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AVANT-PROPOS

L’instabilité génétique, élément moteur de I’évolution des espéces, est également la principale
caractéristique des cellules cancéreuses. Elle apparait dés les stades précoces de la cancérogencse
et s'aggrave au cours de I'évolution tumorale. L’étude des mécanismes conduisant a I'instabilité
génétique demeure un enjeu crucial pour la compréhension et le traitement du cancer. C’est dans
cette optique que notre laboratoire s’est spécialisé dans Iétude d’une maladie génétique
extrémement rare, le syndrome de Bloom. En effet, cette maladie présente a ce jour la meilleure
corrélation connue entre une forte instabilité génétique et une prédisposition au développement
de cancers a un age trés précoce. L’origine de ce syndrome est due a I'altération de la protéine
BLM, une 3-5 ADN hélicase de type RecQ). Bien qu’étudiée depuis des années, cette hélicase
reste encore mal caractérisée et une connaissance précise de ses fonctions pourrait étre essentielle
pour faire un pas de plus dans la recherche contre le cancer.

Lors de mon arrivée au laboratoire, un role potentiel de la protéine BLM pendant la mitose était
fortement pressenti et cette hypothése a immédiatement constitué le cceur de mon projet de
recherche. Trés rapidement, mes travaux préliminaires m’ont permis de montrer que la protéine
BLM est recrutée aux centromeres des chromosomes lors de la mitose. J’ai donc décidé d’orienter

mes recherches sur la fonction précise de BLM au niveau de ce locus bien particulier.

L’introduction de ce manuscrit se compose de deux parties. Le premier chapitre présentera la
protéine BLM et la maladie associée a sa déficience : le syndrome de Bloom. Le chapitre suivant
présentera des données structurales concernant le centromeére afin de mieux comprendre ses

fonctions lors de la mitose et le métabolisme associé a son ADN.
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Comme le montreront les résultats de mes travaux de recherche, la protéine BLM a de fait un role

essentiel dans le métabolisme de TADN centromérique en mitose, mais également des la phase

G2.
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INTRODUCTION

“On gagne plus a avoir aimé qu'a avoir compris.”
Jean Rostand

Extrait des Inquiétudes d'un biologiste
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CHAPITRE | : LA PROTEINE BLM

La protéine BLM est une ADN hélicase dont les fonctions sont encore mal connues. La
déficience de cette protéine chez 'Homme est a I'origine d’une maladie génétique : le syndrome
de Bloom, qui fera 'objet de la premicre partie de ce chapitre. La seconde partie de ce chapitre
sera consacrée a la description des caractéristiques de la protéine BLM et a la présentation de ses

fonctions supposées pendant la phase S.
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Le syndrome de Bloom

Le syndrome de Bloom (BS) est une maladie génétique autosomique récessive tres rare. Elle a été
décrite pour la premicre fois en 1954 par un dermatologue, le Docteur David Bloom. La
principale caractéristique visible des patients est un retard staturo-pondéral associé le plus
souvent a un érytheme du visage. Le Docteur Bloom qualifia alors initialement ce syndrome
d’« érytheme télangiectasique congénital évoquant un lupus érythémateux chez des nains». En
1960, un programme de recensement de patients (registre du syndrome de Bloom) a été mis en
place afin de mieux caractériser ce syndrome et a permis de suivre 168 patients (93 hommes et 75
femmes) entre 1960 et 1991 (German, 1969; German ¢# al., 1977a, German e/ al., 1984; German
and Passarge, 1989; German, 1989).

CARACTERISTIQUES CLINIQUES

Les deux caractéristiques cliniques constantes du syndrome de Bloom sont une petite taille et une
prédisposition au développement de cancers (German, 1995).

La petite taille des patients BS est due a un retard staturo-pondéral prénatal persistant tout au
long de leur vie. Ainsila taille moyenne des hommes est de 1m47 et celle des femmes est de
1m38. Les patients BS ne présentent aucune disproportion caractéristique du nanisme et leur
rapport poids/taille reste proportionné. Par ailleurs, cette petite taille n’est die ni a un défaut
d’absorption ni a un défaut hormonal (Diaz ez a/., 20006).

Les patients BS présentent également une prédisposition au développement de tous les types de
cancers a un age trés précoce, ce qui constitue la caractéristique majeure du syndrome de Bloom.
Les cent premiers cancers développés par 71 des 168 patients du registre du syndrome de Bloom
ont été répertoriés. La distribution des cancers développés est similaire a celle de la population
générale, en revanche, 'age moyen d’apparition de 24,7 ans est beaucoup plus précoce (Table 1)

(German, 1997).
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Type de Cancer Nombre de Cancers Age moyen
(années)
Carcinomes (n=51)
Peau 8 26,9
CEsophage 4 40,6
Estomac 2 28,5
Colon 13 32
Larynx, épiglotte 3 29,3
Poumon 1 38
Col de 'utérus 4 21,2
Sein 7 32,4
Métastases 1 30
Lymphome (n=23)
Maladie de Hodgkin 2 17,5
Autres 21 19,1
Leucémie aigiies (n=21)
Lymphocytaires 6 13,0
Myélocytaires 6 19,8
Autres 9 21,2
Tumeurs rares (n=5)
Médulloblastome 1 3
Tumeur de Wilms 2 5,5
Sarcomes 2 9,5

Tableau 1 : Tableau récapitulatif des 100 premiers cancers développés par les patients du registre du syndrome de
Bloom

Ce tableau indique que la distribution des cancers chez les patients BS est similaire a celle de la population générale. L'age
moyen d’apparition des cancers chez les patients BS est de 24,7 ans.

En outre, il n’est pas rare de retrouver chez les patients BS d’autres caractéristiques comme une
dolichocéphalie associée a une hypoplasie malaire (visage long et étroit), un érythéme du visage
qui se développe dés les premicres années de la vie des patients et s’intensifie apres exposition au
soleil, des zones d’hyper et d’hypopigmentation appelées taches « café au lait » localisées sur le
tronc et les extrémités, une voix aigiie et nasillarde appelée « Mickey mouse voice » et un déficit
immunitaire modéré, parfois sévere, qui se manifeste par une sensibilité accrue aux infections des

voies ORL et du tractus intestinal. Ce déficit, qui est souvent a l'origine de la consultation des
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patients, se résorbe progressivement avec I’age. Enfin, certains patients présentent un diabéte de
type non-insulino-dépendant apparaissant en moyenne a I'age de 24,9 ans (20 patients sur 168),
ainsi qu’une infertilité due a une azoospermie chez les hommes et une fertilité réduite chez les

femmes associée a une ménopause précoce (German, 1969, German, 1995).

CARACTERISTIQUES CYTOGENETIQUES

Le syndrome de Bloom appartient au groupe des maladies dites « cassantes» qui incluent
notamment l'ataxie télangiectasie (AT), xeroderma pigmentosum (XP) et 'anémie de Fanconi
(FA), des maladies associant toutes instabilité génétique et prédisposition tumorale. Les maladies
« cassantes » se caractérisent par une forte instabilité génétique associée a la présence de cassures
chromosomiques induites ou spontanées (German, 1969; German ez al, 1974). En effet, des
études cytogénétiques effectuées sur des cultures de cellules dérivées de patients BS ont montré la
présence de cassures spontanées et de réarrangements chromosomiques dans 15% des cellules
observées (German ef al., 1965). Les cellules BS présentent également des figures quadriradiales
dues a des échanges entre chromosomes homologues dans 1 a 5% de cellules mettant en
évidence pour la premicre fois I'existence de crossing over dans des cellules somatiques chez
I’homme (Chaganti e al, 1974; German, 1964). Cependant la plus grande caractéristique
cytogénétique des cellules BS est de présenter une fréquence anormalement élevée d’échanges
entre chromatides sceurs (SCEs) (Chaganti ez al., 1974).

La visualisation de ces SCEs est rendue possible par I'incorporation dans PADN d’un analogue de
base, le 5-bromodéoxyuridine (BrdU), en combinaison avec un colorant de PADN (Latt, 1973)
(Figure 1). Il a ainsi été observé que les cellules BS présentent une augmentation d’un facteur 10
du taux de SCEs (Chaganti e/ al, 1974; Sakamoto Hojo e al, 1995), ce qui confére aux
chromosomes, apres coloration différentielle, une structure typique dite en «arlequin » (Figure
2). Cette particularité constitue jusqu’a présent le seul critere de diagnostique obijectif du
syndrome de Bloom. Les SCEs sont la manifestation cytologique d’événements de recombinaison
homologue (RH) pendant la phase S. Plusieurs données expérimentales suggerent que dans les
cellules BS, les SCEs refletent le redémarrage de fourches de réplication bloquées par la voie de la
RH (Rao ez al., 2007) ainsi que la réparation de cassures double-brin de FADN (CDBs). Par
ailleurs, nous avons montré au laboratoire que la formation des SCEs est enticrement dépendante

de la RH médiée par la recombinase RAD51 (Lahkim Bennani-Belhaj ¢ a/., 2010a).
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Figure 1 : Marquage différentiel des chromatides sceurs par incorporation de BrdU

Le BrdU est un analogue de la thymidine qui est efficacement incorporé dans 'ADN durant sa réplication. Cette réplication étant
semi-conservative, le BrdU est incorporé dans les deux brins d’ADN nouvellement synthétisés conduisant ainsi a la formation de
chromosomes comportant deux chromatides monosubstituées au BrdU (un seul brin sur les deux contient du BrdU). Aprés un
deuxiéme cycle de réplication, la cellule comportera alors des chromosomes avec une chromatide soeur monosubstituée et une
chromatide sceur bisubstituée (les deux brins d’ADN comportent du BrdU). Aprés coloration de I'ADN, les chromosomes
apparaissent de maniére sombre au microscope. Le BrdU ayant un effet « éclaircissant », les chromatides monosubstituées
apparaissent alors plus sombres que les chromatides bisubstituées.

T \ . b
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“ 7

Images G. LABARCHEDE-BUHAGIAR, institut Curie

e

Figure 2: Exemple de chromosomes métaphasiques d'une cellule normale (panneau de gauche) et d'une cellule BS
(panneau de droite)

Dans le cas d'un échange entre chromatides soceurs au cours de la division cellulaire, il y aura alors alternance d’une zone claire
et d’'une zone sombre sur une méme chromatide.
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HYPOTHESES SUR L’ORIGINE DU SYNDROME DE BLOOM

Avant lidentification du géne BLM, deux hypothéses principales coexistaient pour tenter
d’expliquer le phénotype BS (Nicotera, 1991; Sirover ez al., 1990).

Ainsi, il a été proposé que le syndrome de Bloom puisse étre dd a un stress oxydant constitutif.
En effet, il a été montré que des fibroblastes de patients BS secrétent un facteur clastogénique,
qui, une fois concentré et purifié a partir de milieu de culture de cellules BS ou de sérum de
patients BS, est capable d’induire des cassures chromosomiques dans des lymphocytes normaux.
L’ajout de superoxide dismutase (SOD) bovine qui est une enzyme importante du systéeme de
défense contre les radicaux libres au milieu de culture permet de supprimer en tres grande partie
son potentiel clastogene (Emerit and Cerutti, 1981). Par ailleurs, des études ont permis de
montrer que les cellules BS (lignées fibroblastes et lymphoides issues de patients BS) présentent
une augmentation constitutive d’un facteur 2, par rapport a des cellules controles, de activité de
la SOD a cuivre, a zinc et a manganéese (Lee ef al, 1990; Nicotera e al., 1989). Nicotera et ses
collegues ont également mis en évidence une corrélation entre 'augmentation de la quantité
d’especes oxygénées réactives (ROS) par traitement avec des agents oxydants dans des cellules
normales et une augmentation du taux de SCEs. Il a ainsi été montré que le traitement des
cellules BS par un agent antioxydant (0i-tocopherol) permet une réduction du taux de SCEs (17 a
30%). Enfin, cette méme étude a montré que les cellules BS présentent effectivement une
augmentation, dun facteur 3 environ, d’intermédiaires oxygénées réactifs tels que I'anion
superoxyde ou le peroxyde d’hydrogéne (Nicotera ef al, 1993). L’ensemble de ces données
démontrent I'existence d’un stress oxydant constitutif dans les cellules BS. En revanche, ce stress
est origine de seulement une partie des SCEs car le taux de SCEs dans des cellules traitées par

agents oxydants reste malgré tout tres inférieur a celui des cellules BS (Nicotera ez al., 1989).

La seconde hypothéese proposait qu'une perturbation des mécanismes assurant lintégrité de
I’ADN soit a P'origine du syndrome de Bloom, hypothese qui a largement été privilégiée avec la

découverte du gene BLM dont les mutations sont a I'origine du syndrome de Bloom.

LA DECOUVERTE DU GENE BIM

Quinze ans aprés la découverte de cette maladie, James German montrait que le mode de
transmission du syndrome de Bloom est autosomique récessif suite a une étude portant sur 21

familles comprenant 27 membres BS (German, 1969). Cependant la rareté de ce syndrome a
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considérablement retardé la progression des recherches et notamment la découverte du gene

impliqué dans la maladie.

Histoire de la localisation du gene BLM

En 1992, des expériences de «transfert de chromosome» par micro-injection (MMCT :
Microcell-Mediated Chromosome Transfer) ont permis de localiser le locus BLAM sur le
chromosome 15 en montrant que le taux élevé de SCEs chez les cellules BS est corrigé par la
région distale de ce chromosome (15q14-qter) (McDaniel and Schultz, 1992). Peu aprés, I'analyse
moléculaire du chromosome 15 d’un patient atteint a la fois du syndrome du Bloom et du
syndrome de Prader Willi, dont le gene est également situé sur ce chromosome, a permis d’affiner
la localisation du géne BLM. Cette analyse a montré que le patient présentait une disomie
uniparentale d’origine maternelle se caractérisant par la présence de deux chromosomes d'une
méme paire provenant de la mére, et quun événement de recombinaison méiotique avait induit
une hétérodisomie de la région proximale 15q, disomie ou les deux copies proviennent de
chromosomes différents, ainsi qu'une isodomie de la région distale 15q, disomie ou les deux
copies proviennent du méme chromosome. Cet événement a provoqué une perte d’hétérozygotie
au niveau de la région distale du locus 15q25 indiquant que le gene BLLM était compris entre ce
locus et le télomere (Woodage ez al., 1994).

Une étude basée sur la méthode de « cartographie par homozygotie » a finalement permis de
localiser précisément le gene BLM (German et al, 1994). Cette technique était basée sur la
recherche de marqueurs polymorphes de la région 15q qui seraient plus fréquemment
homozygotes chez les patients BS issus de parents consanguins que dans la population générale.
L’existence d’un tel marqueur a ainsi été confirmée chez 25 des 26 patients analysés et le gene
BIM a pu étre localisé dans un intron du proto-oncogene FES situé en 15q26.1 (German ef 4/,
1994).

|dentification du gene BLM

Une observation surprenante faite par James German et confirmée par la suite, a révélé que 20%
des patients BS présente une population mineure de lymphocytes B et T dit « révertants », avec
un taux de SCEs normal (Foucault ¢z a/., 1997, German et al., 1977b; Weksberg ez al., 1988; Willis

et al., 1989). Ces patients étant nés de parents non-consanguins, il en avait été déduit qu’ils étaient
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hétérozygotes composites (présentant deux alleles du gene BLM portant des mutations
différentes) et qu’une recombinaison somatique intragénique entre les alleles BLLM paternel et
maternel aurait permis de générer un allele BLLM sauvage sur le chromosome 15 dans ces cellules,
expliquant ainsi le taux normal de SCEs. Cette hypothése a été confirmée avec I'observation
d’une perte d’hétérozygotie de la région distale au locus correspondant a 'oncogene FES en

15q26.1 dans certaine cellules révertantes (Ellis e7 /., 1995b).

Sur la base de ces observations, Ellis et ses collegues ont utilisé une stratégie originale et unique
de cartographie de point de recombinaison somatique (SCP : Somatic Crossover Point) pour le
clonage du gene BLM. Cette stratégie repose sur I'analyse et la comparaison de ’homozygotie ou
I’hétérozygotie des marqueurs polymorphes de type microsatellite de la région 15q26.1 de cellules
présentant soit un phénotype BS soit un phénotype révertant et provenant d’'un méme patient.
L’identification d’un locus proximal hétérozygote dans une cellule de phénotype BS devenu
homozygote dans une cellule révertante ainsi que lidentification d’un locus distal resté
hétérozygote dans les deux types cellulaires a permis de définir une région critique de 250 kb dans
lequel le géne BILM devait se situer (Ellis ¢z a/, 1995b). A partir de cette région génomique un
ADN complémentaire (ADNc) contenant une phase de lecture ouverte a été isolé. La présence
de mutations non-sens sur ce gene ainsi que I'absence de transcrits spécifiques chez des patients
BS suggéraient fortement qu’il s’agissait bien du gene BLM. I’analyse de séquence de cet ADNc a
montré qu’il codait pour une protéine de 1417 acides aminés dont la masse moléculaire prédite
est de 159 kilodalton (kDa). Cette protéine présente beaucoup d’homologies avec la sous-famille
des hélicases de type RecQ). Les auteurs en ont alors conclu que cette protéine devait étre tres
probablement une hélicase impliquée dans le métabolisme de PADN (Ellis e7 a/., 1995a).

Depuis, 77 mutations du gene BLLM ont été identifiées (Amor-Guéret ez al., 2008; Barakat e al.,
2000; Calin e# a/., 1998; Ellis e al., 1995a; Foucault e7 /., 1997; German e al., 2007; Kaneko e al.,
1996) et sont répertoriées dans une base de données : « BLMbase : Mutation registery for Bloom

syndrome » (http://bioinfuta.fi/BLMbase/) (Rong ef al, 2000). La grande majorité de ces

mutations aboutissent a la formation d’un codon stop prématuré soit par substitution de base
(mutation non-sens) soit par décalage du cadre de lecture. La présence de ce codon stop
prématuré conduit a la dégradation de PARN messager (ARNm) par le Nonsense-mediated
mRNA decay (NMD) (Grigorieva, Amor-Guéret, communication personnelle), ce qui conduit a
I'absence de protéine détectable dans les cellules BS. Les mutations précédemment citées sont
retrouvées dans des populations d’origines ethniques différentes a I'exception d’une mutation

particulicre appelée blmAsh (délétion de 6 paires de bases et insertion de 7 paires de bases au
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nucléotide 2207) retrouvée a DIétat homozygote chez tous les patients BS d’origine juive
ashkénaze, et retrouvée a I’état hétérozygote chez 1 individu d’origine juive ashkénaze sur 102
(soit 0.98%) indiquant un effet fondateur de la maladie dans cette population (Ellis ¢# af., 1998;
Roa ¢t al., 1999).

LE GENE BLM CODE POUR UNE HELICASE DE TYPE RECQ

Les hélicases sont des moteurs moléculaires qui ont pour principale fonction de désapparier des
molécules ’ADN double brin (ADNdb) en ADN simple brin (ADNsb). Cette fonction est
essentielle aux processus dans lesquels 'acces a PADNsb est nécessaire comme la réplication, la

réparation ou encore la transcription de PADN (van Brabant e a/., 2000a).

La sous-famille des hélicases de type RecQ

La sous-famille des hélicases de type RecQ est composée de protéines trés conservées au-cours
de I'évolution et a travers les especes, on les retrouve aussi bien chez les eucaryotes que chez les
procaryotes. Le premier membre cloné de cette famille est ’hélicase RecQ d’E. co/i (Nakayama ez
al., 1985) et depuis, tous les homologues de ce premier membre ayant été découverts sont
rattachés a cette famille d’hélicases.

Les hélicases RecQ) comptent de nombreux membres identifiés dans plusieurs especes. Ainsi, on
retrouve une hélicase de type RecQ chez la bactérie E. co/i (RecQ) et la levure S. cerevisiae (Sgsl),
deux membres de cette famille chez la levure . pombe (Rqhl et RQ2), le xénope (xBLM et FFA-
1) et la drosophile (dmBLM et dmRecQ)5) et quatre membres chez la souris (mBlm, mWRN,
mRecQ4 et mRecQ5). Enfin, THomme en possede cinq : BLM, WRN, RecQL1, RecQL4 ainsi
que RecQL5, qui présente elle-méme trois isoformes issues de I'épissage alternatif de TARNm
(Shimamoto ef al, 2000). En regle générale, il est considéré que le nombre, la taille et la
complexité des homologues RecQ) augmentent avec la complexité des organismes (Cogoni and
Macino, 1999; Ellis ez al., 1995a; Hartung e# al., 2000). Cependant, des exceptions existent : par
exemple, la plus grande hélicase connue a ce jour est exprimée par la levure S. pombe (Mandell ez
al., 2005) et la plante A. thaliana présente 7 hélicases de type RecQ (Hartung and Puchta, 2000)
(Figure 3).
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Les domaines des hélicases de type RecQ

Comme toutes les hélicases, les hélicases de type RecQ) sont caractérisées biochimiquement par
leur activité hélicase et structuralement par la présence de huit motifs spécifiques d’acides
aminés : 0, I, Ia, II, III, IV, V et VI (Bernstein et Keck, 2003; Gorbalenya e al., 1989). Cette
séquence est généralement désignée par la terminologie « core helicase » ou domaine hélicase
(Figure 3). Les motifs I et II présentent notamment de fortes homologies avec les boites A et B
du domaine de liaison aux nucléosides triphosphates (NTP) du motif Walker (Walker e 4/, 1982).
Ces boites sont impliquées dans la liaison et ’hydrolyse des NTPs. Ainsi les acides aminés
GxGKS/T présents dans le motif I interagissent avec le carbone 6 du sucre et les phosphates des
cofacteurs nucléotidiques. Le motif II contient un résidu aspartate hautement conservé qui lie
lion Mg”" et un résidu glutamine jouant tous les deux un rdle lors de la réaction de dégradation
de PATP nécessaire au fonctionnement de Penzyme. Le motif II contient également une
séquence Asp-Glu-x-His (DExH) caractéristique de ces hélicases (Gorbalenya ez a/., 1989).

Outre le domaine hélicase, les helicase RecQ) se caractérisent également par d’autres domaines et
notamment les domaines RecQ-Ct et HRDC (Figure 3). La majorité des hélicases de type RecQ
présente un domaine RecQ-Ct (pour RecQ) carboxy-terminal) contenant 2 sous-domaines : le
premier « plateforme d’interaction par le zinc» et le second «winged helix », formant une
structure hélice-boucle-hélice trés conservée. Par leur structure spécifique formant un large sillon
a la surface de la protéine, il est probable que ces domaines servent de site de liaison a TADNdb
(Bernstein ez al., 2003). Le domaine RecQ-Ct semble également important dans le maintien de
Iintégrité structurale et dans la stabilité de I'hélicase (Guo e al, 2005; Liu et al., 2004) et serait
impliqué dans la liaison a d’autres protéines (Vindigni and Hickson, 2009). D’autre part, ce
domaine contient une séquence spécifique responsable d’'une forte affinité pour les substrats
d’ADN de type G4 quadruplexes ou pour les structures mimant des intermédiaires de réplication
ou de recombinaison (Cf: Les substrats de la protéine BLM) (Huber e a/., 2006). Parmi les 77
mutations identifiées chez les patients BS, 14 sont faux-sens et se localisent toutes soit dans le
domaine hélicase de la protéine, soit dans le domaine RecQ-Ct (Rong e7 4/, 2000). Ceci suggere
que la perte de la fonction hélicase ou de la fonction de fixation a PADN aurait un réle
primordial dans le développement de la maladie.

Enfin les hélicases RecQ) présentent une troisiéme région conservée: le domaine HRDC
(Helicase and RNase-D like C-terminal domain). I est le moins conservé des 3 principaux
domaines caractérisant ces hélicases et a été défini par analogie avec le domaine C-terminal de la
RNase D (Morozov ¢ al., 1997). Plusieurs études sont en faveur d’un role de ce domaine dans

I'interaction avec PADN, soit pour apporter une spécificité dans l'interaction avec les substrats
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(ADNsb ou ADNdb et structures secondaires de TADN), soit pour la processivité de I’hélicase
sur son substrat (Vindigni et Hickson, 2009).

Cetaines hélicases RecQ) se différencient des autres par la présence d’autres domaines qui ne sont
pas présents sur 'ensemble des hélicases de cette famille (Figure 3), mais conservés, en revanche,

entre les orthologues indiquant qu’ils pourraient conférer des spécificités d’actions (Huber e a/.,

2006).

E. coli (o— ] 610 RecQ
S. pombe CEEEEIIET) 1,328 Rght
S. cerevisiae CIEET) 1,447 Sgst
( - U 1,487 DmBLM
Drosophile ) 1,058 DmRECQ5p
( U 1,530 DmRECQ4
" RS 1,436 FFA-1
L BCIECTTD) 1,364 xBLM

( ) 649 RECQT
CEIE) 991 RECQSB
Homme ( I ) 1,208 RECQ4
( X ECECD 1,417 BLM
(o c— BT 1,432 WRN
4 ——]) 606 AtRecQ1
[e— ] 705 AtRecQ2
CmC) 713 AtRecQ3
A. thaliana { BT 1182 AtRecQ4A
( | - D 1150 AtRecQ4B
( I 870 AtRecQ5
\ ( | D 858 AtRecQsim

Xénope

I) Domaine hélicase @ Domaine HRDC @@ Domaine exonucléase
@B Dpomaine RecQ-Ct @D Résidus acides a Séquence NLS

Figure 3: Représentation schématique de certains membres de la famille des hélicases RecQ

Les différents organismes auxquels appartiennent les hélicases sont indiqués a gauche et la taille (en acides aminés) ainsi que
le nom de I'hélicase sont indiqués a droite. Toutes les protéines sont alignées selon leur domaine hélicase coloré en jaune. Les
domaines conservés RQC et HRDC sont respectivement colorés en rouge et vert. Le domaine exonucléase de WRN et ses
orthologues est coloré en rose. Les régions riches en acides aminés acides, caractérisitiques de certains membres de la famille
des hélicases de type RecQ dont BLM, sont colorées en bleu. Les séquences NLS identifiées chez certains membres sont
colorées en marron. Les régions colorées en gris correspondent a des régions faiblement conservées entre les différentes
protéines (d’apres Alessandro Vindigni et al., 2009).
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Caractéristiques des hélicases de type RecQ

Les hélicases RecQ) peuvent étre classées en deux groupes en fonction de leur taille ainsi que de la
présence ou non de domaines N- ou C-terminaux : le premier groupe de bas poids moléculaire
contient les protéines RecQ), RecQL1 et RecQL5, dont les tailles varient de 410 a 649 acides
aminés et le second groupe, de haut poids moléculaire, est constitué des protéines WRN, BLM,
RecQL4, Sgs1 et Rqhl dont les tailles varient de 1208 a 1432 acides aminés et qui possedent au
niveau de leurs régions N et C-terminales des domaines riches en acides aminés acides (Figure
3). L’activité hélicase a été testée dans la majorité des protéines: elles présentent toutes une
activité de polarité 3’-5’ dépendante de PATP (Bennett ez a/., 1998; Chen ez al., 2001; Cui et al.,
2003; Garcia et al., 2004; Gray et al., 1997, Karow et al., 1997, Ozsoy et al., 2003; Umezu et
Nakayama, 1993; Xu et Liu, 2009)

Les absences (ou altérations) de BLM, WRN ou RecQL4 sont respectivement a l'origine du
syndrome de Bloom (Ellis e al, 1995a), du syndrome de Werner (Gray ez al, 1997) et du
syndrome de Rothmund-Thomson (Kitao ez 4/, 1999). Des mutations du géne RecQL4 sont
également associées a deux autres maladies : le syndrome RAPADILINO (Siitonen e7 a/., 2003) et
le syndrome de Baller-Gerold (Kellermayer, 2000). Par ailleurs, toutes ces pathologies associent
instabilité génétique et cancers, a lexception du syndrome de Baller-Gerold. Ainsi la
compréhension des processus de cancérogencse passe en partie par la caractérisation des

fonctions précises des hélicases de type RecQ.

La protéine BLM

En 1997, des études 7 vitro ont montré que la protéine BLM recombinante (BLMr) posséde une
activité d’hydrolyse de PATP qui dépend de la présence d’ADNsb ou I’ADNdb ainsi quune
activité hélicase de polarité 3-5" comme il 'avait été proposé 2 ans auparavant lors de sa
découverte (Karow e al, 1997). Ainsi, BLMr est capable de désapparier des duplexes d’ADN a
extrémité 3’ débordante et des bulles internes mais est incapable de désapparier des duplexes
d’ADN a extrémité 5’ débordante ou a bout franc (Mohaghegh e 4/, 2001). Cette activité hélicase

a depuis été démontrée a partir d’une protéine BLM endogene (Dutertre e a/., 2002).
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LES CARACTERISTIQUES DE LA PROTEINE BLM

Les substrats de la protéine BLM

Les figures quadriradiales et augmentation du taux de SCEs observées dans les cellules BS
refletent un phénotype d’hyperrecombinaison (Lonn e a/., 1991) indiquant que la protéine BLM
inhibe les événements de RH. Dans le but d’élucider les mécanismes sous-jacents, des études 7

vitro ont alors été entreprises afin de déterminer les substrats préférentiels de BLM (Figure 4).

Duplexe d’ADN a BLM
Extrémité 3’ débordante .

¥

Substrat de type fourche de
réplication

Struture a (Jonction de

hollid
D-loop ou boucle de olliday)

déplacement

Jonction de holliday
synthétique

G-quadruplexe

Figure 4: Les substrats de I’hélicase BLM

(A) BLMr est capable de désapparier des structures ADN mimant des fourches de réplication ou des intermédiaires de
recombinaison

(B) BLMr est capable d’effectuer de la migration de branches sur des structures a (structure de type Jonction de Holliday)
(d’apres Chan et al., 2011).

Il a ainsi été montré que BLMr dissocie des structures de type 0, résultant de ’échange de brin
médié par la protéine recombinante RecA de E. /i entre un oligonucléotide simple brin et un
duplexe d’ADN circulaire (Karow ez a/., 2000). De maniere similaire, BLMr est également capable
de se fixer et de promouvoir la migration de branche d’une jonction de Holliday (JH) synthétique
(Karow et al., 2000; Mohaghegh ez al., 2001). 1l a alors été proposé pour la premiere fois un role

de la protéine BLM 7 vivo permettant la migration de branche d’une fourche de réplication ayant
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régressée (Cf: BLM et la réplication). La protéine BLMr peut également se fixer sur des structures
de type boucle D (D-loop ou boucle de déplacement), structures ’ADN formées durant la RH,
et dissocier le brin envahissant, qu’il soit de polarité 3> ou 5” (Bachrati ez a/., 2006; van Brabant ez
al., 2000b). Enfin, la protéine BLMr est également capable de dissocier des structures de type G-
quadruplexe en ADNsb (Mohaghegh e a/., 2001; Sun ez al., 1998). Les G-quadruplexes résultent
de I'appariement de 4 brins ’ADNsb par des liaisons de Hoogsteen entre les bases guanines et se
retrouvent principalement au niveau de PADN télomérique et des promoteurs (Huppert et
Balasubramanian, 2007; Mills e7 al., 2002).

Toutes ces données ont permis de classer ces substrats par affinité de la protéine. Ainsi, BLMr
présente une tres forte affinité pour les G-quadruplexes ainsi que pour les boucles D (Bachrati ez
al., 2006; Mohaghegh e al., 2001; Sun ez al., 1998). Elle présente une affinité plus faible pour les
JHs synthétiques (Karow ez al., 2000; van Brabant ez a/., 2000b). Enfin, BLMr présente une faible
affinité pour les duplexes ’ADN a extrémité 3’ débordante comparée a tous les substrats cités
précédemment.

Comme il vient de Iétre indiqué, BLM, a linstar de toutes les autres hélicases, présente une
activité de désappariement de duplexes d’ADN, en revanche de maniére plus surprenante BLMr
présente également une activité d’appariement de brins ’ADN complémentaires (Cheok ez 4/,
2005). En effet, il a été remarqué qu'une importante concentration de protéines BLMr entraine
I'inhibition de son activité hélicase. L’activité d’appariement de brin est favorisée
proportionnellement a la longueur du duplexe ’ADN et nécessite les domaines C-terminaux de
la protéine impliqués dans la fixation de PADN. En revanche, cette activité est inhibée par une
augmentation de la concentration en ATP ou en ADNSsb et est abolie par la présence de la
protéine RPA (Bartos e al., 2006; Cheok ez al., 2005; Machwe e7 al., 20006). Ces résultats sont en
faveur d’'un équilibre entre Iactivité hélicase et lactivité d’appariement de brin de la protéine
BLM, équilibre qui serait déplacé selon les conditions cellulaires. Par ailleurs, il a été montré qu’au
moyen de son activité d’appariement de brins, BLMr est capable de promouvoir la régression
d’une fourche de réplication synthétique (Machwe ez 4/, 2006). En effet, dans un premier temps
Pactivité hélicase de BLM permettrait la dissociation des brins néo-synthétisés des brins matrices,
et dans un second temps, 'appariement des brins néo-synthétisés entre eux, formant ainsi une
structure dite en « chicken foot», comportant une JH (Figure 5). De manicre intéressante, la

protéine hélicase WRN présente également cette activité (Machwe ez a/., 2000).
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Figure 5 : lllustration des activités de régression de fourche et de migration inverse de branches de la protéine BLM

BLM est capable de coordonner son activité d'appariement et de désappariement des brins d’ADN permettant ainsi de faire de
la régression de fourche de réplication et de la migration inverse de branches pour rétablir cette fourche.

Structure oligomérique de la protéine BLM

La plupart des hélicases présentent une structure oligomérique, et une méme hélicase peut
présenter plusieurs structures oligomériques différentes (Vindigni et Hickson, 2009). Karow et
ses collegues ont réalisé des expériences de chromatographie d’exclusion avec la protéine BLM et
ont montré que la majorité des molécules actives de BLM a une masse moléculaire apparente
supérieure a 700 kDa, suggérant que la protéine BLM est active sous forme oligomérique. Par
microscopie électronique, ils ont ensuite montré que la protéine BLM forme majoritairement des
structures oligomériques symétriques et annulaires de type hexamere ou tétramere (Karow ef al.,
1999), similaires aux structures oligomériques décrites pour I'hélicase RecQ d’E. co/i (Harmon et
Kowalczykowski, 2001). Toutefois, la signification biologique de I’état oligomérique de BLM

reste 2 déterminet.

Expression de la protéine BLM

La protéine BLM est exprimée dans toutes les cellules en phase proliférative avec cependant une
expression plus importante dans les testicules et le thymus. Dans les tissus tumoraux, il existe une
forte corrélation entre le niveau d’expression de la protéine et le statut prolifératif de la tumeur
(Tutley e al., 2001) ce qui est cohérent avec sa variation d’expression au cours du cycle cellulaire.

En effet, BLM n’est pas détectable par western blot en phase G1, s’accumule en phase S et
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persiste en phase G2 et pendant la mitose (Dutertre e a/., 2000; Gharibyan et Youssoufian, 1999;
Sanz et al., 2000).

