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Identification
d’une protéine-clé

pour le controle des sites

de recombinaison méiotique

Frédéric Baudat, Jérome Buard, Corinne Grey, Bernard de Massy

> Lors de la méiose, une seule réplication
du génome suivie de deux divisions per-
met a une cellule diploide de produire des
gametes haploides. La premiére division
se distingue par le fait que les chromoso-
mes homologues d’origines maternelle et
paternelle ségregent. Les échanges réci-
proques entre chromosomes homologues,
ou crossing-over, formés par recombi-
naison homologue lors de la prophase de
cette division, jouent un rdle essentiel
pour la formation de gametes euploides
fonctionnels. €n effet, ils conduisent a
la formation d’un lien physique entre les
chromosomes homologues, nécessaire
a leur ségrégation. La recombinaison
méiotique a également pour conséquence
de provoquer un réassortiment des alle-
les dans le génome, ce qui contribue a
générer de la diversité génétique.

Le mécanisme moléculaire de la recom-
binaison méiotique, disséqué chez la
levure Saccharomyces cerevisiae, est
conservé au moins dans ses grandes
lignes chez les eucaryotes supérieurs [1].
La premiére étape moléculaire est la for-
mation de cassures double-brin de ’ADN
catalysées par la protéine Spoll [13].
Ces cassures double-brin sont réparées
par recombinaison avec le chromosome
homologue pour aboutir a la forma-
tion des produits de recombinaison, en
particulier les crossing-over.

Concentration des crossing-over

dans les points chauds

Les crossing-over ne sont pas répartis de
maniére aléatoire dans le génome [2].
€n particulier, ils sont groupés dans des
intervalles d’environ 2 kilobases, appelés
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points chauds de crossing-over, séparés
par des régions longues en moyenne
de quelques dizaines de kilobases. Ces
points chauds correspondent a des sites
d’initiation de la recombinaison méioti-
que, c’est-a-dire des sites préférentiels
de formation de cassures double-brin
par SPO11.

Chez la souris et "homme, seul un petit
nombre de points chauds de crossing-
over ont été identifiés et caractérisés
directement. Néanmoins, des métho-
des basées sur "analyse de la diver-
sité génétique dans des populations
humaines ont permis d’estimer indirec-
tement le taux de crossing-over a haute
résolution dans I’ensemble du génome.
Ces méthodes permettent d’identifier
les points chauds de crossing-over, et
25000 a 50000 points chauds de cros-
sing-over ont ainsi été identifiés chez
’lhomme [3]. Une proportion importante
de points chauds est associée a un motif
partiellement dégénéré de séquence
d’ADN (le 13-mére CCNCCNTNNCCNC),
sa présence ayant été pergue comme
responsable de I'activité de 41 % de ces
points chauds [4]. Néanmoins, ’analyse
de la localisation des points chauds
n’a pas permis de mettre en évidence
de relation forte avec des éléments
fonctionnels du génome malgré leur
tendance a €tre situés en dehors des
génes. De ce fait, malgré la description
exhaustive des sites de crossing-over
dans le génome humain, savoir pourquoi
la recombinaison est ainsi ciblée vers
des sites précis du génome et comment
sont choisis ces sites, sont des questions
restées sans réponse jusqu’a la décou-

verte trés récente d’un facteur majeur
impliqué dans ce processus.

Un élément génétique controle

en trans I’activité des points chauds
dans I’ensemble du génome

Notre équipe a identifié un élément
génétique chez la souris, appelé Dsbcl
pour double-strand break control 1, qui
contrdle I'activité de points chauds de
recombinaison [5]. La présence d’un
allele spécifique (DsbcI"™), qui pro-
vient de la sous-espece Mus musculus
molossinus originaire du Japon, permet
I’activation de points chauds spécifiques
a des sites ol la recombinaison méio-
tique est indétectable dans d’autres
lignées et modifie globalement la dis-
tribution des crossing-over le long des
chromosomes. Cela a suggéré que Dsbcl
est un déterminant majeur de la distri-
bution de la recombinaison méiotique
dans le génome murin.

