d a n s l e s 

t u m e ur s t e sti c ul air e s ( R = 0, 4 4, p- v al u e = 6, 1. 1 0- 8) c o ntr air e m e nt a u x ti s s u s s o m ati q u e s 

( R = 0, 0 1 7, p- v al u e = 0, 1 1) (Fi g ur e 2 3 , A et B). M EI O B  et S P A T A 2 2  s o nt d o n c 

e x pri m é s c o nj oi nt e m e nt d a n s l e s ti s s u s t u m or a u x t e sti c ul air e s ai n si q u e d a n s d e 

c ert ai n s ti s s u s t u m or a u x s o m ati q u e s  v      s n v   u x  ’  x pr  s s o n v  r   l  s.  
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Fi g ur e 2 3  : C orr él ati o n d’ e x pr e s si o n d e M EI O B  et S P A T A 2 2  d a n s l e s ti s s u s 

s ai n s ( n or m a u x) et t u m or a u x h u m ai n s 

A) D   r  m m  s     orr  l  t o n  ’  x pr  s s o n    M EI O B  et S P A T A 2 2  d a n s l e s ti s s u s s o m ati q u e s s ai n s 

( o u n or m a u x, à g a u c h e) et t u m or a u x ( à  r o t  ). B) D   r  m m  s     orr  l  t o n  ’  x pr  s s o n    M EI O B  

et S P A T A 2 2  d a n s l e s ti s s u s t e sti c ul air e s s ai n s ( o u n or m a u x, à g a u c h e) et t u m or a u x ( à dr oit e). C) 

T   l   u  nf or m  t f   s n v   u x     orr  l  t o n  R).  L  s     r  m m  s o nt  t   o  t  n u s à l’       u l o   ci el 

 n l  n   G E PI A. L   n v   u  ’  x pr  s s o n  st  x pr m    n l o  2 ( T P M). L e s c orr él ati o n s li n é air e s ( R) 

 ’  x pr  s s o n    M EI O B  et S P A T A 2 2  s o nt a ut o m ati q u e m e nt d ét er mi n é s p ar t e st d e P e ar s o n et l a 

si g nifi c ati vit é d e l a c orr él ati o n e st i n di q u é e ( p- v al u e) p o ur c h a q u e c o n diti o n.  
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D a n s l e s li g n é e s c a n c ér e u s e s h u m ai n e s, M EI O B  e st pl u s fr é q u e m m e nt e x pri m é 

q u e S P A T A 2 2  ( > 0, 1 T P M) (Fi g ur e 2 4 , A ) et s o nt e x pri m é s c o nj oi nt e m e nt d a n s 

2 9/ 9 3 4 li g n é e s c ell ul air e s ( > 0, 1 T P M) ( Fi g ur e 2 4 , B ). P ar mi c e s 2 9 li g n é e s, M EI O B  

e st l e pl u s f ort e m e nt e x pri m é d a n s l e s li g n é e s m y él oï d e s K- 5 6 2 ( 1 3 T P M) et d e 

p o u m o n s N CI- H 6 6 1 ( 1 2 T P M) ; al or s q u e c e s o nt l e s li g n é e s d e p o u m o n s S H P- 7 7 

( 2 6 T P M) et d e s ti s s u s m o u s  ( 9 T P M) q ui e x pri m e nt l e pl u s f ort e m e nt S P A T A 2 2 . L e s 

li g n é e s pr o v e n a nt d e p o u m o n s N CI- H 2 3 4 2 et N CI- H 6 6 1 et d e ti s s u s c o nj o n ctif s 

T E 4 4 1, T l e s e x pri m e nt  o nj o nt  m  nt  v      s n v   u x  ’  x pr  s s o n s m l   r  s    

M EI O B  et S P A T A 2 2  p o ur c h a q u e li g n é e ( > 1 T P M).  

L’  n  l y s      l’  x pr  s s o n    M EI O B et S P A T A 2 2   d a n s l e s ti s s u s t u m or a u x 

h u m ai n s et l e s li g n é e s c a n c ér e u s e s h u m ai n e s m o ntr e q u e M EI O B  et S P A T A 2 2  s o nt 

pr  f  r  nt  ll  m  nt  x pr m  s s  ul s  v    u n   fr  q u  n       s n v   u x  ’  x pr  s s o n  et 

d e s t y p e s ti s s ul air e s v ari a bl e s. P o ur a ut a nt, c ert ai n e s t u m e ur s et li g n é e s c ell ul air e s 

e x pri m e nt c o nj oi nt e m e nt M EI O B  et S P A T A 2 2      n q u’  v      s n v   u x 

 ’  x pr  s s o n   t  r o  è n  s. A u v u  u r ôl      M EI O B et S P A T A 2 2 d a n s l e s c ell ul e s 

m   ot q u  s   n s l   r  p  r  t o n    l’ A D N  l  ur  x pr e s si o n c o nj oi nt e d a n s c ert ai n s 

c a n c er s p o urr ait étr e a s s o ci é e à u n e f o n cti o n n alit é d a n s l e s c a n c er s q ui l e s 

e x pri m e nt. 



 
 

1 0 8 
 

 

Fi g ur e 2 4  : M EI O B  et S P A T A 2 2  s o nt e x pri m é s d a n s l e s li g n é e s c a n c é r e u s e s 

h u m ai n e s 

A) E x pr e s si o n gl o b al e d e M E I O B et S P A T A 2 2  d a n s l e s li g n é e s c a n c ér e u s e s h u m ai n e s. L e s ni v e a u x 

 ’  x pr  s s o n    M EI O B  et S P A T A 2 2  o nt ét é a n al y s é s p ar mi l e s d o n n é e s tr a n s cri pt o mi q u e s d e 9 3 4  

l  n   s   n   r  u s  s p  r l   l o      l  n l  n   A T L A S E x pr  s s o n. L   n v   u  ’e x pr e s si o n e st e x pri m é e n 

T P M ( Tr a n s crit s P ar M  ll o n)  t  st  u m n m u m    0 1 T P M. B) Pr of l  ’  x pr  s s o n   ff  r  nt  l    

M EI O B  et S P A T A 2 2  d a n s l e s li g n é e s c a n c ér e u s e s h u m ai n e s. S e ul e s l e s li g n é e s p o s s é d a nt u n ni v e a u 

 ’  x pr  s s o n mi ni m al d e 0, 1 T P M p o ur M EI O B  et S P A T A 2 2  s o nt r e pr é s e nt é e s. L e s a b br é vi ati o n s d e s 

li g n é e s c ell ul air e s s o nt e x pli cit é e s d a n s l e T a bl e a u 3 ( p ar a gr a p h e I) M at éri el s et m ét h o d e s d e s 

r é s ult at s s u p pl é m e nt air e s). 
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B) Et u d e d e l ’i nfl u e n c e d e l’ e x pr e s si o n e ct o pi q u e d e M EI O B  et S P A T A 2 2  

s ur l e c y cl e c ell ul air e 

L’  n s  m  l     s  o n n   s s  n   s q u   n o u s  v o n s    M EI O B et S P A T A 2 2 s u g g èr e 

q u’  ll  s  c oll a b or er ai e nt  v    R P A   n s l   r  p  r  t o n   s   s s ur  s    l’ A D N d a n s l e s 

c ell ul e s g er mi n al e s ( H a y s et al., 2 0 1 7; L u o et al., 2 0 1 3) . D a n s l e s c ell ul e s mit oti q u e s, 

R P A e st i m pli q u é d a n s d e n o m br e u x m é c a ni s m e s c ell ul air e s d o nt l a r é pli c ati o n et l a 

r  p  r  t o n    l’ A D N ( O a kl e y et P atri c k, 2 0 1 0). C ett e e x pr e s si o n c o nj oi nt e d e M EI O B  

et S P A T A 2 2  d a n s c ert ai n s c a n c er s p o urr ait m o difi er et/ o u p arti ci p er a u m ét a b olli s m e 

   R P A  n  nfl u  n ç  nt l   s ur v  / pr ol f  r  t o n  t l   r  p  r  t o n    l’ A D N   n s   s 

c ell ul e s.  

A pr è s  v o r   r   t  r s   l’  x pr  s s o n   t o p q u      M EI O B  et S P A T A 2 2  d a n s 

l e s c ell ul e s c a n c ér e u s e s, n o u s a v o n s c h er c h é à d ét er mi n er l a (l e s) f o n cti o n n alit é( s) 

p ot e nti ell e d e c ett e e x pr e s si o n. D a n s u n pr e mi er t e m p s, n o u s a v o n s v o ul u é v al u er l e 

c o m p ort e m e nt pr olif ér atif d e s c ell ul e s e x pri m a nt c o nj oi nt e m e nt M EI O B  et S P A T A 2 2 

d a n s d e s li g n é e s c ell ul air e s c o ur a m m e nt utili s é e s a u l a b or at oir e ( H E K 2 9 3, H e L a, 

U 2 O S) p ar s ur e x pr e s si o n tr a n sit oir e d e M EI O B et S P A T A 2 2. A u v u d u f ai bl e t a u x d e 

tr a n sf e cti o n d e s c ell ul e s H e L a et U 2 O S, n o u s a v o n s i niti é n otr e ét u d e pr éli mi n air e a u 

s ei n d e s c ell ul e s H E K 2 9 3, q ui s e m bl e nt e x pri m er et s u p p ort er d a v a nt a g e n o s 

c o n diti o n s e x p éri m e nt al e s. N o u s a v o n s ai n si c h er c h é à d ét er mi n er l e s c a p a cit é s d e 

pr olif ér ati o n et s ur vi e d e s c ell ul e s e n pr é s e n c e d e M EI O B et S P A T A 2 2 d a n s l e s 

c ell ul e s H E K 2 9 3 . L e s c ell ul e s H E K 2 9 3 s o nt tr a n sf e ct é e s a v e c u n pl a s mi d e 

p  r m  tt  nt l’  x pr  s s o n    l   G F P   o ntr ôl  ) o u l    o - e x pr e s si o n d e M EI O B et 

S P A T A 2 2. Ell e s s o nt p a s s é e s et e n s e m e n c é e s a u m ê m e n o m br e 2 4 h a pr è s 

tr a n sf e cti o n et c o m pt a bili s é e s à 2 4 h et 4 8 h a pr è s p a s s a g e p o ur c h a q u e c o n diti o n s ur 

tr oi s r é pli c at s i n d é p e n d a nt s ( n = 3) (Fi g ur e 2 5 , A ). 
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Fi g ur e 2 5  : M EI O B et S P A T A 2 2 i n d ui s e nt u n r et ar d d e pr olif ér ati o n d e s c ell ul e s 

H E K 2 9 3 

A) S c h é m a d u pr ot o c ol e e x p éri m e nt al. B) I m a g e s d e s c ell ul e s H E K 2 9 3 e x pri m a nt l a G F P 2 4 h, 4 8 h et 

7 2 h a pr è s tr a n sf e cti o n. L e s c ell ul e s s e c o m p ort e nt  n or m al e m e nt a v a nt et a pr è s p a s s a g e et e x pri m e nt 

l a pr ot éi n e G F P d è s 2 4 h a pr è s tr a n sf e cti o n. L e s i m a g e s d e s c ell ul e s tr a n sf e ct é e s a v e c l e pl a s mi d e 

p  r m  tt  nt l’  x pr  s s o n    l   G F P s o nt pr s  s à 2 4    4 8    t 7 2    pr è s tr  n sf   t o n.  L a fl u or e s c e n c e 

v ert e c orr e s p o n d à l a pr ot éi n e G F P. C) S ur vi e c ell ul air e e n pr é s e n c e d e M EI O B et S P A T A 2 2. L e s 

é c art s-t y p e s s o nt r e pr é s e nt é s p ar d e s b arr e s. D) Pr olif ér ati o n c ell ul air e e n pr é s e n c e d e M EI O B et 

S P A T A 2 2. L e s é c art s-t y p e s s o nt r e pr é s e nt é s s o u s f or m e s d e li g n e s e n p oi ntill é. E) T a u x d e 

pr olif ér ati o n c ell ul air e e n pr é s e n c e d e M EI O B et S P A T A 2 2. L a vi a bilit é, l a pr olif ér ati o n et l e t a u x d e 

pr olif ér ati o n s o nt d ét er mi n é s à 2 4 h et 4 8 h a pr è s p a s s a g e ( s oit 4 8 h et 7 2 h p o st-tr a n sf e cti o n) p o ur 

c h a q u e c o n diti o n s ur tr oi s r é pli c at s i n d é p e n d a nt s ( n = 3). 

