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Introduction

C'est au tout début du XIXe siecle que Jean-Baptiste Lamarck énonc
premiére théorie de I'évolution de I'ere moderne connue sous le terme de « lamarckis
« transformisme » dans gaPhilosophie zoologique publiée en 1809. Selon lui, les étr
vivants, dans leur ensemble, ne sont pas apparus tels que nous les connais:
I'intervention d'un créateur universel, mais sont au contraire le résultat d'une longue
ou les organismes les plus simples ont pu aboutir aux organismes les plus complex
de multiples transformations induites par les changements de I'environnement et qu
accumulées et transmises de descendance en descendance (on parle de « gradu
Cette théorie s'oppose alors au « créationnisme », conception issue de la tradition
de laGeneseet défendue par Carl von Linné avec la création unique ou Georges |(
avec les créations successives, mais déja contredite par Georges-Louis de Buffon.
Darwin proposera a son tour dank'origine des especes publié en 1859 sa théorie sels
laguelle les organismes évoluent suite a de constantes variations qui appa
indépendamment des changements de conditions environnementales. Si ces v
représentent un avantage pour la survie des descendants, la pression de sélectior
par lI'environnement conduira a fixer les modifications de la population variante.
nouvelle population, en transmettant ces nouveaux caractéres a sa descendance,
celle-ci de la population ancestrale et favorisera ainsi la spéciation. De cette fagc
espece peut évoluer par de multiples variations discretes et graduelles pour about
nouvelle espéce qui la remplace (anagenese), mais peut également se scinder
lignées différentes suite a l'apparition d'un caractére nouveau (cladogenése). A p:
années 1930, le « néo-darwinisme » adaptera les notions de variabilité des espéeces
lution graduelle et de pression de sélection en tenant compte notamment de la paléc
et de la découverte de la génétique mendélienne (théorie synthétique).

En 1866, Gregor Mendel proposait les premiéres lois de transmissio
caractéres héréditaires. Tout en redécouvrant les lois de Mendel en 1900, Hugo ¢
observera l'apparition brusque d'un caractere original, changement qu'il nommera
tion ». Walter S. Sutton (1903) et Theodor Boveri (1903, 1904) feront ensuite le lier
I'nérédité et le « chromosome », terme donné depuis 1888 par Heinrich Wilhelm We
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aux filaments observés dans le noyau cellulaire (la « chromatine » de Walther Flei
1882). Tandis qu'en 1909 Wilhelm Johannsen qualifiera de « génes » les éléments r¢
bles de I'nérédité, Thomas Morgan montrera a partir de 1910 que les genes sont dis
facon linéaire sur le chromosome et, tout en confirmant leur réle dans la transmiss
caractéeres, édifiera les premieres cartes genétiques. Ces genes, supports de l'inf
aboutissant a I'expression des caracteres particuliers a chaque espéece et a chaque ¢
sont transmissibles et constitués d'acides nucléiques : c'est ce que démontrent les tr
Avery, MacLeod et McCarty en 1944. La structure en double-hélice de I'ADN, mol
constituante des génes et des chromosomes, sera finalement mise en évidence par \
Franklin en 1953 et modélisée par Watson et Crick la méme année. En 1941, Be
Tatum avaient montré que le gene est support de l'information pour la protéine, €
responsable de la manifestation du caractére (« phénotype »). Enfin, en 1961, Mono
et Lwoff montrent que les protéines ont une action régulatrice sur I'expression des gé
phénotype d'un organisme est donc dépendant a la fois de l'information portée par I
de la fagcon dont cette information sera exprimée sous controle de protéines.

Cependant, si les protéines jouent un rble dans l'expression des gene
demeurent dépendantes de l'information portée par ces génes situés dans la dout
d'ADN. Ainsi, a la base de l'expression des caracteres se trouve I'ADN, do
modifications seront le moteur de I'évolution.

Les variations de I'ADN conduisant a I'évolution et a la différenciation
organismes sont dépendantes de différents parametres dont les principaux sont le
des génes et l'apparition de mutations. Le brassage génétique assuré par la repi
sexuée entraine une diversification consécutive a la redistribution des genes appc
deux individus différents qui transmettront a leur descendance un meélange de
caractéristiques propres. Cependant, la capacité de novation des organismes est ca
par des modifications géniques et chromosomiques qui peuvent intervenir au cours ¢
d'un individu donné et qui peuvent se fixer dans une descendance suite a une pre
sélection (théorie « sélectionniste ») ou non (théorie « neutraliste »). L'association
deux composantes que sont la sexualité et les mutations dans un processus cor
transmission héréditaire guidé par une pression de sélection conduira a I'évoluti
génomes et des organismes, et dans une plus large mesure, des populations.

Pendant de longues années, le génome fut considéré comme une structui
statique : la plupart des modifications étaient consécutives au brassage intervenant |
transmission héréditaire tandis que les événements mutationnels étaient supposés
réle tres mineur dans son évolution. La nécessité de maintenir un certain norr
fonctions essentielles ne pouvait permettre que des modifications lentes et progressi\
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Cette conception commenca cependant a étre remise en cause avec les tri
Barbara McClintock (1956) sur le mais qui observa des modifications génomiques lol
division cellulaire. Elle les interpréta en postulant I'existence d'éléments d'’ADN m
capables de se déplacer au sein de la double-hélice. Ces éléments transpos:
transposons, furent ensuite mis en évidence aussi bien chez les eucaryotes, et nota
levure Saccharomyces cerevisiague chez les procaryotes. Des travaux ultérieurs
montré I'existence d'autres modifications importantes de I'ADN par des événements
les insertions, les inversions, les délétions, les translocations ou encore les amplifica
séquence grace au phénomene de duplication. La mise en évidence de ces différen
ments a dés lors amené l'idée d'un génome dont I'ensemble de la structure pouvait
plus fluide que ce qui était envisagé auparavant.

Les levures sont utilisées depuis la haute Antiquité (Babyloniens, Egyf
Celtes, etc...) pour la préparation de boissons alcoolisées et de pain. Pline I'Ancie
dans son &istoire naturelle » des propriétés du « levain » et du « moQt » qui intervier
dans la fermentation ou les remedes. Cependant, ce n'est que bien plus tard
commence a étudier scientifiquement leurs propriétés : Cagnard-Latour observe let
geonnement en 1835 et les travaux de Louis Pasteur démontrent en 1860 que la pr
d'alcool est consécutive a une fermentation par la levure. Au-dela des recherches me
ces organismes pour leur intérét biotechnologique, ils se sont imposés a partir des
1970, et plus particulieremeStccharomyces cerevisiaeomme modeéles d'étude des n
canismes moléculaires et cellulaires des organismes eucaryotes dans leur ensemble.

S. cerevisiaeest un champignon microscopique unicellulaire, eucaryote co
tous les champignons, qui appartient a la classe des hémiascomycéetes constituée
700 especes (Kurtzman & Fell, 1998) dont la plupart sont des levures, malgré la p
dans quelques cas d'hyphes et de pseudohyphes. Il présente la particularité de pc
maintenir de facon stable aussi bien a I'état haploide que diploide comme la plug
levures. Cependant, d'autres espéeces de cette classe telles celles Deluprymmycesont
une phase haploide prédominante, c'est a dire qu'elles ne peuvent se maintenit
diploide, tandis que d'autres, telles du geBeaecharomycodesont une phase diploid
prédominante. La séquence nucléotidique de la souche de référence SZBRErdeisiae
est entierement connue depuis 1996 (Goffetaal., 1996 ; Dujon, 1996) ce qui confére d
facilités d'investigations considérables au niveau moléculaire. Son génome est cons
5651 génes codant pour des protéines (Blamdiml., 2000 ; Malpertuyet al., 2000)
répartis sur 16 chromosomes, dont la plupart sont monocistroniques et dépourvus d
Toutes ces caractéristiques en font un organisme-modele de choix pour I'étude des 1
mes cellulaires du monde eucaryote.
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Observeées par Muller (1936), les duplications sont considérées comme un €
majeur de l'évolution (Ohno, 1970) et sont intimement liées aux événements de
dans le processus des modifications génomiques.

Le séquencage du génome 8ecerevisiaea révélé un niveau de redondar
s'élevant a 28 % des ORFs (Dujenal., 1998). Ce méme constat a amené Waelfal.
(1997) a avancer la théorie d'une duplication du génome de I'anc&rea®evisiae qui se
situe aprés la séparation des branches conduiskihiyaeromyces lactisd'une part el
Candida glabrataetS. cervisiaed'autre part. Ce doublement complet du génome, coni
par Kelliset al. (2004) aurait été suivi de réarrangements chromosomiques plus ou
importants, et notamment des délétions, pour parvenir au génome tel que r
connaissons aujourd’hui.

Une autre proposition avancée par Clark (1994) explique la redondanci
génome par une succession de duplications, théorie confirmée par la sélection expér
aussi bien de duplications géniques (Schachetrat., 2004) que segmentales (Kosetl
al., 2004).

Des travaux effectués lors du programme Geénolevures qui avait pour ol
séquencage et la comparaison de treize levures hémiascomycetes indiquent
mécanismes de dynamique génomique comme de multiples duplications et délét
segments chromosomiques plus ou moins longs représentent un élément mo
I'évolution des génomes (Llorergeal., 2000).

Enfin, de facon plus générale, Dujeh al. (2004) ont montré l'implication de
différents mécanismes moléculaires tels que la formation de genes en tandem, la duj
segmentale et la duplication totale du génome ainsi que la perte de genes dans I'¢
des génomes de levures.

Les événements de duplication peuvent correspondre a des réponses ad:
aux changements de conditions du milieu. C'est le cas pour les@éRdsdupliqués en
tandem dans certaines souches. Cette amplification permet une surexpression et col
résistance dans un milieu plus riche en cuivre (Ketial., 1984). De facon plus généra
de tels événements d'amplification génique peuvent mener a de nouvelles fonctions,
deux génes pouvant alors varier au niveau nucléotidique et assurer une fonction di
de l'originale (Zhanget al., 1998). Un autre destin possible pour I'élément dupliqué €
modification en pseudogéne aprés accumulation de mutations ponctuelles ou per
partie de sa séquence par délétion, le conduisant a une absence de fonction (aknc
2000 ; Leh-Louist al. 2004).
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De la méme facon qu'elle peut modifier un nouveau gene issu d'un événen
duplication, une délétion chromosomique peut amener d'autres régions codantes au
pseudogéne. Mais elle peut également entrainer une restauration fonctionnelle de
d'un gene ayant subi des mutations. C'est notamment ce qui a été observé pour
CYC1 (Hampseyet al., 1988) ou encore le gedRA2 (Bachet al., 1995 ; Roelantst
al., 1995 ; Welckeet al., 2000).

L'influence des événements de translocation sur |'évolution des levures
confirmée par Dunharat al. (2002) et leur contribution a une isolation reproductive vi:
vis des autres especes de levure est décrite par Detliadri(2003).

Les exemples de réarrangements que nous avons mentionnés so
conséquence des Iésions qui ont pu atteindre la molécule d’ADN en provoquant par ¢
une cassure double-brin (DSB pour double-strand break). Ces cassures d'ADN sun
suite a des incidents de différentes natures qui affectent la double hélice. Ces doi
peuvent étre induits par des agents mutagénes comme les radiations ionisantes, di
chimiques ou des radicaux libres (Friedbetrgl., 1995 ; Hoeijmakers, 2001), mais peuwv
également survenir de fagon spontanée suite aux accidents pouvant intervenir d
transcription (Gonzalez-Barrees al., 2002).

Ces cassures double-brin peuvent également intervenir lors de la réplicat
I'ADN : aprés avoir détecté une lésion au niveau de I'ADN, la cellule met en plac
systémes de réparation (Rouse & Jackson, 2002). Ainsi, lorsqu'une base est endol
elle peut étre réparée par différents mécanismes comme le « mismatch repair »
(Modrich & Lahue, 1996), le « nucleotide excision repair » (NER) ou le « base ex
repair » (BER). En cas de stress oxydatif ou de réparation incomplete par les process
et BER, 'ADN peut présenter une cassure d'ADN simple brin (SSB pour single-
break) (Imlay & Linn, 1988). Cette cassure simple brin, présente au moment
réplication, peut alors devenir une cassure double brin au niveau de la fourche de réj
(Galli & Schiestl, 1998 ; Galli & Schiestl, 1999 ; Bishop & Schiestl, 2000 ; Adeal.,
2002). Pour assurer sa survie, la cellule doit alors réparer les DSBs. Pour cec
principales voies de réparation ont été décrites qui peuvent conduire a une réparatio
de la cassure (on parle alors de processus error-free) ou a un réarrangement chrome
(processus error-prone) (pour une revue : Paques & Haber, 1999 ; Haber, 2000).

La premiére, nommée recombinaison homologue (HR pour homolc
recombination) est dépendante du groupe d'épistasie diRg®IE2 et requiert la présenc
de longues séquences homologues (pour une revue : Symington, 2002).
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(i) Lorsque le produit du genReAD52 est associé au produit du geéRAD51
cette voie de réparation méne, selon le modele de Szostack (Sztoatakl983) ou selor
le modéle du « single-strand dependent annealing » ou SDSA (Hastings, 1988 ;d¥ic
al., 1989), a un événement de conversion génique (modele de Szostack et SDSA)
crossing-over (SDSA) (figure la). Le mécanisme de conversion peut conduire
réparation a l'identique dans une souche isogénique.

(i) Le méme type d'événement peut également étre obtenu par un prc
RAD52-dépendant nommé « break induced replication » (BIR) (figure 1b) (Makkoaia,
1996 ; Morrowet al., 1997 ; Ira & Haber, 2002 ; Davis & Symington, 2004) ; cepenc
dans ce cas, la région convertie est plus longue que selon le processus de SDSA ¢
majorité des cas, le chromosome qui a subi la cassure recopie le chromosome se
matrice depuis la cassure jusqu'au télomere du chromosome matrice. De cette fi
chromosome ayant subi la cassure double-brin perd le segment allant de la cassur:
son extrémité et recoit en échange le segment de chromosome qu'il a recopi¢
chromosome matrice qui dés lors est dupliqué. Ce mécanisme peut ainsi conduir
duplication de bras de chromosome couplé a la perte d'un bras du chromosome rec
bras dupliqué.

(i) Dans un autre processBAD51-indépendant, l'association du produit
geneRAD52 avec le produit du gerlRAD59 (Bai & Symington, 1996 ; Sugawaea al.,
2002) peut conduire a un événement de délétion selon le modele du « single
annealing » ou SSA. Ce mécanisme fut tout d'abord décrit chez les mammiferes gtal
al. (1984 ; 1985) (figure 1c). Il peut se mettre en place lorsqu'une cassure d'ADN se
entre deux séquences homologues en répétition directe. A ce moment, les deux se
peuvent s'apparier et la réparation se fait au niveau de cet appariement. Si cela se p
sein d'un méme chromosome, on obtient un événement de délétion, la partie chromo:
se trouvant entre les deux séquences homologues étant perdue. Si deux cassures di
apparaissent sur deux chromosomes différents, le SSA peut conduire a un événe
translocation réciproque (Haber & Leung, 1996). Des études menées par Sugfaalar
(2000) ont montré que ces séquences homologues doivent avoir une longueur mini
29 bp pour que le SSA soit efficace, mais en regle générale, des séquences homol
60 bp a 400 bp sont le plus souvent utilisées (Sugawara & Haber, 1992).

La seconde voie de réparation, nommée NHEJ (Non-Homologous End-Jo
est dépendante des gendsu70, YKU80, NEJ1, LIF1 et DNL4 (Boulton & Jackson
1996 ; Wilsonet al., 1997 ; Franck-Vaillant & Marcand, 2001) et requiert la présenc
courtes séquences identiques pour favoriser la jonction des brins ou bien peut se n
place en l'absence de ces séquences (Lieber, 1999 ; pour une revue : Lewis & |
2000). Le NHEJ peut conduire a une réparation exacte ou a des réarrangements cf
miques. Le mécanisme de délétion de cette voie nécessite généralement la preé:
courtes séquences identiques, nommées microhomologies, qui se trouvent en re
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directe de part et d'autre de la région qui sera délétée (1 a 5 bp), bien qu'il puisse é(
s'en passer (Kramet al., 1994 ; Moore & Haber, 1996). Il existe aussi un mécani
générant des délétions appartenant a la voie du NHEJ mais indépendant de&&<gbite:
et YKU80 (Boulton & Jackson, 1996 ; Chenal. 1998 ; Yu & Gabriel, 2003).

La comparaison des systemes de réparation existanScloezevisiaeet chez les
eucaryotes supérieurs a permis de montrer que les principales protéines intervenant
processus étaient conservées (Kanaar & Hoeijmakers, 1997 ; Critchlow & Jackson, 1

Comme nous l'avons vu, les différents événements de réarrangement g
induire des modifications génomiques importantes et favoriser ainsi une malé
indispensable au processus évolutif mais peuvent également provoquer des déres
cellulaires aux conséquences néfastes.

Chez les organismes eucaryotes supérieurs dont I'organisation est pluricel
et notamment chez 'homme, des études ont montré que les réparations des cassurt
par ces mécanismes peuvent conduire a des réarrangements chromosomiques et gé
importants, pouvant étre a l'origine de développements tumauraux suite a l'inactiva
genes suppresseurs de tumeur ou a l'activation d'oncogenes. Ceci est notamment
syndrome de Bloom caractérisé par une instabilité génomique conduisant souver
délétions carcinogénes (Gaynesal., 2002).Sharplesst al.(2001) et Difilippantonicet
al. (2002) ont également montré l'implication des translocations et amplifications gé
dans ces phénomenes d'apparition de tumeurs.

Ainsi, les cellules doivent répondre a des contraintes importantes de viabilit
en gardant la souplesse nécessaire a leur évolution et a leur adaptation possible a
milieux.

La plupart des étuddsa vivo effectuées sur les remaniements chromosomi
chez S. cerevisiaepassent par l'utilisation de conditions artificielles trés éloignées
conditions standard de croissance en laboratoire. On peut ainsi utiliser des agents ct
comme le MMS (diméthyl-sulfate), physiques comme les rayonnements UV ou ¢
induire des coupures enzymatiqgues double-brin par I'endonucléase HO. D'autres s
d'étude font appel a des constructions chromosomiques ou plasmidiques complexes
et al., 1994 ; Moore & Haber, 1996). Ces différentes méthodes provoquent en gén
nombreux remaniements avec des fréquences élevées, de I'ordré alé®omutation/cel-
lule/génération, mais elles ne refletent pas nécessairement des conditions dites « na
ou ce type de mutation peut intervenir de fagon spontanée.
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Chromosome X

—>
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172065 165421
URA2(YJL130c)
ATG (+1) TGA (+6644)
v aa H——
Télomeére
1 2214 gauche
Ura2p I ] 1 /{7 | —]
GATase CPSase —— ATCase
DHOas¢
like

CPA1 Glutamine + CO+ ATP

CPAZ2 URA2 ¢ GATase - CPSase

| p Carbamylphosphate
URA2 ¢ ATCase

Acide uréidosuccinique

URA4 i DHOase

Acide dihydroorotique

L

UMP

v

UTP

Figure 2 : Le gen&JRA2 et les étapes de la voie de biosynthésenovo des nucléotide:
pyrimidiques.

GATase : glutamine amidotransférase ; CPSase : carbamyl-phosphate synthétase;
DHOase-like : dihydroorotase-like; ATCase : aspartate transcarbamylase

Les chiffres indiquent les coordonnées du géR&2 (YJL130c) sur le chromosome X de
souche S288C. L'orientation du gene choisie pour cette figure est en sens opposé par
I'orientation conventionnelle des ORFs sur les chromosom8s clerevisiae

CPALl etCPA2 sont les deux genes qui assurent la synthése du carbamylphosphate
chaine de biosynthese de l'arginine. Cette molécule diffuse librement dans la cellule
étre métabolisée dans la voie de biosynthése de I'uracile.
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Le travail que nous présentons dans ce manuscrit a pour buts d'observer la
de variabilité génomique d'une levure hémiascomyc8te,cerevisiae ainsi que de
comprendre les mécanismes impliqués dans les remaniements conduisant a cette
Pour ceci, nous utilisons un systeimevivo permettant de sélectionner positivement
événements de réarrangement chromosomiques se produisant de facon spontanée.

Une méthode a donc été mise au point pour atteindre cet objectif utilisant un
génétique basé sur un alléle mutant du ¢éRA2 (ORF YJL130c) (Roelantst al., 1995 ;
Welckeret al., 2000). D'une taille de 6644 nucléotides, ce géene est situé sur le bras
du chromosome X et code une protéine multifonctionnelle de 2215 acides aminés et
kDa de poids moléculaire qui intervient dans les deux premieres étapes de la voie de
these des pyrimidines (figure 2). Cette protéine est composée de trois domaines dc
sont actifs : les domaines GATase/CPSase (glutamine amidotransférase - carban
phate synthétase) situé du cété N-terminal et ATCase (aspartate transcarbamylase
C-terminal séparés par le domaine inactif DHOase-like (Soetcat, 1989).

L'alléle mutanura2 15-30-72(figure 3) porte deux mutations non-sens localis
dans la région codant la GATase et une mutation de décalage de cadre de lecture
dans la région codant la CPSase. L'arrét de la traduction de 'ARN messager
mutations non-sens prive la souche de l'activité ATCase, bien que la séquence cc
domaine reste sauvage. L'activitt CPSase de cette protéine peut étre natur
complémentée par le produit des ge@Al et CPA2 de la voie de biosynthese
I'arginine, le carbamyl phosphate produit dans cette chaine de biosynthese d
librement dans la cellule. La souchea2 15-30-72 est donc de phénotype CPSa
ATCase et par conséquent auxotrophe pour l'uracile. Cette souche deviendra prott
dans le cas d'une réactivation fonctionnelle du domaine ATCase. La réversion sim
des trois mutations ponctuelles est trés peu probable avec le nombre de cellules uti
la restauration de la prototrophie sera alors le fait de réarrangements chromosc
complexes.

Des travaux antérieurs effectués avec une souche portant cetii@2E5-30-72
en phase haploide (Exinger & Lacroute, 1979), ont permis de caractériser trois
d'événements conduisant a la prototrophie pour 'uracile (figure 4) :

- l'insertion du rétrotransposon Tyl dans la phase codante du géne deutaliel
15-30-72 apres les trois mutations. La séquedahi rétrotransposon permet l'initiation !
la transcription de la partie distale de cet allele codant le domaine ATCase (Reednt:
1995 ; 1997) ;
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ura?2 15-30-72

GATase -
CPSase - DHOase-like

ATCase
Cen> [XX | | Tel
Chr X \ 4
| | I |
\ /_>
Cen) (XX | Tel

v

* Insertion d'un élément transposable Tyl dans la région codant le domaine CF

A

Cen) (XX —
v

 Duplication d'une région contenant la région ATCase et insertion du frac
dupliqué a proximité d'une région promotrice dans une autre région du génome

D) [XX | | el
\

« Délétion de la région de l'allele contenant les trois mutations.

Figure 4 : Schéma représentant les trois types d'événements responsables de la
tion fonctionnelle du domaine ATCase de l'allei@2 15-30-72 décrits en context
haploide.
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- la duplication du fragment codant I'ATCase et son insertion dans une no
région sur le méme chromosome ou un chromosome différent, a proximité d'une s¢
pouvant jouer le rdle de promoteur (Baathal., 1995 ; Schacheret al., 2004) ;

- une délétion de la région mutée, de taille variable, qui élimine systématiqu
les trois mutations (Welckat al., 2000).

Comme nous l'avons mentionné plus haut, ces analyses ont été menées ¢
haploide, comme d'ailleurs la plupart des études de ce typé&cherevisiae Il est donc
nécessaire de nous intéresser maintenant au contexte diptaide a/

En effet,la phase diploide et phase la plus commune de développemer.d
cerevisiae, méme si la phase haploide est couramment utilisée en laboratoire pr
commodités de manipulations.

En outre, la phase haploide ne permet pas de rendre compte de la plast
génome de la méme fagon que la phase diploide. En aféat,chaque élément génétiq
présent en deux exemplaires, le contexte diploide autorise la sélection d'événeme
variés et plus complexes, impossibles & mettre en évidence en contexte haploide. C
naturellement a des événements d'insertion dans un géne essentiel, mais aus
événements de délétion de grande taille pouvant entrainer la perte d'un géne ess
niveau haploide.

D'autre partS. cerevisiaeest un organisme modele pour I'étude de mécani:
cellulaires bien conservés jusqu'aux eucaryotes supérieurs, comme les mécanis
réparation des cassures chromosomiques. La phase diploide permet de se rapprc
conditions trouvees chez ces organismes pluricellulaires, et notamment chez les ce
mammiféres ou les anomalies génomiques somatiques issues des réparations des
double-brin peuvent étre la cause de développements cancéreux.

Le chapitre 2 sera ainsi consacré a l'analyse des événements qui seront
lors de sélections effectuées en contexte diploideNdus montrerons que le génome
un élément fluide, tolérant des remaniements importants et variés a des fréquences
tres faibles. Ces événements seront comparés a ceux obtenus dans des sélectiol
effectuées en phase haploide.

Dans le chapitre 3, nous analyserons les caractéristiques des événem
délétion et de translocation et notamment les séquences des points de jonction. Nous
gue ces jonctions contiennent des séquences nucléotidiques particulieres qui sembl
un role dans la formation de ces remaniements chromosomiques. Ceci nous am
discuter des mécanismes impliqués dans ces types de réarrangements.



29 Introduction

Le chapitre 4 sera consacré a la caractérisation des mécanismes mis en pli
aboutir aux observations issues des chapitres 2 et 3. Nous effectuerons des ane
phases haploide et diploide avec des souches rendues inefficaces dans les
réparation des cassures d’ADN double-brin de la recombinaison homologue et du N
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Chapitre 1

Matériel et Méthodes

1. Organismes et milieux de culture

1.1 Saccharomyces cerevisiae
1.1.1 Biologie de Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiaeest un champignon hémiascomycéte hétérothallique. Son
cellulaire est haplodiplobiontique (figure 5). Il peut se maintenir sous forme haplo
diploide par multiplication végétative (bourgeonnement). En conditions de crois
défavorables (carence en source de carbone ou d'azote), la cellule au stade diploide
une méiose (sporulation) et génére ainsi un asque comprenant quatre spores haplc
ordonnées dont deux sont de signe a et deux de sigf# conditions de croissanc
favorables, les spores pourront germer, devenant ainsi des cellules haploides. Deux
haploides de signe opposé peuvent copuler pour donner naissance a une cellule dip
laboratoire, nous pouvons reproduire les conditions de culture permettant de maint
cellules a tous les stades ainsi que celles permettant d'induire la méiose.