Localisation de la protéine BLM

La protéine BLM est nucléaire. Cette localisation dépend d’un domaine de localisation nucléaire
(NLS) puisque la perte de ce domaine conduit a une localisation uniquement cytoplasmique de la
protéine (Gharibyan et Youssoufian, 1999; Hayakawa ¢z a/., 2000; Kaneko et al., 1997).

En conditions basales, outre une fraction du pool de protéines BLM qui localise au niveau des
nucléoles en début de phase S (Sanz ez al., 2000; Yankiwski ez al., 2000; Yankiwski ez a/., 2001), la
majorité de ce pool réside dans deux types de structures nucléaires. La premicre est constituée de
zones diffuses et finement granulaires appelées «microspeckles» dont la fonction et la
composition sont a ’heure actuelle toujours inconnues (Yankiwski ez a/., 2000; Zhong ez al., 1999).
La seconde est constituée de foyers brillants et discrets dont le nombre et lintensité varient au
cours du cycle pour atteindre un maximum en fin de phase S et début de phase G2 (Bischof ¢ @/,
2001; Gharibyan et Youssoufian, 1999; Sanz ef @/, 2000; Yankiwski ef al., 2000; Zhong et al.,
1999). La majorité de ces foyers co-localisent avec les corps nucléaires ND10/PML (Promyoletic
Leukemia Protein) qui servent probablement de lieu de stockage de la protéine BLM (Bachrati et
Hickson, 2003; Yankiwski ez a/., 2000; Yankiwski ez al., 2001; Zhong et al., 1999). 11 a également
été rapporté que certains de ces foyers colocalisent avec des foyers de réplication, visualisés par
immunomarquage de la protéine PCNA (Proliferating-Cell Nuclear Antigen) ou a I'aide d’un bref
marquage de PADN au BrdU (Yankiwski ez 4/, 2000). Des expériences d’hybridation 7 situ en
fluorescence (FISH, Fluorescence in-situ hybridization) ont montré qu’une faible partie de ces

foyers localisait également avec des séquences télomériques (Yankiwski ez a/., 2000).

L’analyse de BLM au cours du cycle cellulaire a également révélé que cette protéine est
hyperphosphorylée pendant la mitose. De maniere surprenante, BLM hyperphosphorylée est
exclue de la fraction protéique insoluble correspondant principalement a la chromatine et au
cytosquelette et se retrouve sous forme soluble dans la cellule (Dutertre e 4/, 2000). Cependant,
une fraction du pool de cette protéine BLM hyperphosphorylée est tout de méme associée au
fuseau mitotique (comprenant les centrosomes, microtubules et kinétochores) pendant la pré-
métaphase comme cela a été révélé par des études du phosphoprotéome mitotique (Nousiainen e/

al., 2006).
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PARTENAIRES DE LA PROTEINE BLM

En parallele de la recherche de substrats pour la protéine BLM, les recherches se sont également
portées sur I'identification d’éventuels partenaires avec 'objectif commun d’identifier a terme les
fonctions potentielles de BLM. En quelques années, de nombreuses protéines ont été décrites
comme interagissant avec la protéine BLM, cependant la plupart d’entre elles n’interagit avec
BLM que de maniére transitoire ou indirecte. Ainsi, il est proposé que seules la Topoisomérase
IITa (Topo o), RMI1, RMI2 et RPA composent le ceeur du complexe protéique associé a
BLM également désigné « BLM core complex » (Figure 6) (Liu et West, 2008).

« BLM core complex » \A

;4
¥

Figure 6 : Le “BLM core complex”

Représentation schématique du “BLM core complex” et des différents sous-complexes existant dans les cellules humaines. Les
interactions directes et potentielles entre protéines sont représentées par des fléches noires et rouges respectivement (d’aprés
Li et al., 2007).
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Le « BLM core complex »

L’existence de ce « BLM core complex » a été identifié en 2003 suite a I'analyse par spectrométrie
de masse d’immunoprécipitats de la protéine BLM (les protéines RMI1 et RMI2 ayant été

identifiées mais caractérisées par la suite) (Meetei ez al., 2003).

La topoisomerase llla

La réplication conduit a la formation de tensions topologiques comme des super-enroulements de
PADN ainsi que des entremélements, également appelées caténations de PADN (Cf: La
décaténation des centromeres). La suppression de ces contraintes est vitale pour la cellule
notamment afin d’achever la réplication de son ADN et de permettre la séparation des
chromatides sceurs durant la mitose. Pour y parvenir, tous les organismes disposent d’enzymes
spécialisées appelées topoisomérases capables de cliver et relier des brins d’ADN. Au moyen
d’une réaction de transestérification, un seul brin I’ADN ou une hélice ADN peuvent passer

les uns a travers les autres libérant ainsi les contraintes associées a ces molécules ’ADN (Figure

7) (Wang, 2002).
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Figure 7 : Mécanisme de clivage de molécules d’ADN par les topoisomérases de type IA et de type Il

Les topoisomérases utilisent un résidu tyrosine pour cliver la liaison phosphodiester de I'ADN par transestérification. Dans la
réaction catalysée par les topoisomérases de type IA ou de type I, le site actif tyrosine se lie de fagon covalente avec
I'extrémité 5’ du brin d’ADN clivé comme indiqué sur la figure (dans la réaction catalysée par les topoisomérases de type IB, le
site actif tyrosine se lie de fagon covalente avec I'extrémité 3’ du brin d’ADN clivé). La religation de I'ADN se fait par réaction
inverse (Viard et al., 2007).
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Ces enzymes peuvent ¢tre de deux types : les topoisomérase de type IA et IB, capables de cliver
un seul brin ’ADN (Figure 8), et les topoisomérase de type 11, capables de cliver un duplexe

d’ADN (Cf : La décaténation des centromeres).

DQ()QC et

Figure 8 : Mécanisme d’action des topoisomérases de type IA

Les deux brins d’'une molécule d’ADN sont représentés en rouge (segment T pour Transport) et noir (segment G pour Gate).
L’enzyme est représentée en gris et contient un résidu tyrosine coloré en violet. L’enzyme oscillerait entre une position fermée
(étapes 1, 2, 4, 5 et 7) et une position ouverte (étapes 3 et 6) permettant le passage du segment T dans sa cavité centrale. La

position ouverte est rendue possible par le changement de conformation de certaines régions de I'enzyme (sur fond bleu) (Viard
et al., 2006).

Chez 'Homme, il existe une enzyme de type IA appelée Topo 111, et de manicre intéressante,
tous les organismes étudiés possedent au moins une topoisomérase de type IA suggérant le role
fondamental de ce type de protéine. La Topo III se décline sous 2 isoformes : a et B. La Topo

ITIo. a comme particularité, contrairement aux autres topoisomérases, d’étre trés peu efficace
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pour la relaxation des superenroulements d’ADNdb mais de présenter en revanche une forte
affinité pour les substrats d’ADNsb conférant vraisemblablement a cette enzyme une
« spécialisation » dans la résolution d’hémicaténanes (caténation d’ADNsb) (Yang, 2010). Ces
substrats ’ADNsb étant générés entre autres par les hélicases de type RecQ), il n’est donc pas
étonnant d’observer une interaction entre ces hélicases et la Topo IIla. Ainsi, deux études
menées indépendamment en 2000 ont montré linteraction physique entre Topo Illa et BLM
aussi bien 7z vivo qu’in vitro, cette interaction étant particulicrement renforcée en présence ’ADN
(Johnson e7 al., 2000; Wu ez al., 2000). Cette interaction est trés conservée au cours de I'évolution
et a été montrée dans différents organismes (Gangloff e al., 1999; Gangloff ez al., 1994; Laursen ez
al., 2003). De facon remarquable, 'expression d’une protéine BLM ne pouvant pas interagir avec
Topo IIlo mais présentant une activité hélicase supérieure a la protéine BLM sauvage ne suffit
pas a corriger completement 'augmentation du taux de SCEs (Hu ez 4/, 2001). Ces données
indiquent que les deux protéines coopérent pour limiter la formation de SCEs probablement en
supprimant certains événements de RH. Depuis, cette hypothése a été nettement confortée par
des études 7z vitro démontrant que BLMr en association avec Topo IIla est capable de dissoudre
sans échange des régions flanquantes des structures mimant des double-jonctions de Holliday
(dJHs), structures intermédiaires formées lors d’événements de RH (Figure 9) (Cf: BLM et le

recombinaison homologue) (Wu et Hickson, 2003).
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Figure 9 : Dissolution des doubles jonctions de Holliday par BLM et Topo llla

Le modele proposé de dissolution des dJHs est composé de deux étapes. L’activité hélicase de BLM catalyserait la migration de
branches de chacune des JHs simple I'une vers l'autre conduisant a leur rencontre et a la formation de deux duplexes d’ADN
liés entre eux par une caténation d’ADNsb. Cette structure, qui est appelée hémicaténane, est ensuite décaténée par Topo llla
terminant ainsi la dissolution de la dJHs.
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D’autre part, il a été montré que la Topo IIla est une protéine nucléaire localisée sous forme de
foyers brillants et discrets dont la majorité co-localisent avec BLM au niveau des foyers PML (Hu
et al., 2001; Johnson et al., 2000; Wu et al., 2000). Cette localisation étant dépendante de la
présence de BLM (Hu ¢ al., 2001), ces données confortent hypothése d’une action commune

entre BLM et Topo Illa.

RMI1 et RMI2

Les protéines RMI1 et RMI2 (pour RecQ-mediated genome instability 1 ou 2), également
appelées respectivement BLAP75 et BLAP18 (pour BLM-associated polypeptides) sont
également des composants du « BLM core complex ». Ces protéines possédent respectivement
deux et un domaine oligonucleotide/oligosaccharide binding-fold (OB-fold) leur conférant une
capacité de liaison a TADN bien qu’a ce jour aucune activité catalytique n’ait été démontrée pour

ces protéines.

RMI1 a été identifié en 2005 comme étant un nouveau composant du « BLM core complex »
interagissant physiquement et indirectement avec Topo IIla et BLM. Cette protéine est capable
de se lier a PADNsb, a FADNdb et a des structures d’ADN plus complexes comme des dJHs
(Raynard et al., 2008; Wu et al., 2000). In vivo, cette protéine est essentielle a la stabilité du
complexe BLM/Topo IIla et, iz vitro, elle stimule spécifiquement et trés fortement son activité de
dissolution des dJHs ainsi que le recrutement de Topo IIla sur ces structures (Raynard ez /.,
2008; Wu ez al., 2006; Yin et al., 2005). Pour cette raison, le complexe BLM/Topo IIla/BLAP75
(BTB) a alors été nommé « Double Holliday Junction dissolvasome » (Mankouri et Hickson,
2007; Raynard ez al., 2006; Wu et al., 2000). Cette activité « dissolvasome » accrue en présence de
RMI1 s’explique probablement par le fait que la formation du complexe BTB stimule fortement
Pactivité de migration de branche de BLM (Bussen ef al, 2007) et lactivité de décaténation
d’ADNsb de Topo Illa (Yang ef al., 2010). Des cellules déplétée en RMI1 par siRNA présentent
une augmentation du taux de SCE (Yin ez 4/, 2005).

Par la suite, deux équipes indépendantes ont découvert RMI2. Cette protéine n’a pas été identifiée
avant du fait de son poids moléculaire trés proche de celui des chaines légeres des
immunoglobulines utilisées pour immunoprécipiter BLM. RMI2 forme un complexe stable avec
RMI1 #n vitro, mais ne semble avoir quune faible incidence sur la stimulation de la dissolution des

dJHs par BLM/Topo IIla (Singh ¢ al., 2008; Xu ¢ al., 2008). En outre, cette faible stimulation
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pourrait étre da a une meilleure stabilité du complexe BTB en présence de RMI2. En effet, i vivo,
la déplétion par siRNA de Topo I1la, RMI1 ou RMI2 affecte le niveau protéique des deux autres
et par la méme la stabilit¢é du complexe BTB, bien que leur absence n’affecte pas BLM et
I'absence de BLM n’affecte pas la stabilité du complexe (Singh e a/., 2008; Xu ez al., 2008).

L’invalidation du gene RMI2 dans des cellules DT-40 conduit a une augmentation du taux de
SCEs. En outre, I'invalidation conjuguée des génes RMI2 et BLM conduit a un taux de SCEs
équivalent a celui de cellules uniquement invalidées pour le gene BIM : ceci indique une

interaction épistatique entre ces 2 genes (Singh e al., 2008; Xu ez al., 2008).

La protéine RPA

La protéine RPA est impliquée dans les voies majeures du métabolisme et de la réparation de
PADN (Richard et al, 2009; Zou et al, 2006). Elle possede 6 motifs OB-fold dont 2
principalement impliqués dans sa capacité de liaison a PADNsb. Elle est 'équivalent de la
protéine SSB (Single Strand Binding protein) procaryote. Cependant, la protéine SSB est
monopeptidique alors que RPA est composée de trois sous-unités peptidiques de 70, 32 et 14
kDa. Des travaux effectués en 2000 ont montré que BLM et RPA ont une interaction physique
via la sous unité de 70 kDa de RPA (Brosh ez a/., 2000). Contrairement a la Topo Illa, il a été
montré que RPA interagit avec plusieurs membres de la famille RecQQ (Bachrati et Hickson,
2008). L’interaction de BLM avec RPA conduit, 7z vitro, a une forte stimulation de son activité de
désappariement des duplexes d’ADN (Brosh ez 4/, 2000; Doherty ez al, 2005). Ceci peut
s’expliquer, d’une part, par la capacité de RPA a stabiliser PADNsb suite au désappariement et,
d’autre part, il a été montré que lactivité d’appariement de brin de BLM était inhibée par la

présence de RPA favorisant ainsi I'activité hélicase de la protéine (Machwe ez a/., 2000).

Autres partenaires de BLM

De nombreux autres partenaires de la protéine ont été identifiés et sont quasiment tous impliqués
dans le métabolisme de PADN (Amor-Gueret, 2006). Parmi ces partenaires, certains ont une

importance particuliere dans le cadre de mon projet et sont présentés ci-apres.
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La protéine RAD51

Apres les premicres observations de la fréquence accrue de SCEs chez les patients BS (Chaganti ez
al., 1974), i a été proposé que cette fréquence soit le reflet d’événements de RH anormalement
élevés (Cleaver, 1981; Painter, 1980; Sonoda ef a/., 1999). Les études se sont alors portées vers le
lien potentiel entre BLM et les protéines impliquées dans la RH. Des études chez la levure ont
identifié un groupe de genes épistatiques, conservés des levures a 'Homme, appelé groupe de
genes Rad52 et qui sont les constituants majeurs de la voie de réparation des CDBs par RH
(Symington, 2002). Parmi ces principaux constituants se trouve le gene rad57 dont les mutations
induisent une réduction des événements de recombinaison mitotique.

La protéine RAD51, ’homologue de la protéine rad51 chez 'Homme, est une recombinase
capable de s’assembler sur PADNsb ou ADNdb pour former un polymeére appelé nucléofilament.
RADS51 a un role central dans le processus de RH dans les cellules somatiques des eucaryotes
supérieurs. En effet, la formation du nucléofilament RAD51 sur de TADNsb est essentielle dans
le processus de recherche d’homologie, d’appariement homologue et d’échange de brin lors du
processus de RH (Valerie et Povirk, 2003) (Cf : BLM et la recombinaison homologue).

En condition basale dans des cellules asynchrones, une co-localisation entre BLM et RAD51
existe mais de maniere peu fréquente suggérant une interaction transitoire durant le cycle
cellulaire. La synchronisation de cellules a permis de déterminer quune colocalisation partielle
entre les deux protéines avec lieu en fin de phase S ainsi quen phase G2 et qu'une interaction
physique 7z vivo et in vitro entre BLM et RAD51 a lieu durant ces mémes phases (Bischof ¢ a/,
2001; Wu ez al., 2001). De manicre intéressante, la co-localisation entre BLM et RAD51 augmente
aprés des dommages a ’ADN (Ouyang ez al., 2009; Wu et al., 2001).

Enfin, une étude a été effectuée au laboratoire dans le but de caractériser I'interaction de BLLM et
RADS51 n vive (Lahkim Bennani-Belhaj e7 a/., 2010a). Ce travail, auquel j’ai participé, a permis de
montrer que la formation des SCEs dans les cellules BS est entierement dépendante de la RH
médiée par RAD51. Ces travaux ont également permis de proposer un modele d’interaction

fonctionnelle entre les deux protéines. Cet article est présenté en annexe 1.

La protéine RAD54

Parmi les principaux constituants du groupe de genes épistatiques Rad52 se trouve également le
gene rad54 (Symington, 2002). La protéine RAD54, ’homologue de la protéine rad54 chez
I’Homme, est un membre de la famille des protéines SNF2 impliquées dans le remodelage de la

chromatine. Elle présente une activité de translocation de TADNdb dépendante de 'ATP. La
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grande majorité des données génétiques, cytologiques, biochimiques et structurales indique que
RAD54 est une protéine majeure de la RH agissant au niveau de quasiment toutes les étapes de
ce processus en coopération avec de nombreuses protéines dont principalement RAD51 (Cf:
BLM et la recombinaison homologue).

De récents travaux ont montré et que BLM et RAD54 interagissent physiquement 7z vivo et in vitro
(Srivastava ez al., 2009). Cette méme étude indique également que la déplétion de RAD54 par
siRNA dans des cellules humaines BS inhibe la formation des SCEs ce qui est en accord avec de
précédents travaux montrant que dans des cellules DT40 I'augmentation du taux de SCEs
observée dans des cellules BLM (-/-) est complétement abolie dans des cellules BLM (-/-)
RAD54 (-/-) (Wang e# al., 2000). En outre, ces mémes cellules BLM (-/-) RAD54 (-/-) présentent
également une croissance ralentie ainsi qu’une augmentation de cassures et de «gap»
chromosomiques. Il en a alors été conclu que la formation des SCEs pourrait étre nécessaire pour

ne pas aggraver instabilité génétique des cellules BS (Wang ez a/., 2000).

La protéine 53BP1

La protéine 53BP1 a initialement été identifiée comme interagissant avec la protéine p53 (p53
Binding Protein-1) (Iwabuchi ez @/, 1994). 1l s’agit d’une protéine médiatrice/adaptatrice de la
voie de réponse aux dommages que peut subir FADN. Une fois activée, cette voie initie des
processus comme I'apoptose, I'arrét du cycle cellulaire, la réparation mais aussi la transcription et
la réplication de PADN dans l'objectif de protéger lintégrité du génome (FitzGerald e al., 2009).
Aussi, en réponse a différents types de dommages a PADN, I'expression de 53BP1 est induite et
la protéine est recrutée au niveau de foci nucléaires correspondant aux foyers de réparation
(Schultz ez al., 2000), ou cette protéine semble notamment avoir une fonction anti-recombinogene
(Ttipathi ez al., 2007).

La protéine BLM interagit avec 53BP1 7 vitro mais également iz vivo en réponse a un traitement
provoquant un blocage de la fourche de réplication. La phosphorylation de 53BP1 dans son
domaine KBD (Kinetochore Binding Domain) par Chk1 ainsi que celle de BLM sur la Thr99 par

ATR sont nécessaires a leur interaction et leur co-localisation (Tripathi ez a/., 2008).

Les protéines FANC

Les expériences d’immunoprécipitation de la protéine BLM ayant abouti a I'identification du
« BLM core complex » ont également révélé Iexistence du méme complexe protéique associé a

BLM mais incluant 5 protéines du groupe de complémentation de I'anémie de Fanconi (FA)
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(FANCA, C, E, F et G). Ce complexe est appelé BRAFT (BLM, RPA, FA, Topo I11a) (Meetei e
al., 2003). L’anémie de Fanconi est une maladie génétique autosomique récessive rare caractérisée
par des anomalies congénitales, une insuffisance médullaire, une forte instabilité génétique et une
prédisposition au développement de certains cancers (notamment des leucémies). Le nombre de
genes dont les mutations sont a l'origine de cette maladie est en constante augmentation.
Actuellement, treize genes ont été identifiés et codent pour les protéines suivantes : FANCA, B,
C,D1,D2, E,F, G, L], L, M et N. En réponse a des dommages a ’ADN ou pendant la phase S,
I'interaction de huit d’entre elles (FANCA, B, C, E, F, G, L et M) forme un complexe appelé
« FA core complex » qui catalyse 'ubiquitination de FANCD2 et FANCI. Une fois ubiquitinées,
ces protéines orchestrent la mise en place de structures impliquées dans la réparation de PADN
(Moldovan et D'Andrea, 2009). A ce jour, la fonction de BLM au sein de ce complexe n’est pas
définie.

Indépendamment du complexe BRAFT, des interactions ont été décrites entre BLM et d’autres
protéines du groupe de complémentation de I'anémie de Fanconi et notamment FANCD2 et
FANCC. Ainsi, BLM et FANCD2 mono-ubiquitinée co-localisent et co-immunoprécipitent en
réponse a des agents alkylants, agents génerant des liaisons covalentes particulierement
mutagenes entre les deux brins ’ADN, et a des drogues provoquant un blocage de la fourche de
réplication (Pichierri ef al., 2004). L’absence du géne F.ANCC provoque une augmentation d’un
facteur deux du taux de SCEs (Hirano e al, 2005). De manicre intéressante, I'invalidation
conjuguée des genes BLM et FANCC ne provoque pas d’augmentation supplémentaire du taux
de SCEs comparée a linvalidation du gene BLM seul indiquant une épistasie entre ces deux
protéines. L’ensemble de ces résultats indiquent un lien fonctionnel entre BLM/FANCD?2 et
BLM/FANCC.

D’autre part, la déplétion de BLM ou de Topo Illa dans des fibroblastes normaux, suivie d’un
traitement a la mitomycine C (MMC); provoquant des dommages a PADN, conduit a une
augmentation de la formation de radians. Ces radians sont également observés dans des cellules
FA (FANCC-/- ou FANCD2-/-) traitées. En revanche, la déplétion de BLM ou de Topo IIla
dans les cellules FA, ainsi que la déplétion de FANCA dans des cellules BS ne provoque pas
d’augmentation supplémentaire du nombre de radians observés apres traitement a la MMC. Ainsi,
il existe une relation épistasique entre BLM, Topo Illa et la voie Fanconi suggérant que les
protéines agissent ensemble dans Iinhibition de la formation de radians MMC-dépendants

(Hemphill e al., 2009).
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Durant I'anaphase, BLM et FANCD2 semblent également nécessaires pour la résolution de
structures I’ADN appelées UltraFine anaphase Bridges comme nous le verrons dans la suite de

ce manusctit.

La protéine topoisomérase 1l

La topoisomérase 1I (Topo II) est une topoisomérase de type II (Cf: La décaténation des
centromeres). En 1995, il a été montré que Sgsl, ’homologue de BLM chez la levure, interagit
physiquement avec Top2, ’'homologue de Topo II chez la levure (Watt ef a/., 1995). Depuis, il a
été montré qu’une interaction physique directe ainsi qu'une colocalisation entre les protéines
BLM et Topo II existent dans différentes lignées humaines et cela principalement durant les
phases G2 et M (Bhattacharyya ez a4/, 2009; Russell ez @/, 2011). De maniere intéressante,
I'interaction de ces deux protéines est nécessaire pour empécher la formation de cassures
chromosomiques fréquemment observées dans les cellules BS ou dans des cellules déficientes en
Topo II (Russell e# al., 2011). D’autre part, 'inhibition de la Topo II dans une cellule conduit a
une augmentation des SCEs mais de maniere beaucoup importante que dans les cellules BS
(Dillehay e# al., 1989; Ishii and Bender, 1980; Pommier ez al., 1985). Cette augmentation pourrait
étre da au fait que, 7 vitro, la Topo II augmente activité de désappariement de duplexe I’ADN
de BLM sur des substrats représentant des intermédiaires précoces de RH (Cf: BLM et la
recombinaison homologue) (Russell ez a/, 2011). En revanche, i vitro, BLM ne semble pas
influencer lactivité de décaténation de la Topo II sur des caténanes ’ADN de séquences non

spécifiques (Russell e# 4/, 2011).

Durant 'anaphase, ces deux protéines sont également nécessaires pour la résolution de certains

UltraFine anaphase Bridges comme nous le verrons dans la suite de ce manuscrit.
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Fonctions potentielles de la protéine BLM
en phase S

L’étude des caractéristiques des cellules BS ainsi que les différents travaux menés iz vitro et in vivo
dans lobjectif de trouver des substrats et des partenaires pour la protéine BLM, ont
progressivement permis de proposer des fonctions potentielles pour cette protéine a l'interface

entre la réplication et la réparation de TADN.

BLM ET LA REPLICATION

Des 1975, des défauts de réplication de PADN dans les cellules BS ont été identifiés. Ainsi, il a
été montré que les cellules BS se caractérisent par un ralentissement de la progression des
fourches de réplication comparées aux cellules normales (Hand et German, 1975; Lonn et al.,
1990; Rao et al., 2007). Ce ralentissement est associé a une augmentation du nombre d’origines de
réplication activées qui pourrait permettre de compenser en partie le ralentissement de la
progression des fourches (Rao ez al., 2007). Les cellules BS sont également caractérisées par une
fréquence plus élevée de bulles de réplication asymétriques qui sont le reflet d’un blocage anormal
de fourches de réplication (Rao e# al, 2007). Par ailleurs, dans des cellules normales, les foci
nucléaires correspondant a de PADNsb, visualisés par marquage de la protéine RPA,
disparaissent en fin de phase S alors que dans les cellules BS ces foci, plus nombreux, persistent
jusqu’en phase G2 (Rassool ef al, 2003). Des analyses par dénaturation alkaline partielle ont
confirmé l'existence de 'accumulation anormale d’intermédiaires de réplication tardifs dans les
cellules BS contrairement aux cellules controles (Lonn ez a/., 1990). Ces intermédiaires pourraient
étre dus au blocage et/ou au ralentissement des fourches de réplication observés dans les cellules
BS. Enfin, i a récemment été montré au laboratoire que I'absence de BLM est associée a une
diminution drastique de expression d’une protéine-clé de la synthése des nucléotides : la cytidine
déaminase (CDA). Cette diminution engendre un déséquilibre du pool de nucléotides dans les
cellules BS. Ce déséquilibre est a I'origine du ralentissement de la progression des fourches de
réplication, d’'une partie de 'augmentation des SCEs, mais n’est pas en lien avec la fréquence
élevée de fourches de réplication asymétriques observées dans les cellules BS, suggérant une
activité directe de BLM au niveau des fourches de réplication bloquées pour assurer leur
redémarrage (Chabosseau ez 4/, 2011). L’ensemble de ces données indique que lactivité de la

protéine BLM est nécessaire a la progression des fourches de réplication a une vitesse normale.
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BLM est mobilisée en réponse a un stress de réplication

La réplication compléte et correcte des chromosomes est essentielle pour la cellule. Or il est
fréquent que celle-ci soit perturbée, la cellule subit alors un stress de réplication et va réagir en
activant un point de controle de réplication (Branzei et Foiani, 2009). Ce stress va provoquer le
ralentissement des fourches de réplication pouvant d’aboutir au blocage de cette fourche et méme
a son effondrement a défaut de sa stabilisation. Une fourche de réplication bloquée et stabilisée
est capable de redémarrer la réplication une fois la source de l'inhibition levée, alors que la
fourche de réplication effondrée est inactivée par dissociation de la machinerie de réplication et
aboutit souvent a la génération de CDBs (Petermann et Helleday, 2010).

De maniére intéressante, le traitement de cellules avec des inhibiteurs de la réplication de TADN
comme lhydroxyurée (HU), inhibiteur de la ribonucléotide réductase, et aphidicoline (APH),
mycotoxine inhibant PADN polymérase o, permet de créer un stress de réplication. Le retrait de
ces inhibiteurs induit la reprise de la réplication, il est donc possible d’utiliser avantageusement
ces drogues pour étudier les mécanismes, encore mal compris, mis en jeu dans le ralentissement,
le blocage et 'effondrement ainsi que dans le redémarrage et la restauration des fourches de
réplication.

Le traitement des cellules a 'HU provoque un ralentissement sévere de la fourche de réplication
aboutissant a son blocage voir méme a des CDBs en cas de traitement de longue durée (Saintigny
et al., 2001). 11 s’avere étre un traitement de choix pour Iétude du comportement de la protéine
BLM en présence d’un stress de réplication. En réponse a un traitement a 'HU, la protéine BLM
s’accumule (Ababou ef al., 2002a) et est phosporylée au niveau des thréonines 99 et 122 par la
kinase ATR, kinase activée en réponse a des dommages a PADN et des stress de réplication et
activatrice d’un grand nombre de substrats impliqués dans la réparation de PADN (Cimprich et
Cortez, 2008). Cette phosphorylation est essentielle a la reprise du cycle cellulaire des cellules
post-traitement et est nécessaire pour la relocalisation de BLM des foyers PML vers des foyers
nucléaires beaucoup plus nombreux localisés au niveau des fourches de réplication endommagées
(Davalos ez al., 2004; Davies et al., 2004). Ces foyers contiennent également de nombreuses
protéines impliquées dans la réparation de TADN et notamment les protéines RAD51, p53 ainsi
que 53BP1, elles-méme nécessaires au recrutement de BLM au niveau de ces foyers (Sengupta ez
al., 2004). Le recrutement de BLM est ensuite essentiel pour la coopération entre ces trois
protéines. BLM permet notamment le recrutement de p53 et 53BP1 et renforce Iinteraction de
53BP1 avec p53 et RAD51 (Bischof ez al, 2001; Ouyang et al, 2009; Sengupta et al., 2003;
Sengupta et al., 2004; Tripathi ef al., 2008; Wu ez al., 2001). BLM est également nécessaire pour le
recrutement a certains de ces foyers du complexe MNR (MRE11/NBS1/RADS50), élément clé de
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la réponse a des CDBs agissant comme senseur dans les phases précoces de la réparation de
PADN (Franchitto et Pichierri, 2002; Lamarche ¢ al; Lee et Paull, 2007). De maniere
intéressante, la proportion de fourches de réplication bloquées ne redémarrant pas a la suite d’un
traitement a 'HU est plus importante dans des cellules BS que dans des cellules exprimant BLM.
Ces anomalies de redémarrage peuvent également étre observées en réponse a un traitement a
I’APH (Davies et al., 2007).

Ces données confirment I'implication de BLM dans le processus de réplication. Plus précisément
le recrutement de BLM au niveau des fourches de réplication bloquées semble essentiel pour
assurer une réponse effective de la part de la cellule et assurer le redémarrage des fourches de

réplication une fois la source d’inhibition levée.

BLM serait nécessaire a la progression et au redémarrage de fourches

de réplication

Les organismes cellulaires subissent quotidiennement des stress de réplication. Il a ainsi été estimé
quenviron 15 a 20% des fourches de réplication se bloquent ou s’effondrent durant une division
cellulaire chez E. cw/i (Cox et al., 2000). Ceci peut notamment étre da a la présence de structures
secondaires de PADN comme des G-quadruplexes ou des épingles a cheveux sur la matrice
d’ADN. Ces structures empéchent la progression de la fourche de réplication car, outre les ADN
polymérases translésionnelles présentant un fort risque mutateur (Friedberg, 2005), la majorité
des ADN polymérases sont incapables de répliquer PADN a partir d'une matrice ADN
inhabituelles provoquant ainsi un blocage de la fourche de réplication. Or ces structures
secondaires sont des substrats que BLM peut résoudre (Mohaghegh ¢ 4/, 2001; Sun ez al., 1998).
Sur la base de I'ensemble des observations précédemment citées, il a été proposé que BLM
facilite la progression de la fourche de réplication en résolvant les structures secondaires avant

son passage (Hickson, 2003) (Figure 10).
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Fourche de réplication

+BLM

Figure 10 : La résolution de structures secondaires de I’ADN par BLM faciliterait la progression des fourches de
réplication

La progression des fourches de réplication pourrait étre inhibée par des structures d’ADN secondaires. BLM serait alors
recrutée pour résoudre ces structures permettant ainsi le passage de la fourche (d’aprés Bachratri et al., 2008).

En dehors des structures secondaires de PADN, certains obstacles normalement enlevés avant le
passage de la fourche de réplication peuvent échapper aux mécanismes de surveillance de la
cellule et interférer avec le processus de réplication (Kostriken ez a/, 1983). Ces obstacles, qui
peuvent étre des dommages de 'ADN non réparés ou des protéines liées anormalement a 'ADN,
conduisent au blocage de la fourche s’ils se situent sur la matrice du brin avancé (les obstacles se
situant sur la matrice du brin retardé ne conduisent pas nécessairement au blocage de la fourche
du fait de la synthése discontinue de ce brin qui peut potentiellement permettre Poutrepassement
de 'obstacle et conduire ainsi a sa réparation post-réplicative par différentes voies de réparation).
Afin d’éviter leffondrement de cette fourche qui pourrait provoquer alors la génération de CDBs
dangereuses et parfois létales pour la cellule, celle-ci doit étre stabilisée. Dans le but de répondre a
cette contrainte, il a été proposé que BLM puisse catalyser la formation d’une structure « chicken
foot» au moyen de ses activités observées i vitro de régression de fourche de réplication
synthétique (Machwe e al., 2006) et de migration inverse de branche (Karow e a/., 2000). Cette
structure « chicken foot» permettrait de stabiliser la fourche assez longtemps pour réparer la
lésion. Dans le cas ou cette réparation ne pourrait avoir lieu, la synthése du brin ’ADN avancé
continuerait en se servant du brin retardé comme matrice permettant ainsi d’outrepasser la lésion

(Figure 11) (Amor-Guéret, 2006; Bugreev ¢z al., 2007; Hickson, 2003). Cette voie de redémarrage
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de fourche permet ainsi d’éviter la voie de la RH potentiellement dangereuse pour la cellule (Cf:
BLM et la recombinaison homologue). Cependant, la principale faiblesse de se modcle réside
dans le fait que la machinerie de réplication a besoin de se dissocier de la fourche pour permettre
sa régression et actuellement sa « re-mise » en place n’est pas tres claire (Bugreev ef al., 2011;

Petermann et Helleday, 2010).

/ Régression \,
de la fourche 4

| o Migration inverse
des branches

Réparation Outrepassement
de la lésion de la lésion

Figure 11 : Modéle de redémarrage par BLM d’une fourche de réplication bloquée

La régression de la fourche de réplication permet de stabiliser la fourche et donner ainsi un délai suffisant a la cellule pour soit
réparer la lésion (voie de gauche) soit I'outrepasser aprés avoir continué la synthése du brin avancé en se servant du brin
retardé comme matrice (voie de droite).
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BLM ET LA RECOMBINAISON HOMOLOGUE

Les cellules BS présentent un phénotype hyper-recombinogéne se manifestant par la présence de
figures quadriradiales, d’une augmentation d’un facteur 5 du taux de réparation de PADN médiée
par la RH (Onclercg-Delic ez al, 2003) ainsi que d’une fréquence élevée de SCEs (10 fois
supérieure a la normale) (Chaganti e al, 1974; German, 1964) et d’'un nombre plus élevé
d’évenements de recombinaison somatique (Ben-Sasson e al, 1985; Kusunoki ez al, 1994).
L’ensemble de ces observations est clairement en faveur d’un réle essentiel de la protéine BLM

dans la régulation de la RH.