 



 
 

1 1 1 
 

S m pl  m  nt  n l  s o  s  r v  nt  l  s   ll ul  s s o nt  ’  p p  r  n     t    

c o m p ort e m e nt n or m a u x  j u s q u’  u m o n s 7 2    pr è s tr  n sf   t o n p o ur l  s   ll ul  s 

tr an sf e ct é e s a v e c l a G F P o u a v e c M EI O B et S P A T A 2 2 ( a b s e n c e d e m ort c ell ul air e 

a p p ar e nt e li é e à l a tr a n sf e cti o n et/ o u a u p a s s a g e). Et, l a pr ot éi n e fl u or e s c e nt e G F P 

s’  x pr m   f ort e m e nt  è s 2 4    t j u s q u’ à 7 2    pr è s tr  n sf   t o n , c e q ui att e st e d e s 

b o n n e s c o n diti o n s d e tr a n sf e cti o n ( c o ntr ôl e d e tr a n sf e cti o n) ( Fi g ur e 2 5 , B ). L a  

v i a bilit é d e s c ell ul e s e st d e pl u s d e 9 7 % i n d é p e n d a m m e nt d e l a pr é s e n c e d e l a G F P 

( à 2 4 h: 9 6, 9 %, é c art-t y p e σ = 2 1  t à 4 8  : 9 7 8 %  σ = 1 4) o u    M EI O B  t S P A T A 2 2 

 à 2 4  : 9 7 6 %  σ = 1 2  t à 4 8  : 9 7 8 %  σ = 1 7) j u s q u’ à 4 8    pr è s p  s s      Fi g ur e 2 5, 

C ). D o n c M EI O B et S P A T A 2 2 n e s e m bl e nt p a s i n d uir e d e t o xi cit é c ell ul air e 

p u s q u’  ll  s n’ nfl u  n   nt p  s s ur l a s ur vi e d e s c ell ul e s. P o ur a ut a nt, e n pr é s e n c e d e 

M EI O B  t S P A T A 2 2 l  s   ll ul  s n   r  pr  n n  nt l  ur pr ol f  r  t o n q u’ à p  rt r    2 4   

a pr è s p a s s a g e (t a u x d e pr olif ér ati o n 2 4 h  = 0 2  σ = 0 1  t t  u x    pr ol f  r  t o n 4 8 h  = 1, 8 , 

σ = 1 4)   l or s q u’  n pr  s  n       G F P l   n o m  r        ll ul  s  o u  l   t o ut  s l  s 2 4   

a pr è s p a s s a g e (t a u x d e pr olif ér ati o n 2 4 h  = 1  σ = 0 2  t t  u x    pr ol f  r  t o n 4 8 h  = 1, 3 , 

σ = 0 7)  Fi g ur e 2 5 , D et E ). L a pr é s e n c e d e M EI O B et S P A T A 2 2 s e m bl e i n d uir e u n 

r et ar d d e r e pri s e d e pr olif ér ati o n ; bi e n q u e l a c a p a cit é d e pr olif ér ati o n n e s e m bl e p a s 

aff e ct é e p ar l a s uit e.  

A u v u d e s d o n n é e s s ur l a pr olif ér ati o n c ell ul air e, n o u s a v o n s c h er c h é à mi e u x 

c o m pr e n dr e l e r et ar d d e r e pri s e d e pr olif ér ati o n d e s c ell ul e s e n pr é s e n c e d e M EI O B 

 t S P A T A 2 2  n  t u    nt l’ m p   t    l  ur  x pr  s s o n   t o p q u   s ur l   pr o  r  s s o n   u 

c y cl e c ell ul air e d a n s l e s li g n é e s c ell ul air e s. L e s c ell ul e s H E K 2 9 3 s o nt tr a n sf e ct é e s 

c o m m e pr é c é d e m m e nt a v e c u n pl  s m    p  r m  tt  nt l’  x pr  s s o n    l   G F P o u l    o -

e x pr e s si o n d e M EI O B et S P A T A 2 2 et p a s s é e s 2 4 h a pr è s tr a n sf e cti o n p o ur f a v ori s er 

l e ur pr olif ér ati o n. L a di stri b uti o n d e s c ell ul e s d a n s l e s diff ér e nt e s p h a s e s d u c y cl e 

c ell ul air e a ét é a n al y s é e a pr è s i n c or p or ati o n d e  Br d U p ar a n al y s e bi p ar a m étri q u e p ar 

c yt o m étri e e n fl u x à 2 4 h et 4 8 h a pr è s tr a n sf e cti o n ( s oit a v a nt et a pr è s p a s s a g e , 

r e s p e cti v e m e nt) s ur u n e s e ul e e x p éri e n c e ( n = 1). C  tt    p pr o     p  r m  t  ’  n  l y s  r 

s p é cifi q u e m e nt l e s c ell ul e s q ui e x pri m e nt l a G F P o u M EI O B et S P A T A 2 2. L e s 

r é s ult at s o bt e n u s s o nt   s  o n n   s pr  l m n   r  s s ur l’ nfl u  n       l’  x pr  s s o n 

e ct o pi q u e d e M EI O B  et S P A T A 2 2  s ur l a pr olif ér ati o n d e s c ell ul e s. 

A 2 4 h et 4 8 h p o st- tr  n sf   t o n  l  s   ll ul  s n   m  ur  nt q u’ à   ut  ur    4 % 

( p h a s e s u b G 1) i n  p  n   m m  nt    l’  x pr  s s o n d e l a G F P o u d e M EI O B et 
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S P A T A 2 2 ( Fi g ur e 2 6 , A et B). C  s  o n n   s  tt  st  nt q u   l’  x pr  s s o n    G F P o u    

M EI O B  t S P A T A 2 2 n’ n  u t p  s    t o x   t     ll ul   r    t  orr èl  nt  a v e c l e s r é s ult at s 

d e s ur vi e c ell ul air e e sti m é s pr é c é d e m m e nt. A 2 4 h p o st-tr a n sf e cti o n, l e s c ell ul e s q ui 

n’  x pr m  nt p  s l   G F P  G F P -) o u q u  n’  x pr m  nt p  s M EI O B  t S P A T A 2 2  M EI O B -) 

s o nt à pl u s d e 5 0 % e n p h a s e s G 0/ G 1, à 3 5 % e n p h a s e S et s e ul e m e nt 7 % e n 

p h a s e s G 2 / M (Fi g ur e 2 6 , A et B). E n vir o n 6 0 % d e s c ell ul e s e x pri m e nt l a G F P 

( G F P+ ) o u M EI O B et S P A T A 2 2 ( M EI O B + ) (Fi g ur e 2 7 ). Ell e s s e r é p arti s s e nt d e f a ç o n 

si mil air e d a n s l e s diff ér e nt e s p h a s e s d u c y cl e : pl u s d e 4 0 % e n p h a s e G 0/ G 1, 4 5 % 

e n p h a s e S et m oi n s d e 4 % e n p h a s e s G 2/ M ( Fi g ur e 2 6 , A et B). C ett e 

a u g m e nt ati o n d e l a r é p artiti o n d e s c ell ul e s tr a n sf e ct é e s ( G F P o u M EI O B + S P A T A 2 2) 

e n p h a s e S s u g g èr e q u e ( 1) l e s c ell ul e s e n p h a s e S s o nt pl u s r é c e pti v e s à l a 

tr a n sf e cti o n pl a s mi di q u e o u q u e ( 2) l   tr  n sf   t o n  o u l’  x pr  s s o n  ’ u n tr  n s  è n   

e x o g è n e) i n d uit u n r al e nti s s e m e nt o u u n bl o c a g e d e s c ell ul e s e n p h a s e r é pli c ati v e. 

L a tr a n sf e cti o n et/ o u l ’  xpr e s si o n i niti al e d e s tr a n s g è n e s p o urr ait i n d uir e u n str e s s 

c ell ul air e et f a v ori s er l’   t v  t o n    p o nt s     o ntr ôl    u  y  l     ll ul   r   a b o uti s s a nt 

à l’    u m ul  t o n  d e s c ell ul e s e n p h a s e S. 
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Fi g ur e 2 6  : Di stri b uti o n a u s ei n d u c y cl e c ell ul air e e n pr é s e n c e d e G F P o u d e 

M EI O B et S P A T A 2 2 d e s c ell ul e s H E K 2 9 3 p a r c yt o m étri e e n fl u x 

A) Pr ofil s d e di stri b uti o n c ell ul air e d e s c ell ul e s e x pri m a nt l a G F P ( G F P +) o u n o n ( G F P-) à 2 4 h et 4 8 h 

p o st-tr a n sf e cti o n et hi st o gr a m m e s c orr e s p o n d a nt s. B) Pr ofil s d e di stri b uti o n c ell ul air e d e s c ell ul e s 

e x pri m a nt M EI O B et S P A T A 2 2 ( M EI O B +) o u n o n ( M EI O B-) à 2 4 h et 4 8 h p o st-tr a n sf e cti o n et 

  st o  r  m m  s  orr  s p o n   nt s. L’ n  or p or  t o n    Br  U    t   ut l s    p o ur   t  r m n  r l   st  t ut 

pr olif ér atif d e s c ell ul e s. L’ nt  n s t    u s  n  l Br  U  A P C)  st r  pr  s  nt     n f o n  t o n  u  o nt  n u  n 

A D N ( H O Bl u e). L e p o ur c e nt a g e d e c ell ul e s d a n s l e s diff ér e nt e s p h a s e s e st i n di q u é p o ur c h a q u e 

c o n diti o n ( n = 1). 
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A 4 8 h p o st-tr a n sf e cti o n, l a pr o p orti o n d e c ell ul e s G F P - et M EI O B- a u g m e nt e nt 

d e 1 0 % e n p h a s e S ( 4 0- 5 0 %) p ar r a p p ort à 2 4 h et s u g g èr e q u’  ll  s pr ol f èr  nt 

a cti v e m e nt 2 4 h a pr è s p a s s a g e ( Fi g ur e 2 6 , A et B). L e s c ell ul e s q ui e x pri m e nt 

e n c or e l a G F P ( G F P + ) o u M EI O B et S P A T A 2 2 ( M EI O B + ) à 4 8 h di mi n u e nt d e 2 0 % et 

1 0 % , r e s p e cti v e m e nt, p ar r a p p ort à 2 4 h (Fi g ur e 2 7 ). L a di mi n uti o n d e s c ell ul e s q ui 

e x pri m e nt l a G F P o u M EI O B et S P A T A 2 2 e ntr e 2 4 h et 4 8 h p o st-tr a n sf e cti o n p e ut 