Parmi les génes présents dans I'intervalle
contenant Dsbcl, Prdm9 est un candidat
particulierement intéressant. D’une part
Prdm9 est exprimé spécifiquement lors
de la prophase de méiose; d’autre part
son produit est une histone méthyltrans-
férase qui catalyse la triméthylation de
la lysine 4 de I'histone H3 (H3K4) [6]. Or,
notre équipe a montré récemment que
cette modification est associée a I'ini-
tiation de la recombinaison a des points
chauds chez la souris [7]. La triméthy-
lation de H3K4, qui est fréquemment
associée aux promoteurs de transcription
actifs, est associée aux sites de recom-
binaison de maniere indépendante de la
transcription de ces régions.
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Ajout de modifications d’histones supplémentaires
Recrutement du complexe d’initiation de la recombinaison

Figure 1. L’histone méthyltransférase PRDM9
spécifie la position des événements de recom-
binaison méiotique. A. Domaines fonction-
nels de la protéine PRDM9. Le domaine KRAB
(Kruppel-associated box) est potentiellement
un domaine d’interaction entre protéines. Le
domaine PR/SET possede Iactivité catalyti-
que d’histone méthyltransférase. Le domaine
contenant une série de doigts de zinc permet
la reconnaissance de séquences spécifiques
d’ADN. B. Modeéle de ciblage des événements
de recombinaison méiotique par PRDM9. Grace
a ses doigts de zinc, PRDM9 se lie a un motif
de séquence d’ADN spécifique (rectangle
blanc) et triméthyle la lysine 4 de I’histone H3
des nucléosomes les plus proches (pastilles
orange). D’autres modifications post-traduc-
tionnelles d’histones sont mises en place (pas-
tilles mauves), peut-étre par des protéines

recrutées par PRDM9. L’ensemble spécifique

des modifications d’histones présentes forme une marque qui est lue par un complexe protéique (en rouge), non identifié a ce jour (?), qui va per-

mettre le recrutement et I’activation du complexe d’initiation de la recombinaison symbolisé par la protéine SPO11 (en rose).

€n plus du domaine PR/SET respon-
sable de son activité catalytique de
méthyltransférase, la protéine PRDMY
contient un domaine carboxy-terminal
constitué d’une série de doigts de zinc
se succédant en tandem (Figure 1A).
Les doigts de zinc sont des éléments
capables de lier des séquences spéci-
fiques d’ADN qui peuvent étre prédi-
tes dans une certaine mesure d’apres
I’identité des acides aminés présents a
trois positions importantes sur chaque
doigt de zinc.

De fagon remarquable, 'allele wm7 de
Prdm9 differe de I'allele de la lignée
de souris de référence (C57BL/6J) spé-
cifiquement au niveau des séries de
doigts de zinc, de telle maniére que
I’on peut prédire que les deux formes
de PRDM9 reconnaissent des séquences
d’ADN différentes [8]. Ces observations
nous ont conduits a proposer que la
fixation de PRDM9 sur des motifs spé-
cifiques de séquence d’ADN permet la
triméthylation de H3K4 sur les nucléo-
somes les plus proches et favorise loca-
lement I'initiation de la recombinaison
selon un mécanisme qui n'a pas encore
été défini (Figure 1B).

M/S n® 5, vol. 26, mai 2010

PRDM?9 définit une fraction

importante des sites

de crossing-over chez ’lhomme

Nous avons ensuite examiné la série
de doigts de zinc de la protéine PRDM9
humaine dont la structure est similaire a
celle de la souris. De maniere frappante,
la séquence d’ADN dont on peut antici-
per qu’elle sera reconnue par cette série
de doigts de zinc contient le 13-mere
associé aux points chauds de crossing-
over identifiés par I'analyse de la diver-
sité génétique dans des populations
humaines. Nous avons confirmé in vitro
la fixation spécifique de PRDM9 a un
fragment d’ADN double-brin contenant
ce motif [8].