1.1.2 Souches utilisées

Les souches d&. cerevisiaeutilisées pour cette étude sont isogéniques
souches FL100 (signe sexuel a, ATCC 28383) et FL200 (isogénique a FL100, de
sexuela) construites par F. Lacroute. La souche FRadopest une cellule haploide ¢
génotype a (ow) ura2 15-30-72 trpA GAL1 ; la souche FRa/est une cellule diploids
issue du croisement des souches FRa at FR

Les caractéristiques des différentes souches utilisées ou construites lors
travail sont répertoriées dans le tableau 1.
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Figure 5 : Cycle cellulaire ddaccharomyces cerevisiae.
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1.1.3 Milieux de culture

Les milieux sont stérilisés par autoclavage a 110°C pendant 20 min. La col
tion des milieux est donnée pour 1 litre :

- Milieu complet YPG : Yeast extract 10g
Bactopeptone 10 g
Glucose 20 g
- Milieu minimum YNB : Yeast nitrogen base 6,7 g
Glucose 10g
- Milieu de présporulation GNA : Yeast extract 10 g
Bactopeptone 15¢g
Bacto beef extract 209
Glucose 509
- Milieu de sporulation Sp1 : Yeast extract 2549
Glucose 19

Acétate de potassium 9,8 g
- Milieu de sporulation AcK : Acétate de potassium 10 g

Ces milieux (mis a part le milieu complet) peuvent étre supplémentés en fo
des auxotrophies des souches. lIs peuvent également étre solidifiés par ajout d'agar i

1.2 Conditions de culture

Les cellules sont cultivées soit en milieu liquide sous agitation, soit sur r
solide. La température optimale d'incubation est de 30°C $ocerevisiae En conditions
optimales de croissance, lors de la phase exponentielle, le temps de génération est
environ sur milieu complet et de 2h30 environ sur milieu minimum.
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1.3 Conservation des souches

Les souches de levure peuvent étre conservées a -80°C dans 1,5 ml de
complet contenant 10 % de glycérol.

1.4 Mesure de la croissance cellulaire

La concentration cellulaire d'une culture donnée peut étre déterminée d¢
manieres :

1) en milieu liquide par mesure de la turbidité de la culture & 600 nm da
spectrophotometre (I'appareil utilisé lors de ce travail est le Bio Photometer Eppendol

Une unité d'absorbance équivaut a :
- 7.10 cellules haploides d®. cerevisiaéml
- 4.10 cellules diploides d8. cerevisiaéml

2) en milieu solide par étalement sur milieu complet gélosé d'une concen
connue de la culture, sachant que chaque cellule viable aboutira a I'apparition d'une (

2. Technigues génétiqgues de la levure

2.1 Obtention de cellules diploides

Deux souches, respectivement de signe sexuel @, gbrélevées en phas
exponentielle de croissance, sont mélangées par étalement sur milieu complet sol
zygotes de forme caractéristique apparaissent apres 3 a 4 heures et sont fa
distinguables au microscope. lls sont prélevés a l'aide d'un micromanipulateur.

2.2 Obtention de cellules haploides
2.2.1 En milieu SP1

Les cellules diploides en phase exponentielle de croissance sont étalées st
SP1 et incubées 24 heures a 30 °C avant d'étre transférées sur milieu AcK. Les i
asques apparaissent au bout de deux a trois jours d'incubation a 30 °C.
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2.2.2 En milieu GNA

Cette seconde méthode est préconisée lorsque la sporulation est difficil
cellules diploides sont cultivées en milieu YPG solide jusqu'en phase exponenti
croissance puis étalées sur un milieu GNA solide. Aprés 24 heures d'incubation a 30
aliquote est prélevée et placée dans 2 ml de milieu AcK liquide et placé a 25 °
agitation jusqu'a ce gu'apparaissent les asques.

2.3 Analyse de spores

Les asques sont prélevés et mis a incuber 20 min dans de I'eau contena
zymolyaze puis étalés sur un milieu complet pour étre disséqués a l'aide d'un micror
lateur. Les spores sont ainsi séparées et, apres germination, donnent naissance a
visible aprés 2 jours d'incubation a 30 °C.

2.4 Détermination du phénotype

La capacité de croissance des souches est observée sur des milieux ap|
Lors de ce travail, nous avons utilisé le test en gouttes : une aliquote équivalente de
colonie est mise en suspension dans de l'eau stérile. Une goutte (5 pl) est dépe
différents milieux sélectifs.

3. Préparation d'ADN
3.1 Extraction au phénol-chloroforme

Le but de cette extraction est I'élimination des protéines contenues dal
solution d'ADN. Pour un volume de solution d'’ADN, on ajoute un volume de ph
chloroforme (le produit utilisé est commercialisé par Q-BlOgene et constitué d'un m
d'AquaPhendM, de chloroforme et d'alcool isoamylique dans les proportions respeci
50 % / 47,5 % / 2,5 %). Le mélange est alors fortement agité a l'aide d'un vorte
centrifugé 5 min & 12000 rpm. Il apparait alors deux phases, une phase phénolique ¢
fond du tube et une phase aqueuse supérieure, les protéines se trouvant a lintel
phase aqueuse supérieure contenant I'ADN est récupérée par pipetage. L'extract
réalisée peut étre répétée plusieurs fois afin d'augmenter la pureté de I'ADN.
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3.2 Précipitation alcoolique

Cette étape se fait en général aprés l'extraction au phénol-chloroforme et
de précipiter 'ADN pour le concentrer ainsi que d'en éliminer des impuretés solubles.

Pour un volume de solution d'ADN on ajoute 2 volumes d'éthanol absolu
ainsi que 1/10eme de volume d'acétate de sodium 3 M pH 7. Afin d'optimiser
précipitation on peut incuber le milieu dans la glace (ou a -20 °C), généralement pen
min. Le milieu est ensuite centrifugé pendant 15 min a 13000 rpm et le culot est rincé
ml d'éthanol 70 %, puis séché et repris dans un volume choisi de TE (Tris-HCI 10 m
EDTA 1 mM) ou d'eau distillée.

3.3 Préparation rapide d'ADN _génomique de levure (Hoffman
& Winston, 1987)

L'ADN obtenu a l'aide de cette méthode n'est pas d'une pureté élevée, mais
néanmoins suffisante pour les analyses par hybridation ADN/ADN ainsi que po
amplifications PCR.

Les cellules sont mises en culture dans 10 ml de milieu complet (YPG) liqu
30 °C sous agitation, jusqu'en début de phase stationnaire. Elles sont ensuite réco
centrifugation (5 min a 3000 rpm). Le culot est alors remis en suspension dans 1 n
distillée puis transféré dans un tube Eppendorf et centrifugé pendant 2 min a 12000 r
cellules sont ensuite reprises dans 250 pl de tampon de broyage (Tris-HCI pH 8 1
EDTA 1 mM, NaCl 100 mM, Triton 2 %, SDS 1 %) et I'on ajoute des billes de verre si
(de diamétre 0,5 mm) de maniére a laisser environ 1 mm de milieu au-dessus des b
ajoute alors 250 pl de phénol-chloroforme et le milieu est vortexé pendant 3 mir
centrifugé pendant 5 min a 12000 rpm. La phase aqueuse supérieure, transférée
nouveau tube Eppendorf, est additionnée d'un volume de phénol-chloroforme. Ce n
est vortexé pendant 30 sec puis centrifugé a 12000 rpm pendant 2 min. La phase
supérieure est a nouveau transférée dans un nouveau tube Eppendorf et additionné
pl d'éthanol absolu froid et de 20 ul d'acétate d'ammonium 3 M. Cette solutic
maintenue dans la glace pendant 15 min environ puis centrifugée pendant 5 min ¢
rom. Apres séchage, le culot est repris dans 400 pl de TE (Tris-HCI 10 mM pH 8, EI
mM). On ajoute 30 pg de RNase A au milieu qu'on incube pendant 15 min a 37 °C
d'éthanol absolu froid est alors mélangé a la solution qui est ensuite placée 15 min
glace, puis centrifugée pendant 10 min a 12000 rpm. Le surnageant est éliminé et
rincé avec 1 ml d'éthanol 70 %. Aprés une nouvelle centrifugation, le culot est repri
50 ul de TE.
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4. Analyse des ADN

4.1 Détermination de la concentration d'’ADN

Elle peut étre calculée par la mesure d'absorbance a 260 nm, longueur d
laquelle une unité de DO correspond a 50 pg/ml d’ADN double brin ou 40 pg/ml ¢
simple brin.

4.2 Coupure par des endonucléases de restriction (Sambrook
et al., 1989)

Les endonucléases de restriction sont des enzymes capables de coupe
double-brin au niveau de séquences spécifiques qu'elles auront reconnues. El
utilisées dans les conditions décrites par le fournisseur (Boehringer Manheim, B
Gibco) dans les tampons qui leur sont associés avec des conditions précises de terr
de pH et de force ionique.

La digestion totale de 0,5 pg a 1 pg d'ADN se fait sur une durée de 3 heure
1 unité d'enzyme par site de coupure dans un volume final de 20 ul dont 2 pl de tan
digestion (concentré x 10). Pour réaliser une coupure partielle, on peut interron
digestion par addition de bleu de dépét (EDTA 125 mM, glycérol 25 %, sarkosyl 2 %
de bromophénol 0,06 %).

4.3 Electrophorése sur gel d'agarose

Lors de ce travail, deux types d'électrophorése ont été mis en oel
I'électrophorése classique permet de séparer des fragments d'ADN de taille infériet
kb. L'électrophorése en champs alternés (ou « pulsés ») permet quant a elle de sé
molécules d'ADN beaucoup plus grandes telles que des chromosomes entiers de I¢
lant de 200 & 1500 kb.

4.3.1 Electrophorése classique

Les fragments d’ADN linéaires sont séparés selon leur taille par électrophore
gel d’agarose pouvant varier de 0,8 a 2 %. La migration s’effectue sous une tension |
varier de 20 a 130 V dans un tampon d’électrophorese, le TAE (Tris-Base 4,84 g ; ac
sodium 0,68 g ; EDTA 0,336 g ; acide acétique 1,35 ml ; eau gsp 1 I). Ces fragmer
visibles aux UV a 300 nm grace au BET contenu dans le gel qui s’inséere entre les
de base de 'ADN. On peut en estimer la taille et la concentration en comparaison
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comigration d’un marqueur de taille tel que de 'ADN de phad&éré par les enzymes d
restrictionEcoRI etHind I11.

4.3.2 Electrophorése en champs alternés

Le principe de cette électrophorése repose sur l'alternance de champs éle
dans différentes directions, permettant aux molécules d'ADN de se réorienter dan:
d'agarose et aboutissant a leur séparation en fonction de leur taille. Le systeme
(Camped Homogeneous Electric Field) (Cleti al., 1986) posséde 24 électrod
positionnées en hexagone. Lors de ce travail, nous avons utilisé I'appareil CHEF
System commercialisé par Bio-Rad. Il est accompagné d'un réfrigérateur permet
maintenir le tampon de migration a une température de 14 °C ainsi que d'une pompe
circuler ce tampon pour éviter la formation de gradients de température ou de concer
ioniques. La migration s'effectue dans un gel d'agarose pouvant varier de 0,8 a 1,2
du tampon TBE X 0,5 (Tris-borate 45 mM ; EDTA 1mM). La vitesse de migratio
I'ADN dépend notamment de la concentration en agarose du gel, du temps t
I'électrophorése, ainsi que du temps pendant lequel le champ électrique suit une d
Pour ce travail, nous avons appliqué des conditions permettant une bonne séparatiotr
des chromosomes. Ainsi, les migrations ont été effectuées dans un gel d'agarose 1 9
durée allant de 22 & 26 heures a 6 V/cm avec des pulses de 40 et 120 sec et un anc
de 120°.

4.4 Purification des molécules d'ADN

Le séquencage de I'ADN produit par PCR ainsi que la transformation des c
par de 'ADN produit par PCR nécessite une étape de purification éliminant les img
consécutives aux réactions antérieures. Dans ce but, nous avons utilisé les Mi
Columns commercialisées par Amersham Biosciences qui permettent de récupérer
% de I'ADN initialement présent avec un taux de pureté de 70 a 90 %, selon les esti
du producteur.

Ces mémes colonnes ont été utilisées pour purifier les produits PCR préalak
séparés sur gel d'agarose apres production de plusieurs fragments issus d'une mém
PCR, notamment lors de I'utilisation des amorces dégénérées.
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5. Vecteur

Lors de ce travail, nous avons utilisé le plasmide pFA6-KanMX4 (figur
construit par Waclet al. (1994) afin d'amplifier le géne marquaGAN? qui a été utilisé
pour les remplacements des géRa®52 etNEJ1. Ce plasmide contient le geKANR du
transposon Tn903 qui code une aminoglycoside phosphotransféraset @ka 981) sous
contréle transcriptionnel de séquences du champignon filamenteux Ashbya gossypii |
& Philippsen, 1994). L'activit¢ du produit du geKAN? confére une résistance a
généticine G418 chel. cerevisiae(Jimenez & Davies, 1980). Le plasmide ne comp
pas de séquences homologues au génome de la levure qui lui permettent de s'y insi
peut donc pas se répliquer dans cet organisme.

6. Technique de transformation de levure

La technique utilisée est celle de I'électroporation (Datvet., 1988).

6.1 Préparation de cellules compétentes

Les cellules sont cultivées dans 40 ml de milieu complet jusqu'en fin de
exponentielle de croissance. Elles sont ensuite placées dans la glace pendant 10
cellules sont récupérées par centrifugation a 2500 rpm pendant 5 min a 4 °C. (
ensuite les cellules avec 5 ml de sorbitol 1 M avant de reprendre le culot dans 20
sorbitol 1 M. Les cellules sont placées dans la glace.

6.2 Electroporation

50 pl de cellules compétentes sont déposées dans une cuve d'électrof
(largeur = 1 cm), elle-méme posée dans la glace. On ajoute alors 'ADN (10 ng !
plasmidique ou 1 pg de produit PCR) dans la cuve. Celle-ci est alors soumise
impulsion électrique. Le voltage utilisé dans un appareil Electroporator 2510 Eppenc
de 1250 V ; les autres parameétres ne sont pas réglables sur cet appareil. Imméd
apres électroporation, on ajoute 1 ml d'YPG. Le milieu est alors transféré dans
eppendorf stérile et les cellules, apres régénération a 30 °C pendant 2 heure
concentrées dans 1 volume de 200 pl qui sera étalé sur un milieu solide approp
transformants sont cultivés a 30 °C et les colonies apparaissent au bout de 2 a 3 jour
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Figure 6 : Carte du plasmide pFA6-kanMX4.
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7. Hybridation ADN/ADN

Cette technique permet de caractériser spécifiquement des fragments d'AD
sur un support solide a l'aide d'une sonde radioactive ou d'une sonde froide, c'est-a-
radioactive.

Toutes les sondes utilisées dans ce travail sont des sondes froides. Bien qu
sensible qu'une sonde radioactive, ce type de sonde permet de caractériser des f
d'ADN issus d'une digestion par enzyme de restriction ou bien de chromosomes er
levure. Ce marquage froid présente le grand avantage de se dispenser de l'utilisatior
duits radioactifs.

La technique est celle du DIG DNA Labeling and detection Kit commercialis
Roche. Elle est basée sur [l'utilisation d'anticorps anti-digoxigénine ayant une ¢
phosphatase alcaline (Anti-DIG-AP) qui se fixent sur des dNTP marqués a la digoxi
(DIG) contenus dans la sonde. La phosphatase alcaline provoque I'apparition d'un
coloré apres réaction avec un substrat, le NBT/BCIP, révélant ainsi le fragment nuc
gue recherché. Un autre substrat, le CDP-Star entraine I'émission de lumiére a 466 r
réaction avec la phosphatase alcaline, ce qui permettra la visualisation du fri
recherché aprés exposition sur un film d'autoradiographie.

7.1 Préparation d'une sonde froide

Les sondes sont obtenues par amplification PCR d'une région du génome
Le fragment ainsi obtenu est ensuite purifié par extraction au phénol-chloroform
précipité a l'alcool pour étre repris dans 20 pl de TE. 1 a 3 pug sont ensuite préleves
réaction de marquage. Ce marquage s'effectue sur toute la longueur du fragment d'/
fragment est d'abord dénaturé puis mis en présence, dans un volume de 20 pl, d'hex
tides servant d'amorce a la réaction, de dNTPs (dATP 1 mM ; dCTP 1 mM ; dGTP 1
dTTP 1 mM ; DIG-11-dUTP 0,35 mM), et de 2 unités de fragment de Kleenow, permr
la polymérisation. Les sondes ainsi obtenues sont des ADN double-brin marqués sur
deux brins.
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7.2 Hybridation selon la méthode de Southern (Southerret al.,
1975)

Cette technique permet la caractérisation de fragments d’ADN aprés migrat
gel d'agarose.

7.2.1 Transfert sur membrane nylon

La membrane nylon utilisée est le modele Hybord-ddmmercialisé pa
Amersham Biosciences.

7.2.1.1 Traitement du gel d'agarose

Les molécules d’ADN sont séparées sur un gel d'agarose soit par électrof
classique, soit par électrophorese en champs alternés. Une fois la migration terminé
est plongé dans une solution de dépurination (HCI 0,25 M) durant 30 min, ce qui frag
les molécules de haut poids. Il est ensuite transféré dans une solution de dénaturatic
1,5 M ; NaOH 0,5 M) pendant 45 min (1 h 15 min pour les gels contenant des chrome
entiers) afin de séparer les deux brins, puis dans une solution de neutralisation (Tri
M pH 7,4 ; NaCl 1,5 M) pendant 30 min. Apres cela, 'ADN est prét a étre transfére
vers la membrane.

7.2.1.2 Méthode de transfert au 20 x SSC

Par-dessus une cuve remplie de tampon 20 x SSC (NaCl 3 M ; Tri-sodium
0,3 M) est posée une feuille de papier Whatman dont les extrémités trempent dans
SSC. Sur cette premiéere feuille en sont ajoutées trois autres de la taille du gel d’e
préalablement mouillées dans du 20 x SSC. Sur ces feuilles est placé le gel, sur le
pose la membrane découpée a la taille du gel. Par-dessus, on superpose trois 1
feuilles de papier Whatman sur lesquelles on ajoute une épaisseur d’environ 10 cm d
Joseph, le tout découpé a la taille du gel. Enfin, aprés avoir mis une plaque de v
I'édifice, on y ajoute un poids. Ainsi, le tampon 20 x SSC monte par capillarité et er
avec lui 'ADN qui est alors transféré sur la membrane nylon.
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7.2.1.3 Méthode de transfert au NaOH

Cette méthode permet un meilleur transfert des fragments de taille supérieu
kb, comme les chromosomes entiers de levure. Elle a été fréquemment utilisée
transfert d'’ADN issu d'une migration en champs alternés.

Le principe est identique a la méthode précédente. Cependant, c'est la sol
dénaturation qui sert de solution de transfert a la place du 20 x SSC. Il n'y a pas d'
neutralisation durant le traitement du gel d'agarose. Apres le transfert, la membra
subir plusieurs étapes de lavage. Tout d'abord la membrane est incubée 30 min ¢
solution de NaOH 0,5 M, NaCl 1,5 M, puis deux fois 30 min dans une solution de Tri
0,5 M pH 7,5, NaCl 1 M. Enfin, elle est lavée dans du 10 x SSC pendant 10 a 30 mi
d'étre séchee.

7.2.2 Fixation de 'ADN sur la membrane nylon

La fixation de I'ADN est réalisée soit par exposition pendant 3 min aux UV
trans-illuminateur ou UV a 254 nm), méthode la plus fréquemment utilisée pour les
provenant d'électrophoréses classiques, soit par chauffage de la membrane pend:
80°C, méthode utilisée pour les ADN issus d'une électrophorése en champs alternés.

7.2.3 Préhybridation

La membrane est tout d'abord humidifiée dans une solution 2 x SSC puis it
pendant 1 h a 65 °C dans un milieu 0,2 x SSC, SDS 0,2 %. Cette premiere étape
portante pour diminuer le bruit de fond lors de I'hybridation. La préhybridation propre
dite se fait par incubation dans 20 ml (pour une membrane de 180demtampon
d'hybridation (5 x SSC ; N-lauroylsarcosine 0,1 % ; SDS 0,02 % ; blocking reagent
durant 2 h a 68 °C.

7.2.4 Hybridation

Environ 100 a 200 ng de sonde sont dénaturés pendant 10 min par chauffa
°C puis incorporés au tampon d'hybridation (5 ml pour une membrane de $00Lan
membrane est mise a incuber dans ce milieu a 68 °C durant la nuit.

Le lendemain, la membrane est lavée deux fois pendant 5 min a temp:
ambiante dans une solution peu stringeante (2 x SSC ; SDS 0,1 %), permettant I'élin
de I'exces de sonde non fixée. Elle est ensuite lavée dans une solution fortement str
(0,1 x SSC; 0,1 % SDS) qui élimine la sonde fixée non-spécifiquement.
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7.2.5 Révélation au NBT/BCIP

Toutes les étapes se déroulent a température ambiante. La membrane est é
pendant 1 min dans du tampon de lavage (Tris-HCI 100 mM pH 7,5 ; NaCl 150 mM
incubée durant 30 min dans un tampon de saturation (Tris-HCI 100 mM pH 7,5 ; Na
mM ; lait en poudre 1/2 écrémé 5 %) permettant de saturer les sites aspécifigL
anticorps anti-DIG-AP. Elle est enfin placée dans un milieu de tampon de saturation
pour une membrane de 100 9radditionné d'anticorps (150 mU/ml final) pendant 30 n
Elle est ensuite lavée deux fois pendant 15 min dans le tampon de lavage, puis équ
min dans la solution de révélation (Tris-HCI 100 mM pH 9,5 ; NaCl 100 mM ; M§C!|
mM). Elle est finalement placée a I'obscurité dans 5 ml de cette méme solution addi
de NBT/BCIP, jusqu'a apparition de la coloration (en général de 2 a 16 heure
révélation au CDP-Star se fait dans les mémes conditions, le NBT/BCIP étant rempl
ce substrat pour la révélation et la membrane étant exposée a l'obscurité contre
d'autoradiographie.

7.2.6 Déshybridation

Il est possible de déshybrider une membrane pour pouvoir réaliser une nc
hybridation. Pour cela, rincer la membrane dans de 'eau, puis la laver deux fois pen
a 40 min a 37 °C dans une solution de NaOH 0,2 M, SDS 0,1%. Apres avoir été
pendant 5 min dans du 2 x SSC, elle peut étre conservée dans du 2 x SSC ou du TE
de la lumiere. Apres le rincage, elle peut aussi étre directement réutilisée po
hybridation en recommencant par I'étape de préhybridation.



45 Chap. 1 : Matériel et Méthode

8. Amplification d'un fragment d'’ADN spécifique par
PCR (Polymerase Chain Reaction)

Cette technique, décrite par Saikt al. en 1985, permet ['amplificatio
exponentielle et spécifique d'un fragment d'’ADN in vitro (Figure 7).

8.1 Principe

Dans un méme milieu sont mis en présence 'ADN matrice, deux oligonuclé
amorces qui s’hybrideront a la matrice, les quatre dNTPs ainsi qu'une ADN polyi
thermostable qui réalisera I'amplification. Elle se déroule sur plusieurs cycles, ¢
nombre varie généralement de 25 a 35, constitués de trois étapes : dénaturatic
matrice, hybridation des amorces et polymérisation de I'ADN.

8.2 Parametres importants

8.2.1 Dénaturation

Par chauffage a 94 °C, on obtient de I'ADN simple brin a partir de la mi
double brin. La dénaturation dure en général 30 sec par cycle. Avant le départ des
est recommandé de faire une premiere dénaturation de 2 min.

8.2.2 Hybridation

Durant cette étape, les amorces sont hybridées a ’ADN matrice simple brin.
température d’hybridation dépendent la spécificité et le rendement de I'amplificatior
est calculée a partir de la température de fusion (Tm) des oligonucléotides, selon la
approximative : Tm = (nombre de bases A + T) + 2 x (nombre de bases C + G) (Sal
et al., 1989). A partir de cette Tm, on peut calculer la température d’hybridation (Tp’
'équation : Tp =22 + 1,46 (Tm) (Wet al., 1991). En général, on abaisse cette tempér:
de 5 °C car le rendement est trop faible a la Tp a cause de la trop forte stringean
autre méthode consiste a calculer la température de fusion telle que : Tm = 2 x (not
bases A + T) + 4 x (hombre de bases C + G) ; avec cette méthode de calcul, la tem
d’élongation est identique a la Tm. Le temps d'hybridation appliqué est en général
40 sec.
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8.2.3 Polymérisation

Elle se réalise avec une DNA polymérase thermostable telle qiegleaDNA
polymérase d&hermus aquaticusSa processivité est importante : plus de 7600 bases
une vitesse de polymérisation de 35 & 100 bases/sec ; son taux d’erreur esf ¢&63%4D
Certaines polymérases plus fideles, telld’fa, peuvent étre utilisées. La durée de c
étape est fonction de la longueur du fragment d'ADN a amplifier, a savoir 1 min pour .

A lissue des cycles, une post-élongation peut étre effectuée afin de term
synthese des brins d'/ADN inacheveés.

8.3 Enzymes et milieux réactionnels
8.3.1 Tag DNA polymérase

Commercialisée par Q-BIOgene avec son tampon PCR x 10 (Tris-Hcl pH
mM ; KCI 500 mM ; MgC} 15 mM ; Triton x 100 1 % ; BSA 2 mg/ml), elle est utilis
pour les amplifications allant jusqu'a 4 kb environ.

La composition du milieu de réaction est : 5 pl de tampon x 10 ; 0,5 ul «
solution des 4 dNTPs a 20 mM ; 1 ul de chaque oligonucléotide a 20 pM ; 10 & :
d’ADN ; 0,2 unité d’enzyme ; eau bidistillée qsp 50 pl.

8.3.2 Expand Long Template PCR System

Commercialisé par Roche, il est constitué d’un mélangeadeDNA polymérase
et de Pwo DNA polymérase. Il est fourni avec 3 tampons différents, utilisés selc
longueur de I'amplification. Ce systeme est utilisé pour les grandes amplifications,
plus de 15 kb.

La composition du milieu de réaction est : 5 pl de tampon x 10 ; 1 pl «
solution des 4 dNTPs & 20 mM ; 1 ul de chaque oligonucléotide a 20 uM ; environ :
d’ADN ; 2,5 unités d’enzyme ; eau bidistillée gsp 30 p
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Figure 7 : Principe de I'amplification par PCR.
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8.4 Cycles patrticuliers utilisés lors de ce travail
8.4.1 Remplacement de gene en une étape (Baudinet al. (1993)

8.4.1.1 Synthése du fragment de remplacement

La technique utilisée est celle du remplacement génique en une étape. Po
nous avons utilisé le plasmide pFA6a-kanMX4 portant le géABR dans le module
kanMX4 comme matrice afin d'amplifier ce géne. Le fragment ainsi produit sert a rerr
le gene cible. Les cycles utilisés sont les suivants : 2 min a 94°C, puis 30 cycles de .
94 °C, 30 sec a 52 °C, 1 min 30 sec a 72 °C, et enfin une post-élongation de 5 min a

8.4.1.2 Vérification du remplacement

Pour ceci nous avons utilisé les couples d'amorces RAD52-1/kanl et R/
4/kan2 pour le remplacement du gdd®D52 ainsi que NEJ1-1/kanl et NEJ1-4/kan2 pr
le remplacement ddEJ1, avec les cycles suivants : 2 min a 94°C, puis 30 cycles de &
a 94 °C, 30secab0°C, 1min 30 sec a 72 °C, et enfin une post-élongation de 5 min

Les tailles respectives attendues pour le remplacemeRADS2 sont 606 bp e
468 bp ; 605 bp et 717 bp padEJ1.

8.4.2 Analyse des révertants

8.4.2.1 Insertion d'éléments Tyl

Afin de vérifier la présence ou l'absence d'éléments transposables Tyl, on
le couple d'amorcedB41/AW1 (Tm de 50 °C) respectivement spécifique de la région
du rétrotransposon et de la région codant pour la CPSase duJgiiz Ce couple
d'oligonucléotides est utilisé dans les conditions suivantes : 2 min a 94 °C, puis 30 c)
30 sec a 94 °C, 45 sec a 50 °C, 2 min & 72 °C, et enfin une post-élongation de 10 r
°C.