êtr e li é e à u n e di mi n uti o n d e l a q u a ntit é d e pl a s mi d e s d û ( 1) à l’  ff  t      l ut o n   s 

pl a s mi d e s l or s d e l a m ulti pli c ati o n c ell ul air e et/ o u ( 2) à l’  u  m  nt  t o n    l   

d é gr a d ati o n d e s pl a s mi d e s a u c o ur s d u t e m p s a u s ei n d e s c ell ul e s. C ett e di mi n uti o n 

n e s e m bl e p a s êtr e d u e à l a m ort pr éf ér e nti ell e d e s c ell ul e s tr a n sf e ct é e s a u v u d e l a 

f ai bl e pr o p orti o n d e c ell ul e s e n p h a s e s u b G 1 à 4 8 h (Fi g ur e 2 6 , A et B). A 4 8 h, l a 

pr o p orti o n d e s c ell ul e s G F P +  e st si mil air e à c ell e d e s c ell ul e s à 2 4 h (f ai bl e di mi n uti o n 

e n p a h s e G 0/ G 1) ( Fi g ur e 2 6 , A). E n r e v a n c h e, l a pr o p orti o n d e s c ell ul e s M EI O B +   a 

di mi n u é e n p h a s e G 0/ G 1 et S, et a a u g m e nt é n ot a bl e m e nt e n p h a s e G 2/ M à 4 8 h p ar 

r a p p ort à 2 4 h (Fi g ur e 2 6 , B ). A 4 8 h, l e s c ell ul e s G F P + s e m bl e nt pr o gr e s s er a u s ei n 

 u  y  l     ll ul   r      f  ç o n s m l   r   q u’ à 2 4   p o st -tr  n sf   t o n  l or s q u’  n pr  s  n    

   M EI O B  t S P A T A 2 2 l  s   ll ul  s s’    u m ul  nt  n p   s   G 2/ M. C ett e 

a c c u m ul ati o n d e s c ell ul e s e n p h a s e G 2/ M s u g g èr e u n r al e nti s s e m e nt o u u n bl o c a g e 

   l   pr o  r  s s o n   s   ll ul  s  u s   n  u  y  l     ll ul   r  . Il s   p  ut q u’ u n e p orti o n 

d e s c ell ul e s e x pri m a nt M EI O B et S P A T A 2 2 n e pr o gr e s s e nt p a s a u- d el à d e l a p h a s e 

G 2/ M. L’    u m ul  t o n      f  ut s    r  pl   t o n s  t/ o u      s s ur  s    l’ A D N 

p o urr    nt f  v or s  r l’   t v  t o n   s p o nt s     o ntr ôl    u  y  l     ll ul   r    t  n  u r   

l’  rr êt    pr o  r  s s o n  u  y  l     ll ul   r   j u s q u’ à p ot  nt  ll  m  nt  n  u r   l   m ort    

c e s c ell ul e s.  
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Fi g ur e 2 7  : A n al y s e de l’ e x pr e s si o n d e l a G F P o u d e M EI O B et S P A T A 2 2 d a n s 

l e s c ell ul e s H E K 2 9 3 p a r c yt o m étri e e n fl u x 

L  s pr of l s  ’ nt  n s t  s   s s  n  u x G F P o u M EI O B  Fl   )  FI T C) s o nt r  pr  s  nt  s  n f o n  t o n    l   

gr a n ul arit é d e s c ell ul e s ( S S C) à 2 4 h et 4 8 h a pr è s tr a n sf e cti o n. C h a q u e p oi nt c orr e s p o n d à u n e c ell ul e. 

L e s hi st o gr a m m e s a s s o ci é s r e pr é s e nt e nt l e t a u x d e c ell ul e s e x pri m a nt l a G F P ( G F P +, e n v ert) o u 

e x pri m a nt M EI O B et S P A T A 2 2 ( M EI O B +, e n r o s e) à 2 4 h et 4 8 h p o st-tr a n sf e cti o n ( n = 1).  
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L’  x pr  s s o n tr  n s t o r      M EI O B  et S P A T A 2 2 d a n s l e s c ell ul e s s u g g èr e u n e 

p ert ur b ati o n d u c y cl e c ell ul air e. P o ur a ut a nt, ell e n   p  r m  t p  s  ’  t   l r  l   r  m  nt 

l’ m p   t    l’  x pr  s s o n   t o p q u      M EI O B  t S P A T A 2 2 s ur l   pr ol f  r  t o n   s 

c ell ul e s n ot a m m e nt à l o n g t er m e. C e s d o n n é e s pr  l m n   r  s n    s s t  nt  ’ êtr   

c o nf ort er s ur pl u si e ur s r é pli c at s. P ar aill e ur s, l ’ ut l s  t o n  ’  x pr  s s o n st   l   

p  r m  ttr   t  ’  n  l y s  r l    o m p ort  m  nt   ll ul   r   s ur u n   p o p ul  t o n  o m o  è n   et 

e x pri m a nt d ur a bl e m e nt M EI O B et S P A T A 2 2. 

C) Et a bli s s e m e nt d e li g n é e s c ell ul air e s st a bl e s i n d u cti bl e s p o ur 

l’ e x pr e s si o n d e M EI O B et S P A T A 2 2 

L ’  t   l s s  m  nt    l  n   s st   l  s  n  u  t  l  s p o ur l’  x pr  s s o n    M EI O B  t 

S P A T A 2 2 p  r m  ttr    ’  p pr of o n   r l’  t u       l’ nfl u  n       l’  x pr  s s o n   t o p q u      

M EI O B et S P A T A 2 2 s ur l e c o m p ort e m e nt d e s c ell ul e s. C e s li g n é e s c ell ul air e s 

p er m ettr o nt d e d ét er mi n er l e s c ar a ct éri sti q u e s c ell ul air e s d e s ur vi e/ pr olif ér ati o n, d e 

r  p  r  t o n    l’ A D N  t  ’ n st    l t     n  t q u   p o s s  l  m  nt  ff   t   s p  r l   pr  s  n    

d e M EI O B et S P A T A 2 2 d a n s c  s   ll ul  s. A l     ff  r  n       l’  x pr  s s o n tr  n s t o r    

l’  x pr  s s o n st   l    t  n  u  t  l   p  r m  t  ’  t u    r u n   p o p ul  t o n   ll ul   r    o m o  è n   

q u   x pr m   M EI O B  t S P A T A 2 2  v    l   m ê m   n v   u  ’  x pr  s s o n. C ett e 

e x pr e s si o n e st c o ntr ôl é e d a n s l e t e m p s ( c o urt o u l o n g t er m e) et d o n n e l a p o s si bilit é 

 ’  n  l y s  r l    o m p ort  m  nt    c ell ul e s a y a nt a d a pt ée s  l  ur r  p o n s   à l’  x pr  s s o n 

e ct o pi q u e d e M EI O B et S P A T A 2 2 s ur l e l o n g t er m e.  

J’      o s   ’  t   l r   u x v   t  ur s  ’  x pr  s s o n pl  s m   q u   q u  p  r m  tt  nt  1) u n e 

e x pr e s si o n i n d u cti bl e et i n d é p e n d a nt e p o ur S P A T A 2 2 ( v e ct e ur S C 1 1 7 4,  Fi g ur e 2 8 A ) 

o u  p o ur M EI O B ( v e ct e ur S C 1 1 7 5, Fi g ur e 2 8 B ), ( 2) l a c o- e x pr e s si o n d e pr ot éi n e 

fl u or e s c e nt e a s s o ci é e à l’  x pr  s s o n    M EI O B o u S P A T A 2 2  t  3) u n    n s  rt o n 

f a v ori s é e d e s v e ct e ur s  ’  x pr  s s o n pl  s m   q u   d a n s l e g é n o m e p ar l e s y st è m e 

Pi g g y B a c. C    u n   s v   t  ur s  ’  x pr  s s o n s o nt   s v   t  ur s «  all-i n-o n e  ». Il s 

 o nt  n n  nt l’  n s  m  l     s s  q u  n  e s n é c e s s air e s p o ur l a c o- e x pr e s si o n d e M EI O B 

 o u S P A T A 2 2)  v    u n   pr ot   n   fl u or  s   nt    l  s  l  m  nt s n    s s   r  s à l’ n  u  t o n 

 ’  x pr  s s o n  pr o m ot  ur  o p  r  t  ur  t r  pr  s s  ur/   t v  t  ur)  t l’ n s  rt o n    l    p  r 

l e s y st è m e Pi g g y B a c (Fi g ur e 2 8 , A et B). L a c o n str u cti o n d e s v e ct e ur s pl a s mi di q u e s 

p ar cl o n a g e a ét é r é ali s é e p ar Di di er B u s s o ( Ci G e x, C E A).  



 
 

1 1 7 
 

 

Fi g ur e 2 8  : C a rt e s d e s v e ct e ur s d’ e x pr e s si o n pl a s mi di q u e p o ur l’ ét a bli s s e m e nt 

d e li g n é e s st a bl e s i n d u cti bl e s p o ur M EI O B et S P A T A 2 2 

A) V   t  ur  ’  x pr  s s o n    S P A T A 2 2  S C 1 1 7 4). L   pl  s m    S C 1 1 7 4 p  r m  t l    o - e x pr e s si o n d e 

S P A T A 2 2 et d e l a R F P s o u s c o ntr ôl e d u pr o m ot e ur T et- O n 3 G i n d u cti b e p ar l e s t étr a c y cli n e s. B) 

V   t  ur  ’  x pr  s s o n    M E I O B ( S C 1 1 7 5). L e pl a s mi d e S C 1 1 7 4 p er m et l a c o- e x pr e s si o n d e M EI O B 

et l a G F P s o u s c o ntr ôl e d u pr o m ot e ur i n d u cti bl e p ar l e c u m at e. L a c art e d u v e ct e ur S C 1 1 7 4 e st ét a bli e 

a v e c l e s él é m e nt s d o n n é s p ar l e f a bri c a nt.  L e s diff ér e nt e s s é q u e n c e s s o nt d ét aill é e s d a n s l e s T a bl e a u 

7 et T a bl e a u 8 ( A n n e x e s).  
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L’  x pr  s s o n     è n  s s o u s  o ntr ôl      pr o m ot  ur  n  u  t  l   p  r m  t u n   

e x pr e s si o n c o ntr ôl é e et r é v er si bl e d a n s l e t e m p s et d e f a ç o n d o s e- d é p e n d a nt e. 