La recombinaison homologue

Une cellule diploide humaine typique a besoin de maintenir 6 x 10” paires de bases dans un ordre
précis tout en respectant une organisation chromosomique et ce malgré de nombreuses menaces
pour lintégrité du génome. Cela se révele étre une incroyable tache qui est normalement
parfaitement réalisée d’une génération de cellules somatiques a une autre (Drake ¢ a/., 1998). Pour
y parvenir, la RH est un processus essentiel participant au maintien de I'intégrité génomique entre
les différentes générations ainsi que pendant le développement d’un organisme. Ce processus est
nécessaire pour le redémarrage ou la restauration de fourches de réplication et la réparation des
CDBs de 'ADN (Li et Heyer, 2008). Cependant la RH est également un processus
potentiellement dangereux pour la cellule notamment du fait de la présence de nombreuses
séquences répétées dans les cellules humaines. La RH peut ainsi conduire a des crossing-overs
induisant des réarrangements chromosomiques dont des délétions, des inversions et des
translocations ainsi qu’a des intermédiaires de recombinaisons létaux (Kolodner ef al, 2002;
Weinstock et al., 2000). De plus, la surexpression de RAD51 a été démontrée dans de nombreuses
cellules dérivant de tumeurs et mise en corrélation avec un taux élevé d’événements de RH (Vispe

et al., 1998). 1l est donc vital pour la cellule de pouvoir controler finement ce processus.

Schématiquement sur le plan moléculaire, le RH débute par la dégradation nucléotidique de
Pextrémité 5 vers 'extrémité 3’ au niveau de la CDB créant ainsi une extrémité 3’ débordante
simple-brin. La protéine RADS51 se lie a cette extrémité 3’ et initie alors Pappariement et
I'invasion de cette extrémité au niveau d’un duplexe d’ADN contenant une région homologue
pouvant étre le chromosome homologue ou préférentiellement la chromatide sceur certainement

du fait de leur proximité (Kadyk et Hartwell, 1992; Nasmyth et Haering, 2009). Cette invasion va
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provoquer le déplacement du brin complémentaire au brin envahit, formant une structure D-
Loop (Figure 12). L’extrémité 3’ va alors servir d’amorce pour la synthése ’ADN en se servant
du brin envahit comme matrice ce qui va permettre la migration du brin déplacé. Cette migration
s’acheve lorsque le brin déplacé s’apparie a 'autre extrémité 3’ simple-brin générée par résection.
Le processus de RH se termine alors avec la formation d’une dJH qui sera soit dissolue par BLM
et Topo Illa (Figure 8) soit résolue par conversion génique au moyen de I'activité de résolvases,
présentant le risque élevé d’introduire des crossing overs et donc des SCEs (Cf : Partie suivante).

Dans ce mécanisme d’action, RAD54 joue un role majeur en permettrant le remodelage de la
chromatine favorisant ainsi la formation du nucléofilament RAD51 sur de PADNSsb, la recherche
de séquence homologue par le nucléofilament RAD51, et la formation de la boucle D, essentielle

a I'initiation de la RH (Bugreev e al., 2006; Heyer ¢t al., 2006; Mazin et al.; Tan et al., 2003).
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Figure 12 : Mécansime d’envahissement de brin par RAD51

La protéine RAD51 s’assemble sur I'extrémité simple-brin débordante issue de la nucléolyse d’'un bout franc provenant d’'une
CDB. La protéine forme un filament appelé filament présynaptique. Celui-ci se lie a un duplexe d’ADN et forme un complexe
synaptique permettant de chercher une région d’homologie dans ce duplexe. Le cas échéant, TADNsb envahit cette région
homologue, se lie au brin complémentaire et forme ainsi une structure ADN appelée D-loop.
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Le redémarrage de fourches de réplication bloquées ou effondrées

dépendant de RAD51

Le traitement de cellules avec des inhibiteurs de la réplication active la RH (Lundin ez /., 2002;
Saintigny e# al., 2001). En effet, RAD51 est nécessaire aussi bien au redémarrage de certaines
fourches de réplication bloquées qu’a la restauration de fourches effondrées ayant abouti a la

formation d’'une CDB (Hanada ¢ a/., 2007; Petermann ez al., 2010).

Il a ainsi été proposé que RADS51 favorise le redémarrage d’une fourche bloquée, sans présence
de CDB, a partir d’une structure « chicken foot » lorsque la migration inverse de branches ne peut
se faire ou lorsque la « re-mise » en place de la machinerie de réplication est compromise. En
effet, la formation d’une D-loop chez E. Co/i permet de remettre en place cette machinerie (Liu et
Marians, 1999). Dans ce mod¢le, RADS51 agirait au niveau de Pextrémité double-brins libre de la
structure « chicken foot». Son activité aboutirait alors a la formation d’une D-loop puis a une
dJH et enfin a la reprise de la réplication. La dJH serait alors soit dissolue en présence de BLM,
soit résolue par des résolvases pouvant introduire un crossing over conduisant ainsi a 'apparition
d’une SCE (Figure 13) (Wu, 2007) (Petermann et Helleday, 2010). Cependant, le redémarrage de
fourches bloquées par RAD51 ne semble pas recombinogene (Petermann ef al, 2010), ceci
suggere que, dans ce cas de figure la dHJ est toujours dissolue ou que le mécanisme de

recombinaison est différent de celui habituellement mis en place en réponse aux CDBs.
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Figure 13 : Modéle de redémarrage par la recombinaison homologue d’une fourche de réplication bloquée

Dans certains cas, le redémarrage de fourches de réplication ayant regressées peut étre difficile du fait du démantelement de la
machinerie de réplication. Dans ce cas, I'extrémité libre double-brins de la structure « chicken foot » pourrait envahir 'ADN
parental intact via I'activit¢ de RAD51, formant ainsi une D-loop. La formation de D-loop permet chez E. Coli de remettre en
place la machinerie de réplication (Liu et al., 1999). Ce mécanisme pourrait également avoir lieu chez les eucaryotes
supérieures. La dJH serait alors soit dissoute en présence de BLM et Topo llla, évitant ainsi I'apparition d’'une SCE, soit résolue
en leur absence par clivage endonucléolytique pouvant introduire un crossing-over conduisant alors a I'apparition d’'une SCE,
principale caractéristique des cellules BS.

Une fourche bloquée non-stabilisée ou bloquée pendant une longue durée peut aboutir a son

effondrement et a la génération d’'une CDB via lactivité endonucléase de Mus81 ou Genl

(Hanada ez al., 2007; Saintigny e# al., 2001; Wechsler ez al., 2011). 11 est possible que ces CDBs ainsi
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générées fassent partie intégrante du mécanisme de restauration de la fourche de réplication
(Hanada ez al., 2007; Osman et Whitby, 2007; Shimura e7 a/., 2008). La génération d'une CDB au
niveau d’une fourche de réplication peut également avoir lieu quand la fourche rencontre une
cassure simple-brin au moment de son passage. La progression de la fourche conduit alors
inéluctablement a son effondrement et a la formation d’'une CDB sur une seule des chromatides
sceurs. Dans ce cas, la réparation de cette CDB s’effectue principalement, voir uniquement, par la
voie de la RH (Rothstein e a/., 2000). Plus précisément, cette réparation s’effectue par la voie de
réplication induite par les cassures (BIR pour Break Induced Replication), un des trois

mécanismes mis en place dans le processus de RH (Figure 14).
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Figure 14 : Restauration d’une fourche de réplication aprés cassure double-brins par la voie de réparation BIR

La restauration de la fourche se fait par la voie de réplication induite par les cassures ou BIR (Break Induced Replication).
L’extrémité double-brin envahit la chromatide soeur intacte et forme une JH. L'activit¢ de migration de branche de BLM
restaurerait la fourche de réplication sans générer de SCE. En absence de BLM, la JH sera résolue par des résolvases pouvant
introduire des SCEs. Ceci expliquerait la formation des SCEs, principale caractéristique des cellules BS.
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Le BIR forme alors une structure comportant une JH permettant de restaurer la fourche de
réplication. Cette JH générée serait alors soit résolue par BLM via son activité de migration de
branche (Amor-Guéret, 2006; Karow ez al., 2000), soit par clivage endonucléolytique pouvant
introduire, comme dans le cas des dJHs, des crossing over et conduire ainsi a la formation d’une

SCE.

BLM : fonctions anti- mais aussi pro-recombinogenes

Comme nous venons de la voir, BLM pourrait donc jouer un réle anti-recombinogene dans le
processus de réparation des CDBs dues a leffondrement d’une fourche de réplication.
Cependant, ces CDBs présentent la particularité de n’étre composée que d’une extrémité libre. Or
les CDBs peuvent également aboutir a 'apparition de deux extrémités libres comme cela est le
cas en réponse a des agents exogenes comme les radiations ionisantes (RIs). Apres traitement de
cellules aux RIs, BLM s’accumule et est recrutée au niveau de potentiels foyers de réparation
(Bischof ez al., 2001; Wu et al., 2001). D’autre part, les cellules BS sont particulierement sensibles
aux Rls. Apres irradiation, les cellules présentent notamment une augmentation significative de
cassures chromosomiques, ainsi qu’une augmentation du nombre de SCEs et de translocations
chromosomiques. Les cellules BS présentent également 2 a 2,5 fois plus de foyers RAD51 que les
cellules controles apres irradiations (Aurias ef al., 1985; Bischof ef al., 2001; Kuhn, 1980). 11 est
donc probable que la protéine BLM est un role anti-recombinogene dans le processus de
réparation de tous types de CDBs.

De nombreuses études basées sur des approches biochimiques confortent le role anti-
recombinogene de BLM. Ainsi BLM catalyse 7z vitro la régression d’'une fourche de réplication
ainsi que la migration de branche d’une JH (Karow ez a/., 2000; Machwe ez al., 2000), facilitant
probablement le redémarrage de fourches bloquées indépendamment de la RH (Cf: Partie
précédente). BLM résout 7 vitro, sans crossing-over, les dJHs (Wu et Hickson, 2003). BLM
dissocie également des D-loops ainsi que le nucléofilament de RAD51 considéré comme le point
de controle majeur de la RH (Bugreev ef al, 2007; van Brabant ef a/., 2000a; Wu et Hickson,
2003). BLM serait donc capable d’agir en inhibant la formation de tous les types d’intermédiaires
médiés par la RH et de favoriser des voies de réparation alternatives comme la réparation des
CDBs par ligature d’extrémités non homologues de PTADN (Non-Homologous End-Joining ou
NHE)).

Cependant, des études génétiques indiquent que BLM pourrait également promouvoir la RH

(Adams et al, 2003; McVey et al, 2004). Ainsi, in vitro, BLM participe a la dégradation

41 |



nucléolytique de I'extrémité 5 d'une CDB, générant des extrémités 3’ débordante constituant un
substrat pour la fixation de RAD51 (Nimonkar ez a/., 2008). BLM favorise également l'activité
d’échange de brins du nucléofilament de RAD51 lorsque celui-ci est sous forme active lié a PATP
ainsi que la dissociation de la D-loop une fois la synthése de PADN sur le brin homologue
terminée (Bugreev ez al., 2009). D’autre part, BLM stimule P'activité ATPase de RAD54 ainsi que
son activité de remodelage de la chromatine pouvant ainsi favoriser le processus de RH

(Srivastava ez al., 2009).

La RH étant vitale pour la cellule, BLM présenterait donc une activité régulatrice a la fois anti-
mais aussi pro-recombinogene. Cette activité serait probablement modulée par Détat
conformationnel de la protéine RAD51 (active lié a PATP ou inactive lié a PADP) et la présence
ou non de facteurs de stimulation de la RH (Bugreev ez a/., 2009). La sumolyation de BLM semble
également impliquée dans cette modulation d’activité car RADS51 interagit, iz vitro, avec BLMr

sumoylée de facon plus affine qu’avec sa forme non sumoylée (Ouyang ez a/., 2009).

Quelle que soit la nature de P'équilibre existant entre les potentielles fonctions anti- ou pro-
recombinogenes de BLM, il semblerait que cette protéine favorise majoritairement des voies ne
menant pas a des crossing-overs et a la formation de SCEs ce qui expliquerait, au moins en partie,

le phénotype hyperrecombinogene des cellules BS (Figure 15).
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Figure 15 : R6le de BLM dans la recombinaison homologue

Ce modeéle reprend les fonctions pro- et anti-recombinogénes connues de BLM. L’équilibre entre ces deux fonctions pourrait étre
modulé au moyen de la sumoylation de BLM ou de la présence de facteurs de stimulation de la RH. Ce modele montre
également comment BLM pourrait favoriser les voies ne menant pas a des crossing-overs évitant ainsi la formation de SCEs.

NB: En absence de BLM, la DJH ne peut étre dissolue : sa résolution nécessiterait I'action de résolvases, pouvant générer des

SCEs (voir Figure 12).
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CHAPITRE Il : LE CENTROMERE

Le centromere est un locus chromosomique bien particulier qui joue un réle essentiel pendant la
mitose. Ce second chapitre est consacré a sa présentation. La structure et la composition du
centromere seront abordées afin de mieux comprendre ses fonctions. Le métabolisme particulier

associé a PADN du centromere fera objet de la fin de chapitre.

Le but de ce second chapitre est de montrer 'importance du centromeére au cours de la division

cellulaire et la nécessité du maintien de son intégrité pour la cellule.
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La structure du centromere

Identifié il y a de nombreuses années comme étant la constriction primaire du chromosome, le
centromere fait toujours I'objet de nombreuses études allant de la levure a THomme. Ces études,
principalement basées sur I’étude de chromosomes artificiels ou dicentriques, visent en particulier
a déterminer les caractéristiques de la chromatine du centromere nécessaires a son établissement

et 4 son maintien.

Nucléosome Nucléosome
H3 CENP-A
S. Cerevisiae j] y J
Centromeére ponctuel :
; CDEII
CDEI
116 a 120 pb

Centromeére régional

e AARARIRAD

//\/U/\//J/J/jjz//\//\//

Euchromatme Heterochromatme

H3K9me2/3

Figure 16 : Caractéristiques des centroméres ponctuels et régionaux

Le centromeére de S. cerevisiae ne permet I'ancrage que d’un seul microtubule alors que les centroméres régionaux, plus larges,
forment un site multi-ancrage pour les microtubules.

Le centromére de S. cerevisiae est composé d’éléments conservés (centromere DNA element), CDEI, CDEIl et CDEIIl. Les
centromeres régionaux ne contiennent pas de séquences d’ADN spécifiques mais se caractérisent en revanche par la présence
de CENP-A conservée au fil de I'évolution. imr, inverted repeat sequence; otr, outer repeat (d’aprés Verdaasdonk et Bloom,
2011).
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LES SEQUENCES GENOMIQUES

La chromatine du centromere permet la mise en place d’une structure protéique indispensable a la
ségrégation des chromosomes : le kinétochore (Cf:L’assemblage du kinétochore). Cette
caractéristique conservée au cours de I'évolution a longtemps laissé croire en I'existence au sein
du centromeére d’une séquence génomique spécifique. Cependant, TADN centromérique est tres
variable d’une espece a lautre (Figure 16). Ainsi, les eucaryotes les plus simples, comme .
cerevisiae, ont un centromere tres restreint et défini par une séquence ADN unique sur tous les
chromosomes, alors que chez les eucaryotes supérieurs, les centromeéres sont beaucoup plus
étendus et constitués essentiellement de différentes séquences d’ADN répétées, appelées

séquences satellites, pouvant s’étendre sur plusieurs mégabases.

Le centromere de S. cerevisiae a été le premier isolé (Clarke et Carbon, 1980). Il est composé de
trois éléments fonctionnels CDE I, II et III (Centromere DNA Element) (Clarke et Carbon,
1983) qui ensemble forment une séquence de 116 a 120 bp qui est suffisante pour conférer une
stabilité mitotique a un plasmide qui la contient (Fitzgerald-Hayes e a/., 1982; Hieter ez al., 1985).
Les éléments I et III sont conservés sur les seize chromosomes alors que I'élément II a une
séquence variable, unique sur chaque chromosome (Cleveland ez @/, 2003). Chacun de ces trois
¢léments est indispensable pour la ségrégation correcte des chromosomes pendant la mitose
(McGrew et al., 1986). Parce qu’il est restreint, de séquence ADN simple et ne permet I'ancrage
qu’a un seul microtubule (MT), le centromere de S. cerevisiae est appelé centromere ponctuel. Ce
type de centromere n’a été observé chez aucun autre organisme étudié.

Chez S. pombe, les centromeres ont une taille plus importante, allant d’environ 35kb sur le
chromosome 1 a 110 kilobases sur le chromosome 3 (Pidoux et Allshire, 2004), et permettent
lancrage de plusieurs MTs (Joglekar ez al., 2008). Ces centromeéres sont appelés centromeres
régionaux (Figure 16). Chaque centromeére est composé d’un domaine central flanqué de deux
domaines externes. Le domaine central est lui-méme composé d’éléments centraux cntl, 2 et 3
constitués de séquences d’ADN non-répétées et entouré de deux séquences d’ADN répétées
inversées, les éléments imrL. et imrR (innermost repeats). Les domaines externes appelés otr
(outer repeats), sont essentiellement composés d’un nombre variable de copies de deux éléments
d’ADN répété, dg et dh. La séquence de chaque centromere est unique, seule I'organisation du
domaine central est conservée d’un chromosome a l'autre (Chikashige ez 4/, 1989; Clarke ez al.,
1986; Baum ez al., 1994).

Les eucaryotes supérieurs possedent eux aussi des centromeres régionaux dont les régions

correspondantes ont été identifiées chez C. albicans (Sanyal et al., 2004), N. crassa (Centola and
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Carbon, 1994), A. thaliana (Copenhaver e al., 1999), D. melanogaster (Sun et al., 2003) et chez
'Homme (Schueler ez afl., 2001). Chez ces organismes, PADN centromérique est constitué
essentiellement de différentes formes de séquences d’ADN répétées pouvant s’étendre sur
plusieurs mégabases. Cette composition constitue un obstacle a leur analyse détaillée, le
séquencage et 'assemblage de longues régions ’ADN répétées étant difficile.

Chez 'Homme, les séquences d’ADN répétées au centromeére sont appelées séquences a-satellite
dont le motif unitaire fait 171 pb (Choo, 2001; Schueler et Sullivan, 2006). Ces motifs unitaires
sont organisés en motifs répétés d’ordre supérieur (higher order repeat ou HOR), alignés de
maniere ininterrompue dans la méme orientation sur des distances allant de 200 kb a 5 Mb. Au
sein d’'un méme chromosome, les HORs sont quasiment identiques, alors que les motifs unitaires
au sein d’'un méme HOR ne partagent qu’entre 60 et 80 % d’identité.

L’absence de conservation des ADN centromériques au cours de I’évolution semble indiquer que
la fonction du centromere et sa position sur le chromosome ne sont pas déterminées par la
séquence nucléotidique (Cleveland ef al, 2003). De plus, a exception de S. cerevisiae ou les
éléments CDE sus-mentionnés suffisent a former un centromeére fonctionnel, PADN
centromérique chez les autres eucaryotes n’apparait ni suffisant ni nécessaire pour la fonction du
centromere. Ni suffisant, car la seule présence de séquences de type centromériques ne conduit
pas systématiquement a un centromere fonctionnel (Earnshaw ez a/, 1985, Sullivan ez al., 1995), et
non nécessaire car un centromere fonctionnel peut se former sur des régions n’offrant aucune
similitude avec des séquences centromériques (les néocentromeres) (Depinet ez al, 1997,
Warbuton e al., 1997, Choo, 2001). En revanche, ces régions se caractérisent toujours par des
séquences riches en AT (du Sart ez al, 1997). La richesse des centromeéres en séquences AT est
donc un trait commun a toutes les especes. En effet, si le centromere de S.cerevisiae n’est pas
composé de séquences répétées, les trois éléments CDE qui forment son centromeére sont

enrichis en AT (Clarke et Carbon, 1985).

CHROMATINE ET MODIFICATIONS EPIGENETIQUES

Devant la difficulté a déterminer clairement une séquence d’ADN centromérique spécifique, les
regards se sont alors tournés vers I'implication possible de mécanismes épigénétiques. 1l a alors
été découvert un variant d’histone spécifique des centromeres appelé CENP-A (centromeric
histone H3) (Schueler et Sullivan, 20006). Ce variant de I'histone H3, également appelé Cse4p chez
S. cerevisiae, Cnplp chez S. pombe et CENP-A chez la plupart des mammifeéres, est spécifiquement

et exclusivement localisé dans la chromatine centromérique. En dépit de grandes divergences
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dans la composition de PADN centromérique observés de la levure a ’THomme, CENP-A a été
trés bien conservé au fil de I'évolution et représente certainement la caractéristique la plus
importante du centromere. Cette histone s’associe a d’autres histones conventionnelles et permet
la formation d’un nucléosome variant dont la structure exacte n’est pas encore clairement établie
mais est, dans tous les cas, suffisamment différente de celle d’'un nucléosome conventionnel pour
conférer a la chromatine centromérique des propriétés distinctes (Black et Bassett, 2008; Palmer
et al., 1987). St CENP-A est la marque épigénétique majeure du centromere, la chromatine
centromérique est caractérisée par plusieurs autres marques épigénétiques. La combinaison de ces
marques permet de définir plusieurs domaines au sein de la chromatine centromérique. Elle est
ainsi constituée d’une alternance de blocs de nucléosomes contenant le variant CENP-A et de
blocs de nucléosomes contenant I’histone H3 conventionnelle, dont 'extrémité N-terminale est
diméthylée sur la lysine 4 (H3K4me2), une marque fréquemment associée aux régions
promotrices des genes (Figure 17A) (Blower ez al, 2002; Schueler et Sullivan, 2006). La
chromatine centromérique se distingue également par I’hypo-acétylation de ses histones, une
caractéristique fréquemment associée a I’hétérochromatine, et la présence unique pendant la
mitose de 'histone H3 phosphroylé sur la thréonine 3 (H3T3Ph) (Dai e¢f al, 2006; Dai et al.,
2005). Les régions péricentromériques sont composées de séquences répétées différentes de
celles présentes au niveau du centromere et appelées satellite 1, 2 ou 3 chez 'Homme. Elles
portent les marques typiques de I’hétérochromatine, notamment la di- et tri-méthylation de
Ihistone H3 sur la lysine-9 (H3K9me2/3) ainsi que la tri-méthylation de Thistone H4
(H4K20me3) et la présence de la protéine HP1 (Guenatri ez al., 2004; Martens ez al., 2005; Peters
et al., 2003; Schueler et Sullivan, 2000).

La fonction essentielle du centromeére est de servir de plate-forme d’assemblage pour le KT lors
de la mitose. La protéine CENP-A est 'une des composantes clés de cette fonction. Son absence
empéche toute formation du KT ainsi que des anomalies de ségrégation des chromosomes, et sa
surexpression ou sa localisation ectopique entrainent une mauvaise localisation d’une partie au
moins des protéines du KT (Cheeseman et Desai, 2008). Il a été proposé qu’au sein des
chromosomes, la chromatine centromérique formerait des boucles permettant de présenter les
nucléosomes contenant CENP-A alignés a la surface du centromere et ainsi faciliter 'assemblage
du KT en mitose (Figure 17B) (Blower ¢7 a/., 2002; Schueler et Sullivan, 2006). CENP-A permet
lassemblage du KT par lintermédiaire des protéines du complexe CCAN (constitutive
centromere-associated network) (Cheeseman et Desai, 2008) qui reconnaissent la structure

particuliére des nucléosomes contenant CENP-A (CENP-C, CENP-H, CENP-I, CENP-K, CENP-L,
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CENPM, CENP-N, CENP-O, CENP-P, CENP-Q, CENP-R, CENPU(50), CENP-T, CENP-W, CENP-S et
CENP-X) (Perpelescu et Fukagawa, 2011). Le CCAN constitue la partie interne du KT et
représente I'interface entre la chromatine centromérique et le reste du KT. En début de mitose, il
permet le recrutement des différents complexes composant la partie externe du KT et la corona
(Cf: Le kinétochore). Les protéines du CCAN sont généralement divisées en deux sous-
complexes : le complexe CENP-A™¢ (CENP-A nucleosome associated complex), qui comme
son nom l'indique est directement en contact avec le nucléosome CENP-A ; et le complexe
CENP-A“*" (CENP-A distal complex), qui interagit non pas directement avec CENP-A mais
avec les protéines du complexe CENP-A™ (Cheeseman et Desai, 2008). Chez S. cerevisiae et S.
pombe, les homologues fonctionnels du CCAN humain sont, respectivement, les complexes Ctf19
et Sim4 (Santaguida et Musacchio, 2009). Les orthologues du CCAN chez les autres organismes

¢tudiés n’ont pas encore été identifiés.

A Hétérochromatine I'— Chromatine centromérique | Hétérochromatine
000000 Q00000

Py gt

MTs * Plaque externe du
KT

Figure 17 : Modéle d’organisation de la chromatine centromérique

(A) Représentation linéaire de la chromatine centromérique montrant les différents domaines caractérisés par leurs marques
épigénétiques.

(B) En mitose, la chromatine centromérique adopte une conformation spatiale conduisant a la présentation des nucléosomes
CENP-A a la surface du centromeére (d’aprés Schueler et Sullivan, 2006).
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Les fonctions du centromere

Le centromeére est une région du chromosome permettant d’assurer la délivrance d’une copie de
chaque chromosome aux cellules filles pendant la mitose. Le centromere est donc essentiel pour

la transmission correcte de I'information génétique d’une génération de cellules a une autre.

LA MITOSE : LETAPE DU CYCLE CELLULAIRE OU LE CENTROMERE
JOUE UN ROLE MAJEUR

Les premicres observations de la division cellulaire datent d’un siecle et demi avec la célebre
proposition de Rudolf Virchow en 1858 « omnis cellula e cellula » : toute cellule provient d’une
cellule. Un siecle plus tard, Howard et Pelc aboutissent au concept de « cycle cellulaire » suite a
leurs travaux qui montrent notamment que PADN est synthétisé durant une période réduite de la
vie de la cellule et que les processus de mitose et de duplication des chromosomes sont deux

processus temporellement dissociés (Howard, 1953).

Dynamique du cycle cellulaire

La plupart des cellules de 'organisme ne se divisent pas, elles sont en quiescence ou en phase GO
du cycle cellulaire (GO pour Gap 0 car les premiers histologistes n’observaient aucun phénomene
visible durant ce lapse de temps). Ces cellules en quiescence vont entrer en phase proliférative en
présence de signaux mitogenes. L’intégration cellulaire de ces signaux induit la stimulation de la
transcription de certains génes essentiels pour entrer en phase de prolifération. La cellule va alors
passer par une étape spécifique, le point de restriction, désignée comme étant le moment ou la
cellule n’a plus besoin de stimuli mitogenes pour progresser dans le cycle (Figure 18). Une fois ce
seuil dépassé, la cellule va entamer irréversiblement un cycle de division cellulaire. La cellule va
alors dupliquer son matériel génétique et partager de manicre équitable chaque copie dans deux
cellules filles via un processus trés ordonné. Ce cycle est composé de deux parties : 'interphase et

la phase M (Figure 19).
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Figure 18 : La transition G0/G1 : le point de restriction

Le point de restriction désigne le moment ou la cellule n’a plus besoin de stimuli mitogénes pour progresser dans le cycle
cellulaire.
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et derniers

Figure 19 : Représentation schématique du cycle de division cellulaire chez les eucaryotes

Le cycle de division cellulaire se décompose en deux parties: I'interphase, qui comprend les phases G1, S et G2, et la phase M,
qui comprend la mitose et la cytokinése. Lorsque les cellules ne se divisent pas, elle sont en phase de quiescence, la phase GO
(d’apres http://www.ustboniface.mb.ca/cusb/abernier/Biologie/Cellule/Images/etapede).
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L’interphase

L’interphase se décompose en trois phases : la phase G1 (Gap 1), S (Synthese) et G2 (Gap 2). La
phase G1 est la phase la plus longue de la division cellulaire au cours de laquelle la cellule est en
pleine croissance. La cellule recoit les sighaux mitogénes qui l'autorisent a passer le point de
restriction. Elle synthétise alors essentiellement les constituants qui lui seront nécessaires pour la
réplication de PADN. La phase S correspond a la phase de synthése d’ADN, qui se déroule selon
un mécanisme de réplication semi-conservatif et permet la duplication de la totalité de
I'information génétique. A la fin de la phase S, tous les chromosomes possedent deux
chromatides soeurs qui sont physiquement attachées I'une a I'autre par des complexes protéiques
appelés cohésines (Cf: La cohésion des chromatides soeurs). La cellule entame également la
duplication de son centrosome au cours de cette phase. La phase G2 correspond a la période de

croissance finale, la cellule synthétise la plupart des protéines nécessaires pour entrer en mitose.

La phase M

La transmission fidele du patrimoine génétique est assurée durant la derniére étape de la division
cellulaire : la phase M. Dans un cycle cellulaire typique de cellule somatique, la phase M
comprend la mitose, aboutissant au partage des chromatides sceurs, et la cytokinese, aboutissant a
I'individualisation des cellules filles. La mitose est un processus complexe et extrémement régulé
par lequel une cellule partage en deux parties égales son matériel génétique préalablement
dupliqué. Ainsi, la mitose permet de ségréger une copie de chaque chromosome de la cellule meére
dans deux cellules filles naissantes de manicere a ce que chaque cellule fille hérite de 'ensemble des
chromosomes (Nigg, 2001). Durant la mitose, une ségrégation incorrecte des chromosomes peut
entrainer de 'aneuploidie (nombre incorrect de chromosomes) dans les cellules filles conduisant
ainsi a de linstabilité génétique, une étape clé dans le développement de cancers chez ’homme

(Draviam ez al., 2004). La mitose est donc une étape cruciale de la division cellulaire.

Le cycle cellulaire est orchestré par un ballet de cyclines et de kinases

La division cellulaire fait appel a une mécanique complexe qui est régulée par un grand nombre
de protéines permettant la succession des différentes phases et le controle de lintégrité du
patrimoine génétique.

L’une des découvertes majeures dans le domaine du cycle cellulaire a été Iidentification d’une

famille de protéines kinases, les kinases cycline-dépendantes (« cyclin- dependent kinase », cdk).
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Ces protéines kinases jouent en effet un réle essentiel dans le déclenchement, le controle et la
succession harmonieuse des différentes phases du cycle (Norbury et Nurse, 1990). Ces kinases
agissent en association avec de petites protéines activatrices : les cyclines (Murray, 2004; Pines,
1995). Le modéle général de régulation de Pactivité des cdk/cycline repose sut les vatiations
périodiques du niveau des cyclines par des cycles de transcription, transport et dégradation, ainsi
que sur la régulation du niveau de phosphorylation des cdks. Plus récemment, d’autres familles de
protéines kinases ont été décrites dans la régulation du cycle cellulaire. Ainsi les Plks (Polo-like
kinases), les Neks (NIMA-related kinases) et les kinases Aurora sont impliquées dans le cycle de
division du centrosome en interphase et dans la condensation et la ségrégation des chromosomes
en mitose (Nigg, 2001). La Figure 20 illustre les différentes combinaisons de couples cdk/cycline
qui assurent le controle et les transitions correctes des différentes phases du cycle cellulaire. En

patticulier, le couple Cdk1/cycline B régule la transition G2/M et la progression mitotique.

Point de contréole S

Croissance et
réplication de
I'ADN

Croissance
et dernierS

Point de restriction Point de contréle G2

\ﬁ Point de contréle de

I’'assemblage du fuseau

Figure 20 : Contréle de la division cellulaire

Plusieurs points de contrble, a différentes étapes du cycle cellulaire, permettent a la cellule de vérifier I'intégrité du patrimoine
génétique et sa répartition équitable entre les deux cellules filles. Différentes combinaisons de couples cdk/cycline assurent le
contréle et la transition correcte entre les différentes phases du cycle cellulaire. Ainsi cdk4 et cdk6, associées a des cyclines de
type D, régulent le déroulement de la phase G1. Puis cdk2/cycline E prend le relais pour assurer la transition G1/S, suivie par
cdk2/cycline A qui assure le contréle de la phase S. Cdk1/cycline A intervient en G2, cdk1/cycline B régule la transition G2/M et
la progression mitotique (d’apres http://www.ustboniface.mb.ca/cusb/abernier/Biologie/Cellule/Images/etapede).
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Régulation de I'entrée en mitose : la transition G2/M

Tout au long de la phase G2, la cellule se prépare a l'entrée en mitose. Il y a formation
progressive des complexes Cdkl/cycline B, également appelé MPF (Mitosis Promoting Factor),
qui seront subitement activés juste avant Uentrée en mitose de la cellule. La cycline B s’accumule
ainsi progressivement pendant les phases S et G2, ce qui conduit a I'accumulation 1a aussi
progressive de complexes MPF qui restent, dans un premier temps, sous forme inactive. Afin
d’étre fonctionnelle, Cdkl est phosphorylée par CAK (CDK-activating kinase) sur le résidu
thréonine 161, mais le complexe MPF reste néanmoins inactif du fait de la présence inhibitrice de
Wee-1 qui phosphoryle les deux résidus Tyrl5 et Thrl4. Juste avant Pentrée en mitose,
l'activation des phosphatases cdc25 va permettre la déphosphorylation des résidus Tyrl5 et
Thr14 de Cdkl. L’activation compléte des complexes MPEF met en jeu un mécanisme d’auto-
amplification car ils sont capables d’activer par phosphorylation leurs propres activateurs, les
cdc25, ainsi que d’inhiber leurs inhibiteurs, Wee-1. Ce mécanisme de rétrocontrole positif permet
d’obtenir tres rapidement un niveau protéique important de complexes Cdk1/cycline B actifs qui

déclenche alors I'entrée en mitose (Figure 21) (Lindqvist ez a/., 2009).

Le complexe MPF, une fois activé, va permettre le déclenchement de nombreux événements lors
de la mitose en phosphorylant différentes protéines, telles que :

- La condensine et ’histone H1, impliquées dans la condensation des chromosomes

- Les lamines, qui permettent la désorganisation de 'enveloppe nucléaire

- Les protéines associées aux MTs, qui permettent 'assemblage du fuseau mitotique

- L’Anaphase Promoting Complex/Cyclosome (APC/C) dont lactivité est nécessaire 2 la

séparation des chromatides sceurs et la sortie de mitose.
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Figure 21 : Activation des complexes Cdk1/Cycline B lors de la transition G2/M.

L’activité du complexe Cdk1/cycline B est principalement régulée par une suite de phosphorylation/déphosphorylation couplé a
un mécanisme d’autoamplification.
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Observation et caractérisation des différentes étapes de la mitose

La mitose est subdivisée en 5 étapes : prophase, pré-métaphase, métaphase, anaphase et télophase

(Figure 22).