8.4.2.2 Caractérisation des événements de délétion

Pour ceci, nous utilisons des oligonucléotides répartis de part et d'autre d¢
mutations de l'allelera2 15-30-72 ayant des Tm allant de 48 °C a 52 °C. Les cycles
les suivants : 2 min a 94 °C, puis 30 cycles de 30 sec a 94 °C, 30 sec a 48 °C, 2 min
et enfin une post-élongation de 10 min a 72 °C.
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8.4.2.3 Expand Long Template PCR System
Les cycles utilisés avec ce systéme ont été les suivants :
-2mina94 °C

- 10 cycles de 10 sec a 94 °C, 30 sec a X °C (X correspond a la temp
choisie en fonction du Tm des oligonucléotides utilisés), Y min & 68 °C (X étant déte
en fonction de la taille du fragment & amplifier (10 a 30 min pour ce travail)

- 20 cycles de 10 sec a 94 °C, 30 sec a 48 °C, Y min + 20 sec/cycle a 68 °C

- post-élongation de 20 min a 68 °C

8.4.2.4 Amplification a l'aide d'amorces dégénérees

Nous avons suivi le protocole de la Tail-PCR décrit par Liu & Whittier (1995)
de déterminer les jonctions des événements de translocation.

Pour ceci, une premiére PCR est effectuée avec les amorces dégénérée
AD2, ou AD3 associées a une amorce déterminée spécifiqgue de La#2ld5-30-72 et
proche du site de jonction.

Les cycles sont les suivants :

- une premiere dénaturation a 94 °C pendant 2 min
-5cyclesde 30seca94°C,1minaX°C,4mina72°C
-lcyclede30seca94°C,1mna25°C,4mina72°C
- 15 cycles de:
*3cyclesde1l0seca94 °C,1mina X °C,4mina72°C
elcyclede10seca94°C,1mina44°C,4mina72°C
- une élongation terminale de 5 mina 72 °C

Une seconde PCR est effectuée sur les produits PCR de la premiere di
1/100° en utilisant une amorce spécifique de l'alied 15-30-72plus proche du point d
jonction que lors de la premiere et les amorces AD1, AD2 ou AD3.
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Les cycles sont les suivants :

- une premiere dénaturation a 94 °C pendant 2 min

- 12 cycles de:
elcyclede30seca94°C,1minab52°C,4mina72°C
elcyclede20seca94°C,1minaX°C,4mina72°C
elcyclede20seca94°C,1minad44°C,4mina72°C

- une élongation terminale de 5 mina 72 °C

La température d'hybridation X est déterminée en fonction de la Tr
I'oligonucléotide spécifique de l'allalea2 15-30-72

9. Détermination des séquences nucléotidiques

La technique utilisée est basée sur celle de la synthese interrompue déc
Sangeet al. (1977).

Apres amplification PCR d'une région chromosomique voulue, les fragr
d'ADN double-brin sont purifiés a l'aide d'une MicroSpin Column (commercialisét
Amersham Biosciences). Le "Thermo Sequanase radiolabeled terminator cycle seq
kit" (Amersham Biosciences) contient des didésoxynucléotides marqués au phospt
33pP] au niveau du phosphateet une Thermo Sequanase DNA polymérase thermost
C'est une réaction de PCR qui permettra d'obtenir la séquence des fragments d'ADN
d'une quantité de matrice de 500 ng. Lors de cette réaction, l'incorporatioiiRIfidNTP
provoque l'arrét de la néosynthése des brins d'ADN qui seront alors marqués
extrémité terminale. La réaction de séquencage s'opére par 4 réactions PCR en |
chacune contenant les 4 dNTPs et I'un des 4 dNTPs marqué avec un rapport de 10!
La séparation des brins se fait par électrophorése.
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10. Systeme de sélection des révertants Ura *

Le systeme utilisé a été mis au point par Roelaht. (1995) et amélioré pe
Welckeret al. (2000). Nous avons apporté trés peu de modifications a cette méthode.

10.1 Principe

Afin d'obtenir des révertants spontanés rares provenant d'événements ir
dants, nous partons d'une colonie isolée qui, aprés une étape de multiplication cellL
milieu riche est répartie sur un milieu sélectif permettant de révéler la présence
révertants.

10.2 Protocole pour une seule sélection

Cette technique est illustrée dans la figure 8. Une colonie isolée d'une ¢
haploide ou diploide FRra2 15-30-72est prélevée et mise en suspension dans 300
milieu complet YPG. Le milieu est mis a incuber pendant 24h a 30 °C sous agitatio
étalé dans son intégralité sur un milieu YPG solide incubant a 30 °C pendant 4 jot
d'augmenter la masse cellulaire. Les cellules sont ensuite récoltées et mises en su
dans 1,5 ml d'eau distillée stérile pour atteindre un volume final de 1,8 ml lorsqu'il s
cellules haploides et 2 ml lorsqu'il s'agit de cellules diploides.

100 pl de cette suspension sont prélevés et dilués d'un facteysui® étalés su
un milieu YPG solide afin de pouvoir estimer le nombre total de cellules étalée
sélection. Le milieu restant est réparti et étalé sur 5 boites de milieu minimum
supplémenté de tryptophane. Les révertants sont généralement obtenus apres 5 a
d'incubation a 30 °C. lls sont alors prélevés et analysés. Si deux événements di
surviennent pour la méme sélection, ils seront considérés comme indépendai
contraire, si les mémes événements se présentent plusieurs fois pour une méme seél
seront considérés comme non-indépendants.
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11. Analyse statistiqgue des événements de muta-
tion

L'analyse statistique des sélections et des événements de mutation en
I'apparition d'un phénotype Ura été réalisée d'apres la méthode de Lea & Coulson (1

11.1 Taux de mutation par cellule, par alléle ura2 15-30-72

La méthode appliqguée permet de calculer le taux global de mutation perme
réactivation de I'ATCase ainsi que le taux de chaque type d'événement mutationne
particulierement préconisée pour les fréquences de mutation tres faibles.

Afin de déterminer le taux de mutation, il est nécessaire de connaitre au pr
le nombre moyen de mutations par sélection, appelé "m". Ce nombre est établi a pa
estimateur de m, gn lui-méme obtenu par la méthode du maximum de vraisemb
(maximal likelihood). Pour réaliser cette estimation, il faut déterminer le nombde
cellules analysees pour une sélection, le nombre N de sélections réalisées, le npueb
sélections n'ayant donné aucun événement de réactivation et le nombre de sélectic
permis l'apparition d'un, deux, etc... mutants.

Le premier estimateur de m, mest calculé a partir de la proportiog de
sélections n‘ayant abouti a aucun mutant :

po=eM, d'otl m=-In(py)=-IN(N,/N)

Cet estimateur pest utilisé pour calculer le terme S de maximum
vraisemblance a l'aide de la table 4 de Lea & Coulson (1949) (Annexe 4), ou r équi
nombre de mutants pour une sélection. Effectivement, on calcule la somme S a
valeurs m de la table proches dg ire meilleur estimateur de m est déterminé lorsqt
tend vers O.

La table 4 de Lea & Coulson donne également une valeur correspon
o, VN/m pour chaque valeur de m, permettant ainsi de calculer la valeur de I'écarf:t
lié am.

Le taux de mutation p est calculé de la maniére suivante :
H=mg,/Nn*n2

Il est exprimé en mutation/cellule/génération.
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Afin de pouvoir comparer les contextes haploide et diploide, nous avons ch
calculer ce taux de mutation en mutation/alliéla2 15-30-7Zcellule/génération. Ainsi, l¢
valeur de p est la suivante :

M= Mg,/ nXn2 mutation/alléleira2 15-30-7Zcellule haploide/génératior

U= (mg,/ n*N2)/2 mutation/allelaira2 15-30-72cellule diploide/génération

L'écart-typer;p associé au taux de mutation p est calculé de la maniére suiva

O, = O/ nin2 pour des cellules haploides

o, = (0,,/ n*In2)/2  pour des cellules diploides

11.2 Intervalle de confiance a 95 % associé au taux de mu-
tation

Le calcul de l'intervalle de confiance des taux de mutation est réalisé a part
test t de Student bilatéral (la table de Student se trouve en Annexe 5).

Compte tenu de I'écart-tym}u associé au taux de mutation p et de la va
critique de la loi de Student pour le risque donné que nous avons fixé a 5 %, nous ¢
calculé l'intervalle de confiance a 95 % de la fagon suivante :

[M-to05* Oy M+ lh05™ O]

La valeur § o5 pour N-1 degrés de liberté est déterminée d'apres la table du
Student.

Lorsque les intervalles de confiance de deux taux de mutations ne se chevi
pas, nous estimons que les différences observées sont significatives.
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Chapitre 2

Plasticité génomique
et remaniements chromosomiques
en contexte diploide @/
sélection et analyse
d'événements de mutation de l'allele
ura2 15-30-72

Les réarrangements chromosomiques sont des éléments essentiels de I'é
des étres vivants. Au niveau des organismes pluricellulaires, ils peuvent activ
oncogenes ou bien inactiver des génes suppresseurs de tumeur, induisant de cette
développement tumoralLes mécanismes conduisant a ces réarrangements ca
d'induire une cancérogenese font appel a des acteurs moléculaires conservés
eucaryotes supérieurs et la lev@recerevisiae

La levureS. cerevisiaeest un organisme de choix pour étudier les remanien
chromosomiques. Nous disposons d'un outil permettargélection de réarrangemer
spontanédasé sur l'utilisation de l'allele mutama2 15-30-72du gendJRA2 qui possede
trois mutations ponctuelles dans la partie proximale du gene, conférant a la soL
phénotype Ura La souche deviendra prototrophe pour ['uracile dans le cas
réactivation fonctionnelle du domaine ATCase.

Des travaux précédents ont été effectués en contexte haploide par Raedhn
(1995) et Welckeet al. (2000). lls ont permis de montrer trois types d'événements caf
de restaurer la fonction ATCase : l'insertion d'un élément transposable Tyl en amo
séquence codant I'ATCase, une duplication de la région codant 'ATCase qui s'inséere
dans le génome a proximité d'une région promotrice, ou bien encore la délétion de Iz
de l'alléle contenant les trois mutations (Introduction, figure 4).

Dans la perspective de la compréhension des mécanismes évolufifscdee-
visiae, nous avons entrepris des sélections dans le contexte diploide, ce qui pe
d'observer les différences de nature et de fréquence des remaniements chromos
sélectionnés suivant le niveau de ploidie.
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Nous avons donc entrepris des sélections sur un large échantillon de 1%,
cellules de la souche FRade génotypara2 15-30-72 trpA qui nhous a permis d'isoler &
révertants indépendants ayant acquis un phénotype BWfim de pouvoir comparer le
résultats obtenus avec le contexte haploide, nous avons en paralléle effectué des ¢
sur un échantillon témoin d&,93.13° cellules avec la souche ERjui nous a permis
d'isoler 16 révertants indépendants prototrophes pour l'uracile.

1. Méthodologie d'analyse des révertants Ura  *

Nous avons effectué ces sélections comme décrit dans le chapitre « Mat
Méthodes » (8§ 10.2) afin d'obtenir des événements indépendants de réversion sy
restaurant la prototrophie de la souche pour l'uracile. Apres isolement, les révertal
soumis a une analyse génétique par I'étude de la ségrégation des caractédes tdmas
les produits de la méiose puis a une analyse moléculaire afin de déterminer les ré
ments chromosomiques intervenus dans les révertants diploides sélectionnés.

1.1 Analyse génétique : analyse des produits de la méiose

L'analyse de la méiose a été réalisée pour tous les révertants diploide:
chaque révertant, la méiose a conduit a I'obtention de tétrades contenant toujour:
spores. La capacité de germination des quatre spores sur milieu complet a été testé
déterminer si I'événement sélectionné est viable. En effet, si les quatre spores sont
de germer et conduisent a la formation d'une colonie, nous pouvons conclure a la s
d'un événement viable a I'état haploide, tandis que si deux spores seulement gerr
révertants isolés résultent d'un événement létal pour la cellule en phase haploide. L
de la ségrégation des caracteres'@taJra nous permettra de déterminer si les événem
létaux observés sont liés ou indépendants de la réactivation du domaine ATCase.

1.2 Analyse moléculaire
1.2.1 Analyse du profil de restriction Bam Hi

Les révertants et leurs produits de méiose sont soumis a une analyse mol:
de type hybridation ADN/ADN selon la méthode de Southern afin d'observer leur prt
restrictionBamHI. Le fragment de restrictioBamHI portant la séquence codant le domr
ne ATCase de l'allelera2 15-30-72a une taille de 6,8 kb (figure 9). Les hybridations ¢
effectuées avec une sonde spécifique de la région ATCase produite par PCR.
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BamH| BamH| BanHl|
A 16,2 kb A 6,8 kt A
ATCase
Cen J—YIX | | Tel
/i
\
\/ \/ \/

Figure 9 : Localisation des sitBamHI au locusura2 15-30-72

La délétion de la région contenant les trois mutations entraine la perte dBanski. Le
nouveau profil de restriction aura un fragment contenant la séquence correspon
domaine ATCase supérieur a 6,8 kb.

L'insertion d'un rétrotransposon Tyl entraine un espacement des deBasitds autour
de la région ATCase, provoquant I'apparition d'un fragment de 12,7 kb.

La duplication d'un fragment d’ADN contenant la région ATCase suivie de son ins
dans une autre région du génome entraine l'apparition d'un second frdgpmert
contenant la région ATCase, additionnel a celui d'origine de 6,8 kb.

A
Hind 111/
EcoRlI

Délétion (Urd)
Duplication (Urd)
Duplication (Ura)

FRa (Ura)
Tyl (Ura)

21 kb —
12,7 kb —

Figure 10 : Profil de restrictiorBamHI de cellules haploides permettant
différencier les événements de duplication des autres événements.

FRa : témoin ; le fragment a une taille de 6,8 kb.

Tyl : événement d'insertion de rétrotransposon Tyl en amont du domaine Al
profil a 1 bande de 12,7 kb.

Délétion de la région contenant les trois mutations : profil a 1 bande de
supérieure a 6,8 kb.

Duplications : profil & 2 bandes dont I'une est de 6,8 kb et l'autre de taille varia
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Au niveau haploide, ce type d'expérience permet de distinguer les événem
duplication des autres événements (Roelaht@l., 1995) (figure 10). En effet, I'éléme
dupligué se trouve généralement dans un environneBsnHI différent, générant ains
un fragment de restriction supplémentaire au fragment natif de 6,8 kb. En conséqu:
sonde ATCase révele deux fragments lors de Il'hybridation. Dans le cas d'ur
événement, qu'il s'agisse de linsertion d'un rétrotransposon Tyl ou d'une délé
fragment ATCase n'est présent qu'en un seul exemplaire avec généralement un |
restriction différent du natif. En effet, dans le cas de l'insertion d'un rétrotransposc
d'une taille de 5,9 kb, on obtient un seul fragment de 12,7 kb tandis que la délétio
région comprenant les trois mutations entraine la perte d'uBasiiéll, ce qui conduit a ur
fragment de taille variant en fonction de la taille de la région délétée.

Au niveau diploide, cette distinction ne peut se faire directement. En effet
remaniement touche un des deux allalem2 15-30-72 le révertant produit toujours u
profil de restriction a deux bandes dont I'une correspond au fragment de restriction d¢
et l'autre au fragment de l'allalea2 15-30-72remanié. Pour chaque révertant isolé, il
donc nécessaire de caractériser le profil de restriction en paralléle avec celui des
issues de sa méiose. Les spores de phénotype pdrdeuses du réarrangement chromc
mique, sont donc utilisées pour permettre de distinguer les événements. De plu
devons retrouver dans le diploide Ula somme des profils des spores de phénotypé&
et Ura. De cette fagon nous nous assurons que I'événement conférant son caratt@r
une spore haploide correspond a celui qui s'est produit dans le révertant diploide. L
de cette technique d'analyse du profil de restricBamHI est atteinte lorsque not
sélectionnons un événement létal a I'état haploide lié au rétablissement de la prot
pour l'uracile. Dans ce cas, seules les spores haploides de phénotype Paatant pas I
remaniement, sont capables de germer. Il nous est alors impossible de distinc
événements de duplication des autres événements.

1.2.2 Analyse et hybridations ADN/ADN des caryotypes électro-
phorétiques

Les chromosomes issus des révertants diploides et des spores haploic
soumis a une migration d'ADN en champs alternés de facon a observer le ca
électrophorétique de ces révertants, qui est ensuite soumis a une hybridation ADN;
l'aide d'une sonde spécifique de la région ATCase. Cette hybridation permet de dét
la localisation chromosomique de cette région. Nous devons é€galement retrouver
diploide les profils des spores haploides*UraUra, confirmant que I'événement obser
dans les spores prototrophes pour l'uracile est identique a celui sélectionné dans le |
diploide.
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Cette analyse peut étre complétée par l'utilisation de sondes spécifiques rt
le long du chromosome X allant du télomére gauche jusqu'au télomere droit. Les catr
tigues des sondes sont mentionnées dans le tableau 2 et leur position sur le chrom
dans la figure 11.

Les caryotypes permettent ainsi d'observer les modifications qui entraine
changement de migration des chromosomes. Les hybridations réalisées avec les di
sondes permettent de localiser la région ATCase ainsi que d'autres régions du chro
X.

1.2.3 Analyses par amplification PCR

Les délétions sont déterminées a l'aide d'oligonuocléotides spécifiques de la
du chromosome X disposés de part et d'autre de l'alla2 15-30-72 (figure 12). Les
caractéristiques des oligonucléotides se trouvent en Annexes 1 et 2. Le temps d'élc
programmeé pour les cycles d'amplification entre deux oligonucléotides est de deux n
La région couvrant les trois mutations ayant une taille supérieure a 2,7 kb, une ampli
n'est possible dans ces conditions (en utilisant par exemple les oligonucléotides FR4
gue dans le cas d'une délétion de cette région.

Les événements de rétrotransposition d'éléments Tyl sont recherchés a I'
amorces AW1 (spécifique de l'allalea2 15-30-72 et dB41 oudB41R (spécifiques de I
région LTR du rétrotransposon) comme cela est représenté sur la figure 13.

2. Résultats des sélections en contexte diploide

2.1 Résultats des sélections

Nous avons effectué 333 sélections indépendantes correspondant al4,
cellules étalées qui ont donné lieu a l'isolement de 39 révertants indépendants. Le
mutation global, calculé par la méthode du maximum de vraisemblance selon Lea &
son (1949) décrite dans le chapitre « Matériel et Méthodes » § 11, est del¥ mLita-
tion/alleleura2 15-30-72cellule/génération.
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ura2 15-30-72
38,7 38,3 38,8 39
—-» » P» P spns fs ATCase
XX I —

*4— <+ <4+ =
FR4 AW1l AW3R AWA4R

2,7 kb

Figure 12 : Position des oligonucléotides utilisés pour caractériser les événem
délétion par amplification PCR.

La figure n'est pas a I'échelle. La taille des fragments amplifiés varie selon la te

la délétion.
ura2 15-30-72
oB41 oB41
Chr X ns ns fs — - ATCase
// I NN/ | — — - |

- ~— -
OB41R Tyl OB41R AW1

« >

Amplification

Figure 13 : Position des oligonucléotides utilisés pour caractériser l'insertior
rétrotransposon Tyl dans l'alléle2 15-30-72

L'amplification PCR est réalisée avec les oligonucléotides amorces ABB4&t(ou
0B41R selon le sens d'insertion du rétrotransposon).
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2.2 Effets du contexte diploide a/ a sur la rétrotransposition
de I'élément Tyl

Les révertants diploides ont été analysés par PCR afin de vérifier la pri
d'insertion de rétrotransposons Tyl en amont de la région codant le domaine ATCas
avons testé les révertants diploides isolés en incluant comme témoin une souche co
une insertion de rétrotransposon Tyl dans l'alleé2 15-30-72 Alors que cette souch
témoin montre I'amplification d'un fragment de 0,9 kb, aucune souche diploide ne |
d'amplification. Aux fréquences observées, nous n'‘observons donc pas d'insertion d'é
transposables Tyl dans l'all@le2 15-30-72en contexte diploide.

Lors de travaux antérieurs effectués paredeet al. (1980) et Company &
Errede (1987), ceux-ci avaient démontré que I'hétérodinvaal/Mati2 présent er
contexte diploide a/ exerce une répression de la transcription des rétrotransposon
dans S. cerevisiae Cette répression explique pourquoi en contexte diploide not
sommes pas en mesure d'observer d'insertion d'éléments Tyl réactivant I'expres
domaine ATCase alors que cela était possible en contexte haploide (Reedhnt$995).

3. Analyse génétique et moléculaire des révertants
diploides spontanés sélectionnés

Nous avons, dans un premier temps, analysé la viabilité en milieu compl
produits de la méiose des révertants diploides. Trois profils de ségrégation différents
distingués :

- le premier montre la possibilité d'obtenir 4 spores capables de germer, inc
la sélection d'un événement viable en contexte haploide ;

- dans le second, sur les 4 spores contenues dans une tétrade, 2 spores ¢
germent. Ceci indique la présence d'un événement létal en phase haploide ;

- le troisieme consiste en l'obtention de trois types d'asques contenant
spores. Cependant, dans le premier 4 spores germent, dans le second 2 spores
germent et dans le troisieme aucune spore ne germe.

Pour compléter notre analyse génétique nous avons ensuite étudié la ség
Ura*/Ura propre a chaque souche.

Afin de déterminer les événements responsables de la restauration
prototrophie de la souche pour l'uracile, nous avons caractérisé les révertants de cha
catégories issues de l'analyse génétique par analyse moléculaire.
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3.1 Evénements viables en contexte haploide

Cette viabilité a été observée dans 17 souches révertantes dont I'analyse g
montre une ségrégation 2 Uf2 Ura (figures 14a et 14b).

3.1.1 Analyse moléculaire des duplications et délétions
3.1.1.1 Duplications

9 souches sur 17 portent une duplication. Le profil de restri@@amHI| du
révertant B219/1 présenté dans la figure 15 illustre ce type d'événement. La souche
montre deux fragments dont l'un a la taille de 6,8 kb propre a l'alle® 15-30-72 Les
spores de phénotype Uraontrent la présence uniquement du fragment de 6,8 kb tand
les spores de phénotype Uraontrent la présence des deux fragments révélés dans le
de restriction du diploide.

Nous avons réalisé un caryotype de ces souches suivi de différentes hybridi
I'aide de sondes spécifiques du chromosome X permettant d'estimer la taille et la loce
des régions dupliquées (tableau 3 et figure 16).

L'hybridation a l'aide de la sonde ATCase (figure 16b) révele deux chromo:
distincts chez 8 révertants, indiquant la présence de duplications interchromosomiqu
seule souche (B286/2) ne révele que le chromosome X, montrant une duplication int
mosomique.

La sonde spécifigue du geMdéRS3 ne révele que le chromosome X pour
révertant B066/2 (figure 16c¢), indiqguant que ce gene n'est pas contenu dans le fi
dupligué qui est par conséquent inférieur a 4 kb. En revanche, pour les 7 autres dup
interchromosomiques, I'ensemble des sondes correspondant a la région qui se trouv:
de la séquence codant le domaine ATCase révele le méme profil que la sonde .
(figure 16c¢ et tableau 3) montrant que ces 7 révertants ont subi un événement de du
d'une taille supérieure a 140 kb.

L'analyse des spores de phénotype *Umontre des résultats identiques ¢
souches diploides, ce qui confirme que I'événement observé et caractérisé a I'état
est identique a I'événement de réversion sélectionné dans la souche diploide.
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12,7kb —
6,8 kb — . o i ol e
51kb —
42 kb — .
3,5kb — -

Figure 15 : Exemple de profil de restrictiBamHI dans le cas d'un événement de dupl
tion.

FRab :témoin négatif (souche de référence).

Les spores de phénotype Urportant la duplication montrent le méme profil que
révertant diploide tandis que les spores de phénotypentdnatrent le méme profil que |
souche FRa.

Révélation du fragment dupliqué

Souche Localisation [Sonde Taille de la

(Sonde ATCase) MRS3 INO1 OPT1 | YJL216c|duplication (kb)
B038/2 IX + + + + > 140
B066/1 Il ou XIV + + + + > 140
B066/2 | ou VI - - - - <4
B116/1 Xl + + + + > 140
B199/1 V ou VIII + + + + > 140
B219/1 IX + + + + > 140
B282/1 IV ou XII + + + + > 140
B284/1 IV ou XIllI + + + + > 140
B286/2 X / / / / /

Tableau 3 : Caractéristiques des 9 événements de duplication issus des réver
présentant pas de caractéere |étal a I'état haploide.

Résultat des hybridations réalisées avec les sondes présentées dans ce tablea
caryotypes des révertants ayant subi un événement de duplication. La localisation ¢
somique de I'élément dupliqué est déduite de I'hybridation avec la sonde ATCase. 1
de la duplication est déduite de ces hybridations.
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3.1.1.2 Délétions

8 souches présentant une ségrégation de type “2UWlaa correspondent a un
délétion. La souche diploide montre deux fragments dont I'un a la taille de 6,8
fragmentBamHI contenant l'allelaira2 15-30-72 Les spores de phénotype Unaontrent
la présence uniguement de ce fragment tandis que les spores de phéndtyperithent la
présence du second fragment consécutif au réarrangement chromosomique (figure
profil du révertant diploide correspond a la somme des profils des spores, indique
I'événement observé en phase haploide est identique a celui sélectionné.

Les analyses par amplifications PCR réalisées a I'aide des oligonucléotides
de part et d'autre de la région contenant les trois mutations de Ua#lglé5-30-72 (figure
12) selon les conditions décrites dans le § 1.3.3 ont permis I'amplification d'un fra
d'une taille inférieure a celle attendue pour une région non remaniée. Ceci confirme
de la partie de cet allele contenant les trois mutations. Les caractéristiques plus pré
ces délétions concernant notamment leur taille et les séquences de leur jonctior
détaillées dans le chapitre 3.

Les caryotypes électrophorétiques de ces révertants n'‘ont montré
changement de profil de migration et une hybridation avec une sonde ATCase ne ré\
le chromosome X.

3.1.1.3 Délétion homozygote

Le révertant B026/1 a montré une ségrégation 4 .UC& type de ségrégatic
indique la présence de deux événements de réactivation du domaine ATCase au n
chacun des allélaga2 15-30-72qui sont sans conséquences sur la viabilité de la cellu

Le profil de restriction révélé par I'hybridation ADN/ADN fait apparaitre
bande unique de taille supérieure a celle de référence de 6,8 kb aussi bien sur le |
diploide que sur ses quatre spores*Ufmure 18), indiquant qu'il s'agit probablement
méme événement. Au niveau haploide, ce profil de restriction correspond au pro
d'une délétion. Les analyses PCR des quatre spores démontrent la disparition de |
contenant les trois mutations apparemment aux mémes sites, ce que le séquencage
confirmera. Nous sommes donc en présence d'une délétion homozygote dans la
diploide affectant chacun des deux alléles2 15-30-72
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Figure 17 : Exemple de profil de restricti@amHI| dans le cas d'un événement
délétion.

FRab : témoin.

la révertant analysé ici est le révertant B278/1 qui montre deux fragments dont c
référence de 6,8 kb.

Les spores de phénotype Umaontrent le méme profil que la souche FR&ndis que
les spores de phénotype Ueyant subi une délétion montrent le second fragment.

FRab 2n Ura
2n Urd

A w m w o
Hind 111/ 5 5 5 5
EcoRl - s put e
21 kb — .
6,8 kbi - i .‘_.'7-.’3 : ZHME
51kb— e :
4,2 kb~ -
35kbh— ™

Figure 18 : Profil de restrictioBamHI du révertant B0O26/1.