L’ ut l s  t o n      u x pr o m ot  ur s  n  u  t  l  s  n   p  n   nt s p  r m  ttr     n s   ’  x pr m  r 

M EI O B s  ul    S P A T A 2 2 s  ul   o u M EI O B  t S P A T A 2 2  n s  m  l    t  ’  n m o  ul  r l   

n v   u  ’  x pr  s s o n p o ur     u n   s  è n  s   n s l  s   ll ul  s. L’  x pr  s s o n    

M EI O B e st s o u s c o ntr ôl e d u pr o m ot e ur i n d u cti bl e a u c u m at e et p er m et l a c o-

e x pr e s si o n d e l a pr ot éi n e fl u or e s c e nt e G F P ( v ert e) ( Fi g ur e 2 9 A ). E n a b s e n c e d e 

c u m at e, l e r é pr e s s e ur a u c u m at e C y m R s e li e à s a s é q u e n c e o p ér atri c e C u O et 

 n      l’  x pr  s s o n    M EI O B  t    l   G F P. E n pr  s  n        u m  t    l    u m  t   s   

fi x e a u r é pr e s s e ur C y m R et i n d uit u n c h a n g e m e nt d e c o nf or m ati o n d e C y m R n e l ui 

p  r m  tt  nt pl u s    s   f x  r à s   s  q u  n    C u O. Il y   l  v       l’ n     t o n  t  n  u  t o n  

   l’  x pr  s s o n    M EI O B  t    l   G F P. D   f  ç o n s m l   r    l’  x pr  s s o n    

S P A T A 2 2  e st s o u s c o ntr ôl e d u pr o m ot e ur T R E 3 G S i n d u cti bl e a u x t étr a c y cli n e s 

( d o x y c y cli n e) et p er m et l a c o- e x pr e s si o n d e l a pr ot éi n e fl u or e s c e nt e R F P (r o u g e) 

(Fi g ur e 2 9 B ). E n a b s e n c e d e d o x y c y cli n e, l e tr a n s a cti v at e ur T et- O n 3 G n e s e fi x e 

p a s à s a s é q u e n c e o p ér atri c e t et pr é s e nt e d a n s l e pr o m ot e ur T R E 3 G S et n e p er m et 

p  s l’  x pr  s s o n    S P A T A 2 2  t    l   R F P. E n pr  s  n        o x y  y  l n    l   

d o x y c y cli n e s e fi x e a u tr a n s a cti v at e ur T et- O n 3 G et i n d uit u n c h a n g e m e nt d e 

c o nf or m ati o n d e T et- O n 3 G. L e tr a n s a cti v at e ur p e ut al or s s e fi x er a u pr o m ot e ur 

T R E 3 G S  t  n  u t l’  x pr  s s o n    S P A T A 2 2  t    l   R F P. Il y     t v  t o n    

l’  x pr  s s o n    S P A T A 2 2  t    l   R F P.  

L a c o- e x pr e s si o n d e pr ot éi n e s fl u or e s c e nt e s a s s o ci é e à c ell e d e M EI O B et 

S P A T A 2 2 p  r m  ttr      s  l   t o n n  r l  s  l o n  s  y  nt  nt   r  s l  s  n s  rt s  ’ nt  r êt  

 ’  t   l r q u  l t  t v  m  nt l   n v   u  ’  x pr  s s o n  n  u t    M EI O B  t S P A T A 2 2   n s 

l e s c ell ul e s et d e s ui vr e l e s cl o n e s c ell ul air e s e x pri m a nt M EI O B et S P A T A 2 2 e n 

f o n cti o n d u t e m p s.  
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Fi g ur e 2 9  : S y st è m e s d’ e x pr e s si o n i n d u cti bl e et d’i n s e rti o n pl a s mi di q u e 

utili s é s p o ur l’ ét a bli s s e m e nt d e l a li g n é e c ell ul air e st a bl e i n d u cti bl e  p o ur 

M EI O B  et S P A T A 2 2   

A) S    m    u s y st è m    ’ n  u  t o n    l’  x pr  s s o n    S P A T A 2 2. E n   s  n        u m  t    l   

r é pr e s s e ur C y m R q ui e st e x pri m é c o n stit uti v e m e nt s e li e à l a s é q u e n c e o p ér atri c e C u O et i n hi b e 

l’  x pr  s s o n    M EI O B  t    l   G F P   x pr  s s o n O F F). E n pr é s e n c e d e c u m at e, l e c u m at e s e fi x e a u 
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r é pr e s s e ur C y m R et n e p er m et pl u s l a fi x ati o n d e C y m R à C u o : M EI O B et l a G F P s o nt al or s 

 x pr m   s   x pr  s s o n O N). B) S    m    u s y st è m    ’ n  u  t o n    l’  x pr  s s o n    M EI O B. E n 

a b s e n c e d e d o x y c y cli n e, l e tr a n s a cti v at e ur T et- O n 3 G q ui e st e x pri m é c o n stit uti v e m e nt n e p e ut p a s s e 

fi x er a u pr o m ot e ur T R E 3 G S : S P A T A 2 2 et l a R F P n e s o nt al or s p a s e x pri m é s ( e x pr e s si o n O F F). E n 

pr é s e n c e d e d o x y cili n e, l a d o x y c y cli n e s e li e a u tr a n s a cti v at e ur T et- O n 3 G q ui p e ut à pr é s e nt s e fi x er 

s ur l e pr o m ot e ur T R E 3 G S et i n d uit l a c o- e x pr e s si o n d e S P A T A 2 2 et d e l a R F P ( e x pr e s si o n O N). C) 

S    m    u s y st è m    ’ n s  rt o n pl  s m   q u   P   y B   . L   tr  n s p o s  s   P   y B    r   o n n  ît l  s 

s é q u e n c e s I T R sit u é e s d e c h a q u e c ôt é d e l a s é q u e n c e à i n s ér er ( o u i n s ert) d u v e ct e ur pl a s mi di q u e. 

L   tr  n s p o s  s   P   y B     l v    u n v   u   s s  q u  n   s I T R  t  n s èr   l   s  q u  n     ’ nt  r êt   n s l   

g é n o m e d e l a c ell ul e h ôt e a u ni v e a u d e s s é q u e n c e s r é p ét é e s T T A A.  

P o ur ét a blir u n e li g n é e st a bl e, l e s s é q u e n c e s pl a s mi di q u  s  ’ nt  r êt s  r o nt 

i n s ér é e s a u s ei n d u g é n o m e d e s c ell ul e s h ôt e s p ar l e s y st è m e Pi g g y B a c (Fi g ur e 

2 9 C ). C e s y st è m e p er m et u n e i n s erti o n st a bl e f a cilit é e et ci bl é e d e s s é q u e n c e s 

 ’ nt  r êt  u s   n  u   n o m    ôt    s  n s li mit e d e t aill e et d u n o m br e d e s é q u e n c e s à 

i n s ér er (i n s erti o n m ulti pl e et j u s q u e 1 0 0 k p b p ar i n s ert) et e st r é v er si bl e. L e s v e ct e ur s 

 ’  x pr  s s o n pl  s m   q u   p o ur M EI O B  S C 1 1 7 5)  t p o ur S P A T A 2 2  S C 1 1 7 4) 

c o nti e n n e nt  l e s s é q u e n c e s I T R (i n v ert e d t er mi n al r e p e at) q ui d éli mit e nt l e s 

s  q u  n   s  ’ nt  r êt à  n s  r  r  o u  n s  rt s)   n s l     n o m    ôt  . L   tr  n s p o s  s   

Pi g g y B a c r e c o n n aît l e s s é q u e n c e s I T R, cli v e nt a u ni v e a u d e c e s s é q u e n c e s et i n s èr e 

l e s s é q u e n c e s c o m pri s e s e ntr e l e s d e u x él é m e nt s I T R d a n s l e g é n o m e d e l a c ell ul e 

h ôt e a u ni v e a u d e s s é q u e n c e s g é n o mi q u e s r é p ét é e s T T A A.  
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Di s c u s si o n 

M e s tr a v a u x d e t h è s e o nt e u p o ur b ut d e mi e u x c o m pr e n dr e l e r ôl e q u e j o u e 

M EI O B et S P A T A 2 2 a u c o ur s d e l a r e c o m bi n ai s o n h o m ol o g u e m éi oti q u e et 

 ’  x pl   t  r l  s  o n s  q u  n   s    l  ur  x pr  s s o n   n s l  s   ll ul  s   n   r  u s  s. L  s 

r é s ult at s o bt e n u s c h e z l a s o uri s et p ar d e s a p pr o c h e s i n vitr o p er m ett e nt d e pr o p o s er 

q u e M EI O B et S P A T A 2 2 p o urr ai e nt êtr e i m pli q u é e s à diff ér e nt e s ét a p e s a u c o ur s d e 

l   r   o m   n   s o n m   ot q u  . L  s r  s ult  t s pr  l m n   r  s o  t  n u s s ur l’  x pr  s s o n 

e ct o pi q u e d e M EI O B  et S P A T A 2 2  s u g g èr e nt q u e l e ur c o e x pr e s si o n p o urr ait i n d uir e 

u n e m o difi c ati o n d u c o m p ort e m e nt c ell ul air e. 

I) M EI O B, S P A T A 2 2 et R P A e n r e c o m bi n ai s o n m éi oti q u e 

L a c ar a ct éri s ati o n m ol é c ul air e d e M EI O B et S P A T A 2 2 a p er mi s d e m ettr e e n 

é vi d e n c e d e s si milit u d e s str u ct ur ell e s a v e c l e s s o u s- u nit é s d u c o m pl e x e R P A, R P A 1 

et R P A 2, r e s p e cti v e m e nt. E n s e b a s a nt s ur c e s si milit u d e s, n o u s a v o n s m o ntr é q u e 

M EI O B et S P A T A 2 2 i nt er a gi s s e nt e n s e m bl e vi a l e ur s d o m ai n e s O B C-t er mi n a u x. 

C  s  o m   n  s  o n st t u  r    nt l    œ ur      m  r s  t o n  u  o m pl  x   M EI O B -

S P A T A 2 2. N o u s  v o n s m o ntr   l’ m p ort  n         tt    nt  r   t o n   n s u n   s f  m l  l 

 ’ n s uff s  n    o v  r  n n   pr  m  t ur   o ù u n   m ut  t o n p o n  t u  ll    n  u t l’   s  n     ’ u n   

gr a n d e p arti e d u d o m ai n e O B C-t er mi n al e d e M EI O B. C ett e i nt er a cti o n e ntr e l e s 

d o m ai n e s O B C-t er mi n a u x r e s s e m bl e à c ell e d e s s o u s- u nit é s d u c o m pl e x e R P A. L e s 

d o n n é e s d o nt n o u s di s p o s o n s a ct u ell e m e nt n e p er m ett e nt p a s d e c o n cl ur e si M EI O B 

et S P A T A 2 2 f or m e nt u n di m èr e o u u n tri m èr e o u a utr e. C e tri m èr e p o urr ait s e 

c o m p o s er d e ( 1) d e u x pr ot éi n e s M EI O B et u n e d e S P A T A 2 2, ( 2) d e u x pr ot éi n e s 

S P A T A 2 2 et u n e d e M EI O B o u ( 3) d e M EI O B   S P A T A 2 2  t  ’ u n  utr   p  rt  n   r  .  

L ’  q u p    u Dr W  n     pr o p o s é q u e M EI O B et S P A T A 2 2 c oll a b or e nt  p o ur 

i nt er a gir a v e c R P A 3 ( X u, Y. et al., 2 0 1 7). L’ nt  r   t o n   s   ff  r  nt s  o m   n  s O B C-

t er mi n a u x d e M EI O B, S P A T A 2 2 et R P A 3 p o urr ait p er m ettr e d e f or m er u n tri m èr e d e 

f a ç o n si mil air e a u x s o u s- u nit é s d e R P A. C e p e n d a nt, l e c o m pl e x e M EI O B- S P A T A 2 2 

e st st a bl e i n vitr o. D   pl u s  S     t  l.  o nt m o ntr   q u   l’   s  n       R P A 1  n  u t 

l’   s  n       R P A 2  t R P A 3   n s l  s s p  r m  t o  yt  s    s o ur s  l or s q u   l   
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l o c ali s ati o n d e M EI O B et S P A T A 2 2 r e st e i n c h a n g é e ( S hi et al., 2 0 1 9) s u g g ér a nt q u e 

M EI O B et S P A T A 2 2 p o urr ai e nt f or m er u n c o m pl e x e f o n cti o n n el à ell e s s e ul s. Il s e 

p o urr ait a u s si q u e c ett e i nt er a cti o n a v e c R P A 3 p er m ett e à M EI O B et S P A T A 2 2 

 ’ i nt er a gir a v e c l e c o m pl e x e R P A e nti er. L e f ait q u e R P A n e s e m bl e f o n cti o n n el q u e 

s o u s f or m e d e c o m pl e x e ( S hi et al., 2 0 1 9) s u g g èr e d a v a nt a g e q u e l e s d o m ai n e s C-

t  r m n  u x    M EI O B  t S P A T A 2 2 p  r m  tt  nt  ’ nt  r    r  v    l    o m pl  x   R P A 

e nti er.  

