3. La recombinaison homologue

3.1 Généralités

- recombinaison = formation de nouvelles associations de molécules d' ADN
(implique coupure - ligature de |'ADN par des enzymes) @

- grande variété (ex. transposition) dont la recombinaison homologue (= r.
générale, r. par "crossing-over")

- deux fonctions essentielles de la recombinaison homologue : préservation de
l'intégrité du génome (par réparation des coupures accidentelles de ' ADN) &
évolution du génome (brassage des alléles, duplication par recombinaison inégale,

. ).

- la recombinaison homologue existe chez tous les organismes cellulaires et est
tres probablement apparue au tout début de I'évolution des premiéres
bactéries

) techniques de génie génétique = “techniques de I'ADN recombinant”, ou "techniques de
recombinaison in vitro”
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la recombinaison homologue se produit entre deux molécules homologues
d'ADN et peut éventuellement mener a un échange réciproque (= brassage

génétique) :

deux molécules d'ADN de
séquences homologues

l r. homologue

| | .. subissent un échange
- réciproque

séquences hétéroduplexes

cette recombinaison implique des événements de coupure - ligature de I'"ADN, et
fait apparaitre des zones hétéroduplexes
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3.2 Mise en évidence chez les bactéries

Ce sont notamment des observations sur les bactéries qui ont mis en évidence I'existence de
la r.h. et qui ont permis d'en étudier les mécanismes moléculaires

Ex. le phénoméne de transformation (rappel)
capsule de polysac-

charides
5. Preumoniae NSO (D)

ADN souche S + soucheR —  souche S
(non virulente) (virulente)

I'explication : le gene C mutant (— capsule) de la souche R a recombiné avec le géne C

sauvage provenant de la souche S

fragment d'ADN du gene C

issu de la bactérie S et qui —_—

pénetre dans la souche R | | .
deux événements de
. ' X ' recombinaison homologue aux
gene C de lasouche R ———— —— extrémités du fragment

% estrapidement dégradé
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3.3 Mécanisme de la recombinaison homologue

3.3.1 Le modeéle initial de Robin Holliday (1964)

R. Holliday
A B o, :
T T - recombinaison initiée par deux coupures monobrin
;#::HI:Z‘ R ——— ldlem‘lgues (au méme endroit de chaque molécule
R X d'ADN)
- désappariement des brins monocaténaires se
ﬁ' DNA ligase terminant par |'extrémité 3', croisement et
réappariement hétéroduplexe
A B
| HINEEEEREEEENENE . . . . .
o - ligation > " jonction de Holliday"
. " avec zone hétéroduplexe 3"

A B
J,J, : : : : : : : : : :I—L% - migration (ou glissement) de la jonction (> allongement de
a = N la zone hétéroduplexe)

(voir hXjBGquVrw sur Youtube)
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De maniére plus détaillée ...

-GATTAGTC-3"
-CTAATCAG-5"'

-GATTAGTC-3'

5'
3'
5'
3'-CTAATCAG-5'

b

rupture de liens phosphodiesters aux mémes
endroits des deux molécules d'ADN

coupure

5'-GATTAGTC-3'
3'-CTAATCAG-5"'

/

5'-GATTAGTC-3'
a 3'-CTAATCAG-S5'

échange des brins, appariement
hétéroduplexe, religature — liaature
jonction de Holliday g

/

5'-GATTAGTC-3"
3'—CTAATCAG-5"

5'—GhTEKGTC—3'
3' —CTAATCAG-5'
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(glissement non illustré ici)

Y i

180°

deux rotations de 180°

b ? 180° a
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chi form

résolution horizontale

résolvase résolvase a
1 résolution
verticale
A B A b Voi
oir
TIITIITITIIIITITITIIT
[TTITIITITIIITITITIIT] gQFKJA3VgEg

[TITTIITITITIITTITIITT ITIITIIIIITIITIITTITIT sur YouTube
a b a B
pas d'échange réciproque échange réciproque (c/o)

dans les deux cas, une zone hétéroduplexe d'ADN apparait > a
I'origine du phénomeéne de “conversion génique” (cf. chap. IIT) 40



3.3.2 Le mécanisme de recombinaison tel qu'il est connu actuellement

rem : la premiére étape du modele de Halliday n'a pu €tre vérifiée (I'enzyme réalisant une
coupure identique sur les deux brins d'ADN homologue n'existe pas ..).