Une analyse génétique corrélant la posi-
tion des sites de crossing-over dans le
génome avec 'allele de PRDM9 présent
nous a permis de démontrer I'implica-
tion de PRDM9 dans le choix des sites de
crossing-over. Dans la population que
nous avons étudiée, I’allele majoritaire
de PRDM9 (>90 %) contient la série de
doigts de zinc capable de reconnaitre le
13-mere associé aux points chauds. Chez
les individus porteurs de cet allele, envi-
ron 60 % des crossing-over ont lieu au

niveau de points chauds déja identifiés
par I'analyse de la diversité génétique.
Ceci est cohérent avec I"hypothése selon
laquelle une grande partie des points
chauds de crossing-over identifiés par
I’analyse de la diversité génétique dans
des populations humaines sont des
points chauds déterminés par I'alléle
majoritaire de PRDM9. Quelques indi-
vidus de la population étudiée portent
également un alléle minoritaire (alléle I)
contenant une série de doigts de zinc
différente et qui reconnaft une séquence
d’ADN différente. Chez les individus por-
tant I’allele | de PRDMY, seuls 20 % des
crossing-over ont lieu dans les points
chauds identifiés par I"analyse de la
diversité génétique. Cette différence
spectaculaire dans le choix des sites
de crossing-over est trés significative
(p <107!1) et permet de conclure que les
doigts de zinc de PRDM9 jouent un role
majeur pour déterminer la position des
crossing-over chez I’lhomme [8].

Dynamique évolutive de PRDM9

Les travaux présentés ci-dessus mon-
trent que la position d’une fraction
importante des crossing-over est
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déterminée par la fixation de la protéine
PRDM?9 sur les séquences définies par les
motifs reconnus par les doigts de zinc
de cette protéine. La fixation de PRDM9
sur ses cibles permet, selon un méca-
nisme qui reste a découvrir, de spécifier
des sites préférentiels d’initiation de
la recombinaison a 'origine des points
chauds. Des approches différentes ont
permis a deux autres équipes d’identi-
fier indépendamment le role de PRDM9
dans la spécification des points chauds
de recombinaison chez la souris et chez
’homme [9, 10].

Une particularité remarquable de ce
mécanisme est que des changements
dans les doigts de zinc de PRDMY, s’ils
modifient la séquence d’ADN reconnue,
suffisent a changer les cibles génomiques
de PRDMY et par conséquent a renouveler
les points chauds de recombinaison dans
I’ensemble du génome. Par exemple,
les protéines PRDM9 de I"homme et du
chimpanzé différent fortement au niveau
de leurs doigts de zinc, ce qui permet
d’expliquer que, malgré des génomes
aux séquences trés similaires (moins de
1,2% de divergence), les points chauds
de crossing-over ne soient pas conservés
entre ces deux espéces [9].

’étude de PRDM9 a permis de mettre
en évidence une évolution extrémement

rapide de ses doigts de zinc qui concerne
essentiellement les acides aminés impli-
qués dans la spécificité des séquences
d’ADN reconnues [11]. Cette évolu-
tion rapide se traduit par une grande
diversité intra-spécifique et une forte
divergence entre espéces de PRDM9Y.
L’évolution rapide des doigts de zinc de
PRDM9 semble étre contrainte par sélec-
tion positive, c’est-a-dire une sélection
favorisant la fixation de nouveaux alle-
les dont on ne connaft pas I'origine
[11]. Il est intéressant de noter que
Prdm9 a été identifié comme un géne
responsable de stérilité hybride chez la
souris, par un mécanisme qui n'est pas
connu & ce jour [12]. PRDMY pourrait
donc avoir une ou plusieurs fonctions
s’ajoutant a la spécification des sites de
recombinaison. ¢

Prdm9, a key control

of mammalian recombination hotspots
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FOXL2, le gardien
de ’identité ovarienne

Maélle Pannetier, Eric Pailhoux

> La différenciation sexuelle et les diffé-
rences qui existent entre les deux sexes
ont toujours été sources d’interrogations
et de débat. Pour les philosophes grecs,
le sexe du feetus ou sa ressemblance
avec I’un des parents était déterminé par
un jeu d’opposition (force de la semence,
opposition gauche/droite). A Pheure de
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la biologie moléculaire, les mécanismes
intervenant dans la détermination du
sexe sont de mieux en mieux connus : le
schéma général qui prévaut actuelle-
ment met en jeu différents signaux males
et femelles qui s’opposent, provoquant
le basculement vers un sexe ou vers
I"autre.
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Dans leur récente étude des conséquen-
ces de "invalidation conditionnelle du
gene Foxl2, les équipes de Mathias Treier
et Robin Lovell-Badge démontrent que
cette opposition male/femelle perdure
méme dans un tissu totalement diffé-
rencié comme I’est I'ovaire adulte de
souris [1].