FRak : témoin.

Le révertant diploide B0O26/1 montre un seul fragment. Celui de référence de 6,
disparu.

Les quatre spores issues de la dissection d'un asque du révertant diploide
phénotype Uraet montrent le méme profil.
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3.1.2 Translocation réciproque
3.1.2.1 Profil de restriction Bam Hl

L'analyse du profil de restrictioBamHI montre un profil a deux bandes pour
révertant diploide et a une seule bande différente de 6,8 kb pour les spores de pt
Ura*. En outre, les amplifications PCR a l'aide des oligonucléotides répartis de |
d'autre des trois mutations de l'allal@2 15-30-72(figure 12) dans les conditions décrit
pour caractériser les événements de délétion (8 1.3.3) n'ont pas permis d'ampl
fragment d'ADN. Ces résultats indiquent la présence d'un événement de réarrar
chromosomique qui n'est ni une duplication, ni une délétion.

3.1.2.2 L'analyse des caryotypes suggere la présence d'une
translocation réciproque

Afin de déterminer la nature de cet événement, nous avons procédé a l'ana
caryotypes électrophorétiques de cette souche et de ses spores (figure 19) de phéro
et Ura.

Les sondes spécifiques du bras gauche du chromosome X a partir de la
ATCase jusqu'a la région télomérique révelent en plus du chromosome X un chromo
modifié (figure 19b), identifié par une sonde spécifique de la région centromérique
chromosome. D'autre part, une sonde spécifique de la région télomérique du bras
chromosome Il révele un chromosome X remanié mis en évidence par des sonde
figues de la région GATase et des genes centroméAydd. et télomérique droiPGU1
(figure 19c¢). En revanche, ce chromosome X remanié n'est pas révélé par les sond
de la région ATCase a la région télomérique du bras gauche du chromosome X. ¢
bridations indiquent donc une translocation réciproque entre le bras gauche du chror
X et le bras droit du chromosome 1.

3.1.2.3 Détermination des jonctions par amplification PCR

Nous avons réalisé une marche sur le chromosome |l par amplification |
I'aide d'oligonucléotides spécifiques du bras droit du chromosome |l couplés a I'oligor
tide AW1 (ra2 15-30-72. Ceci a permis de montrer |'existence d'une jonction entre le
gauche du chromosome X au niveau de la partie terminale de lai&2e15-30-72
contenant la région ATCase et le chromosome Il au niveau duTgef2. De la méme
maniére, nous avons ensuite mis en évidence la jonction entre le chromosome 1l a |
geneTEF2 et le chromosome X au niveau de la région CPSase de laiel5-30-72
Cette translocation réciproque est schématisée dans la figure 20.
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Figure 19 : Analyse du caryotype du révertant BO38/1.

a. Caryotype de la souche B038/1
FRaf : témoin (souche mere).

b. Hybridation ADN/ADN du caryotype avec une sonde ATCase.
L'hybridation a I'aide des sondes MRS3, INO1, OPT1 et YJL216c est identique.

c. Hybridation ADN/ADN du caryotype avec une sonde GATase.
L'hybridation a I'aide des sondes AVT1 et PGU1 est identique.
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Chr X —_—
ura2 15-30-72

— CZZJF-—EI
Tel R (X) ATCas¢ Tel L (X)

0

Chr 1l
L o -
Tel L (1) —> Tel R (1)
TEF2
Chr1i ATCast
- o ]
Tel L (1) Tel L (X)
Chr X
[ O - D
Tel R (X) \/ Tel R (Il)

Figure 20 : Translocation réciproque : origine du révertant BO38/1.

Les chromosomes ne sont pas a I'échelle. Un événement de translocation réciprot
produit entre le bras gauche du chromosome X au niveau de Lal2ld5-30-72¢t le bras
droit du chromosome Il au niveau du gare-2.
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La protéine de fusion permettant la réactivation du domaine ATCase dédt
cet événement, les caractéristiques plus précises de ces jonctions ainsi que leur ¢
seront analysées dans le chapitre 3.

3.1.2.4 L'analyse de la ségrégation des caractéres Ura*/Ura
confirme les analyses moléculaires

La figure 21 illustre la ségrégation obtenue qui montre la présence de trois
d'asques. Sur les segments de bras de chromosomes échangés se trouvent (
essentiels comme par exemple le geR&G20 (bras gauche du chromosome X) qui ce
une farnésyl pyrophosphate synthétase (Andeegoal., 1989) ou le gén®MEC1 (bras
droit du chromosome II) qui code une inositol/phosphatidylinositol kinase (Mallory & F
2000). Suite a I'événement de translocation réciproque, leE#@G20 se trouve désormai
sur le chromosome Il tandis que le gdEC1 se trouve en échange sur le chromosom
remanié.

Dans les ditypes parentaux (figure 21a), les deux chromosomes réarrar
trouvent dans les mémes spores, qui seront de phénotypetldmntiendront ainsi tous le
genes essentiels a la survie de la cellule. Les chromosomes non remaniés sont
autres spores qui sont de phénotype Btraui contiennent elles aussi les génes essent
la survie cellulaire. De ce fait, le premier type d'asque donne une ségrégatidi22 daa

Dans les ditypes recombinés (figure 21b), le chromosome X réarrangé se
avec le chromosome Il non remanié et le chromosome Il remanié avec le chromos
non réarrangé. De cette fagcon, dans les ditypes recombinés, les génes essentiels
bras de chromosomes échangés ne se trouvent jamais ensemble dans une méme
qui aura pour conséquence d'empécher les spores de germer. Ainsi, le deuxiel
d'asque ne donne aucune spore viable.

Enfin, dans les tétratypes (figure 21c), nous avons quatre types de spores, :
de type parentales dont I'une de phénotypé& Esa porteuse des remaniements et l'autr
phénotype Uraest porteuse des chromosomes non remaniés. Les deux autres spores
recombinées ne sont pas viables. Ce troisieme type d'asque donnera donc une ségt
Ura*/1 Ura.

La présence de ces trois types d'asques aprés sporulation du révertant
confirme donc un événement de translocation réciproque. De plus, le nombre de
parentaux est égal au nombre de ditypes recombinés, ce qui est conforme a une tran
réciproque.
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3.2 Evénements non viables en contexte haploide

Dans le paragraphe 3.1 nous avons détaillé les réarrangements chromosc
entrainant une réactivation du domaine ATCase qui sont viables a I'état haploide
allons a présent analyser d'autres révertants prototrophes pour l'uracile qui ne produi
deux spores viables sur les quatre contenues dans un asque, montrant qu'ils sont
d'un événement létal en phase haploide. Comme nous allons le voir, I'événement
s'est produit peut étre lié a la réactivation du domaine ATCase ou en étre indép
indiquant qu'il s'agit d'un second événement mutationnel.

3.2.1 Evénements non viables liés a la réactivation fonctionnelle
du domaine ATCase

Pour 15 souches révertantes, sur les quatre spores contenues dans un ass
pouvons observer uniquement deux spores capables de germer sur milieu complet
toujours auxotrophes pour l'uracile. Nous observons en conséquence une ségrégatio
2 Ura qui indique la sélection d'un événement létal au niveau haploide, génétiqueme
I'événement ayant induit la réactivation du domaine ATCase.

3.2.1.1 Profil de restriction Bam HI

Pour ces 15 révertants, la souche diploide permet d'obtenir un profil & deux
dont l'une est de 6,8 kb, ce qui montre la présence d'un remaniement chromos
Comme attendu, les spores de phénotype hirgpossedent que la bande de 6,8 kb.

Jusqu'a présent, nous pouvions caractériser les réarrangements que nou
sélectionnés par une analyse des spores de phénotyp&blifabsence de ces spores, s¢
I'analyse du révertant diploide permet de déterminer ces remaniements. L'analyse (
de restrictiorBamHI donnant un profil a deux bandes, il nous est impossible de distit
la nature des événements. Nous atteignons donc les limites de l'analyse du p
restriction. La caractérisation des événements reposera principalement sur l'anal
caryotypes.



75 Chapitre 2

3.2.1.2 Analyse des caryotypes et hybridations ADN/ADN

Sur ces caryotypes nous avons effectué des hybridations ADN/ADN a l'ai
sondes spécifiques couvrant lI'ensemble du chromosome X dont les caractéristiqt
mentionnées dans le tableau 2 et la figure 11.

Nous avons utilisé une sonde spécifique de la région ATCase qui nous per
localiser la séquence codant ce domaine. L'identification du chromosome X est réalis
la sonde spécifique du géne centromérig¥d 1l de ce chromosome. Pour estimer la ta
des remaniements, nous avons également utilisé les sondes spécifiques ddésRE3)e
INO1, OPT1 et de I'ORF YJL216c. La sonde spécifique du ge@&J1 qui se trouve at
niveau du télomere droit permet de localiser le bras droit du chromosome X. L'utili
de la sonde GATase permet quant a elle de déterminer la localisation chromosom
cette région contenant deux des trois mutations. La limite de notre méthode d'inves
de marche sur le chromosome par hybridation ADN/ADN est due a l'absence de
spécifique au-dela de 'ORF YJL216c.

Les résultats obtenus avec ces sondes spécifiques sont décrits dans le te
Les caryotypes et les hybridations réalisées avec les différentes sondes sont représe
la figure 22.

3.2.1.3 Duplication intrachromosomique

L'observation du caryotype de la souche B210/1 ne montre aucune modifi
dans la migration des chromosomes et une hybridation avec la sonde ATCase ne ré
le chromosome X. Les hybridations successives avec les différentes sondes men
plus haut conduisent au méme profil, montrant que I'événement ayant provo
rétablissement de la prototrophie pour l'uracile s'est produit sur ce chromosome.

La recherche d'une éventuelle délétion par [I'utilisation d'un oligonuclé
spécifique de la région ATCase couplé a des oligonucléotides spécifiques de la régio
en amont des trois mutations ne donne aucun résultat. Nous avons de cette fagcor
une région de 50 kb en amont de la séquence codant le domaine ATCase. Au-dela
distance, un événement de délétion devrait induire un changement de migration du ¢
some.

L'événement le plus probable est donc une duplication suivie de l'insertion
région dupliqguée dans un géne essentiel du chromosome X permettant ainsi I'expre.
domaine ATCase.
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gation, est lié a la réactivation du domaine ATCase.

Dans l'ordre, piste 1 a 15 : FRa/B025/1, BO77/1, B132/1, B147/1, B152/1, B177

B186/1, B251/1, B255/1, B264/1, B267/1, B283/1, B326/1 et B328/1.

a. Caryotypes

b. Hybridation ADN/ADN avec une sonde ATCase.
Les sondes MRS3, INO1, OPT1 et YJL216c donnent le méme profil.

c. Hybridation ADN/ADN avec une sonde centromeérique du chromosome X AVT1.
La sonde PGU1 donne le méme profil.
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3.2.1.4 Duplications interchromosomiques

L'hybridation des caryotypes de 11 révertants (B025/1, BO77/1, B132/1, B:
B177/1, B186/1, B255/1, B264/1, B267/1, B326/1 et B328/1) avec la sonde ATC
montré que la séquence codant ce domaine est présente au niveau du chromosom
niveau d'un autre chromosome suggérant une duplication interchromosomique (figui
tableau 4).

De plus, pour ces souches, les sondes spécifiques de genes qui se trouven
de l'alleleura2 15-30-72 ont toutes révélé un profil identique a celui révélé par la s
ATCase (tableau 4), ce qui montre qu'un segment d'une taille minimum de 14(
probablement été dupliqué. L'observation des caryotypes montre souvent une différ
migration qui traduit un changement de taille du chromosome receveur (figure 22a).

En aval de 'ORF YJL216c, nous ne sommes plus en mesure de produire de
spécifiques, les régions télomériques étant redondantes dans le génome. Il nous
impossible de caractériser plus précisément le remaniement chromosomique sel
méthode. Dans le cas d'une translocation réciproque, le changement de te
chromosome receveur de la région ATCase observé dans de nombreux cas (fig
devrait impliquer un changement de taille équivalent du chromosome X donneur,
n'est pas le cas. Un événement de duplication est donc plus probable.

Comme nous l'avons vu, les événements de duplication présents dans ces
sont létaux a I'état haploide. Ceci peut étre causé par l'insertion de I'élément d
responsable du rétablissement de la prototrophie pour l'uracile dans un gene essent
ce cas, les spores contenant I'élément dupliqué qui devraient étre de phénotypenl
incapables de germer en raison de l'interruption du géne essentiel. En revanche, le
ne portant pas ce remaniement peuvent germer sur milieu complet, mais sont de pf
Ura. Ceci nous donne donc bien une ségrégation 2(tigare 23a).

Ces duplications pourraient également étre une duplication d'une partie d
gauche du chromosome X qui viendrait remplacer une partie du chromosome re
L'étude des caryotypes donne dans ce cas les mémes résultats que pour une duplici
la limite va au-dela de I'ORF YJL216c¢. De plus, si dans la région perdue par le chron
receveur se trouve un gene essentiel, le domaine ATCase peut étre réactivé en entra
|étalité pour les spores qui devraient étre de phénotypedfifa ségrégation issue de
type d'événement sera également de type 2 (figare 23b). Ce réarrangement pourrait
produire selon le modele du BIR (Paques & Haber, 2000 ; Symington, 2002 ; D¢
Symington, 2004) décrit dans la partie « Introduction » de ce travail (figure 1b).

La technique d'hybridation CGH (Comparative Genomic Hybridization) utili
les puces a ADN (Hugues al., 2000) pourrait permettre de mieux déterminer les type
duplication que nous isolons et ainsi de mieux comprendre les mécanismes impliqués
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3.2.1.5 Délétion segmentale

Le caryotype électrophorétique de la souche B283/1 (figure 22 piste 13a)
hybridations a l'aide des sondes ATCase (figure 22, piste 13b) et AVT1 (figure 22
13c) montrent qu'un chromosome X a subi une modification de taille.

Les hybridations a l'aide des sondes spécifiques de 'ORF YJL216c et des
OPT1, INO1, AVT1 etPGUL1 révelent le méme profil que la sonde ATCase (tableau 5

Afin de déterminer I'événement, nous avons réalisé une marche sur le chr
me X par hybridation ADN/ADN, de la région ATCase au centromere. Ainsi, les t
dations avec une sonde GATase et une sonde spécifique du début dNEJdnkmcalisé
124 kb en amont de l'allelga2 15-30-72 ne réveélent que le chromosome X non reme
(tableau 5) tandis que les sondes spécifiques des régions en al@¥fiddonnent le mé-
me profil que la sonde spécifique de la région ATCase. Ces hybridations montrent «
présence d'une large délétion.

Pour confirmer cette délétion, nous avons réalisé une amplification PCR
I'oligonucléotide AW3R spécifique de l'allelga2 15-30-72 et I'oligonucléotide NET1-Z
(Annexe 1) spécifique de la partie centrale du geB&1 qui a permis d'obtenir un frag
ment de 0,8 kb, montrant la présence d'une délétion de 128,3 kb (figure 24). L'anal
séquences au niveau de la jonction sera abordée dans le chapitre 3.

L'impossibilité d'obtenir des spores de phénotype* Urapartir du révertan
B283/1 s'explique car le segment délété contient au moins deux genes essentiels€Gi
al., 2002) : le gén&CD14 qui code une tRNA méthyl-transférase (Andersoal., 2000)
et le gendNET1 qui code une protéine ribosomale (Straigihal., 1999).

3.2.1.6 Délétion-translocation réciproque

Les analyses moléculaires du révertant B251/1 ont réveélé la présenc
événement de translocation réciproque entre le chromosome X et le chromosol
associé a une délétion de 191 kb. Cet événement est schématisé dans la figure 25.

(i) Translocation réciproque entre les chromosomes X et XI|

L'analyse des caryotypes (figure 22, piste 9 et tableau 6a) a l'aide de
spécifiques du bras gauche du chromosome X a partir de la région ATCase jusqu'a |
télomérique gauche réveéle les chromosomes Xl et X (figure 22, piste 9b).

D'autre part, les sondes spécifiques des genes centrom@&xidueet télomérique
droit PGU1 du chromosome X révélent un chromosome X remanié (figure 22, piste 9
chromosome est également mis en évidence par une sonde spécifique de Il
télomérique du bras droit du chromosome XII.
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Ces hybridations indiquent donc une translocation réciproque entre le bras
du chromosome X et le bras droit du chromosome XII.

(i) Délétion

Une marche sur le chromosome X par hybridation ADN/ADN a partir de la re
GATase jusqu'a la région du geBBIA3 situé a 151 kb en amont de l'all@la2 15-30-72
ne révelent que le chromosome X de référence et non celui qui est modifié (tableau
région chromosomique située de la région GATase au BRAS est donc absente de
chromosome X modifié.

Ces différentes hybridations nous ont donc permis de caractérisel
translocation réciproque entre le chromosome X et le chromosome Xll ainsi qu'une c
segmentale sur ce méme chromosome X.

(iii) Jonction des bras transloqués

Pour confirmer ces hybridations ADN/ADN, nous avons réalisé des analys
amplification PCR. Pour caractériser la jonction entre le bras gauche du chromos
portant la séquence codant le domaine ATCase et le chromosome Xll, nous avons |
méthode de la « tail-PCR » utilisant des amorces dégénérées décrite par Liu & \
(1995). Apres avoir déterminé la région de jonction par cette technique, nous avons
une amplification PCR avec l'oligonucléotide FR4 spécifique de l'alta 15-30-72et un
oligonucléotide spécifique du geN&F3 situé sur le chromosome Xll. Cette amplificati
a permis la production d'un fragment de 1,2 kb, confirmant la jonction entre le bras
du chromosome X au niveau de la région CPSase et le chromosome Xl a hauteur
YEF3.

De la méme facon, une amplification PCR a l'aide d'oligonucléotides spéci
du géneYEF3 et de I'ORF YJL043w a produit un fragment de 0,8 kb. Nous avons
confirmé la jonction entre le bras droit du chromosome XlI au niveau duXfeire et le
chromosome X au niveau de 'ORF YJL043w.

Nous avons donc pu démontrer la présence d'une translocation réciproque
bras gauche d'un chromosome X et le bras droit d'un chromosome XlII associé a une
d'une taille de 191 kb (de la région CPSase de l'alla2 15-30-72a 'ORF YJL043w). Ce
remaniement est schématisé dans la figure 25.

Sur le chromosome XIlI, le site de jonction se trouve a l'intérieur de la séq
codant le gen¥EF3 dont le produit est la sous-unité ribosomique qui correspond au fe
d'élongation de la traduction EF-3 (McCarthy, 1998). La délétion de ce géne esl
(Giaeveret al., 2002), aussi, son interruption explique l'impossibilité d'obtenir des s
prototrophes pour l'uracile.



Chapitre 2

83

‘ulowa] ayanos k| anb 1ney snjd aibiw ||A swosowolyod ) : [IIA]
‘ulowa)] ayanos k| anb seq snid aibiw X swosowolyd 9| : (X)
"ulowa)] ayanos k| anb 1ney snjd aibiw X swosowoayo 9| : [X]

‘[I/A dwosowoyd np ayoneb seluq 3| Jns anlis yHaP@b np anbioads 1s8 yHAV apuos e
‘[IX 9WOSOWOo4yd np 1oJp Sskeluq 3| Ins anuis £rpgdD np anbyioads 1s8 £N37] apuos e

"X SWOSOWO0IYI 3| INS SONNS
wou awaw np saudb sap sanbyloads Juos TNOd 18 TLAV ‘€VNE ‘9SeLVD ‘MLTZICA ‘TLdO ‘TONI ‘€SHIN ‘9SeD 1V S9puos Sa7

"("q) T/2519 19 ("B) T/TS2g Sayonos sap adAloAred np NQY/NAV uonepugAy sed asAjeuy : 9 nesjgeL

X+HIA] X+X | X +X X X AT+ X [ INAT+X | TnAT+X | TuAl+ X | TIAl + X T/2ST9
yHAV TN9d TIAVY €VNG |9selvo [29TZICA | TLdO TONI €SHN ased Vv
1A YD Yowosowoly)d| ayonos
9puos
XI+nx | [IXI+X IX] + X X X X + X X + X X + X X + X [IX + X T/1S29
SER TN9d TIAV €VNG |9selvD [29TZICA | TLdO TONI SSHIN asedlVv
X 4YD Yewosowolyd| ayonos
apuos




84 Chapitre 2
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Figure 25 : Délétion-translocation réciproque : origine du révertant B251/1.

Les chromosomes ne sont pas a I'échelle. Un événement de délétion s'est produit ent
ura2 15-30-72et 'ORF YJL043w tandis que dans le méme temps une translocation re
gue s'est produite entre le bras gauche du chromosome X au niveau deitaelB-30-72
et le bras droit du chromosome XII au niveau du g&8E3.
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La séquence de cette jonction conduisant a une protéine de fusion entrai
réactivation du domaine ATCase issue de l'association du YER8 avec la partie
terminale de l'alleleira2 15-30-72sera abordée dans le chapitre 3.

(iv) Révertant B152/1

Pour la souche B152/1, les hybridations ADN/ADN (figure 22, piste 6 et tal
6b) nous donnent des résultats semblables a ceux observés dans le révertant E
suggérent un événement de translocation du bras gauche du chromosome X vers le
some VIl lié a un événement de délétion supérieur a 151 kb. Nous n'avons pas été el
de déterminer les jonctions de ces événements. Il sera nécessaire de poursuivre les
par d'autres méthodes afin de déterminer I'événement complexe qui s'est produit.

3.2.2 Evénements non viables indépendants de la réactivation
fonctionnelle du domaine ATCase

Pour les quatre révertants B218/1, B230/1, B259/1 et B307/1 I'analyse géné
révélé trois types d'asques dont la ségrégation phénotypique se répartit ainsi/i Utira
2 Ura" et 2 Ura. La capacité de ces révertants a produire des spores prototrophe
l'uracile montre que I'événement de réversion n'est pas la cause du caractere létal
La létalité observée en phase haploide est donc probablement due a un second é
indépendant de la réactivation du domaine ATCase (figure 26).

La sporulation du révertant B247/1 conduit systématiquement a la productio
seul type d'asque contenant 4 spores dont deux seulement sont viables et de phérot
Ceci montre la sélection d'un événement non viable indépendant de la réactivation fc
nelle du domaine ATCase, mais lié au second alla2 15-30-72

3.2.2.1 Analyse du révertant B259/1

De la méme facon que dans le § 3.1.1.1, nous avons analyseé le profil de res
BamHI du diploide et des spores Urat Ura qui est caractéristique d'un événement
duplication.

L'hybridation ADN/ADN du caryotype (figures 27a et 27b) avec une St
ATCase ne révéle que le chromosome X et montre donc que la duplication es
chromosomique.
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ura2 15-30-72

—o— I
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affectant un géne essentiel
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Figure 26 : Analyse génétique d'un événement létal indépendant de liedi2|&5-
30-72.

Nous représentons ici un événement de délétion accompagné d'un second év
de mutation, |étal et indépendant de l'aliéa2 15-30-72

Les spores qui porteront cette mutation additionnelle ne sont pas viables. S
distribution des chromosomes en méiose, le révertant diploide peut également
re des asques avec une ségrégation 2dfides asques avec une ségrégation 2 U

Les ségrégations sont les mémes dans le cas d'un événement de duplicati
région ATCase.
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Figure 27 : Analyse du caryotype de la souche B259/1.

a. Caryotype de la souche B259/1. Dans le révertant diploide se trouve un chror
remanié au niveau des chromosomes IV et Xll qu'on ne retrouve jamais dans les
viables.

b. Hybridation ADN/ADN du caryotype avec un sonde ATCase.
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D'autre part, on peut observer en analysant le caryotype du révertant d
(figure 27a) une différence de migration significative pour un chromosome migrant pl
gue les chromosomes IV et XIl. Ce changement ne se retrouve pas au niveau de
viables, ni Urd, ni Ura. Cette observation suggére un remaniement de grande taille p
chromosome qui pourrait étre létal en phase haploide, expliquant la ségrégation obs
'absence de ce remaniement dans les spores viables. Une analyse approfond
chromosome pourrait permettre de confirmer notre hypothese.

3.2.2.2 Analyse des révertants B218/1, B230/1 et B307/1

Pour ces souches, les analyses moléculaires ont montré la présence d'une
au niveau de l'allelaura2 15-30-72 Leurs caractéristiques seront décrites de fe
approfondie dans le chapitre 3.

Si I'étude des ségrégations montre qu'un second événement indépendal
délétion est associé a la Iétalité, les analyses des caryotypes et les hybridations AC
réalisées n'ont pas permis de révéler de modification visible pouvant expliquer cette
téristique.

3.2.2.3 Analyse du révertant B247/1

Les analyses moléculaires montrent que I'événement responsable du rét
ment de la prototrophie pour l'uracile est une délétion. L'analyse du caryotype électrc
tique et les hybridations ADN/ADN n'ont pas permis de mettre en évidence une quel
modification de migration des chromosomes. Cependant, le profil de restBetohil du
révertant diploide révele I'absence du fragment de 6,8 kb spécifique de Uiad2Il&5-30-
72.

Sur quatre spores contenues dans les asques, deux seulement sont viable
systématiquement prototrophes pour l'uracile, suggérant qu'un événement létal
haploide s'est produit et que les spores Woait porteuses de cette mutation. La léte
observée est donc génétiquement liee au second @widlel 5-30-72qui n'est pas impliqut
dans la réactivation de I'ATCase. L'absence de la bande de 6,8 kb montre la dispal
cet alléle.

L'ensemble de ces observations permet d'émettre deux hypothéses cor
I'événement létal :
(i) Le second chromosome X a subi un événement de délétion entrainant a la fois
ura2 15-30-72et un géne essentiel présent sur ce chromosome. Dans ce cas, la 1
cette délétion n'est pas suffisamment importante pour étre observable sur le caryotyp
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(i) Il s'agit d'un cas d'aneuploidie, le second chromosome X est entierement perdu.

Ces deux hypothéses concordent avec l'absence du fragment de 6,8 kb
profil BamHI du révertant diploide et avec l'absence de modification observable
caryotype électrophorétique.

La technique de CGH permettrait de tester ces hypothéses.

4. Sélections et analyse moléculaire d'événements
de réactivation du domaine ATCase en contexte ha-

ploide a

Les précédents travaux utilisant notre crible de sélection ont été menés |
contexte haploide. lls ont permis d'identifier trois types d'événements qui sont l'in:
d'un élément transposable Tyl dans la phase codante de lied2|&5-30-72et en amont
de la région ATCase, la délétion de la région contenant les trois mutations ou bien el
duplication d'un fragment du chromosome X contenant la région ATCase suivie (

insertion dans une nouvelle région génomique (Bachl., 1995 ; Roelantst al., 1995 ;
Welckeret al., 2000).

Lors de ce travail, nous avons réalisé de nouvelles sélections dans ce c
avec la souche FRqui nous servent de témoin. Nous pourrons ainsi comparer les ré:
obtenus avec ceux du contexte diploide.