Prophase : Au cours de la prophase, la chromatine commence a se condenser afin de faciliter la
distribution de son matériel génétique. Une structure protéique appelée kinétochore (KT)
s’assemble progressivement sur chaque chromatide sceur au niveau des centromeéres. Ils se
positionnent de maniére symétrique et opposée sur les chromosomes. De nombreux
changements ont lieu dans le cytoplasme. Les centrosomes, dupliqués en interphase, se séparent
et entament leur migration a deux poles diamétralement opposés dans le noyau. Cette
réorganisation des composants du cytosquelette interphasique conduit, en périphérie de
Ienveloppe nucléaire, a la formation du fuseau mitotique a partir des centrosomes, dont I'activité
de nucléation des MTs (microtubules) augmente. Ces MTs sont des polymeéres de tubuline o et 3
qui alternent des phases de croissance et de rétrécissement connues sous le nom d’instabilité
dynamique (Mitchison et Kirschner, 1984). La cohésine, mise en place au cours de la phase S
pour maintenir les chromatides sceurs ensemble, est progressivement retirée au niveau des bras
des chromosomes (chez les eucaryotes supérieurs). L’enveloppe nucléaire commence a se
désagréger sous forme de petites vésicules membranaires, il s’agit de la NEB (Nuclear Enveloppe

Breakdown) : 1a cellule est en pré-métaphase.

Pré-métaphase : Lla condensation des chromosomes continue. Les chromatides soeurs sont alors
physiquement liées I'une a lautre uniquement par le centromeére pour donner ainsi au
chromosome son apparence caractéristique en forme de X. Le fuseau mitotique s’organise dans
toute la cellule, il est constitué de MTs polaires et astraux permettant sa mise en place et de MT's
capturés a leur extrémité +, extrémité la plus dinamyque, par les KT's : les MTs kinétochoriens.
Le chromosome capture latéralement un MT via son KT et initie un mouvement rapide vers le
pole par dépolymérisation du MT au niveau du KT. D’autres MT's vont s'insérer au niveau de ce
KT pour renforcer I'interaction tandis que des MTs issus du pole opposé contactent son KT
frere. Les chromosomes ainsi bi-orientés entreprennent des mouvements de congression puis les
forces opposées s’équilibrent, et les chromosomes s’alignent progressivement selon I'axe
équatorial du fuseau mitotique sur un méme plan appelé plaque métaphasique. Le point de

controle de 'assemblage du fuseau s’inactive : la cellule est en métaphase.
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Figure 22 : Les différentes étapes de la mitose

La mitose est composée de la prophase, la pré-métaphase, la métaphase, I'anaphase et la télophase. Ces différentes étapes ont

été observées par (immuno)marquage fluorescent: 'ADN est en violet, les MTs en vert et les KTs en jaune (d’aprés Jackson et
al. 2007).
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Métaphase : La métaphase est caractérisée par une condensation maximale des chromosomes. A
ce stade, les chromosomes sont parfaitement alignés et sont soumis a deux forces antagonistes :

la cohésion des chromatides sceurs au centromeére et la traction exercée par les MT's.

Anaphase : L’anaphase est déclenchée par un événement irréversible : la perte de cohésion aux
centromeres. La cohésine liant les chromatides sceurs ensemble est clivée, leur permettant ainsi de
se séparer. Chacune des deux chromatides sceurs issues d’'un méme chromosome est alors tirée
vers un pole opposé de la cellule a mesure de la dépolymérisation des MTs kinétochoriens
(anaphase A). Puis, les MTs polaires vont s’allonger pour préparer la future séparation des deux

cellules filles (anaphase B).

Télophase : Les chromosomes commencent a se décondenser. Les enveloppes nucléaires des
cellules filles se reconstituent a partir des fragments de membrane nucléaire de la cellule mere. Le
fuseau mitotique se désassemble progressivement. La dynamique des MTs ralentit jusqu’a ce que

le cytosquelette retrouve sa configuration interphasique.

Les observations des différentes étapes de la mitose montrent I'importance du centromere qui

sert de véritable plate-forme pour I'assemblage d’un complexe protéique majeur : le KT.

L’ASSEMBLAGE DU KINETOCHORE ET POINT DE CONTROLE DE
L’ASSEMBLAGE DU FUSEAU

Les KTs assurent plusieurs fonctions essentielles durant la ségrégation des chromosomes : ils
assurent une liaison dynamique entre les chromosomes et les extrémités + des MTs
kinétochoriens, ils permettent la génération de tension au niveau des centromeéres, et sont
responsables du point de controle d’assemblage du fuseau (SAC, Spindle Assembly Checkpoint)
(Cimini, 2008; Inoue et Salmon, 1995; Musacchio et Salmon, 2007; Pearson ef al., 2001; Skibbens
et al., 1993; Tirnauer, 2002).

La structure du kinétochore

Unique sur chaque chromatide, le KT est une structure multiprotéique organisée de manicre
complexe (Figure 23). Lorsqu'il est visualisé par microscopie électronique, il apparait constitué

de quatre domaines, que l'on peut différencier par leur différence d'opacité aux électrons. Le
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domaine du KT immédiatement associée a la chromatine est nommée plaque interne. Elle est
dense aux électrons et présente une épaisseur de 20 a 40 nm. La plaque externe est également
dense aux électrons et présente une épaisseur de 35 a 40 nm. Ces 2 plaques sont séparées par la
plaque intermédiaire de 15 a 35 nm d'épaisseur, qui apparait translucide aux électrons. Le terme
de corona désigne l'extension filamenteuse de 100 a 300 nm émanant de la plaque externe.
Suivant les organismes considérés, le KT apparait sous la forme d'une structure multi-laminaire
discoide, dont le diametre varie entre 100 et 500 nm, capable d'interagir avec 10 a 45 MTs

(Rieder, 1982).

Corona

| Mowl/
Spci0s/ | Misi2
KNL1 | complex| complex Plaque externe

Plaque interne

Figure 23 : La composition du kinétochore

Au ceceur du KT se trouve des nucléosomes contenant le variant d’histone CENP-A. Un réseau de protéines appelé CCAN,
composé de différentes protéines de type CENP, est associé avec CENP-A tout au long du cycle cellulaire formant ainsi la
plaque interne du KT. En début de mitose, de nombreuses protéines sont recrutées pour former la plaque externe du KT. Parmi
ces protéines se trouve le complexe MKN qui permet notamment I'ancrage des MTs au reste du KT (d’aprés Musacchio et
Salmon, 2007).
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La plaque interne du KT est constitutivement composée de nucléosomes contenant la protéine
CENP-A. Lors de la prophase, CENP-A va permettre I'assemblage de la plaque externe du KT
par I'intermédiaire du complexe CCAN, au sein duquel la protéine CENP-C semble jouer un role
prépondérant (Carroll e al., 2010; Screpanti ef al., 2011). De nombreuses protéines vont alors étre
recrutées dont les composants du réseau KMN qui comprend les complexes protéiques Knll,
Mis12 et Ndc80. Ce réseau au cceur du KT joue un role fondamental. En effet, il représente le
lien direct entre les MTs et le chromosome (Kotwaliwale et Biggins, 2000), et permet par ailleurs

également la mise en place des protéines responsables du SAC au niveau de la corona.

Le point de contrble de |I"assemblage du fuseau (SAC)

Chez les eucaryotes supérieurs, la formation de la plaque métaphasique est le point crucial du
processus mitotique et son bon déroulement est sous la surveillance du SAC dont le KT est la

picce maitresse.

Principe

L’anaphase ne peut se déclencher qu’apres lalignhement du dernier chromosome sur la plaque
métaphasique. Si cela n’était pas le cas, les risques de ségrégation aberrante de chromosomes et
par conséquent d’aneuploidies seraient trés importants. Afin de vérifier si cet alignhement est
complet, la transition métaphase-anaphase est finement régulée par le SAC (Musacchio et
Salmon, 2007). Le SAC est un centre intégrateur de signaux multiples qui autorise ou non la
progression dans le cycle en permettant la transition métaphase-anaphase. Un seul KT ne
répondant pas aux critéres d’inactivation du SAC est suffisant pour maintenir ce point de
controle actif et provoquer ainsi un arrét mitotique. Par conséquent, ce méme arrét peut étre
également déclenché en réponse a un traitement des cellules par des inhibiteurs de la dynamique
des MTs comme le taxol ou le nocodazole (Nicklas, 1997; Straight et Murray, 1997). Le passage
en anaphase ne peut donc étre franchi que lorsque tous les KTs sont ancrés a des MTs mais
également quand une tension suffisante est appliquée au niveau de FADN centromérique entre
les deux KTs freres d’'un méme chromosome (Musacchio et Hardwick, 2002) (Figure 24A).
Cette tension assure a la cellule P'attachement bipolaire et donc correct des chromosomes
(attachement amphitélique). En effet, il y a absence de tension dans le cas ou les deux

chromatides soeurs sont anormalement attachées au méme pole (attachement syntélique ou
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mérotélique) (Figure 24B). Des mécanismes de controle présents au niveau des centromeéres sont
alors chargés de corriger ces « mauvais » attachements.
Le SAC a donc pour unique objectif de donner un délai suffisant a la cellule pour I'action de

systemes de correction avant la séparation des chromatides sceurs.
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Figure 24 : Point de contréle du fuseau mitotique (SAC)

(A) Dans la cellule, le moindre KT non-attaché prolonge I'activité du SAC. Il faut donc que les deux KTs des chromosomes soient
attachés au MTs. Dans ce cas, une tension s’établit alors peu a peu au niveau de leur centromere. Lorsque cette tension est
établie au niveau de chacun des chromosomes, le SAC est inactivé, les chromatides sceurs se séparent et la cellule passe en
anaphase.

(B) Les MTs peuvent s’attacher aux KTs de maniére correcte (amphitélique) mais également de maniére incorrectes (syntélique
et mérotélique). Des mécanismes de contréle sont présents dans la cellule et sont chargés de corriger ces attachements
incorrects. Par ailleurs, I'attachement monotélique est une situation normale durant la pré-métaphase avant la bi-orientation du
chromosome (d’aprés Musacchio et Salmon, 2007).
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La transition métaphase-anaphase

Pendant la métaphase, les chromatides sceurs sont reliées par des complexes protéiques de
cohésines uniquement au niveau de leur centromeére. Le clivage de cette cohésine, et par
conséquent la séparation des chromatides soeurs, est le point culminant de la mitose, elle définit
le passage en anaphase.

Ce passage est étroitement lié a l'activation d’un large complexe appelé APC/C (Anaphase
Promoting Complex/Cyclosome) (Passmore, 2004). Il s’agit d’un complexe ubiquitine-ligase qui
permet la dégradation séquentielle de protéines régulatrices de la mitose. Lors de ce processus, la
protéine substrat est marquée par conjugaison covalente de chaines d’ubiquitine pour étre ainsi
reconnue et dégradée par un complexe protéolytique, le protéasome 26S (Coux, 2002). Pour étre
actif, le complexe APC/C doit étre préalablement phosphorylé en entrée de mitose (Kotani ¢ 4/,
1998; Rudner et Murray, 2000). Cette phosphorylation dépend du complexe cdc2/cyclin Bl
(Sudakin ef al, 1995) ainsi que de la kinase Plkl (Descombes et Nigg, 1998). APC/C doit
également s’associer a une protéine appelée cdc20, une protéine responsable de la reconnaissance
de ses substrats (Sorensen ¢ al., 2000). Une fois le SAC inactivé, le complexe APC/C/cdc20 est
activé et va ubiquitinyler la sécurine et induire sa dégradation par le protéasome. Or, la sécurine
¢tait auparavant liée a la séparase, une protéase de la famille des caspases, afin de I'inhiber. La
destruction de la sécurine permet donc de lever cette inhibition. La séparase peut alors cliver la
sous-unité RAD21 du complexe cohésine (Cf: La cohésion des centromeres), ce qui provoque
son ouverture et donc la séparation des chromatides soeurs qui vont alors migrer vers les poles
opposés de la cellule, tractées par les MTs kinétochoriens : la cellule rentre en anaphase (Figure
25).

Une fois activé, le complexe APC/C provoque également la dégradation de la cycline B1 (Glotzer
et al., 1991) (Figure 25). Cette dégradation débute en métaphase et se prolonge jusqu’a la fin de la
mitose (Clute et Pines, 1999). Cette dégradation induit différents mécanismes dont le
désassemblage du fuseau mitotique, la décondensation des chromosomes, la cytocinese et la

reformation de I'enveloppe nucléaire permettant ainsi a la cellule de sortir de mitose (Gallant et

Nigg, 1992; Holloway et al., 1993; Luca et al., 1991; Murray ez al., 1989; Surana et al., 1993).
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Figure 25 : Représentation schématique du passage en anaphase

Une fois le SAC inactivé, le complexe APC/C/cdc20 est activé et peut alors ubiquitiner ses cibles: la cycline B et la sécurine. Les
chromatides sceurs se séparent et la cellule sort progressivement de mitose (d’aprés Musacchio et Salmon, 2007).

Comment fonctionne le SAC ?

En 1991, deux études indépendantes menées chez la levure . cerevisiae ont identifié divers genes
dont la mutation empéche l'arrét en mitose des cellules, normalement observé aprés traitement
par des inhibiteurs de la dynamique des MTs (Hoyt ef a/, 1991; Li et Murray, 1991). Les génes
identifiés dans ces études sont les genes Mad (mitotic-arrest deficient) : Madl, Mad2 et Mad3
(BubR1 chez I'Homme) et les génes Bub (budding uninhibited by benzimidazole) : Bub1 et Bub3.

Ces genes sont conservés chez tous les eucaryotes, et ils sont collectivement impliqués dans une
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vole active deés la pré-métaphase empéchant la séparation précoce des chromatides sceurs
(Musacchio et Hardwick, 2002). Cette voie constitue le SAC.

A partir de la NEB, les protéines de signalisation du SAC sont recrutées a la surface de tous les
KTs : le point de controle est alors activé (Malmanche ez a/., 20006). Ces protéines vont former un
complexe inhibiteur de la protéine cdc20, qui, normalement, interagit avec la protéine APC/C
(Fang, 2002; Fang e al., 1998a, b; Hwang ez al., 1998; Kim ez al, 1998; Wassmann et Benezra,
1998). L’entrée en anaphase est donc retardée au moyen de linhibition du complexe
APC/C/cdc20 empéchant ainsi P'ubiquitinylation de la cyclin B1 (Raff ez @/, 2002) et de la
sécurine (Zur et Brandeis, 2001) par ce complexe. Ceci sous-entend l'existence d’un systéme
senseur capable d’'une part de vérifier que I'attachement MT-KT est correct et d’autre part de
jouer un role d’intermédiaire avec le point de contréle. Actuellement, il est proposé que le point
de controle mitotique est composé de 2 voies d’activation complémentaires : 'une reposant sur
Aurora B, une protéine localisée dans la partie interne des centromeres et faisant partie du
Chromosomal Passenger Proteins (CPP), et I'autre sur les protéines Bub et Mad (Musacchio et
Salmon, 2007). Ainsi les protéines Bub et Mad surveillent I'attachement du KT aux MTs du
fuseau mitotique, tandis qu’Aurora B est chargée de vérifier la bi-orientation de cet attachement.
Aurora B est capable de détecter une mauvaise configuration dans I'interaction chromosome-
fuseau mitotique ou une tension insuffisante dans P'attachement au fuseau, et intervient pour
rétablir la situation. En absence de tension suffisante ou lorsque la liaison est anormale comme
dans le cadre d’une liaison syntélique, Aurora B phosphoryle les composants du réseau KMN
(Cheeseman et al., 2002; Cheeseman ef al., 2006; Ciferri ez al., 2008; Del.uca e al., 2006; Gestaut ef
al., 2008). Ces phosphorylations déstabilisent les interactions MT/KT : elles provoquent une
rupture de linteraction entre les MTs et le KTs : cela génére des KTs libres qui, via le
recrutement de protéines Bub et Mad, vont prolonger le signal inhibiteur du point de contréle du
fuseau mitotique. Un modele propose que la mise sous-tension des KT's provoque leur étirement,
ce qui aurait pour effet de séparer physiquement la kinase Aurora B (localisée dans la zone
chromatinienne située sous les KTs) de ses substrats (protéines du KT). Il en résulterait leur
déphosphorylation par PP1 (Protéine Phosphatase 1) et la stabilisation de I'attachement (Liu e7 a/.,
2010; Maresca e al., 2009; Maresca et Salmon, 2010; Nezi et Musacchio, 2009)) (Figure 26). Ceci
constituerait un premier signal d’activation du SAC. Par conséquent, Aurora B serait en amont du
SAC. A noter, que dans cette activité de bi-orientation du chromosome, la cohésine semble

également jouer un réle tres important (Sakuno ez al., 2009).
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Figure 26 : Modéle de « mesure » de tension au centromére

Dans le cas d’'une tension faible entre les deux KTs (schéma de gauche), Aurora B peut phosphoryler KNL1 et NDC80 réduisant
ainsi I'interaction avec PP1 et I'interaction MT/KT.

Dans le cas d’'une tension élevée entre les deux KTs (schéma de droite), I'élasticité du centromére permettrait I'éloignement
physique entre Aurora B et ses substrats. Ainsi, la liaison MT/KT se consoliderait progressivement a mesure que KNL1 et
NDCB80 se déphosphoryleraient (d’apres Liu et al., 2010).

Au niveau de KTs libres, les protéines du SAC s’assemblent dans un ordre bien défini, indiquant
I'importance des interactions entre ces différents partenaires. Afin de mettre en place ces
protéines, le complexe Ndc80 du KT a été proposé comme la source du signal du point de
controle : il serait le point de recrutement des différents facteurs. Par la suite, la kinase MPS1, elle
aussi localisée au niveau des KT's, va favoriser la formation de deux complexes en permettant la
dissociation des protéines Madl et Mad2 : d’une part Madl-Bub1-Bub3 et d’autre part le
complexe inhibiteur Mitotic Checkpoint Complex (MCC) comprenant BubR1-Bub3-Mad2 qui
séquestre la protéine cdc20. Au final, Cdc20 ne peut pas activer PAPC/C, la sécurine n’est pas
ubiquitinylée et la séparase reste donc inactive. En revanche, le recrutement des protéines du SAC

au niveau d'un KT cesse dés que celui-ci s’associe de fagon stable avec les MTs du fuseau
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(Figure 27). Ainsi, lorsque I'attachement amphitélique de tous les chromosomes est achevé, le

SAC n’est plus actif, 'inhibition de PAPC/C est levée et 'anaphase est déclenchée.

SAC activé i SAC inactivé

Cdc20

Inactif Actif

Figure 27 : Mécanisme de la voie de signalisation du point de contréle du fuseau mitotique

Pendant la mitose, tant qu'un seul KT n’est pas correctement attaché au fuseau, le SAC maintien I'inhibition d’APC/C par le
complexe inhibiteur Mad2/Bub3/BubR1. Une fois tous les chromosomes correctement alignés, le complexe inhibiteur est
dissolu, I'inhibition levée et le complexe APC/C/Cdc20 va alors permettre la séparation des chromatides sceurs et la sortie de
mitose (d’apres Bharadwaj et Yu, 2004).

LA COHESION DES CHROMATIDES SCEURS

Lalighement des chromosomes pendant la métaphase ne dépend pas seulement des forces
exercées par les MT's sur les KT's, mais aussi de l'opposition a ces forces dues a la cohésion entre
chromatides sceurs, notamment au niveau du centromere. Ainsi, cette cohésion permet de générer
une tension qui stabilise les attachements corrects des chromatides sceurs en résistant aux forces
de tractions des MTs. Le controle de l'attachement correct des chromosomes est donc 7 fine

dépendant de la cohésion des chromatides sceurs.
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Le complexe de cohésine

La cohésion des chromatides sceurs, depuis leur synthése en phase S jusqu’a leur séparation en
anaphase, a longtemps été attribuée uniquement a lentremélement de leur ADN (Cf:
Décaténation des centromeres). Puis ’étude de minichromosomes circulaires chez la levure a
révélé Pexistence d’un complexe protéique indispensable a la cohésion de ces minichromosomes
en absence de caténations d’ADN. Ce complexe protéique appelé cohésine est essentiel a la
ségrégation correcte des chromosomes contrairement aux caténations d’ADN qui ne semblent

pas nécessaires (Guacci ez al., 1994; Koshland et Hartwell, 1987).

Le complexe multiprotéique de cohésine est composé de 4 sous-unités : SMC1 et SMC3
(Structural Maintenance of Chromosomes), la sous-unité clivable RAD21, également appelée

Sccl (Sister Chromatid Cohesion), et Scc3 (Losada, 2007) (Figure 28).

SA1/2
(Sce3)

Figure 28 : Le complexe cohésine

Un hétérodimere composé des protéines SMC1 et SMC3 forme la partie centrale de la cohésine qui contient également deux
sous-unités non-SMC, les protéines RAD21/Scc1 (sous-unité clivable) et SA/Scc3 (d’apres Kitagawa et al., 2009).

Des études biochimiques chez la levure et de microscopie électronique chez 'Homme ont révélé
une forme triangulaire de la cohésine. Ainsi, les sous-unités SMC1 et SMC3 formeraient une base
ouverte en V et les sous-unités RAD21 et scc3 permettraient la fermeture de cette base
(Anderson ez al. 2002; Haering ez al. 2002). Ce complexe présente un diameétre interne d’environ

35 nm alors que la fibre de chromatine est de 10 nm. Pour expliquer sa capacité a maintenir deux
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molécules d’ADN ensemble, le modele du « complexe en anneau» est le plus communément
admis. Cet anneau encerclerait topologiquement les deux chromatides sceurs (Haering ez /.,
2002 ; Gruber ez al. 2003). En effet, ouverture de 'anneau par clivage détruit ’association avec la
chromatine, et réciproquement, le clivage de PADN libere les cohésines de la chromatine. Ceci
semble indiquer une interaction topologique plutot que physique. Ce modéle suggere également
que la cohésine posseéde une trés grande mobilité quand elle est associée a la chromatine. Le
mode¢le alternatif repose sur le principe quun complexe de cohésine n’encerclerait qu’une seule
molécule ’ADN et interagirait avec un autre complexe de cohésine permettant ainsi le maintien
de deux molécules ’ADN ensemble (Anderson ez al., 2002; Guacci, 2007; Huang ez al., 2005).
D’autres modéles ont également été proposés associant les cohésines et TADN de différentes
manieres (Huang ez a/. 2005). Bien que la fonction la plus connue des cohésines soit de maintenir
associées les chromatides soeurs depuis leur synthese lors de la réplication jusqu’a leur séparation
pendant la mitose, les cohésines auraient d’autres fonctions dans la réparation des dommages a

I’ADN ou le contréle de I'expression génique (Feeney ez al., 2010).

Régulation de la cohésion

Lors de la mitose, I’élimination de la cohésion est nécessaire pour la ségrégation correcte des
chromosomes. Chez la levure, cette élimination est réalisée en une seule étape, a la transition
métaphase-anaphase (Ciosk e7 a/., 1998; Funabiki ez al, 1996). Chez les vertébrés, le mécanisme
permettant de retirer la cohésine des chromosomes se fait en deux temps (Figure 29).

La premicre étape est réalisée des 'entrée en mitose par le PDP (Prophase Dissolution Pathway)
qui dissocie des bras des chromosomes les cohésines préalablement phosphorylées par des
kinases de la famille Plk et Aurora (Losada ez a/., 2002; Waizenegger e al., 2000). 11 a été proposé
que la dissociation des cohésines des bras des chromosomes avant la transition metaphase-
anaphase facilite leur décaténation par la Topo II en pré-métaphase et métaphase et contribue
ainsi a la synchronie de leur disjonction en anaphase. En outre, le PDP présente également
l'avantage de libérer un pool considérable de cohésines sans la cliver ni la dégrader (Waizenegger
et al., 2000). Une grande partie de ce pool peut donc se réassocier aux chromosomes des le cycle
suivant. En début de pré-métaphase, il ne persiste donc que les cohésines des régions
centromériques vraisemblablement protégées par une protéine appelée Shugoshine (Watanabe,
2005). 11 a été montré que la Shugoshine est associée aux centromeres aussi bien dans des cellules
mitotiques que dans des cellules méiotiques chez la levure (Katis ez a/., 2004; Kitajima ef al., 2004),

chez la drosophile (Kerrebrock ez al., 1992) et chez THomme (McGuinness ez a/., 2005). De facon
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remarquable, la déplétion de la Shugoshine par RNAi (interférence par ARN) dans des cellules
HelLa provoque une perte de la cohésion des chromatides soeurs une fois que les chromosomes
se sont alignés sur la plaque équatoriale, mais avant que I'anaphase n’ait été initiée par la voie de
IAPC/C et de la séparase (McGuinness ¢# al., 2005). Dans ces conditions, les cohésines sont
absentes des centromeéres, les chromosomes sont alors sous la forme de chromatides uniques et
quittent la plaque équatoriale.

La seconde étape est réalisée lors de la transition métaphase-anaphase, ou les cohésines
centromériques sont clivées par la séparase pour déclencher 'anaphase (Hauf ez a/, 2001;
Nakajima ez al, 2007, Uhlmann e# al, 2000). Ces deux processus impliquent des mécanismes
différents ainsi qu’une régulation temporelle distincte, étant donné que le PDP n’implique pas le

clivage de la cohésine par la séparase (Sumara ez a/., 2000).

Plk1 Kinases Sécurine
mitotiques
i L f f
Persistence de la cohésine Séparase
Phosphorylation centromérique protégée |
de la cohésine par la Shugoshine ¢ |
|
nE |
y
Dissociation de g i t 11 Clivage de scc1 m I
la cohésine des bras : |
des chromosomes L
Vv Vv
#“===  Cohésine non phosphorylée
Cohésine phosphorylée

Figure 29 : Régulation du retrait de la cohésine chez les vertébrés

En début de mitose, les chromatides sceurs sont maintenues entre elles par la cohésine. La phosphorylation de celle-ci par
certaines kinases dont Plk1 permet sa dissociation des bras des chromosomes. Les cohésines situées au niveau du centromére
sont protégées par la présence de la Shugoshine. Durant la transition métaphase-anaphase, la destruction de la sécurine par le
complexe APC/C/Cdc20 permet a la séparase de cliver la sous-unité Scc1 provoquant ainsi la séparation compléte des
chromatides sceurs (d’apres Lee et al., 2005).

La cartographie des sites de fixation de la cohésine chez S. cerevisiae révele un enrichissement de la
cohésine sur une région de 50 kb autour des éléments centromériques CDE I, II et II1. (Blat et
Kleckner 1999; Megee ez al. 1999). En outre, cet enrichissement est dépendant de la présence d’un
KT fonctionnel (Weber ez al. 2004). Bien que de telles études n’aient pas encore été menées dans
d’autres organismes que la levure, il semblerait que les régions centromériques ne soient donc pas
seulement des loci favorables a I'assemblage du KT, mais pourrait également présenter un

environnement favorable pour la fixation de la cohésine.
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Le métabolisme de ’ADN centromérique

Sur les 3,3 milliards de paires de bases du génome humain, seul 1,5% sert de support pour la
synthése protéique. L’absence de transcription ou de traduction des 98,5% restants (3,25 milliards
de paires de bases) a longtemps incité certains scientifiques a les considérer comme de « 'ADN
poubelle » inutile ou obsoléete pour la cellule. Or il apparait depuis quelques années que cet ADN
non codant, et en particulier TADN centromérique, peut étre transcrit et qu’il revét une extréme

importance fonctionnelle pour la cellule.

LA TRANSCRIPTION DES SEQUENCES CENTROMERIQUES

L’étude des transcrits centromériques et péricentromériques a pris un essor considérable avec la
découverte des mécanismes d’ARNI chez S.pombe. Ce mécanisme, trés bien conservé au cours de
I’évolution, a tout d’abord été décrit comme un mécanisme de répression post transcriptionnelle
des genes (Fire ef al, 1998), impliquant l'intervention d’ARN double-brins dans la destruction
d’ARNm cibles. Mais depuis, d’autres fonctions lui ont été attribuées. Ainsi, il a été identifié chez
S. pombe des ARNs impliqués dans DIétablissement et la maintenance de I’hétérochomatine
péricentromérique (Hall ef al, 2002; Volpe et al., 2002), elle-méme requise pour 'assemblage de
novo de CENP-A sur les centromeres (Folco e al., 2008). 1l s’agit de petits ARNs double-brins
produits par la machinerie ARNi. De manicre surprenante, ces ARNs proviennent de la
transcription des régions péricentromériques. Or ces régions, tout comme les régions
centromériques, ont longtemps été considérées comme transcriptionnellement inactives (Grewal
et Elgin, 2007). La conservation de I'organisation de ces régions au cours de I’évolution a tout de
suite poussé les scientifiques a rechercher l'existence et la nécessité de tels ARNs chez les

eucaryotes supérieurs.

Expression des transcrits centromériques

Les genes présents au niveau d’un centromere actif, incluant les néocentromeres (centromeres
ectopiques), les centromeéres endogeénes et les centromeéres présents sur les chromosomes
artificiels humain peuvent étres transcrits. La présence de Thistone CENP-A n’inhibe pas la

transcription. En effet, 'étude de chromosomes artificiels humains contenant des séquences O.-

72|



satellites entrecoupées de séquences non-centromériques a permis de déterminer que CENP-A
était capable de s’associer aussi bien avec des séquences O-satellites que des séquences non-
centromériques contenant des régions transcriptionnellement actives (Lam e 4/, 2006). De
méme, étude de néocentromeres présents au niveau de rétrotransposons L1 indique que non
seulement la transcription de ces séquences n’est pas inhibée mais que les transcrits qui en sont
issus sont requis pour le maintien de lintégrité du néocentromere (Chueh e @/, 2009). 11
semblerait que cette transcription au niveau de néocentromeres soit possible du fait de la
présence de « poches » d’hypométhylation (Wong ef al, 2006). La transcription des régions
centromériques a été observée chez les plantes, la souris et ’THomme (Bouzinba-Segard e al.,

20006; Lam et al., 2006; May e al., 2005; Topp e? al., 2004).

L’étude de la transcription des séquences centromériques est particulicrement délicate car elle est
extrémement dépendante du contexte biologique. Ainsi chez la souris, la transcription des régions
centromériques est régulée en fonction du stade embryonnaire et lors de la différentiation
cellulaire (Rudert ez al., 1995). Des ARNs murins aux fonctions inconnues issus des centromeres
ont été observés au cours de la différenciation des cellules musculaires (Bouzinba-Segard ez al.,
20006; Terranova et al, 2005). La phase du cycle cellulaire dans laquelle se trouve la cellule
détermine également le statut de la transcription des régions centromériques. Les ARNs de
centromeres murins sont a peine détectables en phase G1 et présentent une forte accumulation

en phase G2/M (Fetti ¢ al., 2009).

Roéles des transcrits centromériques

Comme il vient de I'étre indiqué, les ARN centromériques semblent impliqués dans le processus
de différentiation cellulaire. Cependant d’autres pistes concernant leur fonction sont privilégiées.
Ainsi, de récentes données mettent en lien ces transcrits avec le maintien de lintégrité du
centromere.

D’une part, les transcrits centromériques jouent un role dans le recrutement des protéines du
centromere et/ou dans le remodellage de la chromatine centromérique. Il a notamment été
montré que la protéine CENP-C s’associe a des ARN centromériques et que cela est nécessaire
pour son recrutement aux centromeres (Du ez a/., 2010; Wong ez al., 2007).

D’autre part, les transcrits centromériques sont également impliqués dans le recrutement des
protéines du complexe CPP ainsi que dans la potentialisation de lactivité kinase d’Aurora B.

Dans la plupart des organismes, le complexe CPP est composé de la protéine kinase Aurora B
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(Terada et al., 1998) et de trois sous-unités non-enzymatiques appelées INCENP (Cooke ¢ al.,
1987; Adams et al., 2000), Survivine et Borealine (également appelée Dasra-B) (Honda ez a/., 2003;
Sampath ez al., 2004; Gassmann e al., 2004; Klein e al., 2006). Ces trois sous-unités ont pour
fonction de cibler Aurora B au centromeére et de contrdler son activité kinase ainsi que sa
stabilité. Ce complexe joue plusieurs roles essentiels dans le processus mitotique et a ainsi été
qualifié de «chef d’orchestre » de la mitose (Ruchaud e 4/ 2007). Le complexe CPP est
notamment responsable du controle de Pattachement correct des chromosomes, de la régulation
de la cohésion entre chromatides sceurs et du controle de la cytokinese (Ruchaud e 4/, 2007). 11 a
été montré que l'accumulation forcée, ou en réponse a un stress, de certains transcrits
centromériques murins conduit a des anomalies de ségrégation des chromosomes, a la perte de
cohésion des chromatides sceurs, et a l'aneuploidie. Ces anomalies seraient dues a la perte de
certaines modifications épigénétiques ainsi qu’a la délocalisation des protéines Aurora B et HP1
(Bouzinba-Segard ez al., 2006). 11 a également été montré que les transcrits centromériques murins
sont des composants a part enticre de la chromatine centromérique et qu’ils s’associent avec
Aurora B et Survivine. L’association de ces transcrits avec Aurora B potentialise fortement son
activité kinase (Ferri ef al., 2009). Chez 'Homme, les transcrits centromériques sont nécessaires
pour que les protéines Survivine et INCENP soient recrutées aux centromeres pendant la mitose
(Wong et al., 2007). Par conséquent, chez la souris et 'Homme ces transcrits semblent étre

intimement liés au processus mitotique de par leur interaction avec le complexe CPP.

LA DECATENATION DES CENTROMERES

"Since the two chains in our model are intertwined, it is essential for them to untwist if they are
to separate (...) Although it is difficult at the moment to see how these processes occur without
everything getting tangled, we do not feel that this objection will be insuperable." (Watson et

Crick, 1953)

A la suite de leur fameux article proposant une structure en double-hélice pour PADN, Watson et
Crick exposent les prémices d’'un modele de réplication semi-conservatif de TADN. Ce modele a
conduit la communauté scientifique de I'époque a immédiatement envisager la formation de
contraintes topologiques au niveau de ’ADN lors de sa réplication (Delbruck, 1954).

Ces contraintes se traduisent par la formation de supertours positifs ’ADN devant la fourche de
réplication. Ces supertours sont alors supprimés par 'action des Topo I et II chez les eucaryotes

(Wang, 2002). Cependant, les topoisomérases sont parfois incapables de supprimer ces tensions,
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notamment durant la terminaison de la réplication. Il semblerait alors que la fourche de
réplication pivote pour détendre 'ADN devant elle au détriment de la formation
d’entremélements d’ADN derriere elle (Figure 30) (Peter e al, 1998). Ces entremélements,
appelés caténations, se forment donc entre les deux molécules ’ADN des chromatides soeurs et
sont la conséquence directe de la réplication de FADN (Sundin et Varshavsky, 1980; Sundin et
Varshavsky, 1981). Dans tous les organismes étudiés, il a été montré que la fonction principale de
la Topo 11, est de supprimer ces caténanes d’ADN postréplicatifs afin d’individualiser les deux

chromatides sceurs avant que la cellule n’acheéve sa division cellulaire.