A
IENEEEEEEEEEENEEEEER]
A
a
 ENEREEERESEENEEEERR
a

. Exonuclease trims the

ﬁ' cut strands

JII TP IITTTITTTT

5/ 3/ 5.’ 3’
Illll’lllI:IIIII

3’ o 3 <

Strand invasion

[TTTTTTTT]
v o JTTTT

ﬁ Strand extension

:::::AIIIIIIII]IIIIT

-

Double-strand cut

Recombinaison initiée par une coupure double-brin sur

une seule molécule d'ADN (accidentelle, ou par une
enzyme - ex. Spoll de la levure)

Un complexe hélicase/5"-exonucléase dépolymérise
I'ADN — génération de monobrins d’ADN avec des
extrémités 3' protrudentes

Invasion par une fibre monocaténaire de la molécule

homologue d'’ADN — séparation des deux brins —
appariement complémentaire — boucle en "D"

L'extrémité 3' du brin invasif est prolongée par
polymérisation, de méme que l'autre extrémité 3' (en

utilisant le brin de la boucle "D" comme matrice) —
donc, les brins d'ADN hydrolysés sont resynthétisés.
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Ey Ligase joins up the gaps

#&L—LLLLU:EQ__L_LLL Heteroduplex with Deux ligatures 5' - 3' >
[TITTIIIT{ITITT two Holliday junctions deux jonctions de Holliday,

qui glissent (non illustré)

. Cleavage of the
Holliday junctions

- 2 résolutions verticales ou 2 horizontales : pas
d'échange réciproque

- 1 résolution verticale et 1 horizontale : échange
réciprogue (c/o)

;-) cf. animations "plasticine" sur YouTube: 3qgBKrAZCLg ou hpHVryxV4UU
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3.4 La "machinerie" moléculaire de la recombinaison homologue

Etape du processus de

Protéine(s) intervenant

Protéine(s)

monocaténaire de |'ADN
double-brin homologue
(recombinase)

(= recombinase)

recombinaison homologue chez E. coli intervenant chez les
eucaryotes

Coupure double-brin dans Aucune Spoll (méiose)

I"ADN (endonucléase)

Génération des fibres RecBCD Radb50/58/60 (MRX)

monocaténaires 3 (hélicase &
5 exonucléase)
Invasion par I'ADN RecA Rad51

Dmcl (méiose)

Holliday (résolvase)

Liaison aux jonctions de RuvAB inconnu
Holliday et glissement ("branch
migration")
Résolution des jonctions de RuvC Yenl (GEN1)

() Un fragment d'’ADN qui pénetre dans une bactérie a des extrémités potentiellement invasives
(2) Rad : mutants rad51, rad50, .. de levure : hypersensibles aux radiations ionisantes
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boucle D

Activités de RecA in vitro:

- RecA se lie a de 'ADN mono-brin (polymere
hélicoidal de RecA)

de - si on ajoute une molécule d” ADN homologue,
I’ADN mono-brin associé a RecA s'apparie au
brin complémentaire, le mono-brin "déplacé"”

Photographie en microscopie électronique
plasmides dénaturés (simple-brin) partiellement (en

bas) ou totalement (en haut) recouverts de protéines

RecA. La ligison de RecA allonge de 1,5 fois |' ADN. forme la boucle D .
- aucune formation de boucle en D si I'ADN

double-brin ajouté n'est pas homologue !
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OUTPUT
DNAs

three-stranded structure 3 g

- association de protéines RecA a I” ADN monobrin (en rouge) — structure
hélicoidale étendue