4.1 Résultats des sélections

Nous avons effectué 29 sélections a l'aide de la souchedeRjui correspond
6,93.189 cellules étalées. Nous avons pu obtenir 16 révertants indépendants proto
pour l'uracile. Le taux de mutation est calculé selon la méthode du maximum de vi
blance de Lea & Coulson (1949) et les intervalles de confiance sont déterminés ave(
de Student. Le taux de mutation observé a partir de ces sélections &gt B0
mutation/alléleura2 15-30-72cellule/génération avec un intervalle de confiance calct
95 % compris entr®,9.101 et 2,3.1610. Ce taux est comparable aux résultats obse
dans les précédents travaux qui avaient mis en évidence un taux de mutation gl
2,31010 avec un intervalle de confiance calculé a 95 % compris &/&re0!! et 1,1.1610
(Welckeret al., 2000). En effet, le chevauchement des intervalles de confiance mont
la différence observée entre ces deux taux de mutation n'est pas significative.
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Nombre Révertants
Délétion 7 0al/1,05/1,06/1 ,a8/1,a17/1,a25/1,027/1
Duplication 2 08/2,a21/1
Insertion Ty 7 al/2, ax3/1,010/1 ,015/1,026/2,026/3,030/1

Tableau 7 : Récapitulatif de la distribution des événements de réactivati
domaine ATCase sélectionnés en contexte haptideez les seize révertan

indépendants.
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4.2 Analyse moléculaire des événements sélectionnés

La méthode que nous avons appliquée pour l'analyse des révertants haplo
identique a celle utilisée pour les révertants diploides décrite dans le § 1.3 etle § 1
chapitre. L'analyse est cependant plus simple du fait de la présence du génome er
exemplaire. Les résultats sont présentés dans le tableau 7.

4.2.1 Evénements de duplication

Deux révertants indépendants proviennent d'un événement de duplication
le profil de restrictiorBamHI montre un profil a deux bandes.

4.2.2 Evénements de délétion

Sept révertants indépendants montrent un profil de restrisaomHI & une bande
de taille supérieure a 6,8 kb. Les analyses par amplification PCR selon les cor
décrites dans le § 1.3.3 ont permis de mettre en évidence un événement de déléti
région de l'allelaira2 15-30-72 contenant les trois mutations. Les caractéristiques pré
de ces délétions seront abordées dans le chapitre 3.

4.2.3 Evénements de transposition d'éléments Tyl

L'analyse du profil de restrictidBamHI des sept révertants indépendants rest
a montré la présence d'une bande de taille identique a celle du témoin Tyl de 1
L'analyse par amplification PCR a l'aide des oligonucléotd#zkl et AW1 a permis de
confirmer l'insertion d'un élément Tyl en aval de la région contenant les trois mutat
en amont de la région codant le domaine ATCase.

4.3 Conclusions

Les sélections effectuées en contexte haploide montrent des résultats sii
aux précédentes expériences réalisées par Roetaalts(1995) et Welckeet al. (2000) en
contexte haploide tant sur le taux de mutation que sur les événements sélectionnés.
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5. Taux de mutation

Dans le § 2.1, nous avons pu voir que le taux de mutation global en conte
ploide ad est de 7,7.18 mutation/alléleura2 15-30-72cellule/génération. L'intervalle d
confiance & 95 % calculé pour ce taux de mutation est compris3aité2 et 1,2.16L
Ce taux en contexte haploide estigi. 1019 mutation/alléleura2 15-30-72cellule/généra-
tion avec un intervalle de confiance calculé a 95 % compris Brarg0!! et 2,3.160 (8
4.1). Cette différence significative revient a une baisse du taux de mutation d'un fac
entre la phase haploide et la phase diploide. Les données statistiques des éve
sélectionnés en contextes haploide et diploide sont présentées dans le tableau 8.

Comme nous l'avons démontré par I'analyse génétique, une partie des éveél
sélectionnés en contexte diploide permet d'obtenir quatre spores viables, ce qui indi
I'événement de réactivation sélectionné aurait également été sélectionnable en !
haploide. Par contre, certains révertants n'ont permis d'obtenir que deux spores
signifiant la sélection d'un événement qui n'est pas supporté en contexte haploide.
cas, ce caractere létal qui apparait a I'état haploide s'avere lié a la réactivation fonct
du domaine ATCase. Par conséquent, de tels événements n'auraient pas été sélect
en contexte haploide avec notre systeme basé sur une sélection positive de ces év
de réactivation. Dans 5 autres cas, cette |étalité est indépendante de I'événement de
tion et nous aurions donc été capables de les sélectionner en phase haploide. Ains
des événements sélectionnés en contexte diploide auraient été impossibles a sélect
contexte haploide.

En contrepartie, les événements d'insertion de rétrotransposons Tyl ne s
sélectionnables en contexte diploide du fait de la répression transcriptionnelle qui ¢
sur ces éléments transposables. Par conséquent 43,75 % des événements sélec
contexte haploide sont impossibles a sélectionner en contexte diploide.

Ces taux de mutation sont comparables car les événements non sélectio
dans chacun des deux contextes génétiques représentent sensiblement la méme pro

La différence de taux de mutation suggére une plus grande stabilité du cc
diploide par rapport au contexte haploide vis-a-vis des remaniements chromosomiq
gue nous les sélectionnons avec notre systeme. Dans l'introduction de ce travail, not
abordé les mécanismes responsables des réarrangements chromosomiques : a l'
trouve probablement une cassure d'’ADN double-brin qui peut étre réparée soit
mécanisme de recombinaison homologue, soit par le mécanisme de recombinais
homologue. Comme nous l'avons vu, ces deux voies de réparation peuvent ment
remaniements chromosomiques ou bien a une réparation a l'identique. La baisse im
du taux de mutation en contexte diploide suggére une plus grande efficacité de répe
I'identique dans ce contexte.
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En contexte diploide, des événements de conversion génique et de recomk
homologue sont possibles entre deux chromosomes homologues, contrairement au
haploide ou le génome est présent en un seul exemplaire. En conséquence, un tel &
dans notre souche homozygote entre un alled@ 15-30-72et la méme région chromos
mique ayant subi une cassure d’ADN peut mener a la restauration de I'alléle a I'identi
baisse du taux de mutation d'un facteur 18 en phase diploide par rapport a la phase
pourrait donc probablement étre due au moins en partie a ce phénoméne de co
génique.

6. Conclusions

L'ensemble des sélections réalisées en contexte diploide nous ont col
observer des événements de réactivation du domaine ATCase (tableau 9) par duplic
délétion. Cependant, comme attenéré¢deet al., 1980 ; Company & Errede, 1987)
contrairement a ce qui est observé en phase haploide, aucun événement d'inse
rétrotransposon Tyl n'a été isolé.

La nouveauté en contexte diploide réside dans la sélection d'événements
observés avec notre systéme que nous allons récapituler.

6.1 Délétion homozygote

Il est clair que la présence en un seul exemplaire de l'alia 15-30-72 en
phase haploide empéchait de voir ce type d'événement. Cependant, en contexte dip
événement reste rare puisqu'il n'a été observé qu'une seule fois parmi les 39 ré
sélectionnés. On peut également noter que nous n‘avons jamais isolé de révertants
délétions différentes sur chacun des deux alléles d'une méme souche de la région ¢
les trois mutations. Comme nous l'avons vu dans le § 2.1, avec le systeme de ¢
utilisé, le taux de mutation global est trés faible, de I'ordre dé, t@ndant statistiquemer
possible, mais avec une faible probabilité la sélection dans une méme souche (
événements de délétion sur les deux alleles de fagon simultanée. Il est donc probi
I'apparition de deux délétions identiques soit le résultat de deux événements dont le
entraine l'apparition du second. Ceci corrobore I'hypothése d'un événement de
immédiatement suivi d'une conversion génique prenant pour matrice l'allele moc
entrainant I'apparition de la méme délétion au second locus.



Chapitre 2

95

‘sa|qelA sed 1uos au Inb salods ¢ 1usanuod anbse,| : o
"'9Se |V aulewop Np UOITBAIIORDI 8P JUSWSBUDAY,| B 3| [B19] JUSWBUDAD UN,p UOII3|9S : S9I| XNeld]

Z/-9R19T [Fu0nas ne 91| Juswanbnauab srew ase) |y aulewop Np UuoieAlloeal B| ap Juepuadapul 1S9 [e19] JUBWBUIAY,T : «
"aSeD | aurewop Np UOIeAIIORI B| ap Juepuadapul [B19] JUBWSUDAD UNn,p UONI3I9S : sjuepuadapul Xneo

"aplo|dip 81X81U02 Us S9UUONIB|9S anbiwosowolyd Juswabuelieal ap SIUSLWBUIAY SBp uonngulsiq : 6 Nesjgel

T/1G2¢49 '1/2S19| ¢ BiN¢ $nboidiogi uoneoo|sue-uongeQ
T/€8cd| 1 BiN¢ uonsiad
T/82€9 ‘T/92¢€4d
‘T/2929 ‘T/¥9249 ‘T/95249 ‘T/98T14 ‘T/..19 ‘T//.¥T4 ‘T/2€T4d ‘T/,.,09 ‘T/520d| TIT BiN¢ pnbiwosowoiyassyul uonealdng
T/0T24d| T BINZ pnbiwosowoiydeul uonealdng
GT S3I| XNew
T/Lvcd] T einge » uong|iad
BINZ ‘BINC
T/.0€9 ‘T/0€29 ‘1/8T2¢9| € | ‘BANT/EINT uonslea
BINZ ‘BINC
T/6G29| T | ‘®JN T/BIN T Pnbiwosowosydenul uonealdng
[ suepuadapul xne1o
0Z XNB19| SJUBWBUIAT
0BINT/BINT
T/8c04d| T | ‘®INZ/BINT anboudioal uoneoojsuel |
1/9209| T 2Ny a10bAzowoy uong|eg
T/862¢9 'T/56¢9 '1/98¢49 ‘1/18¢49 ‘1/8/¢49 ‘¢//¥24 ‘T/c0Td ‘T/¢/,0d| 8 | BINZ/eINC uonged
T/¥829 ‘1/2824 '1/6129 'T/6619 'T/9TT4d '2/9909 ‘T/9904 ‘2/8€09| 8 | ®IN ¢/®IN ¢ pnbiwosowoiydisiul uonesldng
z2/98zd|l 1 BlN z/;eiN z pnbiwosowolysenul uoneodng
6T S8|gelA SIUBWBUIAT
6E S9|0SI Sjujelansy
ase) |y aurewop np
ayonos N | uonebaibas uoneAnoeay




96 Chapitre 2

6.2 Translocation réciproqgue

Bien que viable a I'état haploide, cet événement n'a jamais pu étre mis en &
dans ce contexte. De plus, cet événement est rare puisqu'il n'apparait qu'une seule fc
probablement consécutive au mécanisme menant a ce type d'événement. En eff
cassures double-brin sont nécessaires selon les modéles décrits (revue de Paques
2000), ce qui est forcément moins fréquent qu'une seule qui conduit aux événem
délétion par exemple. Cependant, ceci n'explique pas son absence en phase hap
connaissance des points de jonction des deux bras translogqués et des séquences r
gues qui s'y trouvent nous permettra de mieux comprendre la présence de cet év
dans la phase diploide uniguement, ce que nous aborderons dans le chapitre 3.

6.3 Délétion segmentale

Une délétion segmentale de 128,3 kb a été isolée dont la conséquence est
de plusieurs genes essentiels, rendant impossible sa sélection en phase hapl
chromosome ainsi remanié est suffisamment stable pour étre maintenu dans la
malgré la perte importante de matériel génétique.

6.4 Evénement de délétion-translocation réciprogue

Dans le révertant B251/1, un événement de délétion-translocation réciproqu
caractérisé. En effet, ce révertant a subi a la fois une délétion de 191 kb et une trans
réciproque entre le chromosome X et le chromosome XllI. La létalité en phase haplc
due a la fois a la délétion qui entraine des génes essentiels et a l'interruption du gér
tiel YEF3 consécutive a I'événement de translocation réciproque.

6.5 Nombreuses duplications interchromosomiques

Sur les 22 événements de duplication sélectionnés, 19 sont des dupli
interchromosomiques. 7 d'entre-elles, viables en phase haploide sont probablerr
duplications qui ont une taille supérieure a 140 kb. 11 autres, non viables a I'état h:
ont également une taille supérieure a 140 kb. En contexte haploide, les duplicat
courte taille sont nettement plus représentées (Joseph Schacherer, commu
personnelle).
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Chapitre 3

Analyse moléculaire des événements
de délétion :
présence de differents types de jonction:

Dans ce chapitre, nous allons décrire les caractéristiques des événem
délétion sélectionnés en phases haploide et diploide, notamment leur taille et la s
nucléotidique qui se trouve a la jonction de ces délétions. Ensuite, nous comparel
résultats obtenus dans ces deux contextes. Nous préciserons également les joncti
translocation réciproque et de la délétion-translocation réciproque. Cette eétude
permettra d'émettre des hypotheses sur les mécanismes impliqués dans la forme
délétions et des éveénements de translocation qui font souvent appel a de courtes s
en répétition directe (Haber & Leung, 1996).

1. Taille et localisation des délétions obtenues en
contextes haploide a et diploide a/ a

1.1 Evénements de délétion sélectionnés en contexte ha-
ploide

Dans ce contexte, 7 événements indépendants de délétion ont pu étre cara
L'identification du site auquel s'est produit ce remaniement chromosomique, nous pe
définir deux types de délétion. Dans le premier, la délétion est interne a ledi2|&5-30-
72 tandis que dans le second, elle comprend la région codante de l'alléle contenant
mutations ainsi qu'une partie de la région promotrice. Pour le gBAR, le point d'ini-
tiation de la transcription se trouve a la position -63 pour les transcrits majeurs et -£
les transcrits mineurs et une boite TATAT se trouve en position -123 (Seualet 1989).
Les caractéristiques de ces délétions sont résumées dans le tableau 10a.
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Taille Bornes position | protéine [Souche
de la délétion ura2 15-30-72 chromosome X| ATG init | putative
3222 bp +162 / +3392 172122 / 1688972 +1 1140 aa |a27/1
5328 bp +132 / 45473 172152 / 166811 +1 438 aa |08/1
3857 bp -522 | +3346 172807 /168938 +3352 | 1097 aa |al1/1,05/1,
06/1,025/1
4496 bp -635 / +3861 172922 /168423 +3868 | 925aa |al7/1
Taille Bornes position | protéine |Souche
de la délétion  ura2 15-30-72 chromosome X| ATG init | putative
3513 bp +176 / +3692 172108 / 168592 +1 1043 aa |B307/1
3951 bp +106 / +4059 172178 / 168225 +1 897 aa |B298/1
3161 bp -23 / +3137 172308 /1691471 +3184 | 1153 aa |B026/1
3564 bp -556 / +3009 172841 /169274 +3052 | 1197 aa |B072/1
3588 bp -582 / +3008 172867 /169276 +3052 | 1197 aa |B286/1
3629 bp -482 | +3148 172768 /169197 +3184 | 1153 aa |B278/1
3809 bp -577 | +3233 172862 /169051 +3262 | 1127 aa |B102/1
3857 bp -522 | +3346 172807 /168938 +3352 | 1097 aa |B218/1, B281/1
3901 bp -575/ +3328 172860 /168956 +3352 | 1097 aa |B295/1
3974 bp -703 / +3274 172988 /169013 +3301 | 1114 aa |B247/1
4810 bp -364 | +4448 172649 /167836 -383 739 aa |B247/2
5917 bp -369 / +5550 172654 /166734 -383 370 aa |B230/1
128,3 kb |+625 NETY) / +4786 295784 / 167499 +4999 548 aa |B283/1

Tableau 10 : Caractérisation moléculaire des événements de délétion sélectionnés.
a. En contexte haploide.
b. En contexte diploide.

Les bornes sont déterminées en fonction de la position +1 dulg@a2 et en fonction de I
position +1 du chromosome X.

Position ATG init : position du premier ATG en phase avec la région ATCase utilisé pour ¢
la protéine putative.

Délétion intragénique

+1 de l'alleleura2 15-30-72
Délétion génique contenant le codon d'initiation: le premier ATG en phase avec la rég
ATCase se trouve au niveau du domaine CPSase et le promoteur duRERe@st vraisembla:
blement conserve.
Délétion de la région promotrice et des trois mutations : le premier ATG en phase avec le
ATCase se trouve au niveau du domaine CPSa3@( en amont du +1 de l'allelga2 15-30-

72 ().

Délétion segmentalc

avec la région ATCase se trouve au niveau du domaine CPSase.

. le premier ATG en phase avec la région ATCase se trouve au r

. fusion de deux séguences nucléotidiques ; le premier ATG en
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1.1.1 Délétion intragénigue

Deux des sept délétions sélectionnées sont intragéniques. En effet, les ré
08/1 eta27/1 montrent une séquence nucléotidique délétée allant respectivemen
position +132 a la position +5473 et de la position +162 a la position +3392, la posit
correspondant au nucléotide A du codon d'initiation de la traduction duUjeA2. Les
tailles respectives des régions délétées sont de 5327 bp et de 3222 bp.

Dans ces cas de délétion intragénique (figure 28a), le promoteur dlJBéyie
est conservé. Cette délétion interne permet la perte des trois mutations ponctuelle
suite de cet événement, nous pouvons observer une nouvelle phase de lecture parte
blement du codon initiateur et s'arrétant au codon de terminaison dwBéze De cette
facon, nous pouvons déduire de cette nouvelle phase codante une protéine de 438 ¢
révertanta8/1 et de 1140 aa pour le révertai7/1.

1.1.2 Délétion de la région promotrice

Cing autres délétions ont subi la perte d'une séquence comprenant la
promotrice et les trois mutations. Deux délétions différentes de ce type ont été ob
puisque les révertantsl/1, a5/1, a6/1 eta25/1 ont subi le méme événement de délé
qui s'étend des positions -522 a +3346, pour une taille de 3856 bp. La adidtha quant
a elle subi une délétion de 4496 bp allant des positions -635 a +3861.

La nouvelle protéine a été déduite a partir du premier ATG présent en phas
la séquence codant le domaine ATCésgure 28b1) De cette facon, la délétion qui s'¢
produite dans le révertaafl7/1 entraine l'apparition d'une protéine de 925 aa et de 10
dans les révertantsl/1, a5/1,06/1 eta25/1.

1.2 Evénements de délétion sélectionnés en contexte di-
ploide

Dans ce contexte, 14 événements indépendants de délétion ont pu étre care
Trois types de délétion ont pu étre observés : des délétions intragéniques, des déléti
région promotrice en plus des trois mutations comme nous l'avons vu précédemme

gu'une délétion segmentale de 128,3 kb. Les caractéristiques de ces délétions sont
|ées dans le tableau 10b.
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Figure 28 : Délétions chromosomiques au niveau de l'altat2 15-30-72

a. Délétion intragénique.

La délétion permet la perte des 3 mutations de l'aliEd@ 15-30-72et la remise en phas
de la région codant le domaine ATCase. Le codon initiateur est conservé. La protéir
de cet événement commence avec le codon d'initiation ATG de l'allele.

b. Délétion de la région promotrice.

La région promotrice est perdue avec les trois mutations. Pour déterminer le codon
tion de la nouvelle protéine, nous avons recherché le premier codon ATG en phase
région ATCase soit dans la séquence restante de l'at@ke15-30-72bl), soit dans le
région se trouvant en amont de cette séquence (b2).
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1.2.1 Délétion intragénigue

Les révertants B298/1 et B307/1 portent une délétion intragénique. Le pi
montre une délétion s'étendant des positions +106 a +4058, pour une taille de régior
de 3951 bp. Le second a subi une délétion de 3512 bp allant des positions +166 a +3

De la méme facon qu'en contexte haploide, ces délétions englobent le
mutations ponctuelles et permettent la remise en phase de la région codant le ¢
ATCase qui peut des lors étre traduit. Les protéines déduites de ces délétions
vraisemblablement le codon d'initiation du gé&sRA2 et ont une taille de 897 aa pour
révertant B298/1 et de 1043 aa pour le révertant B307/1.

1.2.2 Délétion de la région promotrice

Dix autres révertants isolés en contexte diploide ont subi ce type d'événiemn
premier codon d'initiation ATG en phase avec la séquence codant le domaine AT(
trouve dans la région CPSase pour huit de ces délétions (figure 28b1l et tableau 1
revanche, pour les souches B230/1 et B247/2, le premier ATG en phase avec le
ATCase pour la nouvelle protéine putative se trouve dans la région intergénique, er
du site de délétion (figure 28b2 et tableau 10b). Toutssdélétions sont différentes
celles précédemment observées en contexte haploide a l'exception des révertants [
B281/1.

Dans la souche B026/1, bien que la délétion commence a la position
entraine donc la perte du codon d'initiation de la traduction, le promoteur du gene
signaux d'initiation sont probablement conservés. Le premier codon ATG en phase
région ATCase se trouve donc au niveau de la région CPSase (+3184).

1.2.3 Délétion segmentale

Comme nous l'avons mis en évidence dans le chapitre 2, le révertant B28
porteur d'une délétion segmentale d'une taille de 128,3 kb. Les analyses PCR et le s
ge de la jonction de cette délétion ont permis de démontrer qu'elle s'est effectuée
position +4786 de l'allelara2 15-30-72 dans le domaine CPSase, et la position +62!
geneNET]1, c'est-a-dire entre les positions 167499 et 295784 du chromosome X se
coordonnées définies dans la souche S288C. Cette délétion entraine une interru;
geneNET1. Les phases codantes des deux génes étant en sens oppos€, nous ne
émettre I'hypothese d'une protéine de fusion. Une nouvelle phase ouverte de
potentielle longue de 1647 nucléotides, commencant dans le domaine CPSase d
ura2 15-30-72et conduisant a une protéine putative de 548 aa est probablement re:
ble de la restauration de la prototrophie pour l'uracile.
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1.3 Conclusions

Dans les deux contextes, nous pouvons observer l'apparition de dé
intragéniques et de délétions comprenant la région promotrice et la région porteuse (
mutations. De plus, la protéine issue de ces remaniements correspond a une n
séquence qui commencerait en amont du domaine DHOase-like a l'exception ¢
révertants ¢8/1, B230/1 et B283/1). Roelangs al. (1997) ont souligné l'importance de
domaine pour l'activité du domaine ATCase. Nos résultats montrent qu'il n'y e

indispensable.

En contexte diploide, sur quatorze événements, deux ont déja été sélectio
contexte haploide, les douze autres s'étant produits a des sites différents. La
segmentale n'est pas sélectionnable a I'état haploide du fait de son caractere léta
cellule. Par contre, les onze événements de délétion restants sont viables en
haploide et n‘ont pourtant jamais été observés dans cette phase.

Nous pouvons remarquer la présence dans les deux contextes d'une
longue de 3857 bp qui apparait plus fréquemment que les autres.

De nombreux révertants ayant subi la perte d'une partie de la région promo
serait intéressant dans ces cas-la de déterminer le point d'initiation de la transcription

2. Analyse des séguences des jonctions des délé-
tions isolées dans les deux contextes

Dans le 81, nous avons pu observer des différences entre les événem
délétion sélectionnés dans les deux contextes au niveau de leur taille et de leur loce
L'analyse des séquences nucléotidiques des jonctions des délétions devrait nous |
de mieux comprendre ces différences.

2.1 Séguences des jonctions des délétions observées en
contexte haploide

Afin de déterminer la séquence nucléotidique présente a la jonction des dé
nous avons cloné ces jonctions par PCR puis nous avons séquencé le fragme
amplifié.

En phase haploide, le séquencage des jonctions des délétions montre la |
de deux classes différentes (tableau 11a).
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Classe Séquence Positions Souche
de délétiorn a la jonction ura2 15-30-725'| ura2 15-30-723'
I GGTGAATTAGTTT| +132a+144 | +5461 a +547308/1
GAAAGAATTGA -522 a -512 +3336 a +3346(al1/1,a5/1,
06/1,a25/1
GGTTATCC +162 a+169 | +3385 a +3394027/1
I - - - al7/l
Classe Séquence Positions Souche
de délétiorn] a la jonction ura2 15-30-75' |ura2 15-30-723'
| GAAAGAATTGA -522 a -512 +3336 a +3346|B218/1, B281/1
1 - - - B102/1
1] TACT -369 a -366 +5547 a +5550B230/1
TGCT -703 a4 -700 +3271 a +3274B247/1
TTGA -364 a -364 +4445 a +4448|B247/2
CTGT -582 a -579 +3005 a +3008B286/1
CAAC -575 a -571 +3325 a +3328B295/1
GTT -556 a -554 +3007 a +3009|B072/1
TGT +176 a +178 +3690 a +3692B307/1
CA +106 a +107 +4058 a +4059B298/1
T - 23 + 3137 B026/1
T -482 + 3148 B278/1
C + 624 \NET) + 4787 B283/1

Tableau 11 : Séquences trouvées aux jonctions des délétions.
a. En contexte haploide.

b. En contexte diploide.

Les positions sont déterminées en fonction de la position +1 de laiédel5-30-72 Les
séquences sont données de 5' en 3' dans le sens de lecture derb2ll&e30-72
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Les délétions de la classe | (six révertants) présentent a leur point de joncti
courte séquence nucléotidigue nommeée microhomologie, qui se trouvait en rég
directe de part et d'autre de la région déelétée avant que ne se produise cet événeme
29). La taille de ces séquences est comprise entre 8 et 11 bp.

En revanche, aucune microhomologie ne se retrouve a la jonction des délét
la classe Il (un révertant)

Les travaux de Welcket al. (2000) avaient également mis en évidence ces !
classes d'événements et la taille des séquences de microhomologie variait de 7 a 13

2.2 Séquences des jonctions des délétions observées en
contexte diploide a/ a : apparition d'une nouvelle classe

Les caractéristigues des séquences présentes aux jonctions des délétions it
contexte diploide sont présentées dans le tableau 11b.

Nous pouvons retrouver les mémes classes de délétion (I et Il) qu'en
haploide. En effet, les révertants B218/1 et B281/1 dont les délétions intervenues &
ura2 15-30-72présentent les mémes caractéristiques que celles des souches hafplaic
a5/1, a6/1 eta25/1, montrant une délétion qui s'est produite aux mémes sites.
présentent également les mémes séquences de 11 bp, représentant ainsi la cl:
délétions avec des microhomologies.

Pour la souche B102/1, I'absence de microhomologie a la jonction montre
délétion est de type classe Il. Cependant, cet événement de délétion est différent
présent dans le révertami7/1 puisqu'il s'est produit a un autre site (jonction des posit
-577 a +3233 contre les positioii85 a +3861 pounl7/1).

Onze délétions isolées en contexte diploide, glarmi lesquelles la délétio
segmentale, présentent des jonctions avec des microhomologies de trés courte tail
de 1 a 4 bp. Ces délétions ne sont observées que dans ce contexte et caractér
nouvelle classe de délétions nommeée classe lII.

Dans les délétions observées en phase haploide, les délétions de la clas:
nettement majoritaires (86 %) alors qu'en phase diploide elles deviennent minoritai
%) au profit de la classe Il (79 %). En outre, dans cette classe, les microhnomologies
sont les plus présentes (36 % de I'ensemble des délétibmeeties délétions de classe.ll
Enfin, excepté les révertants B026/1 et B278/1, les caractéristiques de toutes ces (
sont différentes.
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ura2 15-30-72

> > ATCase
Cen) L IXX | ——f—{ver]
7 ¥
ATCase
Ced y U ——f—e

Figure 29 : Evénement de délétion et séquences identiques en répétition directe.

La figure n'est pas a I'échelle. L'événement se produit entre deux séquences ident
répétition directe se trouvant de part et d'autre des trois mutations. Un seul exemp
ces courtes séquences se trouve a la jonction de la délétion.
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3. Caractéristiques et conséguences de la translo-
cation réciproque et de la délétion-translocation
réciproque

Dans le chapitre 2, nous avons mis en évidence une translocation récipre
une délétion-translocation réciproque en contexte diploide ldanalyse des séquenc
nucléotidiqgues des jonctions correspondantes montre des caractéristiques similai
événements de délétion et nous permet de mieux comprendre les mécanismes con
leur apparition.