P o ur  ut  nt  l’  q u p    u Dr W  n      u s s     r t   s   p    t  s  ’ nt  r   t o n    

M EI O B a v e c R P A 1 et d e S P A T A 2 2 a v e c R P A 2 et R P A 1 l or s d e s ur e x pr e s si o n s 

pr ot éi q u e s. C e s i nt er a cti o n s s e f o nt e n a b s e n c e d e s d o m ai n e s C-t er mi n a u x d e 

M EI O B  t S P A T A 2 2. N o u s  v o n s  o nf r m     tt     p    t    ’ nt  r   t o n  ntr   R P A 1  t 

M EI O B. C e p e n d a nt, c et t e i nt er a cti o n e st l a bil e p ar r a p p ort à c ell e i m pli q u a nt l e s 

d o m ai n e s C-t er mi n a u x d e M EI O B et S P A T A 2 2 a v e c R P A. C e s i nt er a cti o n s n e 

p o urr ai e nt s m pl  m  nt êtr   q u   l   r  s ult  t  ’ nt  r   t o n s n o n s p    f q u  s  ntr   

d o m ai n e O B d e pr ot éi n e s s ur e x pri m é e s. Ell e s p o urr ai e nt a u s si r efl ét er d e s 

i nt er a cti o n s s e c o n d air es q u  st    l s  nt l’ nt  r   t o n pr  m èr    u  o m pl  x   a s s ur é e 

p ar  l e s d o m ai n e s C-t er mi n a u x d e M EI O B et S P A T A 2 2 a v e c l e c o m pl e x e R P A.  

L a d ét er mi n ati o n d e l a str u ct ur e d u c o m pl e x e M EI O B- S P A T A 2 2 p ar 

 r st  ll o  r  p     p  r m  ttr   t  ’  t   l r l   st œ    o m  tr      m èr e, tri m èr e o u 

m ult  o m pl  x  )  t l   s)  o m   n   s)  ’ nt  r   t o n  m pl q u     n s l   f or m  t o n  u 

c o m pl e x e. C ett e t e c h ni q u e p e ut a u s si êtr e utili s é e afi n d e mi e u x c o m pr e n dr e 

l’ nt  r   t o n    M EI O B  t S P A T A 2 2  v    R P A : n ot a m m e nt, d e d ét er mi n er ( 1) si 

l’ nt  r  cti o n s e f ait a v e c l e  œ ur    tr m  r s  t o n    R P A   2) s  l’ nt  r   t o n  v    R P A 

s e f ait vi a u n e s o u s- u nit é s p é cifi q u e o u ( 3) si d e m ulti pl e s i nt er a cti o n s s o nt 

i m pli q u é e s a v e c l e s s o u s- u nit é s d e R P A.  

  



 
 

1 2 3 
 

L u o et al., et n otr e é q ui p e a v o n s m o ntr é q u e M EI O B et S P A T A 2 2 s o nt  

  p   l  s    l  r l’ A D N s   ( L u o et al., 2 0 1 3). N o u s a v o n s a u s si m o ntr é q u e M EI O B et 

S P A T A 2 2 s o nt   p   l  s     o m p   t  r l’ A D N s   pr   l   l  m  nt r   o u v  rt p  r R P A . 

C  tt   m o   f   t o n    l    o nf or m  t o n  u f l  m  nt  ’ A D N s  - R P A e st d u e à l a li ai s o n 

   M EI O B  t S P A T A 2 2  v    l’ A D N s    t/ o u  v    R P A . C e s o b s er v ati o n s s u g g èr e nt  

q u e M EI O B et S P A T A 2 2 a p p ort e nt d e s pr o pri ét é s str u  t ur  ll  s  t/ o u  ’ nt  r   t o n s 

s p é cifi q u e s a u x i nt er m é di air e s d e r e c o m bi n ai s o n li é s p ar R P A a u c o ur s d e l a m éi o s e.  

D a n s n o s m ut a nt s s h a ni , n o u s a v o n s o b s er v é l a p ert e pr é c o c e d e s 

r   o m   n  s  s. C  tt    lt  r  t o n    pr ot   n  s  m pl q u   s l or s    l’  n v    s s  m  nt  n 

R H m éi oti q u e d a n s n o s m ut a nt s s u g g èr e q u e l e s i nt er m é di air e s pr é- s y n a pti q u e s n e 

s o nt p a s f or m é s o u st a bili s é s c orr e ct e m e nt. M EI O B et S P A T A 2 2 p o urr ai e nt j o u er u n 

r ôl e e n c oll a b or ati o n a v e c R P A l or s d e l a f or m ati o n d u fil a m e nt r e c o m bi n o g è n e p ar 

e x e m pl e ( a )  n m o  ul  nt l’   t v t      l   s o n à l’ A DN s b d e R P A o u bi e n ( b) e n 

i n hi b a nt l e d é pl a c e m e nt pr é c o c e et/ o u e x c e s sif d e R P A p ar l e s r e c o m bi n a s e s. 

R é c e m m e nt, M EI L B 2 et s o n p art e n air e B R M E 1 o nt ét é i d e ntifi é s c o m m e d e u x 

pr ot éi n e s s p é cifi q u e s d e l a m éi o s e n é c e s s air e s a u c h ar g e m e nt d e s r e c o m bi n a s e s. 

M EI L B 2/ B R M E 1 i nt er a git a v e c B R C A 2, R A D 5 1, D M C 1, M EI O B et S P A T A 2 2 d a n s 

l  s t  st  ul  s. L   f   t q u    1) l’ nt  n s t     s f o y  r s S P A T A 2 2  u  m  nt    n   s  n    

d e M EI L B 2/ B R M E 1 et q u e ( 2) l e s f o y er s M EI L B 2/ B R M E 1 s o nt f ort e m e nt r é d uit s e n 

a b s e n c e d e M EI O B ( Z h a n g, J. et al., 2 0 1 9, 2 0 2 0) s u p p ort  nt l’     q u   

M EI L B 2/ B R M E 1 p o urr   t f  v or s  r l’  nl è v  m  nt    M EI O B  t S P A T A 2 2  t f    l t  r l   

c h ar g e m e nt d e s r e c o m bi n a s e s vi a B R C A 2 ( Fi g ur e 3 0 ). Il s  r   t  nt  r  s s  nt  ’  v  l u  r 

l     p    t      f or m  t o n  ’ u n f l  m  nt R A D 5 1- D M C 1 e n pr é s e n c e d e 

M EI L B 2/ B R M E 1/ B R C A 2 et d e M EI O B- S P A T A 2 2. D e m ê m e, l e s m o d alit é s 

 ’ nt  r   t o n  ntr   M EI O B  S P A T A 2 2  t M EI L B 2/ B R M E 1 s o nt à d éfi nir afi n 

 ’  x pl   t  r  o m m  nt M EI O B  t S P A T A 2 2 p  rt   p  nt  à l a f or m ati o n d u fil a m e nt 

r e c o m bi n o g è n e e n pr é s e n c e d e M EI L B 2/ B R M E 1.  

C h e z S. c er e vi si a e     s  x p  r  n   s  ’ m m u n o pr    p t  t o n    l     r o m  t n   

i n di q u e nt q u e R P A e st a u s si pr é s e nt s ur l e bri n d é pl a c é l or s d e l a f or m ati o n d e l a D-

L o o p ( W a n g, X. et H a b er, 2 0 0 4). P ar c o n s é q u e nt, M EI O B et S P A T A 2 2 p o urr ai e nt 



 
 

1 2 4 
 

é g al e m e nt êtr e pr é s e nt e s s ur c e bri n et ai n si d o n n er u n e str u ct ur e et u n e i d e ntit é 

p arti c uli èr e à l a D- L o o p m éi oti q u e ( Fi g ur e 3 0 )  

M EI O B et S P A T A 2 2 p o urr ai e nt a u s si c oll a b or er a v e c R P A s ur d e s 

i nt er m é di air e s d e r e c o m bi n ai s s o n pl u s t ar dif s q u e c el ui d e l a f or m ati o n d u fil a m e nt 

r e c o m bi n o g è n e et d e l a f or m ati o n d e l a D-L o o p l or s    l’ n v  s o n. L’    u m ul  t o n    

B L M d a n s n o s m ut a nt s s h a ni  s u g g èr e u n e pr o gr e s si o n a n or m al e d e s i nt er m é di air e s 

   r   o m   n   s o n  t p o urr   t r  fl  t  r l   pr s    n    r     ’ nt  r m      r  s p o st -

s y n  pt q u  s  n or m  u x p  r l’   l   s  . C  tt      u m ul  t o n    u s s   t   o  s  r v      n s 

l e s s o uri s M ei o b -/- ( Ri b eir o et al., 2 0 1 8). E n a b s e n c e d e M EI O B o u d e S P A T A 2 2, 

B L M p o urr ait êtr e r e cr ut é e afi n d e d é m a nt el er l e s i nt er m é di air e s p o st- s y n a pti q u e s q ui 

n’  rr v  nt p  s o u    f  ç o n  n  orr   t   à pr o  r  s s  r  n r   o m   n   s o n. L     t   t o n 

 ’ u n   s y nt  è s    ’ A D N   n s l  s   ll ul  s m   ot q u  s   s s o ur s M ei o b -/-, S p at a 2 2 -/- o u 

n o s m ut a nt s s h a ni  p er m ettr ait d e d ét er mi n er si e n a b s e n c e d e M EI O B o u S P A T A 2 2 

l  s  nt  r m      r  s pr o  r  s s  nt  pr è s l’ n v  s o n. L    o m p   t o n  u f l  m  nt M EI O B-

S P A T A 2 2- R P A p o urr ait f a v ori s er l a f or m ati o n et l a st a bilit é d e s i nt er m é di air e s p o st-

s y n  pt q u  s  n f    l t  nt l   st    l t    l   m  r  t o n  t/ o u l’  xt  n s o n    l   D - L o o p. L a 

pr é s e n c e d e M EI O B et S P A T A 2 2 a u x i nt er m é di air e s p o st- s y n a pti q u e s li é s p ar R P A 

p o urr   t p  r m  ttr   à   s  nt  r m      r  s  ’   o pt  r u n    o nf or m  t o n s p    f q u   

f av ori s a nt l e ur st a bili s ati o n. Il s p e u v e nt é g al e m e nt f a v ori s er l e r e cr ut e m e nt d e 

f a ct e ur s s p é cifi q u e s à c e s i nt er m é di air e s.  

