alm

Aix Marseille Université

APPEL A PROJETS DE THESE 2026
CONCOURS DE L’ED 658 - Sciences du vivant

Formulaire a compléter et déposer par les porteurs du projet de thése HDR via I'adresse mail suivante :
ed658@univ-amu.fr OU/ET romane.haddadi@univ-amu.fr
MERCI DE METTRE EN SUJET DU MAIL : Concours ED 658 2026 porteur de projet
Ces dossiers seront publiés pour que les candidats postulent.
au plus tard le 3 mars 2026.
INTITULE DU PROJET
Etude des mécanismes assurant la recombinaison méiotique entre les chromosomes sexuels chez la souris
1- Directrice ou directeur de thése HDR
NOM Llorente Prénom Bertrand
Téléph
elephone 0623506555 Courriel bertrand.llorente@inserm.fr
portable
Unité de recherche (UR) de rattachement
Code (acronyme et n°) de 'UR a AMU : | UM 105, UMR_S 1068, UMR 7258, CRCM
Nom de I'UR : Centre de Recherche en Cancérologie de Marseille (CRCM)
Directrice ou directeur de 'UR
Nom Borg Prénom Jean-Paul
2- Codirectrice ou codirecteur de thése, le cas échéant
NOM Acquaviva Prénom Laurent
e Sos 0672386943 Courriel laurent.acquaviva@inserm.fr
portable
Unité de recherche (UR) de rattachement
Code (acronyme et n°) de 'UR a AMU : | UM 105, UMR_S 1068, UMR 7258, CRCM
Nom de I'UR : Centre de Recherche en Cancérologie de Marseille (CRCM)
Directrice ou directeur de I'UR
Nom Borg Prénom Jean-Paul
SPECIALITE : (Rayer les mentions inutiles)
Bio-informatique et Génomique / Biochimie Structurale / Biologiedu-Cancer / Biologie du Développement /

ED658 - Ecole Doctorale Sciences du Vivant T +33 (0)4 13 94 19 63 Site: https://ecole-doctorale- 658.univ-amu.fr/ Campus Luminy

Page 1sur 13

- 163 Avenue de Luminy - Marseille, 13009 Email: ed658@univ-amu.fr Bat TPR1 — RdC - bureau E.007



mailto:ed658@univ-amu.fr
mailto:ed658@univ-amu.fr

amU

Marseille Université

APPEL A PROJETS DE THESE 2026
CONCOURS DE L’ED 658 - Sciences du vivant

SOUS JURY POUR LE CONCOURS : (Rayer les mentions inutiles)

JURY 2 : MICROBIOLOGIE — GENOMIQUE ?
JURY 3 NEURSOCIENCES

MERCI DE REMPLIR TOUTES LES INFRORMATIONS EN FRANCAIS ET EN ANGLAIS

Description de la problématique de recherche

Contrairement aux paires d'autosomes qui sont homologues sur toutes leurs longueurs, le défi pour les
chromosomes X et Y chez les mammiféres males est de former des cassures double brin (CDB) de I’ADN, la
synapse, la recombinaison homologue et le crossing-over dans leur région d'homologie tres limitée, appelée
région pseudoautosomale (PAR), afin d'assurer leur ségrégation correcte lors de la méiose I. La PAR chez la
souris est la plus petite jamais cartographiée chez les mammiféres, ce qui crée une forte contrainte spatiale
pour les éveénements de recombinaison. Ainsi, pour assurer la recombinaison X-Y, un ensemble de minisatellites
en tandem s'est accumulé dans la PAR au cours de I'évolution des Muridés, entrafnant une hyperaccumulation
de facteurs pro-CDB et de facteurs de réparation de I'ADN. Ces facteurs établissent une régulation cis et trans,
respectivement, favorisant ainsi un changement remarquable de la structure de la chromatine de la PAR, de
multiples CDB et la formation subséquente de crossing-over (Acquaviva et al. Nature 2020). Nous prévoyons ici
de mieux comprendre les mécanismes moléculaires de la recombinaison X-Y. Nous caractériserons d'abord plus
précisément le protéome associé a la PAR en utilisant une approche de « pull-down » d'ADN pour isoler
spécifiguement cette région, puis nous étudierons le réle des protéines associées a la PAR dans la
recombinaison X-Y. En parallele, nous analyserons la structure particuliere de sa chromatine grace a la
microscopie électronique couplée au marquage a I'or nanométrique. Enfin, nous étudierons I'évolution de la
région PAR, car le minisatellite associé favorise vraisemblablement une évolution rapide de cette région
cruciale pour la fertilité des mammiferes.