3.1 Translocation réciprogue

La souche B038/1 est porteuse d'une translocation réciproque qui s'est p
entre le chromosome Il au niveau du géa€2 et le chromosome X au niveau de la rég
codant le domaine CPSase (figure 30).

Ce transfert d'une partie du bras gauche du chromosome X sur le chromosc
permis une fusion en phase entre le début du GERE et la partie de l'allelera2 15-30-
72 contenant la région ATCase. Une nouvelle phase ouverte de lecture a ainsi ét
composée de la région promotrice du g2 jusqu'a la position +88 de ce ger
associée a une partie de l'alla®@2 15-30-72 de la position +3858 au codon terminate
De cette nouvelle ORF longue de 2874 bp découle une protéine de 957 aa composé
premiers aa du produit du gemeF2 et des 938 aa terminaux issus de l'alléb? 15-30-
72 (figure 30).

Aux points de jonction allelara2 15-30-72- geneTEF2 sur le chromosome Il €
geneTEF2 - alleleura2 15-30-72sur le chromosome X se trouve une séquence de ir
homologie longue de 3 bp. Cette séquence était présente a la fois dans la région ClI
l'alleleura2 15-30-72et dans le gen€EF2 (figure 30 et tableau 12).

3.2 Délétion-translocation réciproque

Dans la souche B251/1 un événement de délétion-translocation réciprc
conduit & un transfert d'une partie du bras droit du chromosome XlI, a partir dMEEBe
sur le chromosome X tandis qu'une partie du bras gauche du chromosome X, a pal
région CPSase et contenant la région ATCase a été transloguée sur le chromosome
observe également une délétion longue de 191 kb s'étendant de la région CPSas
I'ORF YJL043w (figure 31).
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s
ura2 15-30-72

Tel R (X)

Chr Il
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v 2 ATCas¢ Tel L (X)
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Tel R (X)
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——
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Figure 30 : Séguences aux jonctions de la translocation réciproque du révertant BO3

Les chromosomes ne sont pas a I'échelle.

Souche Séquence |Positions
alajonction | ura2 15-30-72 TEF2
B038/1 CAA +3858 a +3860| +88 a +90

Tableau 12 : Séquence et position de la microhomologie impliquée dans la transl
réciproque du révertant B038/1.
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—> —_—p
Chrx  YJLO43w ura2 15-30-72
[ O
Tel R (X) ﬂ -VI: ]E ATCast o[ L X)
5-TTGACCAAC-3' 5-TTGACCAAC-3'

5-TTGACCAAC-3

- @ ——1 .|
Tel L (XII) Chr X — Tel R (XII)
YEF3
5-TTGACCAAC-3’
= —— -
Tel R (X) Chr X Tel R (XII)
+
191 kt
Chr Xl 5-TTGACCAAC-3'
- O
Tel L (XII ATCast
(XII) - Tel L (X)
———————
Nt Ct

Figure 31 : Séquences aux jonctions de la délétion-translocation réciproque du r¢
B251/1.

Les chromosomes ne sont pas a I'échelle.

Souche Séquence |Positions
alajonction | ura2 15-30-72 YJLO43w YEF3
B251/1 | TTGACCAAC | +3319 a +3327| +68 a +60 +1133 a +1141

Tableau 13 : Séquence et position de la microhomologie impliquée dans la dé
translocation réciproque du révertant B251/1.
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La restauration de la prototrophie pour l'uracile est consécutive au transfer
région ATCase sur le chromosome XII. La jonction de la translocation permet une fus
geneYEF3 et de l'alleleura2 15-30-72et place les séquences ainsi fusionnées en pha
qui provoque l'apparition d'une phase ouverte de lecture longue de 4458 bp. Il en
une protéine de fusion putative de 1485 aa constituée de 380 aa issus de la partie p
du geneYEF3 et de 1107 aa issus de la partie terminale de l'altalz 15-30-72

Aux points de jonction allelera2 15-30-72- geneYEF3 et géneYEF3 - ORF
YJL043w se trouve une séquence de microhomologie longue de 9 bp. Cette séque!
présente a la fois dans la région CPSase de 'al@k15-30-72 dans le gen¥EF3, ainsi
gue dans I'ORF YJL043w (figure 31 et tableau 13).

4., M_écanismes impligués dans les événements de
délétion

Comme nous l'avons mentionné dans l'introduction, des cassures d'ADN ¢
brin peuvent étre a l'origine de réarrangements chromosomiques tels que nous pou
observer dans les cellules que nous avons pu sélectionner aussi bien en phase hag
diploide. Ces cassures peuvent étre réparées selon deux voies principales qui sont |
binaison homologue (HR pour homologous recombination) et la recombinaison non
logue (NHEJ pour non homologous end-joining).

4.1 Délétions générées par la voie de recombinaison homo-
logue (HR)

La voie de la recombinaison homologue est dépendante diRgdE2 et de son
groupe d'épistasie. Dans cette voie, le mécanisme de réparation des cassures dc
nommé « single-strand annealing » (SSA) (figure 32), peut mener a des événem
délétion ou de translocation réciproque. Ce mécanisme peut se mettre en place lo
cassure d'ADN se produit entre deux séquences identiques en répétition directe qui
deés lors s'apparier. Au sein d'un méme chromosome, ce systéme conduit a un évén
délétion, la partie chromosomique se trouvant entre les deux séquences identiqu
perdue. Entre deux chromosomes différents, ce type de mécanisme méne a un évén
translocation réciproque. Des études menées par Sugeinadrg2000) ont montré que ce
séquences doivent avoir une longueur minimum de 29 bp d'identité exacte pour que
soit efficace.
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< >
i Cassure d’ADN double-brin
<

i Digestion des extrémités 5’ de la cassure

i Appariement des séquences homologues

ZAN

'

Digestion des extrémités 3’
non homologues et ligation

>

Figure 32 : Mécanisme du single-strand annealing (SSA).
En trait gras sont représentées les séquences homologues en répétition directe.
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Dans les travaux que nous avons meneés en phases haploide et diploide, ¢
gue dans ceux menés par Welckerl. (2000), nous observons une taille de séquenc
répétition directe allant de 1 a 13 bp qui est a priori trop courte pour supposer qu'ur
nisme SSA soit a l'origine des événements que nous avons deécrits.

4.2 Délétions générées par la voie de recombinaison non-
homologue (NHEJ)

Le NHEJ est indépendant du géRaD52. Il est en revanche dépendant des ge
YKU70 et YKU80 dont les produits reconnaissent les extrémités d'une cassure doub
et permettent leur rapprochement ainsi que des giiEed, LIF1 et DNL4 dont les
produits assurent la ligation de ces extrémités. Cette voie peut mener a une réparatic
(Lieber, 1999). Les travaux de Boulton & Jackson (1996) et de Yu & Gabriel (200.
montré un mécanisme de type NHEJ nécessitant généralement la présence de
séquences identiques (1 a 5 bp) pouvant mener a un événement de délétion. |
délétions peuvent également se produire en l'absence de ce type de séquence (
Haber, 1996).

Comme nous l'avons décrit, nous pouvons observer trois types de joncti
délétion en contexte diploide : les classes | et lll montrent la présence de séquence
gues qui se trouvaient en répétition directe de part et d'autre de la région délétée
longueur de 8 a 13 bp pour la classe | et de 1 a 4 bp pour la classe lll. La clas:
présente pas ce type de séquence de microhomologie a la jonction de I'événement.
haploide, nous avons pu observer des événements similaires avec des délétions de «
de classe Il. D'autre part, les mémes types de séquences de microhomologie ont été
aux jonctions de la translocation réciproque présente dans le révertant BO38/1 et de
tion-translocation du révertant B251/1.

La présence de ces microhomologies suggere I'implication du NHEJ. Les dé
observées pourraient étre expliquées par un mécanisme de type SSA (SSA-like, &0
al., 1998), mais fonctionnant grace a I'appariement de séquences identiques de plu
taille que celle décrite pour la voie de la recombinaison homologue.

Ce type de mécanisme SSA-like pourrait également étre a l'origine de I'app
des translocations réciproques. La faible proportion de ce type d'événement (1 trans
réciproque et 2 délétion-translocation réciproques sur 39 révertants) dans les réarran
chromosomiques sélectionnés en phase diploide et leur absence en phase haploid
s'expliquer par la nécessité d'avoir deux cassures pour permettre I'échange entre ¢
de chromosomes tandis qu'une seule est nécessaire pour un événement de délétion
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les chromosomes doivent étre physiquement suffisamment proches pour que le mé
d'échange puisse se mettre en place. Il est plus probable que deux cassures doul
deux endroits différents du génome soient réparées indépendamment, ce qui n'entra
de translocation réciproque.

Enfin, alors que nous n'avions jamais observé de translocation réciproqu
notre systeme de sélection, nous avons pu isoler en contexte diptoiagle @énement d
ce type dans le révertant BO38/1. Les jonctions montrent la présence d'une séquenct
qui, selon le modele précédemment décrit, pourrait étre impliquée dans la formatiol
remaniement. Or, ce type de courte séquence semble spécifique du contexte diplail
qui explique que nous n'avons pu sélectionner cette translocation réciproque en pt
ploide, malgré la viabilité de ce réarrangement.

5. Conclusions et perspectives

La caractérisation moléculaire des différentes délétions a permis de monti
la plupart d'entre-elles résultaient de la présence de séquences identiques en r
directe aux bornes de la région délétée.

Les résultats de cette étude complétent et renforcent les observations de \
et al. (2000) et montrent I'importance de ces microhomologies pour les réarrange
chromosomiques.

La présence de ces courtes séquences dont la taille varie de 1 a 13 bp
absence dans un nombre trés limité de cas suggere qu'un mécanisme de type I
impliqué dans ces délétions. Il reste cependant a démontrer qu'il s'agit bien d'évéi
géeneéreés par cette voie de réparation. En effet, si les travaux de Walekeront montré
gue le mécanisme de délétion de classe | est indépendant dRABBR, ils n'ont pas
montré qu'il était effectivement dépendant du NHEJ.

La présence des délétions de classe Il uniqguement en contexte diptoiest
surprenante. En effet, Frank-Vaillant et Marcand (2001) ont montré que le NHI
réprimé en contexte diploidena/ll est donc étonnant d'observer I'apparition d'une clas:
délétion présentant des caractéristiques du NHEJ dans un tel contexte ou la recom
homologue est justement plus efficace et le NHEJ réprimé (Valeha@h, 2001). Notre
hypothése est que les délétions de classe | sont dues a un mécanisme de NHEJ dég
YKU80, YKU70, NEJ1 etDNL4. Leur sélection en phase haploide est fréequente tandi
dans un contexte de répression du NHEJ (contexte dipla@ijlel&s sont plus rares.
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Au contraire, la classe lll, absente en phase haploide, est tres présente en
diploide. Les délétions de cette classe pourraient donc étre générées par un mé
différent du NHEJ, fonctionnant quand cette voie de réparation est réprimée et incap
fonctionner quand elle est active. Selon cette hypothése, des sélections effectuées
haploide dans une souche déficiente pour le NHEJ devrait permettre d'isoler des délé
cette classe.
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Chapitre 4
Mecanismes impliqués dans la formation «
deletions et de translocations :
utilisation du crible ura2 15-30-72
en contextes géneétiques nejl et rad52

Les caractéristiques des séquences aux jonctions des délétions présentée:
chapitre précédent et dont la plupart présentent des séquences de microhomologie ¢
I'implication d'un mécanisme conduisant a ces événements selon la voie du NHEJ.

1. Sélection et analyse de remaniements chromoso-
migues en contexte ura2 15-30-72 nejl A

Pour tester I'nypothése du réle de la voie de réparation du NHEJ, nous
appliqué notre systéme de sélection a une souche délétée au niveau NEJEm@I est
impliqué dans cette voie.

1.1 Le géne NEJ1

La voie de réparation des cassures d'ADN double-brin du NHEJ possede pl
mécanismes dont I'un conduit a une réparation exacte de la cassure (error-free) et
des réarrangements chromosomiques (error-prone) qui sont le plus souvent des ¢
(Lewis & Resnick, 2000). La réparation précise des cassures est dépendante des prc
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genesYKU70 et YKUS8O tandis que le mécanisme error-prone jusqu'a présent décrit s
indépendant de ces deux genes (Boulton & Jackson, 1996). L'autre groupe de g¢
intervient dans cette voie de réparation est constitué des D&tek, LIF1 et NEJ1 qui
interagissent pour la ligation des deux extrémités de la cassure.

Le geneNEJ1 (ORF YLR265c) a été mis en évidence par Franck-Vaillar
Marcand (2001) et son produit, Nejlp, posséde une taille de 342 aa et interviel
permettre a la ligase DNL4p de se présenter au site de cassuret @g9i2001) et de
réparer celle-ci par ligation des deux brins. Les études menées en cagjéxtaontrent
les mémes résultats qu'en contekidd, suggérant que la présence de Nejlp est esser
a l'activité du produit du ger@NL4 (Valenciaet al., 2001).

Dans le chapitre 3, nous avons caractériseé trois classes de délétion en fonc
séquences présentes a leur jonction. Si la formation de ces différentes déléti
dépendante du mécanisme error-prone de la voie du NHEJ, l'inactivation de I'un de
impliqués dans ce mécanisme devrait le modifier et le rendre inefficace. Ainsi, en c(
nejl, nous ne devrions plus étre en mesure de sélectionner les événements relat
classes.

1.2 Construction des souches délétées au niveau du géne
NEJ1

Cette construction consiste a un remplacement du §&I& dans les souche
FRa et FRa par un alléleejl interrompu par le gén€ANR qui confére une résistance a
généticine (G418).

Pour ceci, nous avons suivi la méthode du remplacement de géne en un
mise au point par Baudiet al. (1993). Cette technique permet de remplacer un
chromosomique par un gene marqueur produit par amplification PCR. Le géne me
KANR est porté par le plasmide pFA6-KanMX4 construit par Wetchl. (1994). Chacur
des deux oligonucléotides (NEJ1-S1 et NEJ1-S2) utilisés pour cette amplification ¢
deux régions distinctes : la premiere région est spécifique du géne marqueur a ampli
une longueur de 18 bp tandis que la seconde partie correspond aux séquences adja
gene cible NEJ1) et posséde une taille de 47 bp dans notre travail. C'est par le biais
séquences adjacentes que le gene marqueur s'intégrera dans le chromosome en
ment du gene cible. Les cycles utilisés sont décrits dans le chapitre 1 « Matériel et M
» (8 8.4.1) et les caractéristiques des oligonucléotides se trouvent en Annexe 3.
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pFAG-kanMX4 / NEJ1-S2

KANR

NEJLST

L Amplification PCR

| KANR

i Transformation et remplacement de ge

KANR

NEJ1

Chr XII l

KANR

Chr Xl

Sélection des transformants <
mileu complet + G418

v

Isolement et vérification du phénotype KAN
Vérification PCR

Figure 33 : Remplacement en une étape du & par le géne marqueANR.
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Les difféerentes étapes nécessaires pour l'interruption sont décrites dans le
33. Le fragment PCR contenant le g&#\R est introduit dans la souche &Ru FRa pat
électrotransformation (chapitre 1, § 6). Aprés transformation, les cellules sont étalées
milieu complet supplémenté de généticine a une concentration de 200 ug/l. Les c
résistantes sont subclonées. Le remplacement a été vérifié par amplification PCR el
la présence du gér€ANR au locusNEJ1. En paralléle, nous avons vérifié I'absence
l'allele sauvage du gerdEJ1. Nous avons obtenu ainsi les souchesaMTet YTaN de
génotypeura2 15-30-72 nejl::KAR.

La souche diploide homozygote YTBN délétée au niveau du JEd& a été
construite par croisement des souchestMet YTaN.

1.3 Analyse moléculaire de remaniements chromosomiques
sélectionnés en contexte haploide o ura2 15-30-72 nejl1 A

54 sélections correspondantl®6.161 cellules ont été effectuées a l'aide de
souche YTN et ont permis d'obtenir 16 révertants indépendants prototrophes pour I't
Les révertants obtenus en phase haploide sont noaisheés

Nous avons utilisé la méme méthode que dans le chapitre 2, par analyse de
de restriction et par amplification PCR. Ces analyses ont permis de caractéris
événements de délétion, deux événements de duplication et sept insertions d'élémer
amont de la région ATCase.

1.3.1 Evénements de duplication

Le profil de restrictiorBamHI montre pour les révertants indépendaritel3/2,
aN13/3 ettN21/1 un profil-type des événements de duplication a deux bandes.

L'analyse des caryotypes électrophorétigues ne montre aucune différel
migration et I'hybridation a l'aide d'une sonde ATCase ne révele que le chromos
montrant que ces duplications sont intrachromosomiques.

1.3.2 Evénements de délétion

Sept révertants indépendants montrent un profil de restrisaomHI & une bande
de taille supérieure a 6,8 kb. L'analyse par amplification PCR de ces révertants hap
permis de mettre en évidence une délétion de la région de llaié&lel5-30-72 contenant
les trois mutations.
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Taille Bornes position | protéine |Souche
de la délétion  ura2 15-30-72 chromosome X| ATG init | putative
3020 bp +260 a +3281 | 172025 / 169004 +1 1120 aa |aN51/1
3218 bp +186 a +3413 | 172089 / 1688772 +1 1141 aa |[aN11/1,aN22/1
5328 bp +132 / 45473 172152 / 166811 +1 438 aa |oN13/1
3857 bp -522 [ +3346 172807 /168938 +3352 | 1097 aa |aN23/1,aN27/1,

aN48/1

Tableau 14 : Caractérisation moléculaire des événements de délétion sélectionnés en
haploiden ura2 15-30-72 nejA .

Les bornes sont déterminées par rapport a la position +1 duJgsk2 et en fonction de i
position +1 du chromosome X.

Classe Séquence Positions Souche
de délétiorn] a la jonction ura2 15-30-725'| ura2 15-30-723'
I GGTGAATTAGTTT| +132a+144 | +5461 a +5473aN13/1
GAAAGAATTGA -522 a -512 +3336 a +3346{aN23/1,aN27/1, aN48/1
TCCATCTTATG +186 a +196 | +3404 a +3414|aN11/1,aN22/1

oN51/1

Tableau 15 : Séquences trouvées aux jonctions des délétions en contexte haplakl&5-30-

72 nejlA.

Les positions nucléotidiques sont déterminées par rapport a la position +1 deultaleles-30-
72. Les séquences nucléotidiques sont données de 5' en 3' dans le sens de lectureutad'a

15-30-72.
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1.3.2.1 Caractéristiques des délétions

Les caractéristiques des délétions sont reportées dans le tableau 14. Nou
mis en évidence quatre événements de délétion intragénique : le réadail montre
une séquence nucléotidique délétée de 5327 bp allant de la position +132 a la
+5460. Les révertantsN11/1 etaN22/1 montrent la méme délétion qui va de la posi
+196 a la position +3413, pour une taille de 3218 bp. Enfin, la sadb&/1 a subi une
délétion de 3020 bp, de la position +260 a la position +3281.

Trois autres événements sont des délétions de la région promotrice et di
mutations. Il s'agit des révertat®23/1, aN27/1 etaN48/1 qui ont tous les trois subi
méme événement de délétion de 3856 bp qui va de la position -522 a la position +33:

1.3.2.2 Caractéristiques des jonctions des délétions

Six délétions correspondent a la classe I. En effet, comme le montre le table
ces révertants montrent a leur jonction la présence de séquences de microhomoloc
de 11 a 13 bp. La souchd51/1 est porteuse d'une délétion de classe Il ne comportal
de microhomologie au niveau du point de jonction.

1.3.3 Insertions d'éléments transposables Tyl

Nous avons isolé lors de ces sélections sept événements indépendants d'i
d'élément transposable Tyl en amont de la région codant le domaine ATCase. E
I'analyse du profil de restrictioBamHI de ces révertants permet de révéler pour tou:
révertants la présence d'une bande de taille identique a celle du témoin Tyl de !
L'analyse par amplification PCR a l'aide des oligonucléotaiél et AW1 se révele
positive.

1.4 Analyse moléculaire de remaniements chromosomiques
sélectionnés en contexte diploide a/ a ura2 15-30-72 nejl A

Nous avons effectué 83 sélections a l'aide de la souche diploBN ¥ ura2
15-30-72 nejl, ce qui correspond &.10'1 cellules. Dans ce contexte génétique,
révertants indépendants (nommeés BN) prototrophes pour I'uracile ont été obtenus.
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Les souches diploides délétées au niveau du ¢EAR&EL que nous avon:
construites sont incapables de sporuler dans les conditions utilisées habituellen
laboratoire. Ce phénotype n'avait pas été décrit jusqu'a présent avec la souche S28i
n‘avons donc pas pu obtenir de cellules haploides et conduire les analyses géne
moléculaires en phase haploide. Nous avons donc suivi la méme démarche que cells
dans le chapitre 2 lors de la caractérisation des événements létaux a I'état haploide &
la réactivation du domaine ATCase (§ 3.2.1).

Chez les seize révertants, le profil de restrictBamHI révele deux bandes
indiquant un réarrangement chromosomique au niveau de lai#el5-30-72dans toutes
les souches.

Les amplifications PCR permettant la caractérisation de linsertion
rétrotransposon Tyl sont négatives, indiquant I'absence de ce type d'événement en
diploidenejl.

1.4.1 Evénements de duplication

1.4.1.1 Duplications intrachromosomiques

Nous avons pu caractériser six événements de duplication intrachromosc
(tableau 16).

Quatre d'entre eux (BN25/1, BN59/1, BN68/1 et BN87/1) sont accompagnés
augmentation de taille du chromosome X visible sur le caryotype électrophore
L'estimation de la taille de la duplication par marche sur le chromosome par hybri
ADN/ADN n'est pas possible car les régions correspondant aux sondes sont déja p
sur le chromosome X.

2 autres révertants (BN73/1 et BN76/1) ont probablement subi une dupli
intrachromosomique qui n'a pas entrainé de modification du caryotype : une march:
chromosome par PCR sur une région de 50 kb en amont de la séquence codant le
ATCase n'a pas permis de mettre en évidence un éventuel événement de délétion.
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Duplication taille Localisation |Souche
Intrachromosomique nd X BN25/1, BN59/1, BN68/1, BN73/1
BN76/1, BN87/1
Interchromosomique <4 kb XI BN16/1
<4 kb VIl ou XV |BN24/1 (1)
<4 kb Vou VIl  |BN24/1 (2)
> 140 kb IX BN71/1

Tableau 16 : Localisation et taille des duplications sélectionnées en contexte diglo

ura2 15-30-72 nejh .

La localisation chromosomique est déduite par I'analyse des caryotypes électropho
apres leur hybridation a l'aide de la sonde correspondant a la région ATCase. La |
chaque duplication est estimée a partir des résultats d'hybridation a l'aide des
spécifiques du bras gauche du chromosome X.

nd : non déterminée

(1) et (2) : duplications révélées dans le révertant BN24/1.
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1.4.1.2 Duplications interchromosomiques
Trois souches ont subi des duplications interchromosomiques (tableau 16).

Le révertant BN16/1 montre la présence d'une région ATCase dupliquée a t
du chromosome XI. Pour le révertant BN24/1, deux régions ATCase supplémentair
présentes respectivement a hauteur des chromosomes VIl ou XV et des chromoson
VIII. Pour ces deux révertants, les hybridations ADN/ADN effectuées sur leur caryoty
montré que les fragments dupliqués étaient inférieurs a 4 kb.

D'autre part, le révertant BN71/1 est porteur d'une duplication supérieure a .
qui s'est intégrée sur un autre chromosome que le X migrant & hauteur du chromosor

1.4.2 Evénements de délétion

Nous avons pu mettre en évidence sept événements de délétion (tableau :
quatre sont des délétions intragéniques (révertants BN23/1, BN39/1, BN64/1 et BN¢
deux sont des délétions incluant la région promotrice et les trois mutations ponc
(BN77/1 et BN82/1). Enfin, le révertant BN74/1 est porteur d'une délétion segmentale

1.4.2.1 Caractéristiques des délétions

Les révertants BN23/1 et BN39/1 ont subi respectivement une délétion de
et 5,3 kb allant des positions respectives +162 a +3392 et +132 a +5460. Les ré
BN64/1 et BN65/1 portent la méme délétion d'une taille de 3,5 kb allant des position
a +3691. Les révertants BN77/1 et BN82/1 portent une délétion identique de 4,5 |
positions -625 a +4562.

Enfin, la souche BN74/1 montre la présence d'une délétion de 128,3 kb iden
celle trouvée dans le révertant B283/1 isolée en contexte dip&de.
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Taille Bornes position | protéine |Souche

de la délétion  ura2 15-30-72 chromosome X| ATG init | putative
3322 bp +162 / +3392 172122 / 168892 +1 1140 aa |[BN23/1
3510 bp +177 a +3692 172108 / 168593 +1 1044 aa |[BN64/1, BN65/1
5328 bp +132 / +5473 172152 / 166811 +1 438 aa |[BN39/1
4562 bp -625 a +3937 172910/168348 -629 903 aa |BN77/1, BN82/1
128,3 kb |+625 NETY) / +4786 295784 / 167499 +4999 548 aa |BN74/1

Tableau 17 : Caractérisation moléculaire des événements de délétion sélectionnés en

diploide aé ura2 15-30-72 nejA.

Les bornes sont déterminées par rapport a la position +1 duJg&h2 et en fonction de le

position +1 du chromosome X.

Classe Séquence Positions Souche
de délétiorn] a la jonction ura2 15-30-725'| ura2 15-30-723'
I GGTGAATTAGTTT| +132a+144 | +5461 a +5473BN39/1
GGTTATCC +162 a +169 | +3385 a +3392BN23/1
[l - - - BN77/1, BN82/1
1 TGT +177 a+179 | +3690 a +3694BN64/1, BN65/1
C + 624 (NET)) + 4787 BN74/1

Tableau 18 : Séquences trouvées aux jonctions des délétions en contexte diglc
ura2 15-30-72 nepA .

Les positions nucléotidiques sont déterminées par rapport a la position +1 deufatel
15-30-72. Les séquences nucléotidiques sont données de 5' en 3' dans le sens de |
l'alleleura2 15-30-72
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1.4.2.2 Caractéristiques des jonctions des délétions

Le tableau 18 montre les caractéristiques des jonctions des délétions pr
dans les révertants sélectionnés en contete.

Les révertants BN23/1 et BN39/1, appartenant tous deux a la classe I, po:
des séquences de microhomologie longues respectivement de 8 bp et 13 bp.

La classe Il est représentée par les révertants BN77/1 et BN82/1.

Enfin, les révertants BN64/1 et BN65/1 appartiennent a la classe Il av
présence d'une séquence de microhomologie de 3 bp ; de méme pour le révertant Bl
celle-ci correspond a 1 bp.

Les trois classes de délétions sont donc présentes en contexte dipjbide

1.5 Taux de mutation

Afin d'analyser I'impact de la voie du NHEJ sur les remaniements observés
avons étudié les taux de mutation observés en contextes hapépIdet diploidenejl
(tableau 19).