L a st a bili s ati o n d e s i nt er m é di air e s d e l a D- L o o p e n pr é s e n c e d e M EI O B et 

S P A T A 2 2 p o urr ait a u s si f a v ori s er l a s e c o n d- e n d c a pt ur e et l a f or m ati o n d e l a d J H. L a 

pr  s  n       M EI O B  t S P A T A 2 2 p o urr   t p  r m  ttr   l    o nt   t  ’ nt  r m      r  s l  s 

p ar R P A sit u é s e ntr e l a D- L o o p  t l    r n q u  n’   p  s  n v     p o ur  n  u r   l   s   o n  -

e n d c a pt ur e. L e f ait q u e M EI O B et S P A T A 2 2 c ol o c ali s e nt a v e c R P A j u s q u’  n    ut 

   p    yt è n     n s l  s   ll ul  s   r m n  l  s s o ut  nt l’     q u   M EI O B  t S P A T A 2 2 

a p p ort e nt d e s c ar a ct éri sti q u e s s p é cifi q u e s à c e s i nt er m é di air e s. M EI O B et S P A T A 2 2 

p o urr ai e nt i nt er a gir a v e c d e s pr ot éi n e s li é e s à d e s i nt er m é di air e s d e r e c o m bi n ai s o n 

t ar dif s t el s q u e l e c o m pl e x e st a bili s at e ur d e s i nt er m é di air e s p o st- s y n a pti q u e s M S H 4-

M S H 5. Il s er ait i nt ér e s s a nt d e s a v oir si d a n s l e s g o n a d e s M EI O B et S P A T A 2 2 

i nt er a gi s s e nt a v e c M S H 4- M S H 5 p ar i m m u n o pr é ci pit ati o n p o ur s a v oir si M EI O B et 

S P A T A 2 2 p o s s è d e u n r ôl e t ar dif f a v ori s a nt l a f or m ati o n d e s C O. L a d ét er mi n ati o n 

 ’  utr  s  nt  r a ct a nt s d e M EI O B et S P A T A 2 2 d a n s l e s c ell ul e s m éi oti q u e s p ar 

c oi m m u n o pr é ci pit ati o n a s s o ci é e à u n e a n al y s e p ar s p e ctr o m étri e d e m a s s e 
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p  r m  ttr   t  ’  t   l r    n o u v  ll  s f o n  t o n n  l t é s d u c o m pl e x e a u c o ur s d e l a 

r   o m   n   s o n  t/ o u  ’  t  y  r l   m    n s m    ’   t o n  u  o m pl  x    u n v   u   s 

diff ér e nt s i nt er m é di air e s d e l a r e c o m bi n ai s o n.    
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Fi g ur e 3 0 : M o d èl e d u r ôl e d e M EI O B- S P A T A 2 2 a u c o ur s d e l a r e c o m bi n ai s on 

m éi oti q u e 

M EI O B- S P A T A 2 2 p o urr ait êtr e i m pli q u é d a n s l a f or m ati o n d u fil a m e nt r e c o m bi n o g è n e. L e c o m pl e x e 

M EI L B 2/ B R M E 1 f  v or s  r   t l’  nl è v  m  nt    M EI O B- S P A T A 2 2 p o ur p er m ettr e l e c h ar g e m e nt d e s 

r e c o m bi n a s e s p ar B R C A 2. M EI O B- S P A T A 2 2 p o urr ait a u s si c oll a b or er a v e c R P A p o ur st a bili s er l e s 

i nt er m é di air e s d e l a D-L o o p  t f  v or s  r l’  xt  n s o n  t/ o u l   m  r  t o n    l   D - L o o p. M EI O B et 

S P A T A 2 2 p o urr ait f a v ori s er l a s e c o n d- e n d c a pt ur e. M EI O B- S P A T A 2 2 p er m ettr ait l e c o nt a ct 

 ’ nt  r m      r  s l  s p  r R P A s t u  s  ntr   l a D-L o o p  t l    r n q u  n’   p  s  n v     p o ur  n  u r   l   

s e c o n d- e n d c a pt ur e. 
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II) L e m ut a nt s h a ni   

L a r é gi o n N-t er mi n al e d e S p at a 2 2  n e p o s s è d e p a s d e str u ct ur e f o n cti o n n ell e 

 p p  r  nt    t n’  st p  s  m pl q u      n s l’ nt  r   t o n  v  c s o n p art e n air e M EI O B. P o ur 

a ut a nt, u n e p arti e d e c ett e r é gi o n e st p arti c uli èr e m e nt c o n s er v é e c h e z diff ér e nt e s 

e s p è c e s, c e q ui s u g g èr e u n e i m p ort a n c e f o n cti o n n ell e d e l a r é gi o n N-t er mi n al e d e 

S P A T A 2 2. C’  st   n s l    ut    m  u x  o m pr  n  r   l’ m p ort  n       c ett e r é gi o n q u e 

n o u s  v o n s  n t   l’  t u     u m ut  nt s h a ni  q ui p ort e u n e m ut ati o n p o n ct u ell e d e 

S p at a 2 2 . 

N o u s s a v o n s q u e M EI O B diff èr e d e s o n h o m ol o g u e R P A 1 pri n ci p al e m e nt p ar 

l’   s  n     ’ u n  o m   n   O B  n r    o n N-t er mi n al e s e m bl a bl e à c el ui d e R P A 1 ( D B D-

F). Or, c e d o m ai n e D B D- F d e R P A 1 e st c o n n u p o ur s o n i nt er a cti o n a v e c d e 

n o m br e u x p art e n air e s i m pli q u é s d a n s l e s diff ér e nt s r ôl e s d e R P A a u s ei n d e s 

c ell ul e s. ( 1) L’   s  n           o m   n    u s   n  u  o m pl  x   M EI O B - S P A T A 2 2 et l e 

f ait q u e ( 2) S P A T A 2 2 p o s s è d e u n e r é gi o n N-t er mi n al e s p é cifi q u e s u g g èr e nt q u e c e 

d o m ai n e p o urr ait êtr e l e « h u b  »  ’ nt  r   t o n s    M EI O B - S P A T A 2 2. N ot a m m e nt, ell e 

p o urr ait êtr e i m pli q u é e d a n s l ’ nt  r   t o n  v    M EI L B 2/ B R M E 1. L’i nt er a cti o n d e 

M EI O B- S P A T A 2 2  v     ’  utr  s p  rt  n   r  s q u   R P A p o urr ait p er m ettr e a u 

c o m pl e x e M EI O B- S P A T A 2 2 ( 1) d e s p é cifi er et/ o u m o d ul er  l e s f o n cti o n n alit é s d e s 

diff ér e nt s i nt er m é di air e s li é s p ar R P A a u c o ur s d e l a pr o gr e s si o n e n r e c o m bi n ai s o n 

 t/ o u  2)  ’  p p ort  r    n o u v  ll  s f o n  t o n n  l t  s  u  o m pl  x    n   p  n  a m m e nt d e s a 

c oll a b or ati o n a v e c R P A. 

A u  o ur s    l   m   o s    l’  x pr  s s o n   s  è n  s   s   ll ul  s   r m n  l  s  st 

p arti c uli èr e m e nt r é g ul é e ( Er n st et al., 2 0 1 9). U n pr o gr a m m e m éi oti q u e s p é cifi q u e e st 

e x pri m é s é q u e nti ell e m e nt p ar l e s c ell ul e s g er mi n al e s p o ur a s s ur er l e b o n 

d ér o ul e m e nt d e s ét a p e s cl é s d e l a m éi o s e (r e c o m bi n ai s o n et s y n a p si s d e s 

c hr o m o s o m e s, n ot a m m e nt). Et, L’  p s s     j o u   u n r ôl    m p ort  nt   n s l   r   ul  t o n 

p o st- tr  n s  r pt o n n  ll      l’  x pr  s s o n  ’ u n  è n   ( W a n g, Z. et B ur g e, 2 0 0 8).  
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L e m ut a nt s h a ni  a p er mi s d e m ettr e e n é vi d e n c e l a pr é s e n c e d e s é q u e n c e s 

r   ul  tr   s    l’  p s s       p p  l   s E S E ( E x o ni c S pli ci n g E n h a n c er) i m pli q u é e s 

d a n s l a r e c o n n ai s s a n c e d e s j o n cti o n s e x o n s-i ntr o n s d e s tr a n s crit s, c h e z u n g è n e à 

e x pr e s si o n s p é cifi q u e m e nt m éi oti q u e c h e z l a s o uri s. O n p e ut s e d e m a n d er si c e s 

s é q u e n c e s E S E s o nt  i m pli q u é e s d a n s l a r é g ul ati o n d e l’  x pr  s s o n   s  è n  s    

m éi o s e. P o ur c el a, il s er ait i nt ér e s s a nt d e d ét er mi n er ( 1) si u n e s é q u e n c e E S E e st 

s p é cifi q u e à u n o u pl u si e ur s g è n e s m éi oti q u e s, ( 2) si c e s s é q u e n c e s s o nt 

s p é cifi q u e m e nt f o n cti o n n ell e s e n m éi o s e et ( 2) c o m m e nt c e s s é q u e n c e s s o nt 

a cti v é e s o u r é pri m é e s e n f o n cti o n d u g è n e.  

Il s er ait i nt ér e s s a nt d e m o ntr er si l a m ut ati o n s h a ni  p  rt ur    l’  x pr  s s o n  u 

tr a n s crit S p at a 2 2 s p é cifi q u e m e nt d a n s l e s c ell ul e s g er mi n al e s . L’  l  m  nt E S E 

 o nt  n u   n s l’  x o n 4  u tr  n s  r t S p at a 2 2  p o urr ait êtr e s p é cifi q u e m e nt f o n cti o n n el 

d a n s l e s c ell ul e s g er mi n al e s et p arti ci p er à l a r é g ul ati o n m éi oti q u e s p é cifi q u e d e 

l’  x pr  s s o n d e S p at a 2 2 . C h e z l a s o uri s, q u el q u e s ti s s u s s o m ati q u e s e x pri m e nt 

f ai bl e m e nt S p at a 2 2,  n ot a m m e nt l e f oi e. Il f a u dr ait eff e ct u er l e s é q u e n ç a g e d e s 

tr a n s crit s S p at a 2 2  e xtr ait s d e c e s ti s s u s s o m ati q u e s. C e ci p er m ettr ait d e d ét er mi n er 

u n e p ot e nti ell e r é g ul ati o n tr a n s cri pti o n n ell e s p é cifi q u e d e S p at a 2 2 d a n s l e s c ell ul e s 

g er mi n al e s. 
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III) M EI O B et S P A T A 2 2 d a n s l e s c a n c er s 

L e s d o n n é e s tr a n s cri pt o mi q u e s a c c e s si bl e s e n li g n e m o ntr e nt q u e M EI O B  et 

S P A T A 2 2 s o nt pr éf er e nti ell e m e nt e x pri m é s d e f a ç o n m ut u ell e m e nt e x cl u si v e d a n s 

l e s c ell ul e s c a n c ér e u s e s. C e p e n d a nt, il s p e u v e nt êtr e p arf oi s e x pri m é s 

c o nj oi nt e m e nt. 