Project description

Unlike autosome pairs that are homologous all along their length, the challenge for the X and Y chromosomes
in mammalian males is to form DNA double strand breaks (DSB), synapsis, homologous recombination and
crossover in their very limited region of homology called the pseudoautosomal region (PAR), to ensure their
proper segregation at meiosis I. The PAR in the mouse is the smallest PAR ever mapped in mammals, creating a
spatial constraint for recombination events to take place. Interestingly however, to ensure X-Y recombination, a
tandem array of minisatellites accumulated in the PAR over the course Muridae evolution which leads to the
hyperaccumulation of pro-DSB factors and DNA repair factors, establish a cis and a trans regulation,
respectively, eventually promoting a remarkable change in PAR chromatin structure, multiple DSBs and
subsequent crossover formation (Acquaviva et al. Nature 2020). Here, we plan to better understand the
molecular mechanisms of X-Y recombination. We will first characterize further the proteome associated to the
PAR using a DNA “pull-down” approach to specifically isolate this region, and investigate the role of PAR-
associated proteins in X-Y recombination. In parallel, we will refine its particular chromatin structure using
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electron microscopy coupled with nanogold labelling. Finally, we will investigate the evolution of the PAR since
its associated minisatellite likely promotes rapid evolution of this region crucial for mammalian fertility.

Mots clés

Meiose

Chromosomes sexuels
Région pseudoautosomale
Recombinaison homologue
Structure de la chromatine
Evolution

Keywords

Meiosis

Sex chromosomes
Pseudoautosomal region
Homologous recombination
Chromatin structure
Evolution

Thématique / Domaine / Contexte

La reproduction sexuée nécessite la formation de gametes haploides par un processus appelé méiose. Les erreurs
survenant lors de ce processus constituent une cause majeure d'infertilité et peuvent également entrainer des
troubles du développement tels que le syndrome de Down. La méiose est une division cellulaire spécialisée, au
cours de laquelle un cycle de réplication est suivi de deux cycles de ségrégation chromosomique. Lors de la
premiere division dite réductionnelle, les chromosomes homologues se séparent. Les chromatides sceurs se
séparent lors de la seconde division dite équationnelle, aboutissant a la formation de gametes haploides. La
recombinaison méiotique joue un double réle : elle génére de nouveaux haplotypes au sein d'une population, mais
elle crée également, par la formation de crossing-overs (CO), les connexions entre les chromosomes homologues
qui les maintiennent en opposition sur le fuseau méiotique et assurent leur bonne ségrégation’.

La recombinaison méiotique est initiée au stade leptotene par l'introduction de cassures double brin (CDB) de
I'ADN, catalysées par la topoisomérase SPO1123, une enzyme conservée au cours de I'évolution. Ces CDB se
forment de maniere concomitante a la compaction des chromosomes méiotiques (voir plus bas). La majorité des
CDB méiotiques se forment dans des régions spécifiques du génome appelées points chauds de recombinaison,
dont la localisation est déterminée par la structure de la chromatine et des facteurs protéiques*>®. Les
chromosomes méiotiques se compactent progressivement lors de la prophase méiotique. Cette compaction se fait
par le développement de structures axiales par coalescence de « sites d'association a I'axe », des régions d'ADN qui
constituent des sites de liaison préférentiels pour les composants de I'axe méiotique, produisant un alignement
linéaire de boucles de chromatine®. Cet axe protéique commence a se former entre les chromatides sceurs lors de
la réplication pré-méiotique et comprend plusieurs complexes protéiques dont les fonctions ne sont que

Page 3 sur 13
ED658 - Ecole Doctorale Sciences du Vivant T +33 (0)4 13 94 19 63 Site: https://ecole-doctorale- 658.univ-amu.fr/ Campus Luminy
- 163 Avenue de Luminy - Marseille, 13009 Email: ed658@univ-amu.fr Bat TPR1 — RdC - bureau E.007



mailto:ed658@univ-amu.fr

alm

Aix Marseille Université

APPEL A PROJETS DE THESE 2026
CONCOURS DE L’ED 658 - Sciences du vivant

partiellement comprises : le complexe pro-CDB REC114/MEI4/MEI1/ANKRD31/IHO1 (RMMAI)7/#910.11,12131415 ' |ag
complexes de cohésine'® et les protéines a domaine HORMA HORMAD1/2'78initient la formation de I'axe.