Superenroulement
positif

Entrelacements

Machinerie de réplication

B |
v

Rotation de la machinerie de réplication

Précaténats -'n‘\-f :

Figure 30 : Réle de la Topo Il lors de la réplication

Durant la réplication, I'activité¢ des hélicases sur 'ADN aboutit a la création de superenroulements positifs au devant de la
fourche de réplication. Ces structures peuvent alors s'isomériser et former des entrelacements.

Dans le cas ou ces supertours et entrelacements ne peuvent supprimés par I'action des Topo | et I, la fourche de réplication
pivote pour détendre I'ADN devant elle. Cela aboutit alors a la formation d’entremélements d’ADN derriere elle appelés
précaténanes (Nitiss et al., 2009).
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Le rble fondamental de la Topo I

La Topo II est la seule enzyme de type II chez les eucaryotes et possede donc un mécanisme
d’action unique. Deux isoformes existent: o et . Elle a la capacité de former ou de supprimer des
super-enroulements, des noeuds et des caténations ’ADN (Figure 31), ce qui est essentiel dans
de nombreux processus impliqués dans le métabolisme de PADN comme la réplication, la
transcription, la recombination et la décaténation. L’activité de la Topo II est également

nécessaire pour la condensation des chromosomes (Nitiss ez a/., 2009).

Superenroulement Noeud Caténation

Figure 31 : Substrats de la Topo Il

La Topo |l est capable de résoudre trois types de structures d’ADN de natures topologiques différentes: les superenroulements,
les nceuds et les caténations. Exception faite des superenroulements, la Topo Il est capable de catalyser la conversion dans un
sens et dans l'autre: nouer/dénouer et caténer/décaténer (Yanagida, 2009).

Le cycle enzymatique de la Topo II est partiellement connu, graice notamment a la résolution de
sa structure (Berger ez al, 1996) et a des études basées sur lutilisation d’analogues non-
hydrolysables de ’ATP, ou la décaténation de cercles ’ADN radiomarqués (Roca e al., 1996;
Roca et al., 1994; Roca and Wang, 1992). Le fonctionnement de 'enzyme repose sur le modele
communément appelé "two gates model". Dans ce modele, le cycle catalytique que la Topo 11
effectue lors du passage d'un ADNdb au travers d’un autre ADNdb peut étre décomposé en

quatre étapes (Figure 32).

76| Page



Segment G Segment T

C—

l

ATP

—

Figure 32 : Cycle catalytique de la Topo Il

Etape 1 : La Topo Il débute son cycle catalytique en se liant de fagon non-covalente a un ADNdb appelé segment G (Gate). A la
suite de I'interaction avec le segment G, 'enzyme se trouve dans une conformation présentant une cavité qui peut alors interagir
avec un deuxiéme ADNdb appelé segment T (Transport).

Etape 2 : Apres l'interaction avec le segment T, la Topo Il effectue une coupure double-brins transitoire dans le segment G. Ainsi
'enzyme se trouve liée de fagon covalente a I'extrémité 5’ du brin qu’elle a clivé. Ce complexe covalent ADN/enzyme est appelé
« complexe clivable ».

Etape 3 : La fixation et I'hydrolyse d’'une molécule d’ATP par la Topo Il entraine une modification de conformation de I'enzyme,
qui déclenche la migration du segment T au travers de la coupure du segment G. Ensuite les deux extrémités du segment G sont
rapprochées et religuées. Ceci cause la réduction de I'espace disponible dans la cavité dans laquelle le duplexe T est accueilli et
entraine ainsi sa sortie.

Etape 4 : L’hydrolyse d’'une deuxiéme molécule d’ATP en ADP et en phosphate inorganique (Pi) est indispensable pour
permettre le recyclage de I'enzyme. Ce processus permet a la Topo Il de retrouver sa capacité a s’engager dans un nouveau
cycle catalytique.

(d’apres Collins et al., 2009)

Si la Topo II a la capacité de séparer deux molécules d’ADN en les décaténant, elle peut
également les « emmeéler » en les caténant. Il semblerait que la topologie de PTADN donne une
directionnalité a cette réaction. Plusieurs modeéles différents expliquent pourquoi les
topoisomérases préferent déméler PADN plutét que le contraire et il est probable que plusieurs
mécanismes composent la solution. Ainsi, une topoisomérase se lie préférentiellement a PADN

lorsqu’il est accroché a une seconde double hélice a cause de la courbure adoptée (Buck et
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Zechiedrich, 2004). 11 est possible également que la liaison de la topoisomerase a ’ADN modifie
elle-méme la courbure qu’adopte TADN afin de favoriser la prise d’un segment-T dans une
molécule emmélée (Vologodskii ez al., 2001). Ensuite, il est envisageable que le substrat favori de
la topoisomérase se retrouve plus souvent dans une molécule surenroulée plutot que relaxée, ce
qui ferait qu’en somme, les topoisomerases vont agir plus fréquemment pour défaire des noeuds
plutot que linverse (Zechiedrich et Osheroff, 1990). Enfin, une étude de mouvement de
polymeres simulant des chromosomes dans une cellule a déterminé que ceux-ci vont se repousser
de manicre spontanée (Jun et Mulder, 2000) et cette théorie pourrait donc expliquer pourquoi

Paction de décaténation est favorisée.

La décaténation des centromeres

L’activité de décaténation de la Topo II est essentielle pour la dynamique des chromosomes en
mitose que ce soit chez la levure ou les mammiféres. Son absence ou son inhibition conduit
notamment a des anomalies d’individualisation des chromosomes (Gimenez-Abian ¢# al., 2000),
des anomalies de disjonction des bras des chromosomes (Gimenez-Abian e al, 1995) et des
anomalies de disjonction des chromatides sceurs pendant 'anaphase (Clarke ez @/, 1993; Holm ez
al., 1985; Holm ez al., 1989; Sakaguchi et Kikuchi, 2004; Uemura ez a/, 1987; Uemura et Yanagida,
1984). 11 est donc essentiel pour la cellule de pouvoir résoudre les caténations d’ADN reliant les
deux chromatides sceurs ensemble afin qu’elles n’interférent pas avec le processus de ségrégation
des chromosomes.

La plupart des caténations sont retirées durant les phases S et G2 du cycle cellulaire (Koshland e#
al., 1987; Ishimi et al. 1992; Ishida e al 1991), cependant une population importante de
caténations persistent durant la mitose. Ainsi il a été démontré que Iinjection d’ICRF-193, un
inhibiteur de la Topo 1II, dans des cellules embryonnaires de drosophile en début de mitose,
conduit a des anomalies de disjonction des chromatides sceurs pendant I'anaphase (Oliveira e al.,
2010; Buchenau ez a/., 1993). De plus, chez la levure, les forces du fuseau mitotique ainsi que la
sous-unité SMC2 de la condensine sont nécessaires a la décaténation complete des chromosomes
par Topo 1I lors de la mitose (Holm ez @/, 1985; Uemura e al., 1987; Baxter ez al., 2011). Ceci
indique que la décaténation des chromatides sceurs ne s’acheve qu’au cours de la mitose.

Les anomalies mitotiques observées en absence d’une Topo II fonctionnelle sont dues au fait que
les caténations sont capables de maintenir une association entre les chromatides sceurs, ce qui
pourrait également expliquer la raison du maintien d’une partie de celle-ci jusqu’en mitose

notamment afin de suppléer la cohésine (Figure 33). Ainsi, la déficiente en Top2 chez § pombe
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conduit au phenotype cut (cells untimely torn) (Holm e a/., 1985; Uemura ef al., 1987). Dans des
cellules de mammifeére, 'absence d’une Topo II fonctionnelle conduit également au maintien de
la cohésion entre chromatides sceurs et ce en absence de cohésine (Diaz-Martinez ¢z al., 20006;
Toyoda and Yanagida, 20006; Vagnarelli e a/., 2004; Wang ¢t al., 2010). La suppression coordonnée
de la cohésine et des caténations contribuait donc a la régulation de la disjonction des
chromatides sceurs durant I'anaphase (Diaz-Martinez ef al., 2006; Kenney and Heald, 20006;
Toyoda and Yanagida, 2006; Yanagida, 2009).

Caténations
Inter-chromatides

Figure 33 : Mécanisme de cohésion entre deux chromatides sceurs

La cohésion entre deux chromatides soeurs est le résultat de la coopération entre deux mécanismes de cohésion: les
caténations d’ADN (schéma du haut) et la cohésine (schéma du bas). La contribution de chacun peut dépendre de nombreux
facteurs tels que I'espacement des caténations et des sites de fixation de la cohésine, la structure de la chromatine et la
réplication de 'ADN (d’aprés Diaz-Martinez et al., 2009).

La Topo Ila est un composant majeur des chromosomes mitotiques (Hart et Laemmli, 1998).

Dans un grand nombre d’especes, cette enzyme présente une accumulation spécifique au niveau
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des centromeres durant la mitose ou elle y est également plus active que sur le reste du
chromosome suggérant I'importance de son activité au niveau de ce locus paticulier (Figure 34)
(Christensen e al., 2002; Gorbsky, 1994; Null ef al, 2002; Rattner et al., 1996; Sumner, 1996;
Taagepera et al., 1993). Ceci a notamment été renforcé par la découverte de sites majeurs
d’activité de clivage de la Topo II au niveau des séquences Oi-satellites humaines (Floridia e a/.,

2000; Spence et al., 2002).

ADN

Figure 34 : Localisation préférentielle de la Topo llo. aux centroméres

Centromére Topo lla Centromére/Topo lla Composite

L'immunolocalisation de la Topo lla (en vert) dans des cellules de fibroblastes embryonnaires de souris indique un recrutement
préférentiel de Topo lla aux centroméres. Les centroméres sont visualisés en rouge par immunomarquage de protéines
CENPs. L'ADN est coloré en bleu. La barre d’échelle représente 10 um (d’aprés Dawlaty et al., 2008).

Par ailleurs, la décaténation au niveau des centromeéres semble plus complexe que sur les bras. En
effet, si les caténations des bras des chromosomes semblent étre retirées avant la métaphase
(Porter et Farr, 2004), cela n’est pas le cas pour certaines caténations centromériques. La présence
de fibres ’ADN, appelé UFBs (Ultra Fine anaphase Bridges), reliant deux centromeres situés de
part et d’autre de la plaque équatoriale de la cellule lors de 'anaphase a été observée. Ces fibres
d’ADN ne peuvent étre visualisées par des marquages conventionnels de PADN mais seulement
par immunomarquage des protéines BLM et PICH (Cf: Présentation du projet de recherche)
(Figure 35) (Baumann ¢ al., 2007; Chan ez al., 2007). La trés forte augmentation d’UFBs dans des
cellules en réponse a un traitement avec des inhibiteurs de Topo II suggere que ces UFBs soient
composés de caténations d’ADN résiduelles (Baumann ez a/, 2007; Chan e al, 2007). 11 a été
montré que ces caténations ne peuvent étre résolues qu’apres le clivage de la cohésine expliquant
ainsi leur persistence aux centromeres jusqu’en anaphase (Wang ez a/, 2010). La cohésine
limiterait de maniere stérique l'acces de Topo II a PADN. La présence de cohésine pourrait
également empécher les forces du fuseau mitotique de modifier la topologie de 1'ADN

centromérique ce qui limiterait alors l'activité de décatenation de I'enzyme (Wang ez al., 2010).
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BLM ADN Composite

Figure 35 : Localisation d’un UFB en anaphase

L’'immunolocalisation de la protéine BLM (en vert) dans des cellules de fibroblastes humains révéle la présence d’'UFBs. L’ADN
est coloré en bleu. La barre d’échelle représente 5 um (Rouzeau et al, en cours de soumission).

En outre, il a également été montré que la Topo II est requise pour la disjonction des
centromeres chez la levure, la drosophile et THomme (Bachant e a/., 2002; Coelho ez al., 2008;
Diaz-Martinez ez al., 2006). Chez les eucaryotes supérieurs, le statut de sumoylation de Topo 1o a
été mis en lien étroit avec son role dans la disjonction des centromeres. Chez le xénope, la
SUMO E3-ligase PIASY est nécessaire pour la sumoylation de composants de la partie interne du
centromere ainsi que de la Topo Ila et son absence dans des extraits d'ceufs conduit a des
défauts de ségrégation des chromosomes (Azuma ¢# al., 2005). Chez 'Homme, la Topo Ila est
sumoylée (Azuma ez al., 2003) et beaucoup d'arguments sont également en faveur d'un role de
PIASY dans cette sumoylation (Diaz-Martinez ez al., 2000). 11 a notamment été montré que la
déplétion de PIASY conduit a un arrét prolongé en métaphase et en l'absence d'enrichissement
en Topo Ilo au niveau des centromeres (Diaz-Martinez ez al., 2006). Cependant, PIASY n'étant
pas létale chez la souris, il est possible que certaines SUMO E3-ligases soient capables de
coopérer et de se substituer les une aux autres (Wong e/ al., 2004). 11 a d'ailleurs été démontré
chez P'Homme que la SUMO-ligase RanBP2 est également impliquée dans l'enrichissement de la
Topo Ila aux centromeres et essentielle pour la ségrégation correcte des chromosomes (Dawlaty
et al., 2008). 1l apparait donc que la sumoylation de la Topo Il est nécessaire pour son
enrichissement aux centromeres et quun défaut de cette modification post-traductionnelle soit

responsable de défauts de disjonction des chromatides sceurs (Azuma ez al., 2005; Dawlaty ez al.,

2008; Diaz-Martinez e# al., 2000).
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PRESENTATION DU PROJET DE RECHERCHE
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Contexte : La protéine BLM pendant la
mitose

Comme indiqué dans le premier chapitre de ce manuscrit, les fonctions exactes de la protéine
BLM sont encore mal définies a ce jour, mais les données de la littérature convergent toutes vers
un role potentiel de BLM dans des mécanismes de sutveillance et/ou maintien de Pintégrité du
génome. Par ailleurs, la grande majorité de ces données indique que BLM agirait pendant la phase
S. Cependant, I'expression de la protéine BLM persiste en phase G2/M, ce qui suggere également
une importance particulicre de cette protéine pendant ces phases. Cette hypothése est renforcée
par le fait que, des 1969, une fréquence tres élevée d’anomalies mitotiques comme des ponts
anaphasiques ainsi que des chromosomes ou fragments de chromosome retardés ont été

observées dans les cellules BS (Figure 36) (German, 1969).

™
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Figure 36 : lllustration des anomalies de mitoses observées dans des cellules dérivées de biopsies de peau de patients
BS

Les cellules BS mitotiques se caractérisent principalement par une fréquence élevée de ponts anaphasiques (B, C, F et G) ainsi
que de chromosomes ou fragments de chromosomes perdus (C, D et E). Leur non-résolution est la source majeure de
formation de micronoyaux (H) (German, 1969). Les ponts anaphasiques et les micronoyaux sont des marqueurs d'instabilité
chromosomique qui pourraient participer a la prédisposition au développement de cancers des patients BS.
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L’équipe du Dr Amor-Guéret a été pionic¢re dans la caractérisation de la protéine BLM pendant la
mitose. Entre 2000 et 2006, une suite de travaux réalisés au laboratoire 2 notamment aboutit 2 la
découverte de la phosphorylation de BLM par le complexe MPF pendant la mitose ainsi qu’a la
proposition d’un premier modéle concernant un role potentiel de BLM pendant la mitose (Bayart
et al., 2006; Dutertre ¢t al, 2000; Dutertre e al, 2002). Selon ce modele, BLM est
hyperphosporylée et ainsi exclue de la fraction chromatinienne (Cf: La protéine BLM) afin
d’éviter qu’elle n’interfére avec certains processus mitotiques comme la condensation des
chromosomes. En présence de structures d’ADN anormales et persistantes au cours de la pré-
métaphase, le MPF est momentanément inactivé ce qui provoque alors la déphosphoylation de
BLM et son recrutement au niveau de ces structures pour en permettre leur résolution. Le MPF
serait ensuite réactivé et BLM rephosphorylée (Bayart ef a/., 2006) (Figure 37). D’autre part, il a
été montré par Leng et ses collegues que BLM est également phosphorylée par MPS1 conduisant
a une interaction entre BLM et Plkl. La phosphorylation de BLM par MPS1 est essentielle pour
la stabilité des chromosomes lors de la mitose et notamment pour le maintien du SAC actif (Leng

¢t al., 2006).
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Figure 37 : Modéle de fonction mitotique de BLM pendant la pré-métaphase

L'inactivation de la Cdc2, par un traitement a la roscovitine ou aprés Rls, conduit a une déphosphorylation massive de BLM et
induit sa relocalisation dans la fraction protéique chromatinienne. Ces données indiquent que la Cdc2 contrdle I'exclusion de
BLM de la chromatine. Le modéle ci-dessus a alors été proposé : I'activation du complexe Cdc2/cycline B déclenche I'entrée en
mitose et provoque la phosphorylation de la protéine BLM, conduisant ainsi a son exclusion de la fraction chromatinienne afin
d’éviter d’interférer avec les processus mitotiques, comme la condensation des chromosomes. Si des structures
chromosomiques complexes ou des dommages a I'ADN persistent ou apparaissent durant la mitose, la kinase Cdc2 est
momentanément inactivée permettant alors I'activation d’'une phosphatase encore inconnue qui déphosphorylerait BLM. BLM
pourrait ainsi étre recrutée au niveau de ces structures pour en permettre la résolution (d’apres Bayart et al., 2006).

86 |Page



L’ensemble de ces données suggere donc que pendant la mitose BLM ait un role bien plus
important quiinitialement suspecté, sans démontrer toutefois les fonctions précises de la protéine
mitotique. C’est précisement dans ce cadre que j’ai commencé mon projet de recherche avec pour
objectif de déterminer la ou les fonctions que BLM assure pendant la mitose. En 2007, au
moment méme ou je commengais ce projet, une nouvelle étude a apporté de nouveau éléments
en faveur d’un role de BLM pendant la mitose. L’analyse de la localisation mitotique de BLM et
de ses partenaires Topo Il et RMI1 a révélé la présence de ces protéines sur la grande majorité
des ponts anaphasiques ainsi que sur plus de la moitié des chromosomes retardés pouvant
apparaitre dans des cellules (Figure 38) (Chan ez a/, 2007). De plus, la réexpression de BLM dans
des cellules BS permet de diminuer de facon importante le nombre de cellules présentant ces
types d’anomalies (Chan e al, 2007; Chan et al., 2009). Ces données suggerent fortement que
BLM est recrutée sur des structures d’ADN anormales composant les ponts anaphasiques, pour
en permettre leur résolution au cours de lanaphase. Ces données sont cohérentes avec
I’hypothése proposée par le laboratoire en 2006 (Figure 37) et indiqueraient que la protéine BLM

est nécessaire pour la résolution de structures ADN anormales tout au long de la mitose.

BLM

Figure 38 : BLM est recrutée sur les ponts anaphasiques

ADN
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L’'immunolocalisation de la protéine BLM (en rouge) dans des cellules de fibroblastes humains révéle sa présence sur les ponts
anaphasiques. L’ADN est coloré en gris. La barre d’échelle représente 5 um (d’aprés Chan et al., 2007).

Cette méme étude montre également que BLM et ses partenaires se situent sur un nouveau type
de structure mitotique appelé Ultrafine anaphase Bridges (UFBs) (Figure 35) (Chan e7 a/., 2007).
L’existence de ces structures fut initialement révélée par immunomarquage de la protéine PICH

(Plk1-Interacting Checkpoint Helicase) qui est une protéine de la famille des hélicases SNEF2
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interagissant avec Plkl et recrutée sur les centromeéres depuis la pré-métaphase jusqua la
télophase (Baumann e 4/, 2007). Les UFBs sont longtemps restés inconnus de la communauté
scientifique bien que ces structures soient fréquemment présentes a I'état basal dans quasiment
toutes les cellules humaines (Baumann ez a/, 2007; Chan e7 al., 2007). Ceci est principalement da
au fait qu’ils sont indétectables avec des agents conventionnels de coloration de PADN (Hoechst,
YOYO, DAPI, etc.) et ne semblent pas comporter d’histones (Baumann ez /., 2007; Chan e? al.,
2007). Les UFBs sont sensibles a la DNase et peuvent étre visualisés par immunomarquage de
BrdU aprés son incorporation dans ’ADN indiquant qu’il s’agit bien de structures ADN.

Les deux protéines colocalisent sur les UFBs, cependant PICH est détectable sur les UFBs des la
métaphase lorsque la chromatine est encore condensée au maximum alors que BLM n’est
détectable qu’a partir de I'anaphase. BLM semble donc étre recrutée sur des ponts déja pré-
existants au moment du passage en anaphase. Dans des cellules déplétées en PICH, les UFBs ne
sont plus détectables par immunomarquage de BLM indiquant que soit PICH est nécessaire pour
recruter BLM sur ces structures soit PICH prévient la rupture prématurée des UFBs (Baumann ez
al., 2007; Chan ez al., 2007; Ke et al., 2011). En revanche, les cellules BS présentent une fréquence
accrue d’UFBs immunomarqués par PICH, suggérant que BLM est nécessaire pour leur

résolution (Chan ez al., 2007).

LES UFBS ASSOCIES AUX PROTEINES DE FANCONI

BLM ayant des fonctions potentielles impliquées dans les processus de réplication et réparation
de 'ADN, une recherche de protéines impliquées dans ces mémes processus et pouvant
également étre localisées sur les UFBs a été réalisée. Celle-ci a révélé une absence de la majorité
de ces protéines comme YH2AX, RAD51, WRN, PML, NBS1 ou MRE11 (Chan ¢z 4/, 2007). En
revanche, les protéines FA semblent étre impliquées dans ces structures. Ainsi il a été montré que
FANCM est recrutée tardivement, en fin d’anaphase, sur un faible nombre d’UFBs et de maniere
dépendante de BLM (Vinciguerra ¢ al., 2010). D’autre part, des foyers FANCD2 et FANCI ont
été détectés a chaque extrémité de quelques UFBs (Figure 39) (Chan e 4/, 2009). Ces UFBs
associés a FANCD?2 sont tres peu nombreux en condition basale mais sont fortement augmentés
aprés un stress de réplication au moyen d’un traitement a APH ce qui suggére que ces UFBs
représentent la persistance d’hémicaténanes reliant deux chromatides sceurs composés soit
d’intermédiaires de réplication tardifs non répliqués (IRTs) soit d’intermédiaires de
recombinaison non-résolus. Cependant, il a été montré au laboratoire que la formation d’UFBs

n’est pas dépendante de RAD51, protéine clé de la recombinaison, il est donc fortement probable
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quil s’agit I’'IRTs (Lahkim Bennani-Belhaj ez 4/, 2010). En accord avec cette hypothese, il a
également été montré la présence de RPA et donc d’ADNsb sur certains UFBs associés a

FANCD?2 (Chan ef al., 2009).

Figure 39 : Visualisation d’'un UFB associé a FANCD2 en anaphase

L'immunolocalisation de la protéine BLM (en vert) dans des cellules de fibroblastes humains révéle la présence d’'UFBs a la
base desquels se trouvent des foci FANCD2 (FD2) (en rouge). L'ADN est coloré en bleu. La barre d’échelle représente 5 pm
(Chan et al., 2009).

L’analyse précise de la localisation des foyers FANCD?2 dans des cellules a permis de montrer que
ces foyers se trouvent sous forme de doublets de la phase G2 jusqu’a la métaphase et que leur
nombre augmente apres un stress de réplication. De maniere intéressante, ces doublets se
localisent trés fréquemment au niveau de différents sites fragiles, régions particulicrement
difficiles a répliquer (Chan ez @/, 2009; Naim et Rosselli, 2009). Il a alors été proposé que ces
doublets FANCD?2 se dissocient avec la séparation des chromatides sceurs en anaphase pour étre
ainsi localisés a chaque extrémité de certains UFBs. Leur présence indiquerait que ces UFBs sont
composés d’hémicaténanes d’IRTs dérivant le plus souvent de sites fragiles (Chan ez a/., 2009). 11
est possible que FANCD2 soit présent au niveau de ces hémicaténanes pour les stabiliser depuis
leur formation jusqu’a leur résolution (Chan et Hickson, 2011). Cette résolution se ferait tres
probablement au moyen de 'activité conjuguée de BLM et Topo I1la. En effet, la protéine RecQ
d’E. Coli et son partenaire Top III sont capables de résoudre des hémicaténanes provenant
d’IRT's n vitro (Suski et Marians, 2008), ce qui suggere que BLM et Topo Illa en sont également
capables. De manicre intriguante, lorsque les UFBs disparaissent en télophase, les foci FANCD?2

persistent de maniére symétrique par rapport a 'axe de division et sont a nouveau composés de

89| Page



doublets. Ces doublets ont été appelés « foci-jumeaux ». Une étude a récemment montré que, de
maniere similaire aux « foci-jumeaux » FANCD2 pendant la télophase, des « foci-jumeaux » de
53BP1, ainsi que d’autres protéines impliquées dans la réparation de ADN, sont formés dans
des cellules en G1 et disparaissent ensuite en début de phase S suivante (Lukas e# @/, 2011). Ces
« foci-jumeaux » 53BP1 sont également augmentés suite a un stress de réplication. Il a alors été
proposé que 53BP1 est recrutée pendant la phase G1 au niveau des IRTs issus de la
décaténancion des UFBs associés 2 FANCD2. De mani¢re cohérente, les foci 53BP1 sont
fréquemment situés au niveau de sites fragiles. Ces données suggerent que les IRT's persistent de
la mitose jusqu’a la phase G1 suivante ou ils sont reconnus et pris en charge par des protéines
impliquées dans la réparation de PADN. 53BP1 étant impliquée dans Iinhibition de la RH
(Bunting ez al, 2010), i est donc possible que 53BP1 protége ces IRTs de réparations
recombinogénes inapropriées en G1 afin de faciliter leur résolution pendant la phase S suivante
(Figure 40A).

Par ailleurs, un stress de réplication chez la levure induit la formation de structures analogues aux
UFBs (Sofueva ez al., 2011), indiquant que ce mécanisme semble étre conservé au cours de

I'évolution.

LEs UFBS CENTROMERIQUES

Les UFBs associés a FANCD2 se situent exclusivement sur les bras des chromosomes, cependant
la tres grande majorité des UFBs est d’origine centromérique (cUFBs). Contrairement aux UFBs
associés a FANCD2 qui semblent étre des structures pathologiques, les cUFBs seraient des
structures physiologiques fréquemment retrouvées a I’état basal dans quasiment toutes les cellules
humaines (Chan ez a/., 2007). La fonction de ces structures, si elle existe, reste a déterminer bien
que certaines hypotheses proposent un role des cUFBs dans le SAC et notamment la détection de
tension entre chromatides sceurs afin de vérifier la bi-orientation des chromosomes. Afin de
déterminer le type de structure ADN composant les cUFBs, des cellules ont notamment été
traitées avec des inhibiteurs de la Topo II. Ce traitement augmente tres fortement le nombre de
cUFBs dans les cellules suggérant fortement que ce type d’'UFBs représente des caténanes
d’ADNdb (Baumann e7 a/., 2007; Chan ez al., 2007). Comme indiqué dans le chapitre précédent, la
résolution des caténanes centromériques ne peut se faire qu’apres le retrait de la cohésine a ce
niveau. Or la cohésine centromérique n’est retirée qua la transition métaphase-anaphase,
contrairement a la cohésine située sur les bras des chromosomes qui disparait des la prophase.

Ceci explique ainsi la persistence de caténations pendant I'anaphase uniquement au niveau des
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centromeres. Ces caténations serait alors visualisées sous forme de cUFBs au moment de la

séparation des chromatides sceurs (Figure 40B).
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Figure 40 : Modéle de formation et réparation des UFBs associés a FANCD2 et des UFBs centromériques

(A) Des IRTs provenant principalement de sites fragiles pourraient s’accumuler au niveau des bras des chromosomes
aboutissant a la formation d’hémicaténanes. Les protéines FANCD2 et FANCI seraient alors recrutées au niveau de ces
intermédiaires afin de les stabiliser. Durant I'anaphase, la persistance de ces structures est a l'origine de certains UFBs qui
seraient alors résolus par l'activité conjuguée de BLM et Topo llla. Chacun des IRTs ainsi désolidarisé serait alors transmis
dans chaque cellule fille en phase G1 et protégé par la protéine 53BP1 en attendant leur réparation lors de la prochaine phase
S.

(B) Au niveau des centromeres, les caténanes d’ADNdb sont protégés par la cohésine de la décaténation par Topo lla. En
anaphase, les cUFBs seraient générés a partir de ces caténations, puis I'activité de remodellage de la chromatine de PICH en
coopération avec BLM permettrait la résolution progressive de ces UFBs par la Topo Il (d’aprés Chan et al., 2011).

Il a récemment été démontré 7z vitro qui PICH posséde une activité de remodelage de la
chromatine, principale caractéristique des hélicases de la famille SNF2, et qu’zz vivo, BLM est
nécessaire pour cette activité (Ke ef al, 2011). Sur la base de ces résultats, il a été proposé un
modele permettant d’expliquer la contribution de BLM et PICH dans la résolution des cUIBs.
Ainsi, PICH en coopération avec BLM permettrait de retirer les nucléosomes situés sur les

cUFBs permettant ainsi de les rendre plus souples et ainsi plus résistants a la rupture pouvant étre
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provoquée par les forces mécaniques du fuseau mitotique pendant 'anaphase. Cela permettrait
d’obtenir un délai suffisant pour leur décaténation complete par Topo Ila (ou par des enzymes

de réparation de PADN dans le cas d’UFBs non centromériques) (Figure 41) (Ke ez a/., 2011).
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Figure 41 : Modéle de résolution des UFBs centromériques par BLM et PICH

Dans ce modele, BLM et PICH cooperent pour retirer les nucléosomes des caténanes d’ADN composant les cUFBs. Cela
permettrait ainsi d’obtenir un délai suffisant pour leur résolution par Topo lla. (d’apres Ke et al., 2011)

Un autre modele intéressant a été proposé pour la résolution des cUFBs : selon lequel, PICH
facilite le recrutement de BLM sur les cUFBs afin de catalyser le désappariement des duplexes
d’ADN générant ainsi de ’ADNsb. Ces UFBs composés ainsi d’ADNsb pourraient alors étre
décaténé par Topo IIla. En accord avec cette hypothese, il a été montré la présence de RPA sur
certains cCUFBs (Chan ¢7 al., 2009).

Ces deux modeles sont cohérents avec le fait que les cUFBs disparaissent progressivement en fin
d’anaphase et durant la télophase sans provoquer de CDBs de PADN (absence de YH2AX), ce
qui indique que ces structures finissent par étre résolues en fin de mitose plutot que simplement

rompues par les forces mécaniques du fuseau mitotique (Chan ez a/., 2009).
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Hypothese de travail:

L’ensemble de ces données indique que, pendant I'anaphase, la protéine BLM est nécessaire a la

résolution des cUFBs en conditions normales de croissance, ainsi qu’a la résolution des UFBs

associés a FANCD?2 en réponse a un stress de réplication. Tout 'enjeu de mon projet était de

déterminer si BLLM était également impliquée dans la prévention de la formation de ces UFBs et

donc si BLM jouait un réle avant I’anaphase.
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Un des moyens classiques pour tenter de déterminer les fonctions d’une protéine est d’étudier en
premier lieu sa localisation cellulaire. Nous avons donc entrepris de déterminer de nouvelles
localisations cellulaires de BLM pendant le cycle cellulaire. Dans cet objectif, nous avons établi au
laboratoire un modeéle cellulaire permettant de localiser la protéine BLM par fluorescence. Cette
lignée fibroblastique commerciale (GM08505B), dérivée d’un patient BS, a été transfectée par une
construction plasmidique portant une cassette de résistance a un antibiotique et permettant
Pexpression d’une protéine BLM fusionnée a la GFP (Green Fluorescent Protein) sous le
contréle d’'un promoteur fort CMV (Cytomégalovirus). Une sélection par I'antibiotique a permis
lobtention d’une lignée stable « GFP-BLM ». Une lignée stable controle « BS » a également été
obtenue en transfectant la lignée GMO08505B par la méme construction plasmidique mais ne
codant que pour la GFP. L’expression de la protéine GFP-BLM permet une complémentation
fonctionnelle puisque le taux de SCE de la lignée GFP-BLM est diminué de plus de cing fois par
rapport a la lignée BS (Lahkim Bennani-Belhaj e a/., 2010b).

En utilisant cette lignée GFP-BLM, nous avons observé pour la premicre fois la présence de
BLM aux centromeéres pendant les phases S et G2 ainsi que les étapes précoses de la mitose. Ce
recrutement est progressif, BLM n’étant recrutée que sur quelques centromeéres en fin de phase S
et présente sur tous les centromeres en fin de G2/début de mitose (prophase). De maniere
intéressante, nous avons montré que lactivité de liaison a PADN de BLM, mais pas son
activité hélicase, est nécessaire pour le recrutement de la protéine aux centromeéres. Ces résultats
suggerent que la protéine BLM se lie directement a PADN.

Nous avons confirmé la présence de BLM aux centromeres pendant la mitose dans des cellules
Hela par immunomarquage de la protéine endogene, la spécificité des anticorps ayant été
préalablement validée par ARNi. La suite des expériences présentées dans larticle a été réalisée
sur les lignées BS et GFP-BLM. Nous avons ainsi montré que les protéines BLM et PICH sont
nécessaires :

1 — a l'organisation structurale de PADN centromérique.

2 — a la disjonction complete des centromeres, indépendamment de la voie des cohésines,
suggérant une implication de ces protéines dans le processus de décaténation des centromeres.
L’activité hélicase de BLM est essentielle pour cette disjonction. De manicre intéressante, les
cellules déficientes pour les deux protéines présentent le méme phénotype que les cellules
déficientes pour 'une ou lautre des protéines, indiquant que celles-ci agissent dans la méme voie

cellulaire.
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3 - au recrutement de la Topo Ila active aux centromeres. L’activité hélicase de BLM est

également essentielle pour ce recrutement.

Nos résultats révelent une nouvelle localisation et une nouvelle fonction de la protéine BLM, aux
centromeres, et montrent pour la premiere fois 'implication des protéines BLM et PICH dans la
décaténation centromérique avant I'anaphase. Nous proposons que BLM et PICH, par leurs
activités respectives hélicase et de remodellage de la chromatine, modifient la structure des
centromeres pendant la pré-métaphase, rendant ainsi certaines caténations accessibles a la Topo
ITo. avant Panaphase. Ainsi, en absence de BLM ou de PICH en pré-métaphase, certaines
caténations au niveau de ’ADN centromérique sont masquées du fait d’un défaut de remodelage
de la chromatine, entrainant un défaut de recrutement de Topo Ila, faute de substrat accessible.
La persistance de ces caténations centromériques non résolues contribuerait a 'augmentation de
la fréquence des cUFBs observée dans les cellules BS.