Le taux de mutation en contexte haploida2 15-30-72 nejlest de6.101!
mutation/alléleura2 15-30-72cellule/génération. L'intervalle de confiance calculé a 9!
est compris entr@,8.1011 et 9,2.16!1 et chevauche celui observé en contéxEJ1 (de
5,9.1011 4 2,3.1619 ; chapitre 2, tableau 8). Ceci indique que la différence entre les
contextes n'est probablement pas significative. D'autre part, les proportions entre le
d'événements sélectionnés sont les mémes dans les deux contextes (43,75 % de
43,75 d'insertion de rétrotransposon Tyl et 12,5 de duplication) tandis que la variat
taux de mutation spécifiques a chague événement n'est pas significative entre les c
nejl et NEJ1 (chapitre 2, tableau 8). En conséquence, en phase haploide la p
fonction du gen@®lEJ1 a un effet négligeable sur la nature des réarrangements sélecti

En contexte diploideira2 15-30-72 nejl le taux de mutation s'éléve2a1011
mutation/alléleura2 15-30-72cellule/génération avec un intervalle de confiance calct
95 % compris entrd.1011 et 3.10L Ici encore, l'intervalle observé en contexte diplo
nejl chevauche celui observé en contekigJ1 (de 3,9.1012 et 1,2.16'1). Nous ne
pouvons donc considérer les différences de taux observées comme significatives.

Que ce soit en phase haploide ou diploide, le comexten’'entraine donc pas ¢
différence significative du taux de mutation observé par rapport au coNtedie
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1.6 Conclusion sur linfluence du gene NEJ1 sur les
événements observés en phases haploide et diploide

La nature des remaniements caractérisés (délétions, duplications, inserti
Tyl) ainsi que leur proportion sont identiques en contexte haph@de ou NEJ1. De
méme, les événements sélectionnés sont de méme nature en contextersiilodtblEJ1
et les trois classes de délétions sont présentes.

La possibilité de sélectionner les délétions de classe | et Il en contexte h¢
nejl et de classe I, Il et lll en contexte diploitgl suggere que la voie du NHEJ n'est |
directement impliquée dans les événements de délétion sélectionnés. Ces résultats
étre confirmés par des sélections dans des souches délétées au nivealDdNL dedent le
produit assure la ligation des extrémités des cassures d’ADN dans la voie du NHEJ.

2. Sélection et analyse de remaniements chromoso-
miques en contexte ura2 15-30-72 rad52 A

La premiére partie de ce chapitre a montré que la voie de réparation du NHE
pas directement impliqguée dans les mécanismes de formation des délétions chromos
observées.

La baisse du taux de mutation d'un facteur 18 entre le contexte hapleide
contexte diploide a/ observée dans le chapitre 2 nous a conduit a émettre I'hypothes:
meilleure efficacité de la recombinaison homologue pour une réparation a l'identiq
cassures d'ADN.

Nous avons testé I'hypothese de mécanismes dépendant de la voie de répa
la recombinaison homologue. Notre systeme de sélection positive de réarrang
chromosomiques spontanés a donc été appliqué a une souche délétée au niveau
RAD52, décrit comme un acteur préalable a la mise en place des mécanisr
recombinaison homologue.
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2.11le géne RAD52

La voie de réparation des cassures d'ADN double-brin de la recombir
homologue est dépendante du groupe d'épistasie duRADB2. Comme dans le NHE.
cette voie de réparation fait appel a plusieurs mécanismes dont certains permeti
réparation a lidentique de I'ADN alors que dautres au contraire conduisent
modifications. Parmi ces derniers se trouve le mécanisme de singe-strand annealin
qui peut mener a des événements de délétion lorsqu'il se produit au sein d'ur
chromosome ou a une translocation réciproque lorsqu'il se produit entre deux chromc

Le geneRAD52 (ORF YMLO032c) qui code pour une protéine de 471 aa, se
sur les extrémités de la cassure d'’ADN et permet l'appariement de deux régions
complémentaires de grande taille (de I'ordre de 200 bp en général) pour sa réparai
mécanismes de réparation de la voie de la recombinaison homologue sont trés fc
perturbés par la perte de fonction du gBAd52.

2.2 Construction des souches délétées au niveau du gene
RAD52

Nous avons remplacé le geéRAD52 dans les souches haploidesoF& FRa pat
un alléle du génRBAD52 interrompu par le gén€ANR en procédant de la méme fagon
pour le gendNEJ1 (8 1.2). Les caractéristiques des oligonucléotides utilisés se trouvi
Annexe 3 et les cycles de PCR de vérification son décrits dans le chapitre « Mat
Méthodes » (8§ 8.4.1).

Nous avons ainsi obtenu les souches haploidesRYat YTaR et par croisemel
de ces deux souches, nous avons obtenu la souche dipl@idéTBR ura2 15-30-72
rad52::KANR,

2.3 Sélections en contexte haploide o ura2 15-30-72 rad52 A

Nous avons effectué 20 sélections avec la souch@RYTe qui correspond
1,17.161 cellules. Nous avons obtenu 25 révertants indépendants prototrophe:
l'uracile, nommésiR.
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2.3.1 Analyse moléculaire des événements sélectionnés

Les analyses moléculaires n‘'ont montré aucune insertion de rétrotranspos
en amont de la séquence codant le domaine ATCase.

2.3.1.1 Evénements de duplication

L'analyse du profil de restrictioBamHI des 25 révertants a montré un prc
caractéristique a deux bandes des événements de duplication pour 4 révertants indé
qui sont en cours de caractérisation.

2.3.1.2 Caractéristiques des délétions

Pour les 21 autres révertants montrant un profil de restriction de type
duplication, les analyses par amplification PCR ont permis de mettre en éviden
délétion au sein de l'allelga2 15-30-72

8 délétions sont intragéniques (tableau 20). Les révenditsl, aR4/2,aR5/2
etaR14/2 sont porteurs du méme événement de délétion longue de 5,3 kb et qui s'¢
la position +132 a la position +5460. Les réevertaiRg/1 eta R13/1 ont subi une délétio
allant des positions +162 a +3392 pour une taille de 3,3 kb tandis que la e®Richd a
subi une délétion de 3,2 kb allant des positions +195 a +3413. Les 13 autres sont poi
la méme délétion de 3,8 kb comprenant une partie de la région promotrice et les troi
tions qui s'étend de la position -522 a la position +3346 (tableau 20).

Nous pouvons observer la présence d'une séquence de microhomologie g
en taille de 8 a 13 bp a la jonction de chacune de ces délétions (tableau 21). Les 21
sélectionnées appartiennent donc a la classe |. Aucune délétion de classe Il et llI
isolée.

On peut noter que la forte représentation de la délétion de 3,8 kb, présente
révertants sur 21, avait déja été mise en évidence dans les sélections effectuées er
haploideRAD52, sans savoir s'il y a une signification biologique a cela.
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2.3.2 Taux de mutation en contexte haploide ura2 15-30-72
rad52A

Le taux de mutation global en contexte haploidd52 (tableau 22) est de
2,8.1019 mutation/alléleura2 15-30-72cellule/génération avec un intervalle de confianc
95 % compris entre 1,7.70 et 3,9.16/0. Ces intervalles chevauchent ceux calculés
contexteRAD52 (chapitre 2, tableau 8), indiquant que la différence n'est pas significat

Le taux de délétion est de 2,6 0mutation/alléleura2 15-30-72cellule/généra-
tion avec un intervalle de confiance compris entre 17%.80 3,7.10'0 en contextead52
tandis qu'il était de 7,2.1%8¢ mutation/alléleura2 15-30-72cellule/génération en contex
RAD52 avec un intervalle de confiance compris entre 1;#1& 1,3.16'° (chapitre 2,
tableau 8). Ici, les intervalles des deux taux ne se chevauchent pas, indique
laugmentation d'un facteur 3,6 du taux de délétion en contefs? par rapport at
contexte RAD52 est significative. Le taux de mutation et la difféerence entre les
contextes sont comparables a ce qui était observé par Wetade(2000).

La perte de fonction du gefRAD52 n'a pas d'influence sur les mécanismes
duplication en phase haploide puisque le taux de duplication en cordd% est tres
proche du taux de duplication en conteR®&D52 et que les intervalles de confiance
chevauchent.

2.3.3 Conclusions

Les mécanismes menant aux délétions sont stimulés et seules les délét
classe | ont été observées. L'augmentation du taux de délétions uniquement base
classe | suggere que le produit du g&#®D52 limite le mécanisme conduisant a ce
classe de délétions.

Les mécanismes menant aux événements de duplication ne sont probablen
affectés par I'absence du g&ReD52.

Enfin, nous n'avons pas été en mesure de sélectionner des événements de
tion par insertion de rétrotransposon Tyl dans notre systéme. LeRgd®E2 est donc
probablement impliqué dans ces événements. Cette absence de sélection d'
d'éléments Tyl en contextad52 a déja été observée a l'aide d'un systéme plasmi
mimant le comportement des chromosomes de levure mis au point paetalnen 1989.
Dans leur étude, le systeme de sélection positive est basé sur I'apparition d'une rés
la canavanine suite a un événement d'insertion de Tyl. Ce systeme de sélection, p
celui que nous utilisons, montre des résultats similaires a ceux que nous observons
des insertions d'éléments Ty1l.
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2.4 Sélections en contexte diploide a/ o ura2 15-30-72
rad52A

Nous avons effectué 25 sélections a l'aide de la soucB& \Yde qui correspond
2.10 cellules étalées, qui ont permis lisolement de 17 révertants indépenda
phénotype Uraqui seront nommés BR.

2.4.1 Analyse moléculaire des événements sélectionnés

L'analyse du profil de restrictiddamHI révele pour les 17 révertants diploides
profil & deux bandes démontrant la présence d'un réarrangement au niveau de l'un i
allélesura2 15-30-72

Les souches diploides délétées au niveau du B&ig52 sont incapables d
sporuler dans nos conditions de laboratoire, comme cela était attendu. La caractérise
événements de réversion est faite de la méme fagon qu'en contexte digjbide

Aucun rétrotransposon intégré en amont de la région ATCase n'a été décelé

2.4.1.1 Evénements de duplication

Pour 6 révertants, (BR2/1, BR5/1, BR9/1, BR12/1, BR15/1 et BR23/1), I'é
ment de réactivation du domaine ATCase est une duplication. Les résultats de I'ana
caryotypes sont donnés dans le tableau 23.

(i) Duplications interchromosomiques

Les révertants BR2/1, BR9/1, BR12/1 et BR15/1 sont porteurs d'une dupli
interchromosomique : I'hybridation avec une sonde ATCase révéle le chromosome
ainsi qu'un autre chromosome. La seconde région ATCase est située au nive
chromosomes Il ou XIV pour le révertant BR2/1, au niveau du chromosome Il pt
révertant BR9/1, au niveau d'un chromosome migrant au-dessus des chromosom:
VIII pour le révertant BR12/1 et au niveau du chromosome IV pour le révertant BF
Les résultats d'hybridation a l'aide de sondes spécifigues des genes situés en a
région ATCase révelent que dans chaque révertant le chromosome est remanié
région dupliquée de taille supérieure a 140 kb.
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Duplication taille Localisation |Souche
Intrachromosomique nd X BR5/1, BR23/1
Interchromosomique_ > 140 kb Il ou XIV |BR2/1
> 140 kb 11 BR9/1
> 140 kb VouVlll |BR12/1
> 140 kb v BR15/1

Chapitre 4

Tableau 23 : Localisation et taille des duplications sélectionnées en contexte diplo

ura2 15-30-72 rad52 .

La localisation chromosomique est déduite par l'analyse des caryotypes électro
ques apres leur hybridation a l'aide de la sonde correspondant a la région ATC
taille de chaque duplication est estimée a partir des résultats d'hybridation a I'a
sondes spécifiques du bras gauche du chromosome X.

nd : non déterminée
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(ii) Duplications intrachromosomiques

Une hybridation a l'aide d'une sonde ATCase sur le caryotype des réwv
BR5/1 et BR23/1 ne permet de révéler que le chromosome X natif. Une marche
chromosome par PCR a l'aide d'un oligonucléotide spécifique de la région ATCase,
avec des oligonucléotides allant jusqu'a 50 kb de cette région (méthode décrite
chapitre 2, 8§ 3.2.1.6), n'a donné aucune amplification. Ceci suggére qu'il ne s'agit
événement de délétion, mais plutdt d'un événement de duplication intrachromosomiq
modification de taille apparente du chromosome X sur un caryotype électrophorétique

2.4.1.2 Caractéristiques des délétions (tableaux 24 et 25)

Nous avons pu mettre en évidence la présence de délétions dans onze ré
diploides.

Huit révertants sont porteurs de la méme de délétion de classe | d'une taille
kb. Il s'agit a nouveau de la délétion la plus souvent rencontrée dans nos précédent
tions. Elle montre la présence au point de jonction d'une microhomologie longue de 1

Deux souches (BR21/1 et BR23/2) correspondent a un méme événem
délétion intragénique de classe | d'une taille de 5,3 kb déja observée précédemment.
cas, la séquence de microhomologie est longue de 13 bp.

Pour le révertant BR15/2, nous avons réalisé une analyse par marche
chromosome X par amplification PCR a l'aide d'un oligonucléotide spécifique de la
ATCase (3442R) couplé a des oligonucléotides couvrant une région de 50 kb en ar
cette région. En effet, la recherche de délétion par amplification PCR selon la m
habituelle (chapitre 2, § 1.2.3) n'a donné aucun résultat tandis que I'analyse du caryc
montré aucune modification de migration de I'ensemble des chromosomes. Nous avc
pu amplifier un fragment de 5 kb a l'aide des oligonucléotides 3442R et YT2A (coordc
en Annexes 1 et 2). Une amplification a l'aide des oligonucléotides FR4 et YT2A a
un fragment de 1 kb permettant de préciser la localisation de la région délétée.

Le révertant BR15/2 est donc porteur d'une délétion de 20,1 kb qui n'a jam
observée auparavant et qui s'étend de la position +3091 de la#&el5-30-72 a la
position +29 de I'ORF YJL123c. L'allalea2 15-30-72et I'ORF YJL123c se trouvent dai
la méme orientation sur le bras gauche du chromosome X. La délétion crée une r
phase ouverte de lecture ou la région ATCase est en phase avec le codon d'initi
I'ORF YJL123c. Cette nouvelle ORF, longue de 3571 bp, est composée des 29 p
nucléotides de I'ORF YJL123c suivis de la partie de l'alled 15-30-72qui se situe de Iz
position +3101 jusqu'au codon de terminaison et code une protéine putative de 1
permettant probablement la traduction du domaine ATCase. Le point d'initiation
transcription est probablement celui de 'ORF YJL123c (figure 34).
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La jonction de cette délétion montre la présence d'une microhomologie long
9 bp située au niveau des positions +3092 a +3101 de l'alla® 15-30-72 dans la
séquence codant le domaine CPSase et +21 a +29 de I'ORF YJL123c. Cette courte :
n‘avait jamais été observée auparavant. Cette séquence de 9 bp impliquée dans le
n'est pas présente ailleurs entre la région ATCase et I'ORF YJL123c. Or, en contexte
de, les délétions excédant 14 kb ne sont pas sélectionnables car elles engloberaier
essentieGCD14.

2.4.2 Taux de mutation en contexte diploide a/a ura2 15-30-72
rad52A

Le taux de mutation global (tableau 26) en contexte diplomeira? 15-30-72
rad52 s'éléeve a 1,2.18 mutation/alléleura2 15-30-72cellule/génération avec un inte
valle de confiance calculé & 95 % compris entre 4;8-16 2.1610 Cet intervalle ne
chevauche pas celui calculé en contexte diploideuaa2 15-30-72 RAD52qui était
compris entre 3,9.1% et 1,2.16* pour un taux de mutation de 7,7#0Nous observon:
donc une augmentation d'un facteur 16 entre les contextes difRA@ER etrad52.

2.4.3 Conclusions

Le contexte diploidead52 montre une augmentation du taux de mutation
l'allele ura2 15-30-72d'un facteur 16 par rapport au contexte dipldReD52 (tableau 26
et chapitre 2, tableau 8). Ainsi, le taux de mutation en contexte diptai&\Vrad52A est
comparable au taux de mutation observé en contexte ha@iD&2. Ceci montre que
I'absence en phase diploide du g&#&D52, impliqué dans les mécanismes de répara
des cassures d'ADN, permet l'apparition de remaniements chromosomiques plus fre
On peut proposer un modele de conversion génique en contexte diRRE2 ou les
cassures chromosomiques sont plus souvent réparées sans modification de séquent
la présence d'une région identique sur le chromosome homologue.

L'analyse des séquences aux jonctions des délétions nous montre que
classe de délétion sélectionnée en contexte diplaidfe2 est la classe |. Les délétions
classe lll qui étaient fortement majoritaires en contexte dipl®A®52, puisqu'elles
représentaient 78,5 % des délétions, ne sont plus sélectionnées en contexterdgidid
La classe Il est également absente. Enfin, nous pouvons également observer
proportion des événements de délétion passe de 35,8 % en contexte dRAMES
(chapitre 2, tableau 8) a 64,7 % en contexte dipl@db2 (tableau 26).
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Seules les délétions de classe | sont observées dans les deux coatibZest
RAD52, ce qui suggere qu'il existe au moins deux meécanismes conduisant a la for
des délétions de classe | d'une part et de classe Il et Ill d'autre part. L'absence de
classes en contextead52 peut étre consécutive a une dépendance vis-a-vis du
RAD52. Cependant, l'augmentation de la fréquence de sélection des délétions de
pourrait masquer les deux autres. Dans cette hypothese, cette absence n'impliqu
forcément un mécanisniRAD52-dépendant.

3. Formation des délétions de classe |

Les délétions de classe | sont présentes en comigjdtest leur apparition ne vari
pas de facon significative, indiquant que le mécanisme est indépendant du NHEJ. E
leur apparition est plus fréquente en contes®#52, suggérant que non seulement l¢
formation est indépendante du g&®D52, mais qu'en plus le produit de ce géne inhibe
leur formation. Ainsi, le produit du geneAD52 semble étre en compétition avec
mécanisme de formation des délétions de classe |.

Yu & Gabriel (2003) ont montré qu'il existait un mécanisme indépendant du
RAD52 permettant de produire des délétions par l'intermédiaire de courtes séquel
répétition directe. D'autre part, Manthey & Bailis (2002) ont montré que les B&izk et
RAD10, codant des endonucléases impliquées dans le mécanisme SSA (Prado & A
1995 ; Ivanovet al., 1996) sont également nécessaires a un mécanisme de d
impliquant de courtes séquences identiques en répétition directe. Ces microhomolog
longues de 8 a 10 bp et le mécanisme est indépendant dRABBR (Maet al., 2003).

Nos résultats rejoignent I'ensemble de ces observations et suggerent don:
formation des délétions de classe | pourrait étre dépendante d'un mécanisme faisan
la voie de la recombinaison homologue, en l'absence du produit dR48%2.

Dans cette voie de réparation, le g&&D59 appartient au groupe d'épistasie
geneRAD5S2. Les travaux de Sugawaed al. (2000) ont montré que le produit du g€
RAD5S9, qui est également un homologue du geAad®52 (Bai et al., 1996), est nécessai
pour le mécanisme SSA. lls ont également montré que leR®&D&9 est requis pour i
reconnaissance et l'appariement des séquences identiques en répétition directe ei
d'autant plus nécessaire que la taille de ces séquences diminue.
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Ces observations nous conduisent a proposer I'hypothése d'un mécanisir
like, RAD52-indépendant maiRAD59-dépendant. Le produit de ce gene serait requis
'appariement des séquences de microhomologie longues de 8 a 13 bp et condui
formation des délétions de classe I. Ceci serait en accord avec l'indépendance
délétions que nous avons observeée vis-a-vis du NHEJ, de méme qu'une compétitior
geneRADS2 : lorsque son produit est présent, il favorise la réparation exacte. Le S
niveau de l'alleleura2 15-30-72 est trés peu probable du fait de l'absence de lon
séquences identiques (de l'ordre de 200 a 300 bp) dans le chromosome X a cell
trouve entre les trois mutations et la région ATCase. Par contre, en l'absence de Re
SSA-like serait fonctionnel et permettrait la formation plus fréquente de ces délétions.

Afin de tester cette hypothése d'un mécanisme SSARR®59-dépendant
RAD52-indépendant, il sera nécessaire d'appliquer notre systeme de sélection a une
de génotypaura2 15-30-72 rad5Q qui conduirait a l'abolition des délétions de class
aussi bien en phase haploide que diploide.
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Conclusion

Aprées avoir été longtemps considéré comme une structure statique, la n
évidence des éléments transposables, des duplications, des délétions ou des translor
séquences fait désormais apparaitre le génome comme une entité dynamique. De n
travaux ont montré le réle moteur de ces remaniements dans le processus évol
génomes. Cependant, ces événements demeurent rares, permettant ainsi de mair
stabilité essentielle a la survie de la cellule et des organismes. En effet, chez les eu
supérieurs pluricellulaires les remaniements chromosomiques importants sont ¢
responsables du phénomene de carcinogenese, en activant par exemple des oncoge
désactivant des genes suppresseurs de tumeur. Ainsi, le génome subit une double ¢
de mobilité nécessaire a son évolution et de stabilité indispensable a la survie.

Dans ce travail, nous avons étudié la fluidité génomique de cellules eucary«
mitose en sélectionnant positivement des événements de réarrangements chromos
spontanés. Nous utilisons l'organisme modetecharomyces cerevisiaavec un outil
génétique basé sur l'allele mutamg2 15-30-72 qui ne differe du gengRA2 que par la
présence de trois mutations ponctuelles conférant a la souche un phénotypentirada
structure chromosomique du génome-cible est conservée et reste quasiment identi
souche de référence. Afin de nous rapprocher le plus possible des conditions d8.vi
cerevisiag nous avons effectué notre travail en contexte diplofulepdase naturellemer
observable chez de nombreuses levures hémiascomycetes et chez de nombreux e
supérieurs. En effet, la phase haploide est souvent choisie pour les commodités d'ex|
tation en conditions de laboratoire.

Lors de précédents travaux effectués en phase haploide avec notre cr
sélection, le rétablissement de la prototrophie pour l'uracile était consécutif a trois
d'événements :

- l'insertion d'un rétrotransposon Tyl complet a l'intérieur de la phase codante d
URA2 (Roelantset al., 1995) ;
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- la duplication de la région codant le domaine ATCase puis fusion de cette
dupliguée a une séquence potentiellement promotrice. Schaehate2004) ont propose
un mécanisme de rétroposition pour expliquer la formation des duplications géniques
- la délétion de la région incluant les trois mutations. Welekai. (2000) ont plus particu
lierement mis en évidence un type de délétion et proposé un modele de type SSA dé
de la voie de réparation du NHEJ.

Le contexte diploide a/ de S. cerevisiae utilisé dans ce travail devait noi
permettre d'observer la capacité de variation d'un génome eucaryote et de sélectic
événements qui ne sont pas tolérés par une cellule au niveau haploide. Des dif
étaient également attendues car I'expression de certains genes est différente entre
contextes.

Nous avons ainsi sélectionné et caractérisé 39 révertants diploides. L'ensen
résultats des sélections en phase diploide et de celles, témoins, en phase haploide ¢
tulé dans le tableau 27.

Nous avons isolé plusieurs révertants porteurs de remaniements n'ayant jar
observés en phase haploide.

Parmi ceux-ci, se trouve une délétion homozygote dont la formation re
probablement d'un événement de délétion suivi d'une conversion génique entre
modifié et le second allélera2 15-30-72

Une délétion chromosomique longue de 128,3 kb et entrainant une léta
phase haploide a aussi été mise en évidence. Ce type de délétion n'était pas sélectio
niveau haploide du fait de la présence du gene essetizl4 localisé a environ 14 kb e
amont de la région ATCase.

Nous avons également mis en évidence une translocation réciproque e
chromosome Il au niveau du géREF2 et le chromosome X au niveau de l'alleta2 15-
30-72. Ce type d'événement, bien que viable en contexte haploide n'a jamais été sél
dans cette phase.

Enfin, un événement complexe de délétion-translocation réciproque associ
caractére létal en phase haploide a été caractérisé. Une région de 191 kb contenan
mutations a été perdue sur le chromosome X tandis qu'une translocation réciproq
produite entre ce méme chromosome X au niveau de l'ali@k15-30-72et le chromoso
me Xll au niveau du geneeF3.

Les deux translocations réciprogues ont en outre conduit a la formation de
chimeres aboutissant probablement a la synthése d'une protéine de fusion portant
ATCase.
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Conclusion

Réactivation Contexte Contexte
du domaine ATCase diploide at haploidea
Réveratnts isolés 39 16
Evénements viables 19 16
Duplication intrachromosomiqus 1 2
Duplication extrachromosomique 8 -
Délétion 8 7
Insertion rétrotransposon Tyl - 7
Délétion homozygote 1 -
Translocation réciprogue 1 -
Evénements létaux 20 -
Létaux liés 15 -
Duplication intrachromosomiqus 1 -
Duplication extrachromosomique 11 -
Délétion 1 -
Délétion-translocation 2 -
Létaux indépendants 5 -
Duplication (intrachromosomique) 1 -
Délétion 3 -
Délétion * 1 -
Taux de mutation 7,7.10%2 1,4.1010

Tableau 27 : Distribution des réarrangements chromosomiques en contexte dimlo
ura2 15-30-72et en contexte haploideura2 15-30-72

Létaux indépendants : sélection d'un événement létal indépendant de la réactivatiol
maine ATCase.

* . L'événement létal est indépendant de la réactivation du domaine ATCase mais
guement lié au second allélea2 15-30-72

Létaux liés : sélection d'un événement |étal associé a I'événement de réactivation du
ne ATCase.

Taux de mutation : mutation/allélea2 15-30-72cellule/génération.
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D'autre part, comme attendu, aucune intégration d'élément transposable -
éte isolée, ce qui s'explique par la répression transcriptionnelle exercée sur ces rétrc
sons en contexte diploidenalErredeet al., 1980).

Cependant, la caractérisation moléculaire de ces révertants a aussi rév
similitudes entre les deux contextes. Nous avons en effet pu sélectionner des délétic
région contenant les trois mutations de l'alléd@2 15-30-72 et des duplications comprt
nant la région ATCase, comme cela était observable en phase haploide.

Nous avons aussi isolé 19 duplications extrachromosomiques et 3 intrachrc
miques. 18 duplications ont une taille supérieure a 140 kb dont 11 sont associé
événement létal induit par le remaniement.

Il sera nécessaire de déterminer la séquence des jonctions afin d'identifier
d'insertion de I'élément dupliqué pour comprendre le mécanisme impliqué dal
duplications. En effet, Schacheretr al. (2004) ont montré l'existence en phase hapl
d'un mécanisme de rétroposition ou une duplication génique se ferait par l'intermédi:
éléments transposables Tyl. Cependant, en phase diploide, la grande proportion de
tions de taille supérieure a 140 kb (18 sur 22) et l'absence de sélection d'inser
rétrotransposon avec l'effectif cellulaire utilisé suggérent I'existence d'un autre méc
conduisant a I'apparition de duplications. Ainsi, ces duplications de grande taille pot
étre segmentales (un mécanisme de formation a été proposé pardfa@dzuP004). Elles
pourraient également se former selon le modele du BIR (Break Induced Replic
(Symington, 2002) qui mene alors a une duplication de bras de chromosome s'inst
remplacant une partie de bras du chromosome receveur. La perte de cette partie
conduirait probablement, dans la plupart des cas, a la perte de genes essentie
concorderait avec la forte létalité associée aux duplications que nous observons (5!
duplications sont a la fois supérieures a 140 kb et Iétales en phase haploide). Ce
I'insertion des éléments dupliqués dans un gene essentiel n'est pas a écarter, bien
soit probablement pas la regle. En effet, si les travaux de Wirgzeder (1999) ont montré
gue sur milieu complet, seulement 17 % des genes de la souche SZB8@ skvisiaesont
essentiels a la survie de la cellule, ce chiffre reste cependant éloigné des 50 % obs
|étalité due a des duplications.