L’  x pr  s s o n    M EI O B  o u S P A T A 2 2  diff èr e e n f o n cti o n d u t y p e d e t u m e ur s et 

   l  ur n v   u  ’  x pr  s s o n. C  s   ff  r  n   s  ’  x pr  s s o n  ntr   M EI O B  et S P A T A 2 2 

s u g g èr e q u e l e s d e u x g è n e s s o nt a cti v é s s el o n d e s m é c a ni s m e s i n d é p e n d a nt s et 

p ot e nti ell e m e nt diff ér e nt s s el o n l a n at ur e t u m or al e. Il s er ait i nt er e s s a nt d e c o m p ar er 

  s  o n n   s  ’  x pr  s s o n tr  n s  r pt o n n  ll    v      ll  s d e s m ar q u e s d e 

m o difi c ati o n s é pi g é n éti q u e s ( m ét h yl ati o n, a c ét yl ati o n) p o ur ét a blir u n é v e nt u el 

m    n s m    ’   t v  t o n s p    f q u      l’  x pr  s s s o n    M EI O B  et/ o u S P A T A 2 2 d a n s 

l e s t u m e ur s. E n pl u s d e c el a, c ett e e x pr e s si o n h ét ér o g è n e d e M EI O B et S P A T A 2 2  

p o urr   t r  fl  t  r  t/ o u  orr  l  r  v    l   n v   u  ’ n st    l t     n  t q u     s   ff  r  nt s 

t y p e s d e t u m e ur s. M EI O B  t S P A T A 2 2 p o urr   t   n  u r    t/ o u p  rt   p  r à l’ n st    l t   

g é n éti q u e pr é s e nt e a u s ei n d e s diff ér e nt e s c ell ul e s t u m or al e s. L a c o m p ar ai s o n d e s 

d o n n   s  ’  x pr  s s o n tr  n s  r pt o n n  ll    v      ll  s   s m ut  t o n s et d e s v ari a bilit é s 

g é n éti q u e s p  r m  ttr   t  ’  t   l r u n l  n p ot  nt  l  ntr   l   n v   u  ’ n st    l t     n  t q u   

 t l’  x pr  s s o n pr  f  r  nt  ll      M EI O B et/ o u S P A T A 2 2  d a n s l e s diff ér e nt e s t u m e ur s. 

N otr    n  l y s   n    s s t    u s s   ’ êtr    p pr of o n     q u  nt à l   n  t ur     s tr  n s  r t s 

e x pri m é s d a n s l e s t u m e ur s et l e s li g n é e s c a n c ér e u s e s. N ot a m m e nt, l e s tr a n s crit s d e 

M EI O B  et S P A T A 2 2  p o urr ai e nt êtr e d e s v ari a nt s tr a n s cri pti o n n el s m ut é s et/ o u n o n 

f o n cti o n n l s  q u  n   p  r m  tt  nt p  s l’  x pr  s s o n    f or m  s pr ot éi q u e s f o n cti o n n ell e s. 

L a c o m p ar ai s o n d e s d o n n é e s tr a n s cri pt o mi q u e s a v e c c ell e s pr ot é o mi q u e s d e s 

  ff  r  nt s   n   r s  t l  n   s   n   r  u s  s p  r m  ttr   t  ’  t   l r u n l  n pr o   nt  ntr   

e x pr e s si o n d e tr a n s crit s et e x pr e s si o n d e pr ot éi n e s f o n cti o n n elll e s. C e s n o u v ell e s 

d o n n é e s p er m ettr ai e nt d e mi e u x c o m pr e n dr e l e s c ar a ct éri sti q u e s d e l’  x pr  s s o n 

c o nj oi nt e d e M EI O B  et S P A T A 2 2  d a n s c ert ai n s c a n c er s. 
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N o u s a v o n s v u  q u e M EI O B et S P A T A 2 2 c oll a b or e nt p o ur i nt er a gir a v e c R P A 

et c ol o c ali s e nt a u x d o m m a g e s    l’ A D N  v    R P A   n s l e s c ell ul e s. C e s d o n n é e s 

s u p p ort  nt l’     q u   M EI O B  t S P A T A 2 2 s o nt   p   l  s    m o   f  r/ p  rt ur b er l e s 

 nt  r m      r  s  ’ A D N l  s p  r R P A   n s l  s   ll ul  s   n   r  u s  s. N o u s a v o n s 

m o ntr é q u e l a s ur e x pr e s si o n tr a n sit oir e d e M EI O B et S P A T A 2 2 d a n s u n e li g n é e 

c ell ul air e i n d uit u n r et ar d d e r e pri s e d e pr olif ér ati o n a s s o ci é à u n e a c c u m ul ati o n d e s 

c ell ul e s e n p h a s e G 2/ M. C  s r  s ult  t s pr  l m n   r  s s u   èr  nt q u   l’  x pr  s s o n 

e ct o pi q u e d e M EI O B  et S P A T A 2 2  i n d uit u n bl o c a g e tr a n sit oir e o u u n r al e nti s s e m e nt 

d u c y cl e c ell ul air e.  

L’  x pr  s s o n    M EI O B  t S P A T A 2 2  t  nt tr  n s t o r  , n o u s a v o n s é v al u é l e s 

c a p a c  t  s pr ol f  r  t v  s  ’ u n   p o p ul  t o n   ll ul   r   m xt   a v e c d e s c ell ul e s q ui 

e x pri m e nt M EI O B et S P A T A 2 2 et  ’  utr  s  q ui n e l e s e x pri m e nt p a s. L a r e pri s e d e 

pr ol f  r  t o n p  ut êtr   l     1)  u x   ll ul  s q u  n’  x pr m  nt p  s M EI O B et S P A T A 2 2 

o u d u e a u f ait q u e  2) l   p  rt    ’  x pr  s s o n    M EI O B  t S P A T A 2 2  u  o ur s  u 

t  m p s p  r m  tt   l   r  pr s      pr ol f  r  t o n. C  tt   p  rt    ’  x pr  s s o n  t ot  l   o u 

p  rt  ll  )    M EI O B  t S P A T A 2 2 p o urr   t  n  u r   l   l  v       l’ n     t o n    l   

pr o gr e s si o n d u c y cl e c ell ul air e p o ur p er m ettr e l a r e pri s e d e pr olif ér ati o n d e s c ell ul e s. 

Q u  nt  u x r  s ult  t s    l’  n  l y s    u  y  l     ll ul   r     l s n’ o nt  t   o  t  n u s q u   s ur u n 

r  pl   t  x p  r m  nt  l  n = 1)  t n    s s t  nt  ’ êtr    o nf ort  s  n = 2 s u p pl  m  nt   r  s ) afi n 

d e d é m o ntr er q u e M EI O B et S P A T A 2 2 p ert ur b e nt  eff e cti v e m e nt l a pr o gr e s si o n d u 

c y cl e c ell ul air e . L e s c a p a cit é s pr olif ér ati v e s d e s c ell ul e s o nt ét é e sti m é e s j u s q u’ à 7 2   

p o st-tr a n sf e cti o n al or s q u e l a pr o gr e s si o n d u c y cl e c ell ul air e n’    t    n  l y s  e q u e 

j u s q u’ à 4 8   p o st-tr a n sf e cti o n. A u v u d e l a c a p a cit é d e s c ell ul e s à pr olif ér er à 

n o u v e a u a u- d el à d e 4 8 h, l a pr o gr e s si o n d u c y cl e c ell ul air e e st à a n al y s er à pl u s l o n g 

t er m e p o ur ét a blir si e n pr é s e n c e d e M EI O B et S P A T A 2 2 l e s c ell ul e s pr o gr e s s e nt d e 

n o u v e a u n or m al e m e nt a u s ei n d u c y cl e c ell ul air e d a n s c e s c o n diti o n s.  

Af n    p  ll  r  u x     s  ’  x pr  s s o n tr  n s t o r    n o u s pr o p o s o n s  ’  p pr of o n   r 

l’ nfl u  n       l’  x pr  s s o n   t o p q u      M EI O B  et S P A T A 2 2  s ur d e s li g n é e s 

c ell ul air e s e x pri m a nt c o nj oi nt e m e nt M EI O B  et S P A T A 2 2 . N o u s a v o n s mi s e n 

é vi d e n c e tr oi s li g n é e s c ell ul air e s ( N CI- H 2 3 4 2, N CI- H 6 6 1, T E 4 4 1, T) q ui e x pri m e nt 

c o nj oi nt e m e nt M EI O B  et S P A T A 2 2  et n o u s d é v el o p p o n s u n e li g n é e c ell ul air e 



 
 

1 3 1 
 

 n  u  t  l   p o ur l’  x pr  s s o n    M EI O B  et / o u S P A T A 2 2 . C e s m o d èl e s c ell ul air e s 

p er m ettr ai e nt d e mi e u x c ar a ct é r s  r l’ nfl u  n       l’  x pr  s s o n   t o p q u      M EI O B  

et S P A T A 2 2  s ur l e c o m p ort e m e nt d e s c ell ul e s ( pr olif ér ati o n/ s ur vi e, i n st a bilit é 

g é n éti q u e) et l e li e n p ot e nti el a v e c l e s pr o c e s s u s d e c a n c éri s ati o n. 

M EI O B et S P A T A 2 2 p o urr ai e nt r al e ntir o u bl o q u er t e m p or air e m e nt l e s 

 nt  r m      r  s r  pl   t f s  t/ o u    r  p  r  t o n    l’ A D N l  s à R P A  n  u s  nt l’  rr êt    

l a pr o gr e s si o n d u c y cl e c ell ul air e et d e l a pr olif ér ati o n. M EI O B et S P A T A 2 2 

p o urr ai e nt p ert ur b er l e s i nt er m é di air e s d e r é pli c ati o n ( 1) e n i n hi b a nt l a s y nt h è s e 

 ’ A D N  t l   pr o  r  s s o n   s f o ur    s    r  pl   t o n. D   pl u s  M EI O B  t S P A T A 2 2 

p o urr ai e nt p ert ur b er l a r é p ar ati o n d e s d o m m a g e s r é pli c atif s et p o st-r é pli c atif s 

n ot a m m e nt ( 2) e n e m p ê c h a nt l a r é v er si o n et l e r e d é m arr a g e d e s f o ur c h e s d e 

r é pli c ati o n o u ( 3) en p  rt ur   nt l   r  p  r  t o n   s  o m m    s    l’ A D N  t  u str  s s 

r  pl   t f v   l’   t v  t o n  ’ A T M/ A T R. L  s m o   f   t o n s    l   r  p  r  t o n   s 

d o m m a g e s li é s à l a r é pli c ati o n a b o utir ai e nt à l a m o difi c ati o n d e l a pr o gr e s si o n d u 

c y cl e c ell ul air e. L e s c a p a cit é s pr olif ér ati v e s d e s c ell ul e s e n pr é s e n c e d e M EI O B et 

S P A T A 2 2 d a n s l e s m o d èl e s c ell ul air e s q u e n o u s pr o p o s o n s p o urr o nt êtr e é v al u é e s 

p  r   s k t s   s  s s ur l   r  v  l  t o n  ol or m  tr q u    ’ n     t  ur s m  t   ol q u  s    l   

pr olif ér ati o n et/ o u s ur vi e c ell ul air e ( M T T a s s a y, p ar e x e m pl e) et p ar 

l’ m m u n o   t   t o n    m  r q u  ur s    pr ol f  r  t o n  t  l q u   K 6 7  o u   s m  r q u  ur s    

  ll ul  s m t ot q u  s  t  l q u   p H 3. L’  n  l y s   d u c y cl e c ell ul air e p ar c yt o m étri e e n fl u x 

p er m ettr a d e d ét er mi n er si M EI O B et S P A T A 2 2 p ert ur b e nt  l a p h a s e d e pr olif ér ati o n 

et / o u i n d ui s e nt u n bl o c a g e d e l a pr o gr e s si o n d u c y cl e c ell ul air e. L e s m o difi c ati o n s d e 

l’   t v  t o n  t/ o u r  p  r  t o n   s  o m m    s    l’ A D N et  a u x str e s s r é pli c atif s p o urr o nt 

êtr e e sti m é s p ar i m m u n o m ar q u a g e s d e l a f or m e p h o s p h or yl é e d e H 2 A. X ( m ar q u e ur 

     s s ur  s    l’ A D N  t  ’   t v  t o n    l   v o       o m m    s    l’ A D N  t str  s s 

r é pli c atif s) et d e s a ct e ur s d e c ett e v oi e t el s q u e A T M/ A T R. 