Ce modele ainsi que son intégration dans le contexte scientifique actuel seront abordés dans la

partie « Discussion et Perspectives ».
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Centromeres are specialized chromosome domains that control chromosome segregation during mitosis,
but little is known about the mechanisms underlying the maintenance of their integrity. Ultrafine
anaphase bridges are physiological DNA structures thought to contain unresolved DNA catenations
between the centromeres separating during anaphase. BLM and PICH helicases co-localize at these
ultrafine anaphase bridges and promote their resolution. Since PICH is a centromeric protein, we
hypothesized that BLM could also locate at centromeres and that both proteins could cooperate upstream
from anaphase. Using immunofluorescence analyses, we demonstrate that BLM is recruited at
centromeres from G2 phase to mitosis. We combined fluorescence in situ hybridization, electron
microscopy, RNA interference, chromosome spreading and chromatin immunoprecipitation to show that
both BLM-deficient and PICH-deficient prometaphase cells are associated with changes in centromeres
structure and with a higher frequency of centromeric non disjunction in the absence of cohesin,
suggesting the persistence of catenations. Moreover, both proteins are required for the correct
recruitment of active topoisomerase Ila to the centromere, revealing a functional relationship between
BLM, PICH and topoisomerase Il in the centromere decatenation process. These results indicate that
the increase in the frequency of centromeric ultrafine anaphase bridges in BLM-deficient cells is not only
due to unresolved physiological ultrafine anaphase bridges, but also to newly formed ultrafine anaphase
bridges that we define here as supernumerary centromeric ultrafine anaphase bridges. We thus propose
that BLM and PICH cooperate in rendering centromeric catenates accessible to topoisomerase Ila,
thereby facilitating correct centromere disjunction and preventing the formation of supernumerary
centromeric ultrafine anaphase bridges.

Introduction

The centromere is a highly differentiated
chromosomal structure consisting, in human cells, of
a-satellite DNA repeats [1]. It plays an essential role
in cell division, particularly in kinetochore
assembly, and in ensuring the segregation of equal
number of chromosomes to daughter cells during
mitosis [2]. The maintenance of centromere stability
is thus essential to prevent chromosomal instability
and cancer development [3]. Our interest in
centromere stability began with the unexpected

discovery that a helicase-like protein, PICH (Plk1-
interacting checkpoint “helicase”) and the Bloom
syndrome  helicase (BLM) co-localized to
centromeric ultrathin DNA threads that could not be
counterstained with conventional DNA dyes or
antibodies against histones [4,5]. These threads were
found to be common in all cultured normal cells
tested, and are therefore probably physiological
structures. These PICH- and BLM-positive DNA
threads, which are also called ultrafine anaphase
bridges (UFBs), are thought to contain unresolved
DNA catenations between the centromeres
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separating during anaphase or to originate from
incompletely replicated DNA [4,5]. Almost all the
UFBs detected in untreated cells are of centromeric
origin and have been proposed to prevent
reactivation of the spindle assembly checkpoint
(SAC) during early anaphase, by maintaining
tension across centromeres [4,6]. As cells progress
through anaphase, UFBs become progressively
longer and decrease in number. They are no longer
detectable by telophase. The resolution of
centromeric UFBs requires topoisomerase Ilo (Topo
Ilar) activity and occurs after the onset of anaphase,
after the disappearance of cohesin [6,7]. Thus, sister
centromeres are held together through double-
stranded DNA catenations until the end of anaphase,
accounting for the strong induction of centromeric
UFBs by catalytic inhibitors of Topo II [4,5]. The
frequency of PICH-positive UFBs is also higher in
BLM-deficient cells than in control cells, suggesting
the involvement of BLM in their resolution [5]. This
point is of particular interest because BLM-
deficiency causes Bloom syndrome, an autosomal
recessive disease displaying one of the strongest
known correlations between chromosomal instability
and an increase in the risk of cancer at an early age
[8]. The hallmark of BLM-deficient cells is elevated
frequency of sister chromatid exchanges (SCEs) [8].
Thus, BLM plays a crucial role in preventing genetic
instability and cancer. In normal cells, BLM is only
detectable on UFBs in anaphase, whereas PICH
staining is detected as early as metaphase [5]. PICH
enables the localization of BLM to anaphase UFBs,
and BLM is required for the chromatin remodeling
function of PICH in vivo, both proteins cooperating
to limit histone incorporation into UFBs and to
promote their resolution [9]. We hypothesized that
the functional relationship between PICH and BLM
may also be of major importance before anaphase in
the maintenance of centromere integrity.

We report here the localization of BLM to the
centromere of cells at prometaphase/metaphase
stage. We show that PICH and BLM deficiencies are
associated with changes in centromere structure,
with an increase in centromeric non disjunction in
cohesin-depleted cells, and with a defect in the
recruitment of active Topo Ila to centromeres. Our
results reveal the existence of a new centromeric
mechanism involving cooperation between PICH
and BLM, likely to render some centromeric
catenates accessible to Topo Ilo before anaphase
onset, thereby facilitating correct -centromeric
disjunction and preventing the formation of SC-
UFBs.

Results
BLM is a centromeric protein
PICH is a centromeric protein [4]. As BLM, like

PICH, localized with centromeric UFBs [5], we first
investigated whether BLM also localized to
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centromeres. We analyzed the subcellular
distribution of stably expressed GFP-tagged BLM
protein in asynchronous GMO08505 BS cells (GFP-
BLM cells) [10]. We detected GFP-BLM in PML
bodies, as expected [11] (Figure S1), but in some
cells, BLM foci were smaller, double-dotted and no
longer colocalized within PML bodies. Using
CREST serum as a centromeric marker, we showed,
by cyclin Bl staining [12], that 73% of cells with
GFP-BLM-positive centromeres were in G2-phase
or early mitosis (Figure 1A and 1B, left panel).
These cells included a mean of 27 GFP-BLM-
positive pairs of centromeres (7 to 59 pairs). By
contrast, only 10 GFP-BLM-positive centromeres (1
to 24 pairs) were detected in late S-phase cells (most
centromeres being paired), negative for cyclin Bl
staining (Figure 1B, right panel). All the
centromeres in prophase cells displayed positive
staining for GFP-BLM (Figure 1C). These results
suggest that BLM is progressively loaded to the
centromeres from late S phase until mitosis. We then
investigated whether the helicase and/or DNA
binding activity of BLM were required for
centromeric localization, using GM08505 BS cells
stably transfected with a construct encoding either
the BLM protein with an inactive helicase domain
(GFP-1841T) or with both an helicase and DNA
binding domains inactivated (GFP-G891E) [13]. We
found that DNA-binding activity was required for
the centromeric localization of BLM, whereas
helicase activity was not. Indeed, GFP-G891E
displayed a diffuse distribution in BS cells and was
not detectable at centromeres (Figure 1D). These
results suggest that BLM interacts directly with
centromeric DNA.

Centromeric localization of BLM was further
investigated by performing immunofluorescence
experiments with two different anti-BLM antibodies,
on mitotic chromosome spreads from HeLa S3 cells
at prometaphase/metaphase stage, downregulated for
BLM (siBLM) or without BLM downregulation
(siCtrl). In HeLa sictrl cells, we detected
endogenous BLM at centromeres, with CREST
serum used as a centromeric marker. The siRNA-
mediated depletion of BLM (siBLM) resulted in the
absence of the BLM signal at centromeres,
confirming the specificity of the anti-BLM
antibodies (Figure 2A). Closer examination of
centromeres from each chromosome revealed that
BLM signal was detected on about 84% of
centromeres in HeLa sictrl cell and on 1.7% of
centromeres from HeLa siBLM (Figure 2B). Thus,
BLM is clearly a centromeric protein.

BLM and PICH deficiencies are associated with
changes in centromeric DNA structure

We investigated the possible effects of BLM
deficiency on centromere structure. We used a FISH
(fluorescence in situ hybridization)-based assay to
investigate the centromeric DNA organization of



one chromosome and its volume (chromosome 8§,
CEN-8 probe [14]) in GMO08505 BLM-deficient
cells stably expressing a GFP vector (BS cells) and
in GFP-BLM cells during prometaphase and
metaphase (Figure 3A). We found that CEN-8 signal
volume in BS cells was less than half the volume of
that in control cells, indicating that BLM is involved
in centromeric DNA structure (Figure 3B, left
panel). To confirm these findings, we analyzed the
effects of BLM deficiency on the structural
morphology of the centromeric DNA in BS and
GFP-BLM metaphase cells by electron microscopy
(EM) (Figure 3C). Centromeric chromatin was
identified adjacent to the typical kinetochore
structure. Immunofluorescence analysis of several
kinetochore/centromere markers confirmed that
BLM deficiency had no major effect on kinetochore
structure, as previously shown for PICH-deficient
cells [4] (Figure S2). However, the centromeric
chromatin was clearly more dense in BS cells than in
GFP-BLM cells (Figure 3C), confirming an effect
on centromeric DNA organization of the absence of
BLM. We next performed FISH experiments in
GFP-BLM cells downregulated for PICH (siPICH)
or without PICH downregulation (siCtrl). We found
that CEN-8 signal volume in PICH-downregulated
cells was about half the volume of that in control
cells, indicating that PICH is also involved in
centromeric DNA structure before anaphase onset
(Figure 3B, right panel). These results are not the
consequence of a coregulation of PICH and BLM
genes, because the deficiency of one protein did not
affect the expression of the other (Figure S3).

BLM and PICH are required for complete
centromere disjunction

As BLM localizes to centromeres (Figure 1 and 2),
we next investigated if, in addition to its potential
role in resolving UFBs during anaphase [5,9], BLM
could be involved in preventing UFB formation, by
contributing to the centromeric DNA decatenation
process before the metaphase-anaphase transition.
DNA catenation induced by the inhibition of Topo
IlIoo has been shown to maintain sister chromatid
cohesion in the absence of cohesin complexes
[7,15]. We thus analyzed chromosome spreads from
BS cells and from GFP-BLM cells arrested in
prometaphase (+colchicine) and knocked down for
PICH (siPICH) or not (siCtrl) (Figure 4A). For these
experiments, Rad21, the -cleavable subunit of
cohesin, was depleted in all cell lines (siRad21)
(Figure 4A, upper right panel). BLM deficiency and
PICH knockdown were associated with an increase
in centromeric cohesion. Indeed, we observed three
distinct and different phenotypes: classical X-shaped
chromosomes probably corresponding to cells not
transfected with Rad2l siRNA (X-shapes), the
expected fully disjoined chromatids resulting from
cohesin depletion (complete disjunction), and a
third, unusual phenotype of separated sister

chromatids that were still physically linked,
reflecting  incomplete  chromatid  disjunction
(incomplete disjunction) (Figure 4A, upper left
panels). Careful examination of these “separated but
still paired” chromatids revealed that they were
mostly linked via their centromeres (visualized as
the major chromosomal constriction). This
observation was confirmed by quantifying the
intensity profile of the centromeric region between
the two chromatids of the “X-shape” and
“incomplete disjunction” phenotypes in the four cell
lines (Figure 4A, lower left panel). We determined
the frequency of each phenotype among the four cell
lines and found that about 15% of the prometaphase
cells presented the X-shaped phenotype. About 19%
of siRad21-treated BS cells, siRad21 + siPICH
treated GFP-BLM cells, and siRad21 + siPICH-
treated BS cells presented completely disjoined
chromatids, whereas about 66% of the same cells,
displayed an incomplete centromere disjunction
phenotype (Figure 4A, lower right panel). In
contrast, in GFP-BLM cells knocked down for only
Rad21, 34.2% of the cells displayed complete sister
chromatid disjunction and 50.5% had separated
sister centromeres that remained paired (as opposed
to 66% observed in the other cell lines). About 27%
incomplete disjunction was observed in Rad21-
depleted HeLa cells (Figure S4). Thus, the 50.5% of
incomplete disjunction observed in siRad21-treated
GFP-BLM cells can be explained by incomplete
complementation of BS cells by GFP-BLM
expression, which is consistent with the intermediate
frequency of SCEs in GFP-BLM cells (Figure S5).
We performed the same analysis using GFP-BLM-
I841T cells (inactive helicase domain), and
compared them with BS and GFP-BLM cells.
Similar results were obtained with both Rad21-
depleted GFP-BLM-I841T cells and Rad21-depleted
BS cells, (Fig. 4B right panel), eventhough GFP-
BLM-I841T and GFP-BLM cells expressed similar
amounts of BLM protein (Figure 4B).

Together, these results show that both BLM and
PICH are involved in the complete disjunction of
sister centromeres independently of the cohesin
pathway, strongly suggesting that in the absence of
BLM and/or PICH, some centromeric catenations
are not processed, leading to an increase in
centromeric non disjunction. The results with cells
expressing BLM with inactive helicase domain
indicate that the helicase activity of BLM is
involved in the complete disjunction of sister
centromeres.

Lastly, we observed no additive or synergistic effect
of PICH and BLM deficiencies on the “incomplete
disjunction” phenotype, suggesting that both these
genes are involved in the same regulatory pathway.

Centromeric UFBs are not detectable in PICH-

depleted cells
The findings reported above suggest that the higher
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frequency of centromeric UFBs in BLM-deficient
cells [5], that we also confirmed, may be due to a
lack of BLM processing activity of some
centromeric DNA catenations. These results also
suggest that the centromeric DNA catenations
persisting in PICH-deficient cells are likely to result
in an increase in centromere UFB frequency. We
investigated the effect of knocking down PICH on
the frequency of UFBs, by monitoring BLM. We
found that PICH depletion resulted in a decrease in
the number of cells presenting UFBs (by a factor of
three) and in the number of BLM-positive UFBs
(decrease by a factor of eight) (Figure S6). However,
most of the BLM-positive UFBs detected were also
positive for PICH staining, indicating that PICH
downregulation was incomplete, with UFBs positive
for both BLM and PICH probably forming in cells
not efficiently transfected with PICH siRNA. The
lack of BLM-positive UFB detection in PICH-
depleted anaphase cells is explained by recent
observations in which PICH was shown to be
required for BLM localization to anaphase threads
[9]. Thus, since PICH downregulation is associated
with an increased frequency of cells presenting an
“incomplete disjunction” phenotype, it is likely that,
although not detectable in absence of PICH (and
thus of BLM loading), UFB frequency is increased
in these cells.

BLM and PICH are required for the recruitment of
Topo Ila to centromeres

Topo Il is known to be responsible for the
elimination of centromeric DNA catenation [15]. To
investigate the possible role of BLM and PICH in
centromeric  decatenation, we assessed the
recruitment of active Topo Ila to the
pericentromeric region (satellite 3) and to the
centromere of chromosomes X (a-satellite
sequences DXZ1) and 17 (D17Z1). Topo Ila was
trapped on DNA by 15 minutes treatment with
etoposide [16], and analyzed using chromatin
immunoprecipitation (ChIP) coupled with semi-
quantitative PCR (see Methods) in BS cells and
GFP-BLM cells (Figure 5A) and in PICH-depleted
GFP-BLM cells (siPICH) and their control cells
(siCtrl) (Figure 5B). Immunoprecipitation of active
Topo Iloe in BS cells, PICH-depleted GFP-BLM
cells and their respective control cells, resulted in
similar amplification of satellite 3 (Figure 5SA and
5B, lower panels). We then used this as a control for
normalization and found that the amount of DXZ1
and DI17Z1 sequences were 4-fold and 2-fold
increased in GFP-BLM control cells compared to BS
cells (Figure SA, upper panel). Control cells also
contained about twice as many DXZ1 and D17Z1
sequences as PICH-depleted cells (Figure 5B, upper
panel), whereas the total amount of Topo Ilo. was
similar in all conditions (Figure 5C). We performed
the same analysis with GFP-BLM-I841T cells,
comparing the results obtained with those for BS
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and GFP-BLM cells, and obtained similar results for
GFP-BLM-I841T cells and BS cells (Figure 5D).
Thus, active Topo Ila is significantly less abundant
at the centromeres of BLM-deficient cells and
PICH-deficient cells than at those of control cells.
These results also indicate that the helicase activity
of BLM is involved in the recruitment of active
Topo Ila to centromeres.

Discussion

We report here a new localization and function for
BLM at centromeres. We also report that BLM
cooperate with PICH at centromeres, and that both
of these proteins play an important role in a
previously unknown mechanism that consist on the
recruitment of active Topo Ilo to centromeres to
eliminate DNA catenation before the onset of
anaphase.

Our FISH experiments and EM images showed
changes in the structure of centromeric chromatin in
the absence of BLM or PICH (Figure 3).
Recombinant PICH has recently been shown to have
nucleosome remodeling activity in vitro, and BLM
has been shown to be required for the chromatin
remodeling function of PICH during anaphase in
vivo [9]. On the other hand, changes in DNA
topology are required for efficient mitotic
decatenation by Top2, the fission yeast homolog of
Topo Ia [17]. We therefore propose a model in
which the combined action of BLM and PICH
promotes the organization of centromeric chromatin,
thereby rendering some centromeric catenates
accessible to Topo Ila (Figure 6). This pathway may
allow Topo Ilo-mediated resolution of some
centromeric DNA catenations as soon as cells are in
prometaphase, thereby preventing centromeric non
disjunction and the formation of SC-UFBs that
might interfere with abscission [7].

Our results also indicate that, in addition to their role
in resolving physiological UFBs [5,9], BLM and
PICH participate in the prevention of newly formed
supernumerary UFBs that we define as “SC-UFBs”
(Supernumerary Centromeric UFBs). Thus, the
additional centromeric UFBs that form in BLM-
deficient cells or in cells treated with inhibitors of
the catalytic activity of Topo Ila include both SC-
UFBs and unresolved physiological UFBs: these
UFBs are likely similar in nature but of different
origine. Indeed, cohesin complexes preserve
catenation at centromeres until the onset of
anaphase, accounting for the presence of
physiological UFBs [7]. The resolution of
centromeric catenation therefore depends on cohesin
removal [7]. However, our results indicate that some
centromeric catenations are processed before the
onset of anaphase to prevent the formation of SC-
UFBs. Thus, physiological UFBs may arise from
catenations locally protected by cohesin complexes
and processed at anaphase onset, whereas SC-UFBs



may arise from catenations not resolved at an earlier
step.

In conclusion, the new centromeric decatenation
mechanism reported here is probably the first step in
a two-step centromeric decatenation process
dependent on the coordinated action of BLM, PICH
and Topo Ilo. Moreover, our studies shed light on
the mechanisms underlying the genetic instability
and predisposition to cancer associated with
Bloom’s syndrome.

Materials and Methods

Cell lines, cell culture and transfections. GFP-BLM
construct was kindly prvided by Nathan Ellis. BS
and GFP-BLM cells were obtained by transfecting
BS GMO08505B cells with the EGFP-C1 vector alone
(Clontech, Mountain View, CA), or with the same
vector containing the full-length BLM cDNA [18],
respectively, in the presence of JetPEI reagent
(Ozyme). GFP-I841T cells were obtained by
transfecting BS GMO08505B cells as described
above, with the EGFP-C1 vector containing the full-
length BLM c¢cDNA mutated at codon 841 (see site-
directed mutagenesis).

HeLa and HeLa S3 cells were cultured in DMEM
(Gibco) supplemented with 10% decomplemented
FCS (Invitrogen), L-glutamine and antibiotics.

Cells were transfected with siRNAs directed against
BLM (48 h), PICH (72 h) and Rad21 (72 h) and with
a control non targeting pool of siRNA in the
presence of Dharmafect 1 (Dharmacon) according to
the manufacturer’s instructions.

Chemicals. Etoposide (Sigma) was used at a final
concentration of 0.5 mM.

Sister chromatid exchange (SCE) assays. SCE
analysis was performed as previously described [19].

Plasmid construction and site-directed mutagenesis.
Site-directed mutation was generated in the EGFP-
C1 vector containing the full-length BLM cDNA:
Ile-841 was mutated with the QuikChange XL site-
directed mutagenesis kit (Agilent) according to the
manufacturer’s  instructions. Primer 1  (5'-
CCCAGGGTACAGAAGGACACCCTGACTCAG

CTGAAG - 3 and primer 2 (5-
CTTCAGCTGAGTCAGGGTGTCCTTCTGTACC

CTGGG- 3') were used to mutate Ile-841.

Western-blot analysis. The procedures used for gel
electrophoresis and immunoblotting have been
described elsewhere [20].

Antibodies. All the commercial antibodies were used
according to the manufacturers’ specifications. The
primary antibodies were used for

immunofluorescence (IF), immunoprecipitation (IP)
or immunoblotting (IB) at the following
concentrations: rabbit anti-BLM (1:5000 for IB and
1:200 for IF, AB476 from Abcam), goat anti-BLM
(1:150 for IF, C18 from Santa-Cruz Biotechnology),
human anti-Crest (1:500 for IF, from Antibody
Incorporated), mouse anti-Rad21 (1:1000 for IB,
53A303 from Upstate), mouse anti-Topo II alpha
(1:1000 for IB and IF, 3D4 from Assay Design),
mouse anti-Topo II alpha (1:250 for IP, KiS1 from
Millipore), anti-actin and anti-GAPDH (1:10000 for
IB; Santa Cruz) antibodies, anti-PICH (1:200 for IF
and 1:1000 for IB, from Abnova) and anti-Cenp-A
(1:200 for IF, AB13939 from Abcam). Secondary
antibodies conjugated to Alexa Fluor 488, 555 and
633 (Molecular Probes, 1:200-600) were used for
immunofluorescence and secondary antibodies
conjugated to horseradish peroxidase (Santa Cruz,
1:5000-10000) were used for immunoblot detection.

Immunofluorescence microscopy.
Immunofluorescence staining was performed as
previously described [21] involving for detection of
chromatin-bound protein a 5 minutes pre-
permeabilization with 0.5% Triton prior to fixation.
Nuclear DNA was detected by mounting slides in
Prolong® Gold antifade reagent supplemented with
DAPI (Invitrogen). Cell images were acquired with
a 3-D deconvolution imaging system consisting of a
Leica DM RXA microscope equipped with a
piezoelectric translator (PIFOC; PI) placed at the
base of a 63x PlanApo N.A. 1.4 objective, and a
CoolSNAP HQ interline CCD camera
(Photometrics). Stacks of conventional fluorescence
images were collected automatically at a Z-distance
of 0.2 pum (Metamorph software; Molecular
Devices). Images are presented as maximum
intensity  projections generated with Imagel
software, from stacks deconvolved with an extension
of Metamorph software [22].

FISH analysis. FISH was carried out as previously
described [14], with fixation in paraformaldehyde.
Images were acquired on a Leica SP5 confocal
system, equipped with an argon laser, with 405 nm
and 561 nm laser diodes, using a 63%/1.4 objective.
All recordings were made with the appropriate
sampling frequency (512 x 512 images, line average
of 8 and zooming set to 8, pixel size: 60.2nm).
Image processing and quantification were carried
out with the freely available Image J software [23].
FISH signal volume was determined with the 3D
object counter plugin to Image J software [24]. A
binary 3D image was generated, and a tagged
map of all objects was obtained, based on pixel
connexity (one tag per independent FISH signal, 26-
neighbor connexity). The number of voxels (i.e. 3D
pixels) carrying each tag was retrieved, then
multiplied by the unit volume of the voxel (64.5 nm
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X 64.5 nm x 200 nm), to obtain the volume of each
object. More information is available from the
documentation supplied for the plugin:
(http://imagejdocu.tudor.lu/lib/exe/fetch.php?media=
plugin:analysis:3d object counter:3d-oc.pdf).

Chromosome spreading and immunolabeling. Cells
were left untreated or were transfected as indicated.
After 72 h of transfection with an siRNA specific for
Rad21, cells were transferred to slides in 6-well
plates. After 24h at 37°C, colchicine was added to a
final concentration of 0.1 pg/ml and the cells were
incubated for 1 hour. The cells were then treated as
for the SCE assay. Centromeric disjunction was
evaluated by retrieving intensity profiles with the
“plot profile function” of ImagelJ applied to distance-
calibrated images, along a line placed over the
primary constriction region. For chromosome
immunolabeling, chromosome spreads were
obtained by cytocentrifugation and processed as
previously described [21].

Topo II ChIP analysis. Cells (10°) were treated with
0.5 mM etoposide for 15 min. They were then lysed
in 1.5 ml of buffer containing 1% Sarkosyl, 10 mM
Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM EDTA, and protease
inhibitor mixture (Complete Mini, Roche) by 10
passages through a 21G needle. CsCl was added
from a concentrated stock solution (7 M), to give a
final concentration of 0.5 M. DNA was fragmented
by sonicating lysates with a Bioruptor sonicator
(Diagenode), with 20-second pulses (20 seconds
on/20 seconds off), for 15 minutes at the high-power
setting. Under these conditions, DNA fragments of
0.5 to 3 kb were generated, as shown by agarose gel
electrophoresis. Before immunoprecipitation (IP),
we added 3 volumes of a buffer containing 10 mM
Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM EDTA, 100 mM NaCl,
0.1% Triton X-100, and protease inhibitor mixture to
1 volume of lysate. The resulting mixture was then
centrifuged for 15 min at 16 000 x g at 4°C.
Preclearing was then achieved by adding 60 pl of
Protein G plus agarose beads (Santa Cruz) and
rotating the tubes for 2 h at 4°C. The unbound
fraction recovered by centrifugation was used for IP
reactions and was incubated overnight, at 4°C, with
gentle shaking, with 5 pg of specific anti-Topo II
antibody (KiS1) or control antibody (mouse IgG).
Protein G plus agarose beads (Santa Cruz) were
added and the mixture was incubated for 1 h. The
beads were collected by centrifugation and washed
three times with 150 mM NaCl buffer (10 mM Tris-
HCl pH 7.5, 10 mM EDTA, 150 mM NaCl, 0.1%
Triton X-100, protease inhibitor). Three rounds of
elution were then carried out with 500 mM NaCl
buffer (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 10 mM EDTA, 500
mM NaCl, 0.1% Triton X-100, protease inhibitor),
with the beads collected by centrifugation between
elutions. The DNA fragments bound to the beads
were treated with 50 pg/ml RNase A, at 55°C, for 30

106 |

min, then with 200 pg/ml proteinase K at 55°C
overnight. They were then purified with the
MiniElute PCR Purification kit (QIAGEN),
according to the manufacturers’ instructions. DNA
fragments were quantified with the Quant-IT Pico
Green dsDNA kit (InvitrogenTM, Molecular
probes®), according to the manufacturer’s protocol.
Alpha-satellite DNA (10 pg) from chromosome X or
chromosome 17 (DXZ1 and D17Z1, respectively)
[25] or from pericentromeric DNA satellite 3 [26]
was amplified by semiquantitative PCR. PCR
products were analyzed by agarose gel
electrophoresis and quantified with Image J (NIH)
software. The signal obtained from the GFP-BLM
cells was taken as 1.

Electron microscopy

BS and GFP-BLM cells grown at low density on
coverslips were fixed by incubation with 2%
paraformaldehyde, 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M
cacodylate buffer for 24 h and postfixed by
incubation with 1% (wt/vol) OsO,4 supplemented
with 1.5% (wt/vol) ferrocyanide. They were then
dehydrated in ethanol and embedded in Epon.
Ultrathin sections were prepared with a Reichert
UltracutS ultramicrotome (Leica) and viewed with a
TEM CM120 Philips electron microscope after
counterstaining with uranyl acetate and lead citrate.

Statistical methods. Significance was assessed with
Student’s ¢-test. For all tests, p < 0.05 was
considered statistically significant.
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Figure 1

GFP-BLM localization to centromeres in G2/ prophase cells is dependent on its DNA binding activity.

(A) Localization of GFP-BLM (green) to centromeres in late G2 cells. Nuclei were visualized by
DAPI staining (blue). G2 cells were stained with antibodies against cyclin B1. Cells were stained
with CREST serum to visualize centromeres (red). Lower panels are the magnification of the
corresponding upper panels. Scale bar = 5 pm.

(B) Two hundred cells with GFP-BLM-positive centromeres were analyzed by staining for cyclin
B1 (cyclin B- or cyclin B+). The percentage of cells in each category is indicated (left), together
with the mean number of GFP-BLM-positive centromeres per cell (right). Bars indicate the
standard deviation (SD).

(C) Localization of GFP-BLM (green) to centromeres (red) in prophase cells. The nucleus and
centromeres were visualized as in A. Scale bar = 5 pm.

(D) Localization of GFP-BLM (green) with an inactive helicase domain (GFP-I841T) or with
both the helicase and DNA-binding domains inactivated (GFP-G891E). Nuclei and centromeres

were visualized as in A. Scale bar = 5 um.
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Figure 2

BIM localizes to centromeres in mitotic cells.

(A) Endogenous BLM localizes to centromeres in Hela cells. Wide-field microscopy after
immunofluorescence staining on chromosome spreads obtained by cytocentrifugation of BLM
siRNA-transfected or control siRNA-transfected Hella S3 cells. Staining is shown for BLM
(green), CREST (red) and chromosomes (blue). Single chromosome magnifications are shown
(upper panels). Quantification of centromeric fluorescence signals for BLM (normalized
according to the CREST signal) for a total of 20 centromeres in control cells (siCtrl) and 24
centromeres in BLM-depleted cells (siBLM) from two independent experiments, demonstrate the
specificity of AB476 BLM antibodies (lower panel). Data are means and SD normalized with
respect to controls. Scale bar = 5 um.

(B) Centromeres detected with CREST serum (red) from all the chromosomes of Hela siCtrl
cells and Hela siBLM cells from Figure 1A were analyzed for BLM signal (green). Chromosomes
were visualized by DAPI staining (blue) (left panels). The same analysis was performed on a total
of 9 Hela siCtrl cells and 9 HeLa siBLM cells from two independent experiments: the percentage

of centromeres displaying BLM signal is shown (right panel).
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Figure 3

Structural defects at the centromeres in BLNM-and PICH-deficient cells.

(A) FISH with the CEN-8 probe (green) on metaphase BS and GFP-BLM cells. Chromosomes
are visualized by DAPI staining (red). Bar = 5 um.

(B) Comparison of the volume of the centromeric FISH signal detected on chromosomes 8 from
GFP-BLM (defined as 1) and BS cells (left panel) and from GFP-BLM cells with (siPICH) and
without (siCtr]) PICH downregulation (defined as 1). We analyzed 45 metaphase cells from three
independent experiments for each cell line.

(C) GFP-BLM cells (left panel) and BS cells (right panel) were processed for electron microscopy.
Scale bar = 1 pm. Inset: schematic diagram of the regions of interest (white squares) (MT:
microtubules, KT: kinetochore outer plate and CC: centromeric chromatin). Eight centromeres

from two independent experiments were analyzed.
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Figure 4

PICH-downregulated and BLNM-deficient cells display non disjunction of centromeres and impaired recruitment of
active Topo Il to centromeres.

(A) GFP-BLM and BS cells were transfected for 72 hours with RAD21 siRNAs and transfected
either with control siRNAs or with PICH siRNAs. BLM, PICH and RAD21 proteins levels were
assessed by immunoblotting by probing successively the same membrane with anti-BLM (ab-
476), anti-PICH, anti-Rad21 antibody, and with anti-actin antibody, as a loading control (upper
right panel). Chromosome spreads were performed and sorted on the basis of their phenotype:
X-shapes, incomplete disjunction or complete disjunction. The scale bars indicate 5 pm (upper
left panel). This classification is based on the intensity profiles of centromeres (lower left panel).
We analyzed 500 spreads from three independent experiments for each cell line. The frequency
of each phenotype, in each of the three cell lines, is shown in the histogram (lower right panel).
Bars represent SD.

(B) GFP-BLM, BS and GFP-BLM-I841T cells were transfected for 72 hours with RAD21
siRNAs and the same experiments as in (A) (right panel) were carried out. We checked the levels

of BLM and RAD21 proteins by western blotting (left panels).
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Figure 5

PICH and BLM are required for the recruitment of Topo Ila to centromeres.

(A) ChIP-PCR analysis of Topo Ila recruitment to pericentromeric region satellite 3 (Sat3) or to
the centromeric DNA of chromosomes X (DXZ1) or 17 (D17Z1) was performed in GFP-BLM
and BS cells (lower panels). The histogram shows relative enrichment in DXZ1 (DXZ1/Sat3) ot
D1771 (D1771/8at3) sequences for active Topo o in GFP-BLM (defined as 1) and in BS cells.
The results presented are from three independent experiments. Error bars indicate the SD.

(B) We performed the same experiments as in (A), with GFP-BLM cells transfected for 72 hours
with control siRNAs or PICH siRNAs.

(C) The amount of Topo II was evaluated in each cell line by western blotting.

(D) We performed the same experiments as in (A), with GFP-BLM, GFP-BLM-1841T and BS

cells.
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Figure 6

Model of PICH / BLM-dependent decatenation of centromeric DNA.

We propose that the combined action of BLM and PICH promotes the organization of
centromeric chromatin, thereby rendering some centromeric catenates accessible to Topo Ila. In
the absence of BLM or PICH, a defect in the recruitment of active Topo Ila results in the

persistence of some catenations leading to centromeric non-disjunction and the formation of SC-

UFBs.
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Supporting information

Figure S1

GFP-BLM Overlay

GFP-BLM localized to the PML. bod).
Co-localization of GFP-BLM (green) with PML (red). Nuclei were visualized by DAPI staining
(blue). Scale bar = 5 um.
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Figure S2

Cenp-A Overlay

BS cells

GFP-BLM cells

Kinetochore structure is not profoundly affected in BLN-deficient cells.
Cenp-A immunostaining of BS and GFP-BLM metaphase cells revealed a similar localization in
both types of cells. Chromosomes are visualized by DAPI staining (red). Scale bar = 5 um.

Similar results were obtained with 5 representative kinetochore/centromere proteins (aurora B,

Cenp-1, Hecl, Bubl and BubR1).
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Western-blot analysis of BLM and PICH in GFP-BLM cells with (siPICH) and without (siCttl)
downregulation for PICH and in BS cells with (siPICH) and without (siCtr]) downregulation for
PICH.
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Figure S4
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Chromosome spreads from Hela cells were performed and sorted on the basis of their
phenotype: X-shapes, incomplete disjunction or complete disjunction. The frequency of each

phenotype is shown in the histogram. 150 spreads were analyzed.
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Figure S5
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GFEP-BLM expression and SCE analysis in GEP-BLM cells.

Western-blot analysis of proteins extracted from BS and GFP-BLM cells (upper right panel).

The graph shows the number of SCEs per chromosome in BS, GFP-BLM and HelLa cells. GFP-
BLM cells result in functional complementation, as visualized by a significant decrease in the
frequency of sister chromatid exchange (SCE). Between 2809 and 2881 chromosomes from two

independent experiments were analyzed for each cell line. Error bars represent the SD.
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Figure S6
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(Upper panel) GFP-BLM cells were transfected for 72 hours with PICH siRNAs. UFBs were

detected by immunostaining of BLM and PICH and quantified (upper panels). For each

condition, 120 cells from three independent experiments were analyzed. Bars represent SD.