La recombinaison méiotique est induite par des CDB qui surviennent environ tous les 10 mégabases en
moyenne chez la souris®®. Cependant, les chromosomes X et Y ne partagent qu'une courte région homologue (~700
kb) appelée région pseudoautosomale (PAR); les CDB doivent donc se produire beaucoup plus fréquemment dans
cette région pour assurer une recombinaison correcte entre les chromosomes X et Y?°. Une recombinaison
insuffisante au niveau de la PAR est une cause majeure de troubles du développement et d'infertilité. En effet, les
chromosomes sexuels sont les chromosomes les plus fréquemment mal ségrégés dans les spermatozoides?’.

Des travaux antérieurs du groupe du Dr S. Keeney en collaboration avec le Dr M. Jasin ont montré que le PAR
possede un axe relativement long par rapport a la longueur de sa séquence génomique, suggérant que la structure
chromosomique pourrait favoriser la fréquence élevée de DSB nécessaires pour assurer la recombinaison du PAR?2,
Plus récemment, nous avons cherché a comprendre comment les spermatocytes s'assurent de former au moins
une CDB dans la PAR des chromosomes X ou Y lors de chaque méiose male, et quels sont les déterminants
moléculaires qui font de la PAR la zone la plus sujette a la formation de CDB chez les males. Nous avons pu
démontrer que la PAR contient des répétitions en tandem d'un minisatellite riche en GC appelé mo-2, qui recrute
les facteurs pro-CDB (protéines RMMAI) et des facteurs de réparation de I'ADN proportionnellement a son nombre
de copies. Ceci induit un changement radical de la structure de la boucle/axe de la PAR au début de la méiose, avec
un axe disproportionnellement long, des boucles de chromatine courtes et une séparation des axes sceurs. Par des
mécanismes moléculaires encore mal compris, cette structure chromatinienne unique semble permettre a la PAR
de subir de multiples CDB et garantit la recombinaison X-Y>23.24,

Theme / Field / Context

Sexual reproduction requires the formation of haploid gametes by a process called meiosis. Errors in this process
are a major cause of infertility, and can also cause developmental disorders such as Down syndrome. Meiosis is a
specialized cell division, in which a single round of replication is followed by two rounds of chromosome
segregation. During the reductional division, the homologous chromosomes segregate, then the sister chromatids
segregate through an equational division leading to the formation of haploid nuclei and gametes. Meiotic
recombination plays a dual role, it generates new haplotypes within a population, but also creates through the
formation of crossovers (CO), the connections between homologous chromosomes that hold them in opposition on
the meiotic spindle and ensure their accurate segregation?.

Meiotic recombination begins at leptonema with the introduction of DNA double-strand breaks (DSBs) catalyzed
by the evolutionarily conserved topoisomerase-like SPO1123. The majority of meiotic DSBs are formed at discreet
areas of the genome called recombination hotspots, whose locations are dictated by a combination of chromatin
structure and protein factors*>®. Meiotic chromosomes are characterized by the development of axial structures by
coalescence of “axis association sites', DNA regions that are preferential binding sites for meiotic axis components
producing a linear array of chromatin loops*. This proteinacious axis begins to form between sister chromatids
during pre- meiotic replication and includes several protein complexes whose functions are only partially
understood: The pro-DSB complex REC114/MEI4/MEI1/ANKRD31/IHO1 (RMMAI)782101%1213,1415 ' cohesin
complexes'®, and HORMA domain proteins HORMAD1/2'78initiate axis formation.

Meiotic DSBs occur about every 10 megabases on average in the mouse!®. However, X and Y chromosomes share
only a short (~700 kb) homologous region called the pseudoautosomal region (PAR); DSBs must therefore occur
much more frequently in this region to ensure proper recombination between X and Y chromosomes?’. Insufficient
recombination at the PAR is a major cause of developmental disability and infertility. Indeed, the sex chromosomes
are the most frequently mis- segregated chromosomes in sperm?..
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Previous work from the group of Dr. S. Keeney in collaboration with Dr. M. Jasin showed that the PAR has a
relatively long axis for the length of its genomic sequence, suggesting that chromosome structure might promote
the high frequency of DSBs needed to ensure PAR recombination?2. More recently, we asked how do spermatocytes
make sure to form at least one DSB on the X- or Y-PAR in every male meioses, and what are the molecular
determinants that makes the PAR the hottest area for DSB formation in males. We were able to show the PAR
contains tandem arrays of a GC-rich minisatellite called mo-2 that recruit the pro-DSB factors (RMMAI proteins) and
DNA repair factors in proportion to its copy number, which leads to a dramatic change in the PAR loop/axis
structure at the onset of meiosis, with a disproportionately long axis, short chromatin loops and separation of sister
axes. Via molecular mechanisms that are not fully understood, this unique chromatin structure appears to allow the
PAR to undergo multiple DSBs and ensures X-Y recombination®>2324,
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Objectifs