Une analyse par CGH utilisant les puces a ADN pourrait permettre de disce
nature des duplications sélectionnées en phase diploide et nous informer ainsi
mécanismes probables de formation de ces grandes duplications.
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En contexte diploide @/ nous avons isolé quatorze délétions. Trois sont de
létions de la région contenant les trois mutations, mais qui conservent la région pro
ou se situent les sites d'initiation de la transcription. Les ORFs résultant de ces éveé
restent donc vraisemblablement sous dépendance du promoteur dURA&ReONze autres
délétions ont subi une perte de la région promotrice, entrainant la perte du codon d'it
de la traduction du gergRA2 et les sites d'initiation de la transcription. L'expressior
domaine ATCase nécessite alors la présence d'une nouvelle région promotrice qu'i
caractériser, notamment en déterminant les points d'initiation de la transcriptic
caractérisation des délétions en phase diploide a donc montré des similitudes ¢
résultats observés par Welcletral. (2000) en phase haploide.

En revanche, la détermination des séquences des jonctions des délétions
des différences. En effet, la plupart d'entre-elles possedent une courte séquence,
microhomologie, dont deux exemplaires se trouvaient en répétition directe de part et
de la région délétée avant l'apparition de la délétion. En contexte diploide, la caracté
moléculaire des délétions obtenues montre I'existence de trois types de jonction pel
de définir trois classes de délétions : la classe | concerne deux délétions et poss
région de microhomologie longue de 11 bp ; dans la classe I, qui concerne une d
aucune séquence de ce type n'est décelée ; la classe lll est représentée par onze d
montre des séquences de microhomologie courtes de 1 a 4 bp. En phase hapl
n'‘observe que deux types de jonction : six délétions appartiennent a la classe | (mict
logies longues de 8 a 13 bp) et une délétion correspond a la classe Il. La classe Il «
spécifique du contexte diploide et est en outre nettement majoritaire (11 délétions sul

Ces résultats suggérent qu'au moins deux mécanismes différents conduis
formation des délétions suivant le niveau de ploidie.

L'analyse des jonctions de la translocation réciproque et de la délétion-trar
tion réciproque suggere également l'implication de séquences de microhomologie di
formation et l'intervention de mécanismes similaires aux délétions. En effet, la pr
montre la présence d'une microhomologie de 3 bp rappelant la classe lll, tandis que |
tions de la seconde possedent une microhomologie de 9 bp, rappelant la classe |I.

Les cassures d'ADN sont souvent décrites pour étre a l'origine de ces re
ments. En effet, elles peuvent étre réparées par deux voies principales, la recombing
mologue et la recombinaison non-homologue (NHEJ).

Selon le modéle du SSA (single-strand annealing) décrit pour la recombit
homologue, des séquences homologues en répétition directe peuvent s'apparier et ¢
une délétion si cela intervient sur un méme chromosome ou a une translocation réc
lorsque cela se produit entre deux chromosomes différents.
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Nos premiéres hypothéses postulaient I'existence d'un mécanisme de typ
like de la voie du NHEJ pour la formation des délétions de classe I. En effet, la voir
recombinaison homologue fonctionne grace a l'appariement de longues séquences
gues en répétition directe (+ de 200 bp) tandis que le NHEJ fonctionne grace a l'appe
de trés courtes séquence identiques ou méme en I'absence de telles séquences.

Les délétions de classe Il sont uniquement visibles en contexte diploidars
lequel le NHEJ est réprimé. Nous pouvons donc supposer que ces délétions sont i
dantes du NHEJ et apparaissent lorsque cette voie de réparation est réprimée.

Dans I'hypothése d'un processus de réparation de cassures d'ADN, c
expliquer la faible fréquence d'apparition de translocations réciproques : deux cassu
nécessaires sur deux chromosomes différents pour ces événements tandis qu'une
nécessaire pour une délétion.

Nous avons testé notre hypothése de l'intervention d'un mécanisme de type
en effectuant des sélections a l'aide d'une souche délétée au niveau N&EHemapliqué
dans la ligation des extrémités des cassures d'ADN dans le NHEJ.

En contexte haploideejl, nous n'‘avons observé aucune modification signific
ve, tant du point de vue de la nature des événements isolés que du point de vue
séquence par rapport au contexte hapldN@1l. De plus, en phase diploide, les tr
classes de délétions sont présentes. Ces résultats indiquent que les mécanismes c
aux délétions que nous observons sont indépendants du NHEJ.

Pour progresser avec le modele proposé de recombinaison entre courtes sé
en répétition directe, nous avons donc reconduit les sélections dans un contexte pe
de tester I'importance de la recombinaison homologue. Pour ceci, nous avons chi
souche délétée au niveau du g&fD52, gene décrit comme épistatique aux mécanis
propres a cette voie.

En phases haploide et diploidel52, la proportion des délétions augmente
comparaison respectivement des mémes pHRAES?2 tandis que seules les délétions
classe | sont présentes en conteatts2, quel que soit le niveau de ploidie. Nous en av
donc conclu que les délétions de classe | sont indépendantes drAJ2H2

Cependant, en présence de ce géene, le taux de délétion est inférieur d'un f
par rapport au taux de délétion en son absence, suggérant que Rad52p a un effet i
sur le mécanisme de formation des délétions de la classe |I. D'autres équipes utilic
cribles génétiques différents ont pu isoler des délétions possédant les mémes t
microhomologies que celles de la classe | et ont montré que leur formation est dép
de genes impliqués dans la recombinaison homoldgA®1 etRAD10 par exemple). Nos
résultats, ainsi que les autres observations, nous ont conduit a avancer I'nypothe
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mécanisme dépendant de cette voie de réparation, mais indépendant BAD&2e Dans
la recombinaison homologusensu stricto dépendante du groupe d'épistasie du ¢
RAD52, intervient le gendRAD59 qui est spécifiquement impliqué dans le SSA et
permet la reconnaissance et l'appariement de séquences homologues en répétitiol
Nous proposons donc un meécanisme de recombinaison homologue, de type S:
RAD52-indépendant, mais dépendant du gBAd59. Des sélections a I'aide d'une sout
délétée au niveau du geRADS9 permettront de tester cette hypothése.

En contexterad52, I'absence des délétions de classes Il et Il nous a conu
formuler deux hypothéses : elles peuvent étre dépendantes dRABBE, mais I'absenci
de longue séquence homologue (+ de 200 bp) a leur jonction va a I'encontre de ce
généralement décrit pour les mécanismes dépendants de ce géne. Alternativement,
classes peuvent également étre indépendantes diRgdIE2, mais masquées par l'impc
tance de la sélection des délétions de classe |.

Un groupe composé des trois gend?S2 MRE11 et RAD50 est connu pou
intervenir aussi bien dans la recombinaison homologue que dans le NHEJ (Paques ¢
2000). Considérant les analyses en contegj@ qui suggerent que le mécanisme
classes Il et Ill est indépendant du NHEJ ainsi que I'hnypothése de leur indépendanc
vis du gendRAD52, il est possible que le mécanisme de formation impliqué dans ces
classes de délétion utilise ces trois génes. En effet, les délétions de classe Il pourre
dépendantes de ce complexe, fonctionnant de fagon autonome lorsque le NHEJ est
et que les autres composants de cette voie sont inactifs. D'autre part, Chen & K
(1999) ont montré, avec un outil génétiqgue analysant les grands réarrangements ch
miques, que l'absence du geM&E11 active un processus indépendant de la présenc
séquences identiques en répétition directe. Les délétions de classe I, ne présental
séquence de microhomologie a leur jonction, pourraient apparaitre dans les cas ou
est absent au niveau de la cassure d'ADN a réparer.

Nos résultats et les autres observations indiquent donc qu'il existe plt
mécanismes conduisant a des délétions opérant en fonction de la ploidie et probe
géneéreés par des voies de réparation existantes, mais fonctionnant par défaut d'activ
partie des protéines qui leur sont habituellement nécessaires et qui permettent les ré|
fideles dites « error-free ».

Des sélections avec des souches mutées au niveau dRABBO et des gene
RAD1 ou RAD10 devraient permettre de confirmer nos hypothéeses sur les délétic
classe I. En effet, dans ces conditions, celles-ci ne devraient plus apparaitre. De mé
sélections avec des souches mutées au niveau diRgéI®0 ou XRS2 ne devraient plut
permettre d'observer les délétions de classe Il et Ill. Enfin, I'absence duM&EiEL
pourrait entrainer l'apparition plus fréequente des délétions de classe Il et I'absence (
de classe lll. Ces différents contextes geénétiques devraient donc nous permettre de t
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hypothéses et de vérifier quels sont les génes impliqués dans la formation des dif
classes de délétion, et des translocations réciproques.

Nous avons enfin comparé les taux de mutation calculés en contextes hap
diploide. Ces taux se sont avérés comparables dans la mesure ou la proportion d'éve
non sélectionnés dans chacun des deux contextes est équivalente. Nous avons
observer une baisse significative d'un facteur 18 en phase diploide par rapport a |
haploide.

Cette baisse du taux de mutation montre que la phase diploide autorise q
tivement moins de remaniements, bien qu'elle permette plus de variété dans la na
remaniements chromosomiques.

Les sélections effectuées en contaxgl n'entrainent pas de différence signific
tive des taux de mutation par rapport au contdld1l. En revanche, le taux de mutati
en contexte diploidead52 augmente d'un facteur 16 comparé au contexte dipRAdb2,
et est des lors proche et comparable au taux de mutation observé en contexte
RAD52. Une réparation a l'identique plus performante, grace a la voie de la recombi
homologue et a la présence de la méme séquence que celle a réparer sur le chr
homologue, peut donc expliquer la sélection moins fréquente de réarrangements ch
miques en phase diploide.

Le contexte diploide e/a donc permis la sélection de réarrangements vari
souvent complexes impliqués dans la dynamique chromosomique de la levure hémie
cete S. cerevisiage parmi lesquels certains n‘avaient jamais été sélectionnés avec
systéeme.

Ce travail a en outre montré que la phase diploide permet a la fois une
souplesse génomique favorisant la créativité essentielle pour le processus évolutif
assurant une stabilité évitant un taux de mutation trop important qui serait déstabilise
la pérennité de I'espece. Ainsi, I'évolution est le résultat d'un juste équilibre entre cr.
et stabilité.
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Nom Séquence (5'-3") Position/lURA2 [ Tm (°C)
YT8 TTGGATCTCTTGCTACTT |- 42108/-42091 50
YT7 CCGAATCAAATTAGATCG - 38027 /-38010 50
YT6 TGAGTTATTTGGTCGTTC |- 32962 /-3294% 50
YT5 GTCCATTGTATAGTTGG -28114/-28098 48
YT4 TTCTCAACGACAATAATAAG |-24935/-24916 52
YT3A CACTGATACCAGCGATTT [-22011/-21994 52
YT2A TAATGAACCACTTGACAAC |[-19532/-19514 52
YT1A TGCTTCTATTTCAAACTGG [-16632/-1661% 52
oli 27 AAGCGACAACAGCAGAAT |-15234/-15217 52
oli 28 AAGGTTCTCGAATCAAGG [-13331/-13314 52
oli 29 TAGAAACCACGAAGCACA |-11439/-11422 52
oli 30 GCTACGGTAGCGTAACGA - 9432/ -9415 56
oli 32 TCACAAAGAATGAGTAGC -7418/-7401 50
oli 33 GATGAACCTCAGCTAGCG - 6368 /- 6351 56
oli 33R CGCTAGCTGAGGTTCATC - 6351 /- 6368 56
oli 34 TGCTACGGCCATCGACTC -5418 /- 5401 58
oli 34R GAGTCGATGGCCGTAGCA | -5401/-5418 58
oli 35 GAACGTCTTATCCTAGGA - 4416/ - 4399 52
oli 35R TCCTAGGATAAGACGTTC -4399 /- 4416 52
37,8 AAAAGAGTTTCAACCTTCG -3604 / - 3586 52
38,0 ATATTGGTTGTCTACTACG - 2608 / - 2590 52
38,1 CTATAGAGTCCTTGTCGG -2114 /- 2097 54
38,2 GGGACAAGATAAAGGACG - 1647 /- 1630 54
38,2R CGTCCTTTATCTTGTCCC -1630/- 1647 54
38,3 TGCCTACGTACATTTCTG -1117/-1100 52
38,3R TCAGAAATGTACGTAGGC -1099/- 1116 52
38,6 GGACAAATGGTATGGAC -799/-783 50
38,6R GTCCATACCATTTGTCC -783/-799 50
38,8 GGAAACATTATAATCCGTTA -419/-400 52
38,8R TAACGGATTATAATGTTTCC -400/ - 419 52
39 CATCTGGCTTGAACGATC -116/-99 54
3207 CAGATCTTAGTCATCAC 201 /217 48
3207R TGATGACTAAGATCTGG 216/ 200 48
3212 GGGTATGAAATACAATC 701/717 46
3212R GATTGTATTTCATACCC 717 /701 46
3213 AAACTAAAATTTGGTAA 951 /967 40
3213R ACCACGGTTACCAAATT 974/ 957 48
3214 GCGTTAGGAGTTAAAGT 1614 /1630 48
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Nom Séquence (5'-3) Position/URAZ Tm (°C)
3217 ACTGCACGATTTGGTCC 2654 / 2670 52
FR6 CCAAGAATCTTTACATT 324713231 44
3439 (FR4R TCGAAGTTTCACGTGAT 3484 / 3500 48
FR4 ATCACGTGAAACTTCGA 3500/ 3484 48
FR3 TGAATTGGATGTTGTAT 3750/3734 44
AW1 AGCAGTACCTGATGTTGC 4190/ 4173 54
AW3 GTCGCCTTGGCAAATG 5169 /5184 50
AW3R CATTTGCCAAGGCGAC 5184 /5169 50
AW4 CCAGAACAGCCTTTGG 5622 / 5637 50
AW4R CCAAAGGCTGTTCTGG 5637 / 5622 50
3442R TCTAAGACACCTTCTCT 5833 /5817 48
AW5 GATAAGAGACCTATCCG 6647 / 6663 50
AW5R CGGATAGGTCTCTTATC 6663 / 6647 50
Nom Sequence (5'-3) Position/LTR| Tm (°C)
oB41 ATTCCATTGTTGATAAAGG 302-286 50
0B41R CCTTTATCAACAATGGAAT 286-302 50
Nom Séquence (5'-3") Tm (°C)
AD1 NTCGASTWTSGWGTT 43
AD2 NGTCGASWGANAWGAA 47
AD3 WGTGNAGWANCANAGA 47
Nom Séquence (5'-3") Chromosome Position Tm (°C)
NET1-2 CTGAGCAGTGACAGCA X 296201/296186 50
TKL2 TCCGAACGATTGATGAG Il 474495/47451) 50
TEF2t GATAACACCGACAGCG Il 478934/47891p 50
YEF3 CCAGCAATCCATTAAGG XII 636793/63680p 50
YEF3-M TCGTCGAAGTTTGGACC Xl 638049/638038 52
YJLO43wt |ATTGGAACAACGGGACC X 360814/360798 52

Annexe 1 : Liste des principaux oligonucléotides utilisés dans ce travail.

(a) : Oligonucléotides situés dans et a proximité du §&RA2. Les positions de:
amorces sont données par rapport a 'ATG du g2,

(b) : Oligonucléotides spécifiques du rétrotransposon Ty1.
(c) : Amorces dégénérées.

(d) : Oligonucléotides utilisés pour caractériser les evénements particuliers (d
segmentale, translocation réciproque, délétion-translocation). Les pos
correspondent aux positions chromosomiques de la souche S288C.
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Nom Séquence (5'-3") Taille (pb) Localisation Position [Tm (°C)
NEJ1-S1 CCATAACAACGGCCA 65 NEJ1 -43 [ +4 85
TAGGAGGTTAATCT TAC
ACATGTGTGATGGGTA pFA6a-Kan MX4 24-41
CGCTGCAGGTCGAC
NEJ1-S2 AGACACTCAGAAGCTGC 65 NEJ1 +1244 /[ +1199 82
AGTGATGTAAGATACTGC
TTGAAACTACBTCGA pFA6a-Kan MX4 1529-1511
TGAATTCGAGCTCG
NEJ1-1 |AATAGTGTCATATAAGTGG 19 NEJ1 -80 / -62 50
NEJ1-2 | ACTATCCGTAAAACCTTG 18 NEJ1 +221/+204] 50
NEJ1-3 [CAGATTTCAAGCCAAAATC 19 NEJ1 +862 /+880| 52
NEJ1-4 |ACTTCATACAATAGAAGAG 19 NEJ1 +1483 / +1465 50
Kan1l |CCATATAAATCAGCATCCA 19 pFA6a-Kan MX4 525 /507 52
Kan2 |TCTCCTTCATTACAGAAAC 19 pFA6a-Kan MX4 1169 /1187| 52
NEJ1-1 NEJ1-3 NEJ1-1 kan2
—> —» —> —>
—] NEJ1 — — kanMX4 [I—
<+ <+ <+ <«
NEJ1-2 NEJ1-4 kanl NEJ1-4
Nom Séquence (5'-3") Taille (pb)] Localisation Position [Tm (°C)
RAD52-S1 GACGAAAAATATAGCGGC 65 RAD52 -43 [ +4 91
GGGCGGGTTACGCGACCG
GTATCGAATGGGTACGC pFA6a-Kan MX4 24-41
TGCAGGTCGAC
RAD52-S2 ATAAATAATGATGCAAA 65 RAD52 +1560/ +1515 81
TTTTTTATTTGTTTCGGC
CAGGAAGCGTATCGA pFA6a-Kan MX4 1529-1511
TGAATTCGAGCTCG
RAD52-1 | TGCTCTTCCCGTTAGTG 17 RAD52 -99/-83 52
RAD52-2 | CGTAGACCAGCCATTATA 18 RAD52 +302 / +285] 52
RAD52-3 [ATGATAAAGAACTGGGGC 18 RAD52 +1270/ +1287 52
RAD52-4 |CGATATAGGAAGAAATAC 18 RAD52 +1622 / +1605 48
RAD52-1 RAD52-3 RAD52-1 kan2
> —> —> —>
— RAD52 — — kanMXx4 [—
<+ <+ <+ <
RAD52-2 RAD52-4 kanl RAD52-4

Annexe 3 : Liste des oligonucléotides utilisés pour le remplacement des NEd&set
RAD52 et pour la vérification des remplacements par amplification PCR.

Les positions des amorces sont données par rapport a I'ATG dedNgedest RAD52, et par
rapport a l'origine du plasmide pFA6a-kanMX4.

Coordonnées du gemMNEJL (YLR265c) sur le chromosome Xl : 675457 - 674429.

Coordonnées du gemAD52 (YML032c) sur le chromosome Xl : 214029 - 212515.
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Cette table permet d'estimer le taux de mutation par la méthode du maxim
vraisemblance.
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0,180 ( 0,386 | €,404 | ©. 553 0, 71| 0,808 [ 1,108 | 1,40 | 1,943 | 447 f H 4% | A TOF &, B84
o 120| 0, 263 | c.402 [0, 9¢3| 0, 7.1 | €, 808 | 1,110 1,£.5 |1 B95 | B 36h] R 8mA | 3, 430 5, A0H
o,1%0 | a3, %82 | £, 900 frn SaR| 0, PAE {0, HEE | 1 104 | 1,187 | LoBED | £ 3es [ Z_8H8 | 30533 3,041
o 123 | 0 %. | 0,398 (0,543 O, 708 | U, 8BS | 1,100 1,383 [ A, 833 | 2,363 f 2,831 3,250 4, TBL

0 1| o, za | 0,397 |0, 2| o, Fop | ©, 878 | 1,003 | 1,873 | 1,813 | 2,358 &,TEd | O,169 4, 007
O, L20| 9,260 ¢,308 | 6,543 0,887 | €, 878 | 1,083 1,50 [1,786 | 2, 2el{ £, 710 | 3,108 4,457
0,128 2,259 | ¢,395 |0, 522 0 685 | 0,870 | 1,003 | 1,356 | 1,782 | 2,1T0| 3,881 | B,6055 4,318
0,128 9,245 0,304 |o,538) 0,604 | o, 270 [ 1,078 1,350 | 1,771 | 2, i6e| 2,680 | 3,012 4,221
0,120/ 2,258 | ¢,303 (0,837 0,682 | 0,868 | 1,078 [ 1,345 [ L, 60 | 2, 145 I,634 | E 87T &, 140
0,130 2,860 ) ¢,909 [0,523| 0,401 f 0,088 | 1,070 | 1,241 | 1,088 2, 111 I,B0%2 | 2 M7 4 073
0.138| 2, 358 ¢,382 | 0,535 0,800 | €, 885 | 1,071 | 1,37 [ L, 746 | 2,126 0 ¥ SHE | 3, o AT
0,128 0, 57| 0,392 |0, 532 0 ARB| 0 ARX | 103 | 1 AR [ 1,740 2, 1l@ ) E 36T | A B33 3,809 |
0,107 2, %87} 0,100 [0 S| 0 &RA| 0, 8RN | 1L, NA¥ | 1,150 | L owse &, Il | Z.a8R | ZoATS 3.822 |
g, 127| a. =57 ¢, 291 | o, 6a%| 0, &6RA| 0,BEL | 1,036 | 1,336 [ 1,749 2. 08F| 2,539 | 2,861 i, 683 |
0,127 | a_za7t | o_ 241 |0, 533 0, 687 | 0, 200 | 1. 03% | 1,335 | L.733 2. 068 .6528 | 2, B3 ¥, Ban
o127 0.257| 0,391 |o, 532 o 486 ) 0,858 | 1,083 1,323 (2,721 2,080 | 2,516 | 2, 83l 3,613 |
v, 127| 0.236 0 ¢.230 |o.532] 0,888 | 0. 868 | 1,090 | 1,881 | 1,717 2,e%4| 4,508 | 2,BLD 3,708 |
o.127| 1. %58 | 0,250 |o,%32] o, ¢08] 0,858 | 1,080 1, 3.0 (1,714 | 2,089 3,500 | 2,807 3,787
0,127 3,256 ) 0,200 | ¢, 531 0 &8 0,267 | 1,063 ( 1,38 [1,911 3, 064| 3,492} 1,77 1,745
o127 3. %56 ¢, 300 {0,831 0, ¢84| @, 866 | 1,088 1, 31é {1,708 T, 088} I, 4HE | 2, 73T 1,095 |
o,127| 1,258 | 0,200 | 0,531 0, 884 €, 858 | 1,053 | 1,35 | L, M0E 2, 0H Z,47TB | 2, TTR 3,007 |
0,127 2, %58 | 0,380 [0, 831 o &R4 | 0. @S5 | 1.0GT[ 1,304 |1, 703 2083 | €473 | ETTL 3850 |
0,107 3, %58 | 0,380 [, &20f 0 4R | 0,885 | 1,068 | LI LMWL 2 048| ZoanT | E Tes i.nia |
o, 127) a.*s6 {0,200 |0, 530 0,483 | 0,884 | 1,088 1,3:1 {1,800 2, 0d5) 3,482 | 3, TH 1,654
oorer | oo zan | o 203 (0. 330f o663 | 0. 824 | 1.0830 1,500 | L.OBYT B, 045 | E,457 | 5,750 | 4,046
0,125 | 7,255 | ¢, ags |0, 523 0 ,88L | © A3 | 1,030 a3 | 1,604 | 2,021 2,423 ) 2, T 3, EEL
oL | 0. 53 | 0,387 |0.527| 0,870 | 0, 848 | 1,043 1,300 | 1,871 2,000) 2,300 ) 2,540 ¥, 480
UoLEE | 0 ozha | 0,306 [o,028) o 6TT | o, 849 | 1,040 | 1,380 [ LG50 | 1, 86| E,200 | 2,017 3,273
0,125 | 3,235 [ 0,382 |0,524| 0,87k | 0,242 | 1,036 | 1, 282 | 1,845 | 1,866 | = 328 | 2,678 ¥, 2EL

Annexe 5 : Table de Student.

Cette table permet de calculer les intervalles de confiance du taux de mutation.



Sélection et analyse de remaniements chromosomiques cBezcharomyces
cerevisiae en contexte diploide : origine des délétions et des translocatior
réciproques

Les réarrangements chromosomiques de type translocation, délétion et duplice
séquences sont un moteur essentiel de I'évolution des génomes eucaryotes, mais sont
impliqués dans le phénomeéne d'oncogenése chez les eucaryotes supérieurs pluricellula
les étudier, nous utilisons un crible de sélection positive en contexte diploide chez un org
modele, la levure hémiascomyc&accharomyces cerevisiae

Nous avons isolé 39 révertants diploides dont certains contiennent des duplications
interchromosomiques ou bien des délétions, événements déja observés en phase haplc
avons également isolé d'autres réarrangements spécifiques du contexte diploide : une
segmentale de 128,3 kb, une délétion homozygote, une translocation réciproque et une
translocation réciproque. L'analyse génétique a montré que 15 événements provoc
caractere létal a I'état haploide. En phase diploide nous pouvons donc observer des év
variés et complexes dont certains sont impossibles a observer en phase haploide.

L'analyse des jonctions des délétions a permis de caractériser trois classes en fon
séquences en répétition directe (microhomologies) qui se trouvaient aux bornes de |
délétée : la classe | présente des microhomologies de 8 a 13 bp, la classe Il ne possel
séquence de ce type etla classe lll, spécifique du contexte diploide, montre des microhoi
de 1 a 4 bp. Les mémes types de séquences sont trouvées aux jonctions des tran:
réciproques. Ces résultats suggerent un mécanisme de recombinaison entre courtes sé
répétition directe dans la genése des délétions et des translocations réciproques.

Nous avons ensuite étudié I'implication du NHEJ et de la recombinaison homologt
I'apparition de ces événements. Ceci nous a conduit a I'hypothése d'un médrABBR,
indépendant, mais dépendant de la voie de la recombinaison homologue pour les déls
classe I.

Selection and analysis of chromosomal rearrangements Baccharomyces
cerevisiaein diploid context: origin of deletions and reciprocal translocations

Genomic rearrangements such as chromosomal translocation, deletion and duplic:
essential for evolution of eukaryotes genomes, but are also involved in oncogenesis phe
in pluricellular organisms. In order to study these events, we use a positive selection sci
diploid context with the hemiascomycet yeast m&hsgcharomyces cerevisiae

We obtained 39 diploid revertants containing intra- or interchromosomal duplicatic
deletions, events ever observed in haploids. We have also selected other rearrangemer
specific to diploids: a 128,3 kb segmental deletion, a homozygous deletion, a reciprocal
cation and a deletion-reciprocal translocation. The genetic analysis has shown that 1!
induce a lethal character in haploid context. The diploid state allow us to observe differ
complex events which can't be observed in haploid context.

The analysis of deletions allowed us to characterize three classes of deletions depe
short DNA direct repeats (microhomologies) that are located on the junctions of the «
regions: the class | shares 8 to 13 bp long microhomologies, the class Il doesn't have thi
sequences and the class Il1, that is diploid specific, shows the presence of 1 to 4 bp longt
mologies. The same types of sequences are found to the junctions of reciprocal translc
These results suggest arecombination mechanism between short DNA directrepeatsin
rence of deletions and reciprocal translocations.

Finally, we have tested the involvement of the NHEJ and the homologous recomb
pathways in the appearance of these events. According to the results, we conclude thatt
deletions, are produced bRAD52-independent mechanism, but are dependent of the hor
gous recombination pathway.
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