(Lower panel) Representative example of an UFB in anaphase cells revealed by BLM staining

Nucleus was visualized by DAPI staining (blue). Scale bar = 5 um.
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Résultats non publiés

LA PROTEINE BLM ET LA TRANSCRIPTION DES CENTROMERES

La protéine BLM étant recrutée aux centromeres dés la phase G2 dans les cellules GFP-BLM,
nous avons cherché a déterminer 'implication potentielle de la protéine dans d’autres aspects du
métabolisme de TADN centromérique, en plus de la décaténation. La présence de BLM sur quasi
tous les centromeres a I’état basal suggere qu’elle n’est pas recrutée dans le cadre d’un processus
de réparation de ADN. Par ailleurs, une analyse par FISH nous a permis de déterminer que
I'absence de BLM n’affectait pas de facon majeure la réplication de PADN centromérique. En
effet, toutes les cellules BS mitotiques étudiées présentent un signal sous forme de doublets pour
le chromosome 8 indiquant que la réplication a bien eu lieu (Cf: Article Figure 3). Cependant,
cette technique n’est pas assez résolutive pour déterminer la présence potentielle de petites
régions non répliquées et ne permet donc pas d’affirmer que BLM n’est pas impliquée dans la

réplication des centromeres.

Nous nous sommes ensuite tournés vers la transcription des régions centromériques. Nous avons
alors observé que I'absence de BLM ou l'expression d’une protéine BLM ne possédant pas
d’activité hélicase conduit a une baisse importante du niveau de transcrits centromériques des
chromosomes X et 17. En revanche, I'absence de BLM ne conduit pas a une baisse significative
du niveau de transcrits péricentromériques (Figure 42).

Ces résultats nous ont permis de conclure que la protéine BLM est recrutée des la fin de phases S
au niveau de PADN centromérique et que son activité hélicase est nécessaire pour la transcription

des centromeres.
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Figure 42 : L’activité hélicase de BLM est nécessaire pour la transcription des centroméres

(A) Analyse par PCR semi-quantitative du niveau de transcrits centromériques du chromosome 17 dans des cellules GFP-BLM,
GFP-I841T et BS. Les valeurs indiquées représentent la moyenne de trois expériences indépendantes. La barre d’erreur
représente la déviation standard a la moyenne.

(B) Analyse similaire a A du niveau de transcrits centromériques du chromosome X.

(C) Analyse similaire a A du niveau de transcrits péricentromériques du satellite 3.

Figure 43 : Analyse de la fréquence de cUFBs immunomarqués par la protéine RPA

Le graphique représente la fréquence des cUFBs détectés par BLM et/ou RPA par cellule en fonction de la progression
anaphasique (distance interpolaire mesurée en um). Les valeurs indiquées représentent la moyenne de trois expériences
indépendantes.

L’histogramme représente le nombre de cUFBs détectés par BLM et/ou RPA par anaphase. Les valeurs indiquées représentent
la moyenne de trois expériences indépendantes. La barre d’erreur représente la déviation standard a la moyenne.
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LA PROTEINE BLM ET LES UFBS CENTROMERIQUES

Actuellement deux modeles ont été proposés afin d’expliquer la résolution des cUFBs (Cf:

Présentation du projet de recherche). Tous les deux impliquent I'activité de BLM, cependant I'un

propose la résolution des cUFBs par décaténation d’ADNdb au moyen de l'activité de la Topo

ITow et Pautre par la décaténation d’ADNsb au moyen de I'activité de la Topo IIla. Afin d’écalircir

ce point, il fallait déterminer précisément la fréquence des cUFBs contenant de PADNsb et donc

sur lesquels la protéine RPA était recrutée, en absence et en présence de BLM.

Par des expériences d’immunofluorescence, j’ai montré que dans les cellules GFP-BLM, RPA

n’est présente que sur la moitié des cUFBs visualisés par BLM ou PICH (Figure 43). Par ailleurs,

elle n’est pas détectable sur les cUFBs visualisés par PICH dans les cellules déficientes en BLM.
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Ces résultats suggerent que le recrutement de RPA sur les cUFBs est dépendant de la présence de
BLM. De manicre intriguante, RPA ne recouvre que rarement toute la longueur des cUFBs,
contrairement aux protéines BLM ou PICH. L’analyse plus précise de la localisation de RPA sur
les cUFBs associée a la mesure de la distance interpolaire du fuseau mitotique a révélé que plus
les cellules progressent de 'anaphase vers la télophase, plus la longueur des cUFBs recouverts par
RPA augmente. Ainsi en début d’anaphase, RPA est détectée sur une portion du cUFB
représentant en moyenne 20% de la longueur totale du cUFB visualisé au moyen d’un marquage
BLM, puis elle est détectée sur des portions de cUFBs de plus en plus grandes jusqu’a recouvrir la
totalité des cUFBs en fin d’anaphase/début de télophase. Par ailleurs, nous avons remarqué que
RPA n’est jamais détectable sur les cUFBs visualisés par un marquage de BLM dans des cellules
en anaphase précoce, indiquant que RPA est recrutée sur les cUFBs aprés le recrutement de
BLM. Ces résultats suggerent que tous les cUFBs sont initialement composés d’ADNdb (Figure
44).

L’ensemble de ces résultats indique que BLM permet le recrutement de RPA sur les cUFBs au
cours de l'anaphase en accord avec le modele proposé par Chan et ses collegues (Chan e al.,
2009). Nous proposons que BLM catalyse le désappariement progressif des duplexes ’ADN en
commengant par la partie centrale des cUFBs générant ainsi de TADNSsb recouvert et protégé par
RPA a mesure de leur formation. Les ADNsb entrelacés pourraient ensuite étre résolus par la

Topo 11l

Figure 44 : Analyse des marquages de RPA versus BLM sur les cUFBs

(A) Le marquage de RPA (rouge) réveéle que cette protéine peut recouvrir partiellement ou totalement les cUFBs
immunomarqués par BLM (en vert). L’ADN est coloré en bleu. La barre d’échelle représente 5 um.

(B) Analyse du pourcentage de la longueur des cUFBs recouvert par RPA en fonction de la progression anaphasique. Nous
avons considéré que la longueur totale des cUFBs est définie par le marquage BLM. Les valeurs indiquées représentent la
moyenne de trois expériences indépendantes.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES
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Discussion des résultats

Au cours de ce projet, nous avons non seulement montré pour la premiere fois que BLM est une
protéine centromérique mais nous avons également démontré que, de manicre insoupgonnée,
BLM est impliquée dans deux processus centromériques majeurs: la décaténation et la

transcription.

LOCALISATION CELLULAIRE DE BLM PENDANT LA MITOSE

Des 2000, Yankiwsky et ses collegues publiaient une étude sur la localisation cellulaire de BLM au
cours du cycle cellulaire (Yankiwski e# a/, 2000). Cette étude avait notamment pour objectif de
déterminer une colocalisation entre BLM et certaines structures nucléaires. De maniere
surprenante, les auteurs en ont conclu qu’a de rares exceptions pres, la majorité des foci BLM
présents dans des fibroblastes humains ne colocalisaient pas avec les régions centromériques.
Cependant, les images présentées dans cette étude ne révelent pas clairement de doublets
centromériques indiquant que les cellules observées sont soit en phase G1 soit en phase S. Cela
peut expliquer pourquoi il n’a pas été observé de colocalisation entre BLM et les centroméres. Par
la suite, on peut raisonnablement supposer que les résultats de cette étude ont « dissuadé » un
certain nombre de laboratoires d’orienter leur recherche en ce sens expliquant ainsi notre
découverte « tardive » de la localisation de BLM aux centromeres pendant la phase G2. En
approfondissant notre étude, nous avons montré que cette localisation centromérique perdurait
jusqu’en métaphase. Or avant la notre, une seule étude s’était penchée sur la localisation cellulaire
de BLM pendant la mitose, celle de Chan et ses collegues en 2007 (Chan ez a/., 2007). Cette étude
renseigne sur la localisation de BLM pendant 'anaphase et indique notamment le recrutement de
BLM sur les ponts anaphasiques, les chromosomes retardés et les UFBs. La encore, les auteurs
n’ont pas décrit BLM aux centromeres et, dans ce cas, cela peut etre attribuable aux difficultés
techniques que nous avons rencontrées. En effet, notre étude s’est tout d’abord révélée
particulicrement délicate du fait de la localisation diffuse de la quasi-totalité du pool de protéines
BLM pendant la mitose. Cet aspect diffus est attribuable a la grande solubilité de la protéine
hyperphosphorylée durant cette phase (Dutertre ez al, 2000). Nous avons alors décidé de
contourner cette difficulté technique en procédant a lIimmunomarquage de BLM sur
chromosomes étalés. Cette technique consiste a exposer les cellules a un choc hypotonique qui
provoque une entrée d'eau dans celles-ci. La cellule ainsi gonflée est fragilisée et finit par se

rompre libérant ainsi dans le milieu extérieur la grande majorité du pool de protéines solubles de
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la cellule. Les immunofluorescences réalisées sur ces étalements chromosomiques présentent

moins de « bruit de fond » et nous ont permis de montrer pour la premicre fois la localisation de

BLM aux centromeres pendant la pré-métaphase et la métaphase.

11 avait été montré par spectrométrie de masse qu’une fraction du pool de BLM phosphorylée est
associée au fuseau mitotique pendant la pré-métaphase (Nousiainen ez 4/, 2000). Les fuseaux
mitotiques analysés dans cette étude sont composés des poles, des MT's mais aussi des KTs. Ces
résultats pourraient étre en accord avec les notres. En effet, nous avons observé que BLM ne
colocalise pas parfaitement avec le CREST et se situe fréquemment sur la partie externe des
centromeres correspondant a la plaque interne des KT's (Figure 2 de T'article). II est évident que
ces observations doivent étre confirmées en réalisant notamment d’autres expériences de co-
immunolocalisation de BLM et des protéines de la plaque interne et externe du KT afin de
déterminer sa localisation exacte. I’étude de Nousiainen et ses collegues par spectrométrie de
masse a également révélé de nouveaux sites potentiels de phosphorylation de la protéine BLM sur
les sérines 419 et 422 (Nousiainen e al, 20006). Il est donc possible quun motif de
phosphorylation particulier puisse différencier le pool de BLM associé aux centromeres du pool
soluble. Pour s’en assurer, il pourrait étre intéressant de réaliser des constructions GFP-BLM
dans laquelle BLM est mutée pour ces sites de phosphorylation et de vérifier ensuite si cette

protéine mutée est toujours recrutée aux centromeres.

BLM, PICH ET LA DECATENATION DES CENTROMERES

BLM est localisée aux centromeres pendant la mitose indiquant que cette protéine doit tres
certainement y jouer un role. Nous avons adopté dans un premier temps une approche
structurale et démontré par deux techniques différentes (FISH et microscopie électronique) que
I'absence de BLM dans les cellules BS est associée a une organisation différente de PADN
centromérique pendant la pré-métaphase et la métaphase par rapport aux cellules GFP-BLM
(Figure 3 de larticle). En effet, PTADN centromérique semble plus compacté en absence de BLM.
Cette différence d’organisation pourrait étre due a une hypercondensation de I'ADN
centromérique, voir péricentromérique. L.a compaction de la chromatine peut notamment étre
médiée par des modifications post-traductionnelles des histones et notamment par des
méthylations ou acétylations sur leur extrémité N-terminale. Cependant nous n’avons observé
aucune différence de niveau protéique entre cellules BS et GFP-BLM concernant les variants
d’histones suivants : H3T3Ph, H3K4me2 et H3K9me2/3. Néanmoins, il est important de noter

que certains de ces variants d’histones (H3K4me2 et H3K9me2/3) se situent au
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centromere/péricentromere mais également sur d’autres régions chromosomiques. Nous ne
pouvons donc pas exclure que la technique de western-blot ne soit pas assez résolutive pour
percevoir de faibles variations ayant lieu seulement au centromere. Par conséquent, pour pouvoir
complétement écarter cette hypothése des analyses de ChIP pour détecter I'enrichissement en
régions centromériques pour chacun de ces variants devront étre réalisées.

D’autres facteurs, agissant généralement de concert, affectent également la structure de la
chromatine, notamment le remodelage mécanique des nucléosomes par la famille de proteines
SNF2 (Ryan et Owen-Hughes, 2011). De manicre intéressante, des cellules GFP-BLM déplétées
en protéine PICH présentent également une organisation différente de TADN centromérique en
pré-métaphase et métaphase par rapport aux cellules controles. Sachant que BLM est nécessaire a
Pactivité de remodelage des nucléosomes de PICH au niveau des cUFBs 77 vivo, il est raisonnable
de proposer que PICH, en coopération avec BLM, a une fonction de remodelage de la

chromatine centromérique en pré-métaphase et métaphase.

BLM et PICH étant toutes deux impliquées dans la résolution des cUFBs, nous avons alors
immédiatement envisagé un role potentiel de ces protéines dans la prévention de la formation de
ces structures. Nous nous sommes posé la question de savoir si BLM et PICH participaient a la
décaténation des centromeres avant ’anaphase.

Pour y répondre, nous avons analysé des étalements de chromosomes provenant de cellules
GFP-BLM pré-métaphasiques et préalablement déplétées en RAD21 (sous-unité clivable de la
cohésine) ce qui induit normalement la séparation précoce des chromatides sceurs (Hoque et
Ishikawa, 2002) se manifestant par le phénotype “complete disjunction” (Figure 4 de l'article). La
déficience en BLM et/ou PICH dans ces mémes cellules conduit a une fréquence plus élevée de
chromatides sceurs non-disjointes au niveau du centromére. Etant donnée 'absence de complexes
de cohésine, ce phénotype appelé “incomplete disjunction” pourrait s’expliquer par la persistance
anormale de caténanes d’ADN centromériques en absence de BLM et/ou de PICH. Ces
caténanes étant résolus par la Topo Ila (Diaz-Martinez ez al., 2008), nous avons alors évalué par
ChIP le recrutement de la Topo Ila active aux centromeres. Nous avons observé un recrutement

de cette enzyme aux centromeres nettement moins important en absence de BLM ou PICH

(Figure 5 de Tarticle). Ces données suggerent fortement que BLM et PICH coopérent pour

rendre accessibles des structures ’ADN qui sont des substrats de la Topo Ila., ce qui conduit a

son recrutement aux centromeres. BLM et PICH participeraient donc au processus de

décaténation des centromeéres prévenant trés probablement la formation de cUFBs. Ainsi, non
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seulement BLM et PICH seraient nécessaires pour la résolution des cUFBs mais ces protéines

préviendraient également leur formation.

La présence « physiologique » de cUFBs indique que la décaténation des centromeéres ayant lieu
en pré-métaphase et métaphase grace a l'action combinée de BLM et PICH est partielle. Cette
décaténation partielle serait une étape nécessaire pour une disjonction correcte des centromeres
comme lindiquent nos résultats, mais également pour le bon déroulement du processus de
cytokinese (Wang e al., 2011). Dans des cellules BS ainsi que dans des cellules sauvages traitées
avec un inhibiteur de la Topo 1la, cette décaténation partielle des centromeres n’aurait pas lieu,
conduisant a la formation de cUFBs, augmentant ainsi la fréquence totale des cUFBs dans ces
cellules. Ainsi, dans les cellules BS, la fréquence élevée de cUFBs aurait deux origines différentes :
une partie correspondrait a des cUFBs formés du fait d’une décaténation défaillante des
centromeres en pré-métaphase, et l'autre partie correspondrait a des cUFBs « physiologiques »
qui, ne pouvant étre résolus en absence de BLM, persistent tout au long de 'anaphase/télophase.
Afin de distinguer l'origine de ces cUFBs, nous avons appelé ceux issus de caténations non
résolues en pré-métaphase les UFBs centromériques surnuméraires (SC-UFBs).

Par ailleurs, il a été montré que la décaténation des centromeéres par Topo Ila avait lieu
uniquement apres le retrait de la cohésine a la transition métaphase-anaphase (Wang ez a/., 2010).
Nos résultats montrent pourtant qu'un défaut de recrutement de la Topo Il aux centromeres est
associé a wune augmentation de la fréquence de non-disjonction des centromeres
indépendamment de la cohésine pendant la pré-métaphase, suggérant qu’une partie des caténanes
centromériques n’est pas « protégée » par la cohésine. Nous proposons que seules les caténations
situées au niveau des sites de fixation des complexes de cohésine soient protégées jusqu’a
I'anaphase donnant ainsi naissance aux cUFBs « physiologiques ». Les caténations situées « entre »
les complexes de cohésine seraient résolues avant la transition métaphase-anaphase par I'action de

BLM, PICH et Topo Ilo aux centromeres.

RESOLUTION DES UFBS CENTROMERIQUES

Actuellement deux mécanismes qui ne sont pas mutuellement exclusifs et qui impliquent tous

deux Pactivité de BLM sont proposés pour la résolution des cUFBs :

- PICH en coopération avec BLM permettrait de retirer les nucléosomes situés sur les cUFBs ce

qui les rendrait plus souples et ainsi plus résistants a la rupture pouvant étre provoquée par les
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forces mécaniques du fuseau mitotique au moment de la séparation des chromatides sceurs. Cela
permettrait d’obtenir un délai suffisant pour leur décaténation compléte par Topo 1o (Ke ef al.,
2011).

- PICH faciliterait le recrutement de BLM sur les cUFBs. BLM pourrait alors catalyser le
désappariement des duplexes d’ADN composant les caténanes afin de générer de PADNsb

pouvant ainsi étre décaténé par la Topo IIlow (Chan et Hickson, 2009).

Nous avons montré que RPA n’est recrutée sur les cUFBs qu’apres BLM. Cette observation
semble indiquer que tous les cUFBs sont initialement composés d’ADNdb. Nos résultats
indiquent également que seuls certains cUFBs présentent progressivement de ’ADNsb visible
par immunomarquage de RPA a mesure de la progression anaphasique.

Il est possible d’envisager que la Topo Il ne soit pas capable de décaténer certains cUFBs,
notamment en présence de structures secondaires de PADN comme des G-quadruplexes au
niveau du point de caténation (point de contact entre les deux ADNdb). Or I'une des fonctions
de BLM serait de résoudre w2z son domaine hélicase ce type de structures secondaires
(Mohaghegh ez al, 2001; Sun et al, 1998). Nous proposons alors que BLM réaliserait le
désapariement des brins d’ADN au niveau des cUFBs qui comportent des structures secondaires
de PADN empéchant leur résolution par Topo Ila. L’hémicaténane ainsi formé serait alors

résolu au moyen de I'activité de Topo Il

En conclusion, nous pensons que les deux mécanismes proposés co-existent dans la cellule, le
second prenant place uniquement sur les cUFBs qui comportent des structures secondaires de

type G-quadruplexes empéchant leur résolution par Topo Ila.

MECANISME DE REGULATION DE LA TRANSCRIPTION
CENTROMERIQUE PAR BLM

Des expériences de RT-PCR semi-quantitative nous ont permis de montrer que la quantité de

transcrits centromériques diminue en absence d’une protéine BILM fonctionnelle. Ces résultats

posent la question suivante: par quel(s) mécanisme(s) la protéine BLM régule-t-elle positivement

Pexpression des ARNs centromériques ?

Trois hypotheses peuvent étre proposées:
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- L’entrée en mitose se caractérise par une importante condensation du matériel génétique
donnant naissance aux chromosomes et, dans la plupart des cellules eucaryotes, cette
condensation s’accompagne d’une importante baisse de la transcription (Taylor, 1960). Ceci
refléte une incompatibilité entre le processus de transcription et I'état condensé des
chromosomes certainement due a I'accessibilité réduite de la machinerie transcriptionnelle a la
chromatine. Or nous avons montré que l'absence de BLM induit une modification de
P'organisation structurale de TADN centromérique, induisant un aspect plus compacté de TADN.
La réduction de la quantité de transcrits centromériques en absence de BLM pourrait donc étre
attribuée a la modification de la compaction de PADN centromérique pendant la mitose.
Cependant, les transcrits centromériques sont fortement exprimés deés la phase G2 dans les
cellules murines (Ferri ez al, 2009). Afin d’éclaircir ce point, des expériences de synchronisation
de cellules devront étre mises au point afin de déterminer si la transcription des régions
centromériques a lieu pendant la phase G2 ou la phase M chez 'Homme. S’il s’avere que cette
transcription a lieu dés la phase G2 dans les cellules humaines, a I'instar des cellules murines, il
faudrait alors s’assurer que la modification structurale des centromeres est détectable dés la phase
G2 dans les cellules déficientes en BLM et/ou PICH. Dans le cas contraire, cette hypothése

semblerait alors peu probable et d’autres explications pourraient alors etre envisagées.

- Nous avons montré par immunofluorescence que BLM est recrutée au niveau des centromeres
via son activité de liaison a PADN dés la phase G2. Cette observation indique que BLM pourrait
étre directement a l'origine de l'activation de I'expression transcriptionnelle des centromeres via
une action au niveau des promoteurs.

Cette hypothese est confortée par le fait qu'une des fonctions de BLM serait de résoudre via son
domaine hélicase des structures secondaires de I'ADN et notamment des structures G-
quadruplexes (Mohaghegh ez a/., 2001; Sun ez al., 1998). Or une étude a proposé en 2007 que les
G-quadruplexes pourraient étre directement impliqués dans la régulation de la transcription de
genes. Les auteurs de Iétude ont démontré que les régions de 1000 pb en amont du site de
transcription des geénes (d’apres la base de données « ENSEMBL ») sont enrichies en séquence
consensus de formation de G-quadruplexe (PQS, Potential Quadruplex Sequence) comparées au
reste du génome. Plus de 40% des promoteurs de génes humains contiennent 1 ou plusieurs PQS
(Huppert et Balasubramanian, 2007). Cet enrichissement suggere un role de ses séquences au
niveau du promoteur, ce role proposé étant probablement une répression de 'expression du gene
par le quadruplexe formé (Huppert et Balasubramanian, 2007). Les PQS ont comme motif

consensus : G3,N;; G3,N,; G3,N,, et sont recherchés 7 silico par le programme QuadParser
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(Huppert et Balasubramanian, 2005). La présence d'un PQS dans les promoteurs des regions
centromériques expliquerait la sous-expression des transcrits centromériques en absence de BLM
pour résoudre la structure (disponible sur internet: http://www.quadruplex.org/). Néanmoins,
les régions centromériques étant particulicrement riches en AT et non en CG, cette hypothese
semble peu probable (du Sart ez a/., 1997). De plus, des données contradictoires ont été publiées
sur l'interaction 7z vivo entre les hélicases de type RecQ et les PQS. Une étude effectuée dans la
levure S. cerevisiae a montré un enrichissement des PQS dans la région des promoteurs de genes,
et également dans les phases ouvertes de lecture (ORF : Open Reading Frame). En absence de
Sgs1, P’homologue de BLM chez S. cerevisiae, les ORFs présentant des PQS sont sous-exprimés
(Hershman ez a/., 2008). A I'inverse, une association significative entre genes surexprimés dans les
fibroblastes BS et WRN et génes portant des PQS a été montrée par une étude comparant les
transcriptomes de fibroblastes dérivés de patients BS, WRN (syndrome de Werner) ou RTS
(syndrome de Rothmund-Thomson) a des fibroblastes « normaux» (Johnson ef al, 2009).
L’impact exact de la présence de PQS dans le promoteur et la séquence de génes sur la régulation
de la transcription reste donc mal défini. D’un autre coté, il a été montré que les séquences
centromériques favorisent la formation de structures dites en «épingle a cheveux» pour
lesquelles BLM a une forte affinité (Jonstrup ez a/., 2008). Sur la base d’un raisonnement similaire,
on peut proposer que la présence de ces structures dans les promoteurs des regions
centromériques explique la sous-expression des transcrits centromériques en absence de BLM
pour les résoudre.

De maniére alternative, BLM pourrait agir directement en tant que facteur de transcription. Cette
hypothése est émise par analogie avec des données concernant une autre hélicase de type RecQ,
la protéine WRN, qui a été décrite comme facteur de transcription. Le gene CYP2B2 du rat et son
homologue murin Cyp2b70 sont tous deux fortement activés dans le foie par le phénobarbital, et
il a été montré par ChIP qu’en réponse au phénobarbital, la protéine WRN est recrutée au niveau
du promoteur du gene CYP2ZB2. Par ailleurs, des souris homozygotes pour une mutation de
WRN provoquant une délétion d’une partie du domaine hélicase, montrent des niveaux ’ARNm
CYP2B10 basal et induit par le phénobarbital diminués par rapport aux animaux sauvages. Enfin,
WRN peut se lier avec une séquence spécifique du promoteur CYP2B2 in vitro. Ces données
suggerent tres fortement qu’en réponse au phénobarbital, la protéine WRN se lie spécifiquement
aux promoteurs des genes CYP2B2 et Cyp2b10 et active leur transcription (Lachaud e# a/., 2009).
WRN et BLM sont toutes deux des hélicases de type RecQ et partagent de trés nombreuses

similarités fonctionnelles et structurales. Ainsi, il est envisageable que BLM puisse, comme WRN,
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se lier a des séquences spécifiques sur certains promoteurs afin d’activer la transcription des genes
en aval.

Pour vérifier 'une ou l'autre de ces deux hypotheses, il faudrait tout d’abord repérer les régions
promotrices des séquences centromériques, s’il elles existent, qui n’ont pas été identifiées a ce
jour. Un argument en faveur de lexistence de séquences régulatrices repose sur le fait que
Pexpression des ARNs centromériques murins est finement régulée : ainsi, ces ARNs sont a peine
détectables en phase G1 et présentent une forte accumulation en phase G2/M (Ferti ez al., 2009).
Si ces séquences régulatrices sont identifiées, des expériences de ChIP devront étre réalisées pour
révéler la présence de BLM au niveau des promoteurs des centromeéres ainsi que pour comparer
le recrutement de RNA pol II au niveau des centromeres dans des cellules BS et GFP-BLM. Ces
experiences pourraient nous permettre de démontrer pour la premiére fois que la protéine BLM

peut avoir une action directe sur P'expression de certains genes.

- Une troisieme hypothése impliquant directement Topo Ilo peut également étre proposée. En
effet, nous avons montré que le recrutement de Topo Il active aux centromeéres est
considérablement diminué en absence de BLM. Or chez la levure méme si 'absence de Top2 ne
bloque pas le processus de transcription, elle I'inhibe considérablement (Brill ez 4/, 1987;
Gartenberg et Wang, 1992; Goto et Wang, 1985). De plus, i vitro, Topo 1la. s’associe avec la
RNA polymérase II et est nécessaire a son activité de transcription sur un substrat d’ADNdb
(Mondal et Parvin, 2001). Cependant, il a été démontré depuis que la Topo I peut également
activer l]a RNA polymérase 11 sur ce méme type de substrat (Mondal ez a/., 2003). Ces résultats
semblent indiquer que, a l'instar de la réplication, les Topo I et II sont également nécessaires au
processus de transcription probablement pour résoudre les superenroulements en amont de la
machinerie de transcription. Le cas échéant, le défaut de recrutement de Topo Ilow aux
centromeres observés dans les cellules BS pourrait étre la cause de la diminution de la
transcription centromérique. Pour vérifier cette hypothese, il faudrait alors analyser I'activité de
transcription centromérique dans des cellules déplétées en PICH par rapport aux cellules
controles car 'absence de PICH induit également un défaut de recrutement de la Topo Ilo aux

centromeres et dans des cellules traitées par des inhibiteurs de la Topo Ila.

Figure 45 : Analyse des non-disjonctions des centroméres du chromosome 8 dans les cellules BS en anaphase

(A) Détection par hybridation d’'une sonde ADN fluorescente (Cen8) spécifique des séquences centromériques du chromosome 8
dans des cellules BS et GFP-BLM en anaphase. Exemple de non-disjonction révélée par Cen8 (en vert) dans des cellules BS.
L’ADN est marqué en rouge. La barre d’échelle représente 5 uym.

(B) Quantification du pourcentage de non-disjonctions des centroméres du chromosomes 8 détectées dans les cellules BS et
GFP-BLM en anaphase (histogramme de gauche). Méme type de quantification dans des cellules BS ayant été préalablement
transfectées par des siRNA controles ou des siRNA dirigés contre RAD21 (histogramme de droite). Les valeurs indiquées
représentent la moyenne de trois expériences indépendantes. La barre d’erreur représente la déviation standard a la moyenne.
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Implication du role de BLM aux
centromeres dans le phénotype BS

La diminution significative de l'efficacité des activités de décaténation et de transcription des
centromeres associée au déficit en protéine BLM fonctionnelle pose la question de son role dans
la physiopathologie du syndrome de Bloom.

Nos résultats permettent d’expliquer au moins en partie 'augmentation des cUFBs caractéristique
des cellules BS. Cependant, les cellules BS se caractérisent également par une fréquence élevée
d’anomalies mitotiques comme des ponts anaphasiques et des chromosomes ou fragments de
chromosome retardés (German, 1969). De manic¢re intéressante, nous avons observé que
I'absence de BLM conduit également a la non-disjonction des centromeres du chromosome 8
pendant I'anaphase, et ce meme en absence de cohésine, indiquant que la non-disjoncton des
centromeres observée en absence de cohésine en pré-métaphase dans les cellules BS persiste en

anaphase (Figure 45).
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Il est donc probable que la non-disjonction des centromeres soit a Porigine d’au moins une partie
si ce n’est la totalité des ponts anaphasiques et chromosomes retardés observés dans les cellules
BS. En accord avec cette hypothése, nous avons détecté des centromeres au niveau de la majorité
de ces anomalies de ségrégation des chromosomes dans les cellules BS (Figure 46). De manicre
cohérente, Ke et ses collégues ont également observé la présence de centromeéres dans les

micronoyaux contenus dans les cellules BS (Ke ¢7 4/, 2011).
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Figure 46 : Détection de régions centromériques au niveau des anomalies mitotiques dans les cellules BS

(A) Immunomarquage de la protéine CENP-A pour déterminer la présence de centroméres au niveau d’anomalies de
ségrégation des chromosomes dans les cellules BS. Exemples de localisation de CENP-A (en vert) sur des ponts anaphasiques
et des chromosomes retardés. L’ADN est marqué en rouge. La barre d’échelle représente 5 um.

(B) Quantification du pourcentage d’anomalies de ségrégation des chromosomes contenant des régions centromériques dans
les cellules BS. Les valeurs indiquées représentent la moyenne de trois expériences indépendantes.
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L’ensemble de nos résultats permet d’envisager deux mécanismes distincts et non-exclusifs pour

expliquer la fréquence élevée de non-disjonctions des centromeres observée en anaphase dans les

cellules BS :

- Le permier mécanisme repose sur les caténations d’ADN. En effet, nos résultats suggérent
fortement que la décaténation des centromeres est incomplete dans les cellules BS. Ainsi, la
présence d’une caténation persistant anormalement au centromere pendant 'anaphase conduira a
la formation d’un SC-UFB. Il semblerait que ce SC-UFB, comme tous les UFBs, résulte du
« débobinage » de TADN centromérique au niveau de la caténation a mesure de la progression
anaphasique évitant ainsi la rupture des molécules d’ADN par les forces mécaniques du fuseau
mitotique. II est alors raisonnable de penser que la présence de plusieurs caténations au niveau
d’un méme centromeére perturbe le « débobinage » de cet ADN et provoque alors une non-
disjonction des centromeéres. Ce « débobinage » peut ¢tre soit partiellement inhibé et aboutir a la
formation d’un pont anaphasique, soit complétement inhibé du fait de la présence d’un plus

grand nombre de caténations et aboutir a la formation d’un chromosome retardé.

- Le second mécanisme repose sur Pactivité d’Aurora B. Il a été montré que l'inhibition ou la
déplétion de la Topo Ila conduit a des attachements anormaux des MTs aux KTs, en
P'occurrence a des attachements syntéliques, indiquant que Iactivité de décaténation de la Topo
ITow est essentielle pour établir un attachement correct des chromosomes (Coelho ¢ al., 2008). Or,
nos résultats montrent un recrutement plus faible de la Topo Ilow active aux centromeres en
absence de BLM. Il peut ainsi étre proposé que les anomalies mitotiques observées dans les
cellules BS pourraient étre la conséquence d’attachements incorrects des MTs au niveau des KTs.
En outre, en absence de la Topo Ila, le SAC semble incapable de détecter I'attachement de deux
kinétochores d’'un méme chromosome a un méme pole (Coelho ez al., 2008), ce qui expliquerait
pourquoi nous n’avons pas observer d’arrét mitotique prolongé dans les cellules BS. Cette
défaillance du SAC pourrait étre due au fait qu’en absence de Topo Ila, Pactivité kinase d’Aurora
B est significativement réduite. Etant donné le role de cette protéine dans la maitien de activité
du SAC en réponse a un manque de tension entre KTs fréres, les cellules déficientes en Topo
Ilow ne peuvent pas répondre correctement et ne mettent donc pas de mécanismes de correction
de lattachement en place. Par ailleurs, les transcrits centromériques murins potentialisent
fortement lactivité kinase d’Aurora B 7z vitro. 1absence de BLM conduisant a une diminution
drastique du niveau de transcrits centromériques, il est donc envisageable que cette diminution

engendre également une baisse de lactivité kinase d’Aurora B et la formation d’attachements
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incorrects des chromosomes. Ce second mécanisme impliquant I'activité kinase d’Aurora B
semble séduisant mais nécessite d’étre approfondi. Il conviendrait notamment d’effectuer des
tests de l'activité kinase d’Aurora B dans des cellules GFP-BLM et de comparer les résultats avec
les cellules BS.

Il est clair que cette hypothése nécessite d’étre confirmée par des expériences supplémentaires.

Cependant au vu de nos résultats et des mécanismes décrits ci-dessus, il est tres probable que la

fréquence élevée d’anomalies mitotiques caractéristique des cellules BS, soit effectivement due, au

moins en partie, a 'absence d’activité de la protéine BLM au niveau des centromeres.
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Conclusion

Ces travaux ouvrent de nouvelles voies dans la compréhension du phénotype BS pendant la
mitose, qui pourrait ne pas étre exclusivement la conséquence de I'absence de BLM pendant la
phase S, comme il le fut longtemps pensé. En effet, mes résultats indiquent qu’au moins une
partie des anomalies mitotiques associées au syndrome de Bloom est la conséquence de I’'absence
de Plactivité hélicase de BLM pendant la phase G2 et la mitose. De plus, nos résultats montrant
I'importance de BLM pour la décaténation des séquences centromériques, sont peut-ctre le reflet
d’une fonction beaucoup plus large de BLM au niveau de séquences répétées en tandem telles
que les séquences ’ADN ribosomique et télomérique. Cette hypothése attractive est renforcée
par une série de travaux montrant (1) par des expériences d’immunoprécipitation de chromatine,
que I'hélicase BLM se lie aux séquences d’ADN répété ribosomique et télomérique pendant les
phases S et G2 du cycle cellulaire (Schawalder ef 4/, 2003), (2) que BLM interagit avec des
protéines télomériques (TRF1 et TRF2), suggérant un role important de BLM dans la structure et
le maintien de la longueur des telomeres, notamment dans la régulation de la formation de la T-
loop (Bhattacharyya ez al., 2010; Lillard-Wetherell e a/., 2004; Stavropoulos ¢f al., 2002; Yankiwski
et al., 2000), (3) une fréquence élevée d’associations télomériques entre les bras des chromosomes
homologues dans des cellules BS, qui seraient la conséquence soit d’intermédiaires de
recombinaison non-résolus soit de caténations persistantes ((Lillard-Wetherell 7 4/, 2004) et (4) la
présence de certains d’UFBs d’origine télomérique (Chan ez 4/, 2009). Nos résultats pourraient
ainsi étre a 'origine d’un nouveau champ d’investigation a I'interface des phases S, G2 et Mitose
pour caractériser le role de BLM dans la décaténation post-réplicative des séquences répétées en

tandem.
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Abstract

Little is known about the functional interaction between the Bloom's syndrome protein (BLM) and the re-

combinase RAD51 within cells. Using RNA interference technology, we provide the first demonstration that

RAD51 acts upstream from BLM to prevent anaphase bridge formation. RAD51 downregulation was associated

with an increase in the frequency of BLM-positive anaphase bridges, but not of BLM-associated ultrafine

bridges. Time-lapse live microscopy analysis of anaphase bridge cells revealed that BLM promoted cell survival
in the absence of Rad51. Our results directly implicate BLM in limiting the lethality associated with RAD51
deficiency through the processing of anaphase bridges resulting from the RAD51 defect. These findings provide

insight into the molecular basis of some cancers possibly associated with variants of the RAD51 gene family. Mol

Cancer Res; 8(3); 385-94. ©2010 AACR.