E n pl u s d e s eff et s p ot e nti el s s ur l a r é pli c ati o n, M EI O B et S P A T A 2 2 p o urr ai e nt 

m o difi er ( 1) l a c a p a cit é d e r é p ar ati o n p ar l e s diff ér e nt e s v oi e s d e r é p ar a t o n    l’ A D N 

( m o difi c ati o n d e l a b al a n c e e ntr e l e s v oi e s N H E J/ R H) et/ o u ( 2) l e s pr o d uit s d e 

r é p ar ati o n (r é p ar ati o n m ut   è n  ). L   m o   f   t o n    l   r  p  r  t o n    l’ A D N   n s l  s 

c ell ul e s p o urr ait f a v ori s er u n e m o difi c ati o n d e l a pr o gr e s si o n d e s c ell ul e s a u s ei n d u 

 y  l     ll ul   r  . L’  n  l y s      l    y n  m q u   d e s pr ot éi n e s d e r é p ar ati o n ( N H E J et R H) 

 t l’  n  l y s     s pr o  u t s    r  p  r  t o n s p    f q u  s    l   v oi e d u N H E J et d e l a R H 
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(t e st s d e r e c o m bi n ai s o n et d u N H E J d ét aill é s d a n s ( Br a n d s m a et G e nt, 2 0 1 2 b) ) 

p  r m  ttr    nt      f n r  l   r  m  nt l’ m p   t    M EI O B  t S P A T A 2 2 s ur l   r  p  r  t o n.  

P ar aill e ur s, l e s m o difi c ati o n s d e s m é c a ni s m e s d e r é pli c ati o n et/ o u d e 

r  p  r  t o n    l’ A D N e n pr é s e n c e d e M EI O B et S P A T A 2 2 à l o n g t er m e p o urr ai e nt 

i n du r    t/ o u p  rt   p  r à l’ n st    l t     n  t q u  . C  tt    n st    l t     n  t q u   

p arti ci p er ait s oit à f a v ori s er l e s pr o c e s s u s t u m or a u x ( pr olif ér ati o n cl o n al e, 

i n v a si o n/ mi gr ati o n c ell ul air e, m ut ati o n s) s oit à s e n si bili s er l e s c ell ul e s a u x a g e nt s 

g é n ot o xi q u e s (t el s q u e l e s tr ait e m e nt s a nti- c a n c ér e u x) o u bi e n l e s d e u x. P o ur 

  t  r m n  r l’ nfl u  n       l’  x pr  s s o n    M EI O B  t S P A T A 2 2 s ur l   st    l t   

g é n éti q u e, l e s r é arr a n g e m e nt s c hr o m o s o mi q u e s m aj e ur s s o nt vi si bl e s s ur 

ét al e m e nt s d e c ell ul e s e n m ét a p h a s e ( p ert e o u d u pli c ati o n d e br a s c hr o m o s o mi q u e s 

p  r  x  m pl  )  t l   s  q u  n ç       n o m q u   p  r m  ttr   t  ’  v  l u  r l   pr o p ort o n  d e 

m ut ati o n s a u s ei n d u g é n o m e e n pr é s e n c e d e M EI O B et S P A T A 2 2. 

A l o n   t  r m    m  u x  o m pr  n  r   l’ nfl u  n    q u   p  u v  nt  v o r M EI O B  t 

S P A T A 2 2 et  ’  utr  s C T A s ur l  s   ll ul  s t u m or  l  s p o u rr ai e nt p er m ettr e d e 

d é v el o p p er u n tr ait e m e nt t h ér a p e uti q u e a d a pt er à l a n at ur e d e l a t u m e ur afi n d e 

p er s o n n ali s er l e s tr ait e m e nt s.  
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C o n cl u si o n 

M e s tr a v a u x d e t h è s e o nt p ort é s ur l’  t u     u r ôl      M EI O B  t S P A T A 2 2  n 

r   o m   n   s o n m   ot q u    t s ur l’ nfl u  n    p ot  nt  ll      l’  x pr  s s o n   t o p q u      

M EI O B  et S P A T A 2 2  d a n s c ert ai n s c a n c er s.  

N o u s a v o n s ét a y é l e s r ôl e s d u c o m pl e x e M EI O B- S P A T A 2 2 a u c o ur s d e l a 

r e c o m bi n ai s o n m éi otiq u    r â    à l’  t u     u p   n ot y p    ’ u n m ut  nt    S p at a 2 2  c h e z 

l a s o uri s ;  t  p  r l     r   t  r s  t o n str u  t ur  l    t   s m o   l t  s  ’ nt  r   t o n    

M EI O B  S P A T A 2 2  t  u  o m pl  x    s s  nt  l    l   s o n à l’ A D N s    R P A. N o u s  v o n s 

m o ntr é q u e M EI O B et S P A T A 2 2 i nt er a gi s s e nt p ar l e ur s d o m ai n e s f o n cti o n n el s sit u é s 

e n C-t er mi n al et c oll a b or e nt p o ur i nt er a gir a v e c l e c o m pl e x e R P A. N o u s pr o p o s o n s 

q u e M EI O B et S P A T A 2 2 f or m e u n c o m pl e x e q ui c oll a b or e a v e c R P A a u c o ur s d e l a 

r   o m   n   s o n m   ot q u    t q u’ l p  rt   p   p ot  nti ell e m e nt à di v er s e s ét a p e s d e l a 

r e c o m bi n ai s o n m éi oti q u e. C e s tr a v a u x d e t h è s e p arti ci p e nt à u n e m eill e ur e 

c o m pr é h e n si o n d e l a s p é ci ali s ati o n d e l a r e c o m bi n ai s o n h o m ol o g u e e n m éi o s e. 

L’ m p ort  n       n o s tr  v  u x s ur l  s r ôl  s    M EI O B  t S P A T A 2 2 p  r m  t  u s si 

 ’  p p ort  r    n o u v  ll  s  o n n   s s  n   s q u  nt  u x   u s  s   s  nf  rt l t é s 

   o p  t   q u  s    z l’ H o m m  .  

N o u s  v o n s   r   t  r s   l’  x pr  s s o n   t o p q u      M EI O B  et S P A T A 2 2  d a n s 

l  s   ll ul  s   n   r  u s  s  t l  s l  n   s   ll ul   r  s  t  n t   l’  t u       l’ nfl u  n c e d e 

c ett e e x pr e s si o n s ur l e c o m p ort e m e nt c ell ul air e. N o u s a v o n s mi s e n é vi d e n c e q u e 

c ert ai n s c a n c er s l e s e x pri m e nt c o nj oi nt e m e nt et q u e l a s ur e x pr e s si o n d e M EI O B et 

S P A T A 2 2 s e m bl e m o difi er l e c o m p ort e m e nt pr olif ér atif d e s c ell ul e s. C e s tr a v a u x d e 

t h è s e o nt p  r m s    m  u x  o m pr  n  r   l’  x pr  s s o n   t o p q u      M EI O B  et 

S P A T A 2 2    n s l  s   n   r s  t s u   èr  nt q u’ l s    nt u n r ôl   s ur l    o m p ort  m  nt   s 

c ell ul e s c a n c ér e u s e s. N o u s pr o p o s o n s d e r é ali s er u n e ét u d e pl u s a p pr of o n di e s ur u n 

m o d èl e d e li g n é e c ell ul air e st a bl e i n d u cti bl e d e M EI O B et S P A T A 2 2  f n  ’  n  l y s  r  l e 

 o m p ort  m  nt pr ol f  r  t f  l  s   p    t  s    r  p  r  t o n    l’ A D N  t l’ n st    l t   

g é n éti q u e d a n s c e s c ell ul e s. C e s tr a v a u x a p p ort e nt d e n o u v ell e s d o n n é e s s ur l e li e n 

e ntr e e x pr e s si o n e ct o pi q u e d e s g è n e s d e m éi o s e et c o m p ort e m e nt c a n c ér e u x. Il s 

s’ n s  r v  nt   n s l   p  r s p   t v    ’    pt  r l  s tr   t  m  nt s  nt - c a n c ér e u x e n f o n cti o n 

  s   r   t  r st q u  s t u m or  l  s pr o pr  s à l   n  t ur   t u m or  l    t à l’ n   v  u  t   r  p  s 

ci bl é e s). 
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A n n e x e s 

Xl o n e- 3 H A- H s S P A T A 2 2- 2- 3 6 3 -I R E S- R F P ( S C 1 1 7 4) 

A m p R pr o m ot er pr o m ot e ur d u g è n e b l a, utili s é p o ur e x pri m er l e g è n e d e r é si st a n c e à l' a m pi cilli n e d a n s E. c oli 

A m p R G è n e  : bl a , pr o d uit : β -l a ct a m a s e, c o nf èr e l a r é si st a n c e à l' a m pi cilli n e 

B S D  G è n e : A s p er gill u s t err e u s B S D , pr o d uit : bl a sti ci di n S d e a mi n a s e, c o nf èr e l a r é si st a n c e à l a 

bl a sti ci di n e  

C A P bi n di n g sit e  C at a b olit e A cti v at or Pr ot ei n ( C A P) bi n di n g sit e 

E F -1 α  or   pr o m ot  r  c or e d u pr o m ot e ur d u f a ct e ur d' él o n g ati o n h u m ai n E F- 1 α  p  r m et l' e x pr e s si o n d e g è n e s d a n s 

l e s c ell ul e s m a m m ali e n n e s 

F L A G t a g e pit o p e F L A G ®  t a g 

H A t a g e pit o p e H A ( h u m a n i nfl u e n z a h e m a g gl uti ni n)  t a g 

H s S P A T A 2 2- 2- 3 6 3  s é q u e n c e c o d a nt e ( C D S) H s S P A T A 2 2 

I R E S I nt er n al Ri b o s o m e E ntr y Sit e (I R E S) d u vir u s e n c e p h al o m y o c ar diti s ( E M C V), p er m et l a c o-

tr a d u cti o n d e pr ot éi n e s 

K o z a k s e q u e n c e s é q u e n c e c o n s e n s u s d e s v ert é br é s p o ur l'i niti ati o n d e l a tr a d u cti o n ( K o z a k, 1 9 8 7) 

l a c o p er at or o p ér at e ur d e l' o p ér o n l a ct o s e ( E. c oli)  

l a c pr o m ot er pr o m ot e ur d e l' o p ér o n l a ct o s e ( E. c oli) 

m R F P 1 d éri v e m o n o m éri q u e d e l a D s R e d ( C a m p b ell et al., 2 0 0 2) 

ori  ori gi n e d e r é pli c ati o n p U C, p er m et l a r é pli c ati o n d u pl a s mi d e d a n s  E. c oli 

P 2 A p e pti d e 2 A  d u vir u s d e l a fi è vr e a p ht e u s e (t e s c h o vir u s- 1 p or c i n), e m p è c h e l a li ai s o n 

p e pti di q u e e ntr e l e s r é si d u s Gl y et Pr o p ar l e s ri b o s o m e s i n d ui s a nt l a s é p ar ati o n d e 

p ol y p e pti d e s 
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