- liaison du complexe hélicoidal RecA-ADN monobrin a I ADN double-brin (en
vert) — structure intfermédiaire a trois brins d” ADN

- quand une zone homologue est trouvée, échange de brins d” ADN, suivie de la
dissociation de RecA (-> boucle en D)
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primary

pinding

binding

o & Rec,/‘\f:[amentﬁ /‘:
N A Filament de RecA lié & I' ADN monobrin
2 o e D invasif (vue transversale de la structure

{ © \ cross section of

~ z strand bound to RecA protein hé“co"'dale)

D@ A Seeondar sie e Liaison de |"ADN double-brin (en bleu) >
o :;\ tested for complementarity structure a trois brins avec possibilité d'un
nouvel appariement (si complémentarité !)

© o Le nouvel appariement entre le mono-brin

. 'l base pairing between invasif (gris) et son complémentaire (bleu)
N strands is switched Wiep N f .

® libére" I'autre mono-brin (bleu)
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dernieres
étapes

—

Etape du processus de Protéine(s) Protéi I
coli
Coupure double-brin dans Aucune"”’ Spoll (méiose)

I"ADN (endonucléase)

Génération des fibres RecBCD Rad50/58/60 (MRX)

monocaténaires 3 (hélicase &
5 exonucléase)
Invasion par I'ADN RecA Rad51

monocaténaire de |'ADN
double-brin homologue
(recombinase)

(= recombinase)

Dmcl (méiose)

Liaison aux jonctions de RuvAB inconnu
Holliday et glissement
("branch migration")
Résolution des jonctions de RuvC Mus81 ?

Holliday (résolvase)

47




Glissement et résolution de la jonction de Holliday :

MOVES IN

MOVES
ouT

MOVES
ouT

MOVES IN

Modeéle moléculaire du tétramere RuvA (en vert) lié a la jonction de Holliday (4 brins d' ADN).
Les protéines RuvA recrutent les hexameres RuvB. L'ADN au coeur des complexes RuvB migre
("moves out"), cela est couplée a I' hydrolyse d” ATP (-> glissement de la jonction de H.) .
Aprés migration, la protéine RuvC (un dimere résolvase, non montré) se lie a RuvA et clive
I” ADN (ex. fleches oranges, mais le clivage peut se produire perpendiculairement aussi)
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3.5 Roles de la recombinaison homologue

3.5.1 Brassage génétique

[ ) | )

bactéries de

-> accroissement de la diversité
génétique au sein de |'espece

L]

génotype ab ¢ ]

apparition de mutantsa’ b ¢

transfert d’ ADN d’ une

bactérie a I’ autre

a b'c
‘ abc

et événements
de rec. homologue
(événements aléatoires)
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3.5.2 Réparation de |'ADN lors de
coupures double-brin

Le principe : pour que les extrémités de
I"ADN sectionné puissent se réassocier, une
de ces extrémités est prolongée a son
extrémité 3" en utilisant comme matrice une
molécule homologue d'ADN. Une fois cette
extension réalisée (en pointillé rouge),
I'extrémité 3" est capable de se réassocier
a I'autre extrémité, par simple
complémentarité.

Le mécanisme: les premieres étapes
(dépolymérisation, invasion d'un brin 3',
polymérisation en 3') sont similaires a celles
de la rec. homologue. Mais I'ADN invasif
prolongé par polymérisation se réassocie a
son brin complémentaire d'origine plut6t que
de former une jonction de Holliday, et la
boucle " D " se réapparie a son brin
complémentaire d'origine également. Aucune
jonction de Holliday n'est donc formée.

Hypothése: le mécanisme de r.h. permettant
de brasser les alleles serait apparu au cours
de I'évolution a partir de ce mécanisme (plus
simple) de réparation des coupures double-
brin

l Strand annealing,
synthesis, ligation
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