Introduction

Bloom's syndrome displays one of the strongest known
correlations between chromosomal instability and a high
risk of cancer at an early age. Bloom's syndrome is caused
by mutations in the BLM gene, which encodes BLM, a
RecQ 3’-5’ DNA helicase (1). The hallmark of Bloom's
syndrome cells is a high rate of sister chromatid exchange
(SCE), generally thought to be the consequence of replica-
tion-dependent double-strand breaks. SCEs are mediated
by homologous recombination (HR; refs. 2-4). BLM defi-
ciency is associated with replication abnormalities and an
increase in HR (1). In vitro, BLM unwinds DNA struc-
tures mimicking replication forks and HR intermediates.
It catalyzes the regression of replication forks and works
with topoisomerase IIIae, RMI1, and RMI2 to dissolve
double Holliday junctions (5-10). BLM inhibits the D-
loop formation catalyzed by RAD51 by displacing
RAD51 from ssDNA, thereby disrupting nucleoprotein fi-
laments (11). In vivo evidence that BLM can disrupt
RAD51 polymerization has also been reported (12). Re-
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cently, SUMOylation of BLM has been shown to regulate
its association with RAD51 and its function in HR-medi-
ated repair of damaged replication forks (13). In several
models, it has been proposed that BLM restarts replication
after the stalling of the fork, thus preventing HR-depen-
dent fork restart (14-16). The Bloom's syndrome pheno-
type also includes a significant increase in the frequency of
anaphase bridges and lagging chromosomes during cell di-
vision, indicating a defect in sister chromatid separation
during mitosis (17). BLM localizes to anaphase bridges
and is required for their elimination (17), suggesting that
BLM helps to resolve aberrant chromosome structures gen-
erated during DNA replication (17, 18). Moreover, BLM
is associated with 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)-
negative ultrafine DNA bridges (UFB), which are thought
to be derived from replication or recombination intermedi-
ates (17). In particular, BLM localizes to UFBs and to con-
ventional DAPI-positive anaphase bridges associated with
fragile sites and is required for their resolution (19).
RADS51 downregulation significantly increases fragile-site
expression under both normal conditions and replication
stress (20). These data suggest that a functional relation-
ship between BLM and RAD51 may also exist during mi-
tosis. Using RNA interference to downregulate BLM and/
or RADS1 in HelLa cells, we show here that BLM and
RADS1 interact functionally in both interphase and mito-
tic cells. Indeed, we report an epistatic interaction between
BLM and RAD51 in SCE formation. We also show that (2)
RADS51 acts upstream from BLM to prevent anaphase
bridge formation; (4) RAD51 downregulation is associated
with an increase in the frequency of BLM-positive ana-
phase bridges, but not of BLM-associated UFBs; and (c)
BLM downregulation increases the levels of cell death as-
sociated with RAD51 downregulation. Our results indicate
that BLM acts downstream from RAD51 to resolve
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RAD51-mediated Holliday junctions or to rescue anaphase
bridges resulting from RAD51 deficiency, probably at dif-

ficult-to-replicate DNA sequences such as fragile sites.

Materials and Methods

Cell Cultures and Transfections

HeLa cells were used, as previously described (21). He-
LaV cells and HeLashBLM cells were obtained by trans-
fecting Hela cells with an empty pSM2 vector or a
pSM2 vector encoding a short hairpin RNA (shRNA) se-
quence directed against BLM (Open Biosystems, clone
V2HS-89234), respectively, using JetPEI reagent (Ozyme)
according to the manufacturer's instructions. After 48 h,
selection with 1 to 5 pg/mL puromycin (Invivogen) was
applied. Individual colonies were isolated and maintained
in growth medium containing 0.5 pug/mL puromycin.

HeLa cells producing H2B fused to green fluorescent pro-
tein (GFP) were kindly provided by Dr. Kevin E Sullivan
(NUI Galway, Galway, Ireland; ref. 22). For siRNA tran-
sient transfection assays, 3 x 10° to 4 x 10° cells were added
to 3 mL of medium in each well of a six-well plate. Cells
were transfected by incubation with siRNAs specific for
BLM or RAD51 (ON-TARGETplus, SMART pool, Dhar-
macon) or with negative control siRNAs (ON-TARGET-
plus siCONTROL Non Targeting Pool, Dharmacon) at a
final concentration of 100 nmol/L (single transfections) or
200 nmol/L (cotransfections) for 24 to 72 h, in the presence
of DharmaFECT I (Dharmacon), used according to the

manufacturer's instructions.

Chemicals
Hydroxyurea (Sigma) was used at a final concentration
of 2 mmol/L.

Assays to Assess the Efficiency of Colony Formation
Untreated cells were plated in a drug-free medium at
three different densities, in triplicate, for the counting of
30 to 300 clones depending on expected survival. After
14 to 21 d of incubation, colonies were fixed and stained
with methylene blue (5 g/L in 50% water and 50% meth-
anol) and scored. Only experiments giving a linear correla-
tion between the different dilutions were considered.
Colony-forming efficiency was estimated by dividing the
number of colony-forming units by the number of cells

plated.

Western Blot Analysis

Cells were lysed by incubation in 1% SDS in water or in
350 mmol/L NaCl, 50 mmol/L Tris-HCI (pH 7.5), 1%
NP40, 1 mmol/L NaF, and protease inhibitors (23) for
30 min on ice, sonicated, and heated. Samples equivalent
to 1.25 x 10° or 2.5 x 10 cells or to 45 pg of protein were
subjected to SDS-PAGE in a 5.5% or 12% SDS polyacryl-
amide gel or in NuPAGE Novex 4% to 12% Bis-Tris pre-
cast gels (Invitrogen), respectively. The procedures used for

gel electrophoresis and immunoblotting were as previously

described (24).

Antibodies

All the commercial antibodies were used according to the
manufacturers’ specifications. The primary antibody used
against BLM was ab476 (1:1,000; rabbit, Abcam). We used
rabbit polyclonal antibodies against RAD51 (1:1,000; AB-
1, Calbiochem) and B-actin (1:10,000; Sigma).

Horseradish peroxidase—conjugated goat anti-mouse IgG
and goat anti-rabbit IgG (Santa Cruz Biotechnology) were
used at a dilution of 1:5,000. Alexa Fluor-488—conjugated
donkey anti-goat IgG antiserum was obtained from Molec-
ular Probes, Inc., and used at a dilution of 1:600.

Reverse Transcription-PCR Analysis

Total RNA was extracted with Trizol reagent (Invitrogen).
The first-strand cDNA was synthesized with 250 ng of ran-
dom hexamers (Invitrogen), 5 pug of RNA, and SuperScript
IT reverse transcriptase (Invitrogen) in the presence of 40
units of RNase Inhibitor (Promega). Amplification was car-
ried out with Taq polymerase (Promega) and specific sDNA
primers for BLM (5’-gaagatgctcaggaaagtgac-3’ and 5'-gcag-
tatgtetattctgatctec-3’) and 18S rRNA (QuantumRNA 18S
Internal Standards, Ambion) as an internal control for 25
PCR cycles (denaturation at 95°C for 40 s, annealing at
56°C for 30 s, extension at 72°C for 40 s).

SCE Assays and Chromosomal Aberration Analysis
Cells were transfected as indicated. After 24 to 40 h of
siRNA transfection, cells were transferred to slides and cul-
tured in the presence of 10 pmol/L 5-bromodeoxyuridine
(Sigma) at 37°C in an atmosphere containing 5% CO,.
After 40 h, colchicine (Sigma) was added to a final concen-
tration of 0.1 pg/mL and the cells were incubated for 1 h.
Cells were incubated in hypotonic solution [1:6 (v/v) FCS-
distilled water] and fixed with a 3:1 (v/v) mixture of meth-
anol-acetic acid. Cells were then stained by incubation
with 10 pg/mL Hoechst 33258 (Sigma) in distilled water
for 20 min, rinsed with 2x SSC (Euromedex), exposed to
UV light at 365 nm at a distance of 10 cm for 105 min,
rinsed in distilled water, stained by incubation with 2%
Giemsa solution (VWR) for 16 min, rinsed in distilled wa-
ter, dried, and mounted. Chromosomes were observed
with a Leica DMRB microscope at x100 magnification.
Metaphases were captured with a SONY DXC 930 P cam-

era and SCEs or chromosomal aberrations were analyzed.

Immunofluorescence Microscopy

Immunofluorescence staining was done as previously de-
scribed (25). Nuclear DNA was detected by mounting slides
in Prolong Gold antifade reagent containing DAPI (Invitro-
gen). Cell images were acquired with a three-dimensional
deconvolution imaging system consisting of a Leica DM
RXA microscope equipped with a piezoelectric translator
(PIFOC, PI) placed at the base of a 63x PlanApo 1.4 numer-
ical aperture objective and a 5-MHz Micromax 1300Y inter-
line charge-coupled device camera (Roper Instruments).
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FIGURE 1. BLM-depleted Hela cells display the cellular features of Bloom's syndrome. A and B, HeLaV and HelLashBLM cells were left untransfected
(-) or were transfected with the indicated siRNAs. A, BLM protein levels were assessed by immunoblotting. B, BLM gene expression was monitored by
reverse transcription-PCR analysis. The 18S probe was used as loading control. C, number of SCEs per chromosome in cells transfected as in A and B.
Between 2,245 and 2,642 chromosomes from four independent experiments were analyzed per condition; bars, SEM. D, HeLaV or HeLashBLM cells treated
as in A and B were plated in triplicate at three different dilutions (200, 400, and 600 cells). Columns, mean of three independent experiments; bars, SEM.
Significance was assessed with Student's t tests. E, HeLaV or HeLashBLM cells were cotransfected with the indicated siRNA. BLM and RAD51 protein
levels were assessed by immunoblotting (left). Number of SCEs per chromosome in cells transfected as in A. Between 680 and 2,181 chromosomes from
two independent experiments were analyzed for each set of condition (right); bars, SEM.

Stacks of conventional fluorescence images were collected
automatically at a Z-distance of 0.2 pm (Metamorph soft-
ware, Molecular Devices). Images were generated from 5 to
12 stacked images with Image ] (NIH) software.

Live-Cell Imaging
Cells were imaged in DMEM, in six-well plates, in a hu-
midified atmosphere containing 5% CO, at 37°C. Images

were acquired over 0.25 s, every 4 min for 72 h, using one of
the following systems: two-dimensional, consisting of a
20x/0.4 or 40x/0.5 objective on a Leica DMIRBE equipped
with a 100-W mercury lamp, GFP-band-pass filter set
(Chroma), and a Photometrics CoolSNAP cf camera, or
four-/five-dimensional, consisting of a 20x/0.4 or 40x/0.5
objective on a Leica DMIRBE equipped with a Polychrome
IV (Till Photonics) monochromator, GFP-band-pass filter
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FIGURE 2. RAD51 downregulation in BLM-depleted cells is associated with a complete inhibition of clonal growth and the induction of chromosomal
aberrations. A, cells transfected as in Fig. 1A were plated in triplicate at three dilutions (200, 400, and 600 cells). Columns, mean of four independent
experiments; bars, SEM. Significance was assessed with Student's t test. B, the HeLaV and HeLashBLM cells analyzed in Fig. 1E were used for the analysis
of chromosomal aberrations. Between 100 and 165 metaphases were analyzed for each set of conditions. Bars, SEM. Significance was assessed with
Student's t test. C, typical examples of chromosomal aberrations observed in cells with downregulated RAD51 and/or BLM. Bar, 10 pm. Radials

(@), chromosomal constrictions (b), and gaps (c) are indicated (arrows).

set (Chroma), and a Photometrics CoolSNAP HQ2 camera.
Single-fluorescence and single-phase contrast modes were
used to follow cells in six fields of view per well. Image ]
(26) was used for phenotype analysis.

Statistical Methods

Significance was assessed with Student's 7 tests or 3~
tests. For all tests, P < 0.05 was considered statistically
significant.

Results

BLM Depletion in HeLa Cells Reproduces the Cellular
Features Associated with Bloom's Syndrome

We developed a new cellular model for Bloom's syn-
drome, with control cells containing endogenous BLM
protein. Because 81% of BLM mutations introduce a pre-
mature termination codon resulting in an absence of BLM
protein (27), we stably downregulated BLM in HeLa cells
with a shRNA specific for BLM (shBLM). BLM downre-
gulation was highly efficient as the resulting HeLashBLM
cells had no detectable BLM protein (Fig. 1A) and had sig-
nificantly lower BLM mRNA levels (Fig. 1B) than control
cells (HeLaV). However, the only slightly higher frequency
of SCE indicated that BLM repression in HeLashBLM

cells was not complete (Fig. 1C). We increased SCE levels
further by transiently downregulating BLM gene expres-
sion in HelashBLM cells with a pool of siRNAs directed
against sequences other than that targeted by shBLM (He-
Lash-siBLM). This resulted in lower BLM mRNA levels
(Fig. 1B) and significantly higher SCE levels (0.94 SCEs
per chromosome) than in control cells (HeLaV-sictrl;
0.22 SCEs per chromosome; Fig. 1C). Moreover, both He-
lashBLM cells and HeLash-siBLM cells formed colonies
less efficiently and grew more slowly than control cells
(Fig. 1D and data not shown). Excess SCE in BLM-defi-
cient cells has been shown to be recombination dependent
(2, 3). We found that RAD51 downregulation decreased
the frequency of SCEs to wild-type levels in BLM-depleted
cells (Fig. 1E), showing a strict dependence on RAD51-
mediated HR of the increase in SCE in our new Bloom's
syndrome cellular model. These characteristics are consis-
tent with the Bloom's syndrome cell phenotype.

RAD51 Downregulation in BLM-Depleted Cells Is
Associated with a Complete Inhibition of Clonal
Growth and Acts Upstream from BLM to Prevent
Chromosomal Instability

RADS1 is an essential gene in vertebrate cells (20, 28,
29). Because siRNA-mediated RAD51 downregulation
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FIGURE 3. RAD51 downregulation
is associated with an increase

in the frequency of BLM-positive
anaphase bridges. HelLaV cells
were transfected as in Fig. 2A and
fixed as previously described (25).
UFBs and DNA bridges were
detected by BLM staining.

A, percentage of anaphase control
cells (n = 321 anaphase cells)

and cells displaying RAD51
downregulation (n = 444 anaphase
cells) containing UFBs (left).
Columns, mean number of UFBs
per UFB-positive anaphase cell in
control cells (n = 45 UFB-positive
anaphase cells) and in cells in
which RAD51 was downregulated
(n = 72 UFB-positive anaphase
cells; right). B, representative
examples of Z-projections of
multiple stacking images showing
the localization of BLM to
DAPI-negative DNA bridges,

thus revealing UFB-containing
anaphase cells. Bar, 10 pm.

C, percentage of control cells

(n = 321 anaphase cells) and cells
displaying RAD51 downregulation
(n = 444 anaphase cells) containing
DAPI-positive anaphase bridges.
Significance was determined

by carrying out x? test.

D, percentage of DAPI-positive
anaphase bridges with BLM in
control cells (n = 191 DAPI-positive
anaphase bridges) and in cells
displaying RAD51 downregulation
(n = 391 DAPI-positive anaphase
bridges). Significance was
determined by carrying out

X2 test. E, representative examples
of Z-projections of multiple
stacking images showing the
localization of BLM to
DAPI-positive DNA bridges.

Bar, 10 pm.
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was not lethal in our experimental conditions but was ef-
ficient enough to inhibit completely the increase in SCEs
in BLM-depleted cells, we further analyzed the effects of
RAD51 downregulation in control cells and BLM-deplet-
ed cells. We found that RAD51 downregulation signifi-
cantly decreased the colony-forming efficiency of HeLa
control cells and fully abolished the clonal cell growth abil-
ity of BLM-depleted cells (Fig. 2A). Thus, unlike cells in
which only one of the two proteins is downregulated, cells
in which both BLM and RAD51 are downregulated can-
not grow in clonal conditions. The downregulation of both
BLM and RADS51 therefore had either synergistic or addi-
tive effects on clonal growth.

At the chromosomal level, we found that RAD51 down-
regulation increased the number of cells presenting chro-
mosomal aberrations in both cell lines (Fig. 2B and G;
Supplementary Table S1). RAD51 downregulation in-
duced chromosomal instability more frequently (36.6%
of cells) than did BLM downregulation (7.2% of cells;
Fig. 2B and C). The downregulation of both RAD51
and BLM vyielded a frequency of metaphases showing chro-
mosomal aberrations (21.4%) not significantly different
from that observed in the presence of RAD51 downregula-
tion alone (36.6%, P = 0.18), indicating that RAD51 acts
upstream from BLM to prevent chromosomal instability.
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FIGURE 4. BLM and RAD51 act synergistically in cell survival. A, H2BG
cells were transfected as in Fig. 2A. BLM and RAD51 protein levels
were assessed by immunoblotting. B, H2BG cells were transfected as in
Fig. 2A. After 24 h, cells were replated and left untreated () or were
treated with 2 mmol/L hydroxyurea for 16 h (+). Cells were washed,
released into a drug-free medium, and filmed for 72 h. More than 400
mitosis from three independent experiments were analyzed for each
set of conditions (a total of 4,803 mitosis analyzed). Cells displaying
anaphase bridges were counted. Significance was assessed with
Student's t tests. Bars, SEM.

With the exception of the radial chromosomes present in
our analysis, the chromosomal aberrations we detected in
cells with downregulated RAD51 were of a nature and fre-
quency similar to those reported by Schwartz et al. (20),
suggesting that at least some of the gaps, breaks, and con-
strictions occurred at fragile sites.

RAD51 Downregulation Is Associated with an Increase
in the Frequency of BLM-Positive Anaphase Bridges

BLM localizes to UFBs and to DAPI-positive anaphase
bridges, some of which are associated with fragile sites (17,
19). It has recently been proposed that BLM is required for
the resolution of fragile site—associated UFBs and anaphase
bridges (19). Because RAD51 downregulation leads to a
significant increase in fragile-site expression (20), we inves-
tigated its effects on both UFBs and anaphase bridge fre-
quency. The percentage of anaphase cells containing UFBs
and the mean number of UFBs per anaphase cell were sim-
ilar in control cells and cells in which RAD51 was down-
regulated (Fig. 3A and B). By contrast, the percentage of
anaphase cells containing DAPI-positive anaphase bridges
was significantly higher in RAD51-downregulated cells
than in control cells (Fig. 3C). In these DAPI-positive ana-
phase bridge cells, RAD51 downregulation was associated
with a strong and significant increase in the frequency of
BLM-positive anaphase bridges, indicating preferential res-
olution of the structure of the anaphase bridges formed in
response to RAD51 downregulation by BLM (Fig. 3D and
E). These data show that RAD51 is required to prevent
anaphase bridge formation and that BLM is recruited to
anaphase bridges in cells in which RAD51 is downregu-
lated. These results strongly suggest that BLM is required
for the suppression or resolution of the anaphase bridges
induced by RAD51 downregulation and, thus, that BLM
acts downstream from RAD51 to rescue the anaphase
bridges resulting from RAD51 deficiency.

BLM and RADS51 Have Synergistic Effects on Cell
Survival

We investigated the possible functional consequences of
the increase in BLM localization to anaphase bridges in
cells with RAD51 downregulation, using a HeLa cell line
stably expressing an H2B-GFP (H2BG) transgene (22) for
time-lapse live microscopy analysis. We confirmed that the
transient downregulation of BLM and/or RAD51 in Hela
H2BG cells (H2BG-siBLM or H2BG-siRAD51 cells)
reproduced the features observed in HeLashBLM cells
(Fig. 4A; Supplementary Fig. S1).

We filmed the cells over 72 hours and found a signifi-
cantly higher frequency of lagging chromatin and anaphase
bridges in H2BG-siBLM cells (3% and 6.08%, respective-
ly) than in control cells (H2BG-sictrl cells; 1.96% and
2.04%, respectively), as expected (refs. 17, 30; Supplemen-
tary Fig. S1C and D). We confirmed that RAD51 down-
regulation (Fig. 4A) resulted in a significant increase in the
frequency of anaphase bridge cells (Fig. 4B). This increase
was much more marked in H2BG-siBLM cells than in
HeLash-siBLM cells due to the lower frequency of anaphase
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bridge—containing cells among cells overexpressing H2B-
GFP (data not shown). RAD51 downregulation also resulted
in a significantly higher frequency of anaphase bridge
cells (34.73%) than did BLM downregulation (6.08%;
Fig. 4B). The downregulation of both BLM and RAD51
resulted in a frequency of anaphase bridge cells (28.34%)
similar to that for RAD51 downregulation alone (34.73%,
P =0.097). Thus, BLM is not required to prevent the
formation of anaphase bridges in cells in which RAD51
is downregulated.

We investigated whether the formation of anaphase
bridges in cells with RAD51 downregulation could result
from structures generated in response to disturbances of
replication; we did this by carrying out the same experi-
ments in parallel in H2BG cells treated with hydroxyurea,
an inhibitor of ribonucleotide reductase commonly used to
induce replicational stress. Hydroxyurea blockade was con-
firmed by fluorescence-activated cell sorting analysis (data
not shown). Hydroxyurea-induced replication stress signifi-
cantly increased the frequency of anaphase bridges in H2BG-
sictrl cells (5.67% versus 2.04%) and H2BG-siBLM cells
(20.63% versus 6.08%), but not in cells with RAD51 down-
regulation (Fig. 4B). In conditions of RAD51 downregula-
tion, the frequency of H2BG-sictrl cells (34.73%) and
H2BG-siBLM cells (28.34%) presenting anaphase bridges
was not significantly modified by hydroxyurea treatment
(34.95% and 33.57%, respectively; Fig. 4B).

These results suggest that the formation of anaphase
bridges induced by RAD51 downregulation is not due to
abnormal structures resulting from the disturbance of rep-
lication, being instead due to constitutive DNA structures
that are difficult to replicate in normal conditions, such as
fragile sites.

We then followed 853 cells with anaphase bridges (420
untreated and 433 hydroxyurea treated) from a total of
4,803 mitotic cells (2,574 untreated and 2,229 hydroxyurea
treated) from three independent experiments until division
was completed. All the anaphase bridges in control cells and
in cells in which BLM was downregulated, either untreated
or treated with hydroxyurea, were resolved during telophase
or cytokinesis and were associated with the formation of mi-
cronuclei, which are known to be present at high frequency
in Bloom's syndrome cells (31). By contrast, the resolution
of some of the anaphase bridges resulted in cell death in both
untreated and hydroxyurea-treated cells in which RAD51
was downregulated, either alone or together with BLM
(Supplementary Movies S1 and S2). Indeed, 7% of
anaphase bridge cells downregulated for RAD51 and 18%
of anaphase bridge cells downregulated for both BLM and
RADS51 died just after dividing. After hydroxyurea treat-
ment, 26% of anaphase bridge cells downregulated for
RAD51 and 43% of anaphase bridge cells downregulated
for both BLM and RAD51 died after dividing, indicating
that anaphase bridge cells downregulated for RAD51 display
an increase in sensitivity to hydroxyurea (Table 1). Thus, for
anaphase bridge cells, death was significantly more frequent
among cells downregulated for both BLM and RAD51 than
in cells with RAD51 downregulation only, with no cell

Table 1. Percentage of anaphase bridge cells
dying after division

Transfected siRNAs Percent of anaphase bridge

cells dying after division

Untreated After hydroxyurea
Ctrl-ctrl 0 0
BLM-ctrl 0 0
Ctrl-RAD51 7 26
BLM-RADS51 18 43

NOTE: Anaphase cells scored in Fig. 4B were followed until
division was completed and the frequency of cell death
was determined.

death recorded for BLM downregulation alone. These
results show that BLM downregulation increases the cell
death levels associated with RAD51 downregulation, indi-
cating that the inhibition of clonal growth we observed in
the cells dowregulated for both BLM and RAD51 results
from a synergistic effect, rather than an additive effect, of
the depletion of both proteins (Fig. 2A).

Thus, the downregulation of BLM and RAD51 together
clearly had a synergistic effect on cell survival, with BLM
limiting the lethality associated with RAD51 downregula-
tion by resolving the anaphase bridges resulting from the

RADS51 defect.

Discussion

We studied a new cellular model for Bloom's syndrome
consisting of HeLa cells constitutively expressing a shRNA
specific for BLM and transiently transfected with a pool of
siRNAs directed against sequences other than that targeted
by shBLM. These cells display the growth defect, cytoge-
netic features (high levels of SCE), and mitotic abnormal-
ities (anaphase bridges and lagging chromosomes) typical
of Bloom's syndrome cells.

We found that SCE formation in response to BLM deple-
tion was strictly dependent on RADS51, showing an epistatic
interaction between the two genes. In mammalian cells,
RAD51 involvement has been reported in the formation of
induced, but not spontaneous, SCEs (32), suggesting that
the SCEs in Bloom's syndrome cells are induced. Thus,
the constitutively high levels of RAD51-mediated SCEs in
Bloom's syndrome cells are probably induced by the decrease
in fork velocity in these cells, which may render them
susceptible to DNA breaks (33, 34). RAD51 would then
be recruited to the ssDNA leading to a recombination-
dependent replication pathway restoring broken forks (15).

Unexpectedly, we found that the increase in chromosomal
aberrations or fragile sites induced by RAD51 downregula-
tion was associated with an increase in the frequency of ana-
phase bridges and of BLM-positive anaphase bridges, but
not of BLM-associated UFBs. These results show that UFBs
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are not derived from RAD51-dependent recombination in-
termediates and strongly suggest that BLM is required for
the suppression or resolution of the anaphase bridges in-
duced by RAD51 downregulation. This conclusion was fur-
ther supported by our results showing that cells
downregulated for both BLM and RAD51 were unable to
grow in clonal conditions, whereas cells downregulated for
either of the proteins alone could grow clonally. In nonclo-
nal growth conditions, the frequency of cell death in cells
downregulated for both BLM and RAD51 was more than
2.5 times that in cells downregulated for RAD51 alone,
no cell death being detected among cells downregulated
for BLM alone. These results clearly show a synergistic effect
of the downregulation of both BLM and RAD51 on cell sur-
vival. They also indicate that BLM downregulation increases
the cell death associated with RAD51 downregulation, indi-

cating that BLM limits the lethality associated with RAD51
deficiency. An absence of RAD51 is lethal for mammalian
cells (29). However, siRNA-mediated RAD51 downregu-
lation was not lethal in our experimental conditions, indi-
cating that RAD51 was still expressed, but at very low
levels. This situation mimics the situation in cells under-
expressing RAD51 and may have particularly important
implications for these cells. Thus, our findings could
be of particular importance in cells underexpressing
RAD51. Several lines of evidence suggest potential associa-
tions between variants of RAD51 family genes and specific
forms of cancer (35). Moreover, the RAD51 gene is located
at chromosome position 15q15.1 (36), a region displaying
a loss of heterozygosity in many cancers (37, 38). Changes
in RAD51 gene expression have also been observed in both
primary tumors and cancer cell lines (39). BLM activity is
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therefore essential in such situations to counteract RAD51
underexpression.

We propose a model, based on our findings, explaining
the genetic interactions between BLM and RAD51 (Fig. 5).
The replication fork slows down, tending to stall or col-
lapse at difficult-to-replicate DNA sequences, such as frag-
ile sites, leading to double-strand break formation. In the
presence of RAD51 (RAD517), the broken forks may be
reactivated or repaired by the RAD51-mediated HR path-
way, leading to the formation of a Holliday junction that
is resolved by the branch migration activity of BLM
(Fig. 5A). In the absence of BLM, the RAD51-mediated
Holliday junction may be resolved in part by crossing over
between chromatids, leading to SCE (Fig. 5A’). The epi-
static interaction between RADS51 and BLM observed here
is consistent with this pathway, in which BLM acts down-
stream from RAD51. In RAD51-deficient cells (RAD517),
the broken forks remain unrepaired, leading to chromo-
some breaks and anaphase bridge formation. BLM, togeth-
er with other proteins such as topoisomerase Illa, Rmil,
and Rmi2, localizes to some of the anaphase bridges
formed in response to RAD51 downregulation and re-
solves them, thereby limiting cell death (Fig. 5B). The ab-
sence of BLM results in a higher frequency of cell death in
anaphase bridge—containing cells, accounting for the syner-
gistic effect of the downregulation of both RAD51 and
BLM (Fig. 5B").
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Role of the BLM protein in maintaining the integrity of the centromere: implications in

the phenotype associated with Bloom’s syndrome

Bloom syndrome (BS) is a rare genetic disease characterized by a sharp increase in the rate of
sister chromatid exchanges, chromosome segregation abnormailities and a predisposition to the
development of all types of cancers. This syndrome is caused by mutations in both copies of the
BIM gene, which encodes BLM, a RecQ 3'-5 DNA helicase. The specific function(s) of BLM
remain unclear, but the data from the literature converge towards a role for BLM in mechanisms
monitoring and / or maintaining genome integrity. The BLM protein may be involved in
restarting stalled replication forks during S phase and necessary to resolve anaphase bridges in
mitosis, including particular bridges called "Ultrafine Anaphase Bridges" (UFBs). These UFBs,
which link sister chromatids together, are not detectable by conventional stains and their
presence can only be revealed by the detection of the proteins PICH (PLKl-interacting
checkpoint helicase) or BLM. In untreated cells, UFBs originate mostly from centromeres
(cUEBs).

The challenge of my project was to determine whether BLM was also involved in preventing the
formation of cUFBs and so, if it played a role before anaphase.

We showed that BLM is recruited at centromeres from G2 phase to mitosis. BLM, in cooperation
with PICH, is required for (1) structural organization of centromeric DNA, (2) completion of
centromere disjunction, independently of the cohesin pathway, suggesting an involvement of
these proteins in centromere decatenation process, and (3) recruitment of active topoisomerase
ITa.  (Topo Ilar) to centromeres. Thus, we report a new localization and a new function of BLM
at centromeres, revealing for the first time a new role for BLM and PICH in a previously
unknown centromeric decatenation mechanism, crucial for complete centromere disjunction.

We propose that the combined action of BLM and PICH promotes, through their helicase and
chromatin remodelling activities, respectively, the organization of centromeric chromatin, thereby
rendering some centromeric catenates accessible to Topo Ila before the onset of anaphase. The
failure of this mechanism may lead to the persistence of some centromeric catenations not
resolved before anaphase. Thus, the increase in the frequency of centromeric UFBs in BLM-
deficient cells has two different origins: cUFBs arising from catenations not resolved before
anaphase and physiological cUFBs not processed at anaphase onset. Two distinguish the two

cUFB origins, we defined the former as supernumerary centromeric UFBs (SC-UFBs).



Role de la protéine BLM dans le maintien de Pintégrité du centromére : implications

dans le phénotype associé¢ au syndrome de Bloom

Le syndrome de Bloom (BS) est une maladie génétique rare caractérisée par une forte
augmentation du taux d’échanges entre chromatides soeurs, des anomalies de ségrégation des
chromosomes et une prédisposition au développement de tous types de cancers. Ce syndrome est
la conséquence de mutations dans les deux copies du géne BLM, codant pour une 3-5° ADN
hélicase de type RecQ. La ou les fonctions de la protéine BLM sont encore mal définies mais les
données de la littérature convergent vers un role de BLM dans des mécanismes de surveillance
et/ou maintien de l'intégrité du génome. La protéine BLM serait impliquée dans le redémarrage
de fourches de réplication bloquées pendant la phase S et serait nécessaire a la résolution de
ponts anaphasiques en mitose, notamment de ponts particuliers appelées « UltraFine anaphase
Bridges » (UFBs). Ces UFBs, qui relient les chromatides sceurs entre elles, ne sont pas détectables
par les colorants classiques et leur présence ne peut-étre révélée que par la détection des protéines
PICH (Plkl-Interacting Checkpoint Helicase) ou BLM. A Détat basal, ces UFBs sont
essentiellement d’origine centromérique (cUFBs).

Tout I'enjeu de mon projet était de déterminer si BLM était également impliquée dans la
prévention de la formation de ces cUFBs et donc si BLM jouait un role avant 'anaphase.

Nous avons montré que BLM est recrutée aux centromeres de la phase G2 jusqu’en mitose.
BLM, en coopération avec la protéine PICH, est nécessaire (1) a 'organisation structurale de
ADN centromérique, (2) a la disjonction complete des centromeéres, indépendamment de la voie
des cohésines, suggérant une implication de ces protéines dans le processus de décaténation des
centromeres et (3) au recrutement de la topoisomérase Ila (Topo Ila) active aux centromeres.
Nos résultats révelent ainsi une nouvelle localisation et une nouvelle fonction de la protéine BLM
aux centromeres et montrent pour la premiere fois 'implication des protéines BLM et PICH dans
la décaténation centromérique avant I'anaphase. Nous proposons que BLM et PICH, par leurs
activités respectives hélicase et de remodelage de la chromatine, modifient la structure des
centromeres pendant la pré-métaphase, rendant ainsi certaines caténations accessibles a la Topo
ITa avant Panaphase. La défaillance de ce mécanisme entrainerait la persistance de caténations
centromériques non résolues avant 'anaphase. Ainsi, dans les cellules BS, la fréquence élevée de
cUFBs aurait deux origines différentes : une partie correspondrait a des cUFBs formés du fait
d’une décaténation défaillante des centromeres avant 'anaphase, et Pautre partie correspondrait a
des cUFBs « physiologiques » non résolus en anaphase. Afin de distinguer 'origine des cUFBs,
nous avons appelé ceux issus de caténations non résolues avant l'anaphase les UFBs

centromériques surnuméraires (SC-UFBs pour Supernumerary Centromeric UFBs).
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