L'objectif principal de ce projet est de mieux comprendre la recombinaison des chromosomes X et Y lors de la
méiose chez le male. Nos études précédentes ont révélé I'existence d'un mécanisme particulier assurant la
recombinaison X-Y dans la région pseudoautosomale (PAR) de la souris, compensant ainsi les risques d'échec de
recombinaison et de ségrégation dls a sa taille trés réduite. Cependant, de nombreux aspects fondamentaux de ce
processus restent encore mal compris. Ce projet vise a répondre aux questions suivantes :

i) Quelle est la composition protéique compléte de la PAR et quel est le réle de ces protéines dans la
recombinaison X-Y ?

ii) Quelle est la structure précise de la chromatine de la PAR ?

iii)  Comment le minisatellite mo-2 confére-t-il a la PAR ses propriétés spécifiques et comment influence-t-il
I'évolution du génome dans cette région ?

Goal

The main goal of this project is to better understand how the X and Y chromosomes recombine with each other
during male meiosis. Our previous studies revealed the existence of a very peculiar mechanism to ensure X-Y
recombination in the mouse PAR to compensate for its very limited size and its associated risk of recombination and
segregation failure. However, many fundamental aspects of this process remain elusive: This project aims at
addressing the following questions:

i) What is the full protein composition of the PAR and what is the role of these proteins in X-Y
recombination ?

ii) What is the precise chromatin structure of the PAR ?

iii) How does the mo-2 minisatellite confers the PAR its specific properties and how does it affect genome
evolution in this region ?
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Méthode
i)  Protéome associé a la PAR et role fonctionnel de ces proteines

L'identification des molécules associées a une région génomique d'intérét est une étape essentielle pour
comprendre les mécanismes de régulation sous-jacents a ses fonctions. Nous avons précédemment montré, par
immunofluorescence, qu'au moins deux familles distinctes de protéines sont recrutées spécifiquement sur les
répétitions de mo-2 au cours de la méiose, proportionnellement au nombre de copies de mo-2 : i) des membres du
complexe RMMAI, tels que ANKRD31, essentiels a la formation des cassures double brin (CDB) et au remodelage de
I'axe de boucle de la PAR ; ii) un groupe de facteurs d'hétérochromatine comprenant des variants d'histones et des
remodeleurs de nucléosomes comme ATRX. Cependant, compte tenu des limites des analyses par
immunofluorescence, la structure complexe de la chromatine méiotique de la PAR et sa composition protéique
compléte au cours de la méiose restent inconnues.

Afin de caractériser le protéome associé a la PAR durant la méiose, nous utilisons une méthode reposant sur
I’hybridation d’'une sonde d’ADN biotinylée contenant des bases LNA, suivie de I'isolement du duplex sonde-cible
ainsi que de ses protéines associées, pour une analyse ultérieure par spectrométrie de masse? . Notamment, notre
sonde d’ADN spécifique de mo-2 est couplée a une biotine photoclivable, ce qui nous permet d’éluer plus
spécifiguement les protéines liées a la sonde d’ADN par irradiation UV, mais pas les protéines endogenement
biotinylées. Etant donné que le minisatellite mo-2 présentant une forte asymétrie de brin, caractéristique
commune des minisatellites riches en GC?5,et que le brin riche en G de mo-2 est capable d'adopter une structure G-
guadruplexe in vitro, nous testerons si cette asymétrie de brin induit une liaison protéique préférentielle. Pour ce
faire, nous comparerons les résultats de spectrométrie de masse obtenus aprés hybridation séparée des deux
sondes complémentaires de mo-2, et en utilisant une sonde non spécifique comme controle.

Pour vérifier si le protéome de la PAR varie au cours de la méiose, comme le suggerent nos données préliminaires
basées sur lI'immunofluorescence, nous réaliserons I'expérience sur des males juvéniles, car la premiére vague de
méiose est synchronisée et les testicules sont enrichis en spermatocytes précoces ou les facteurs pro-DSB sont
encore présents, et nous le comparerons a des testicules adultes plus enrichis en spermatocytes a un stade plus
avancé ou les facteurs de réparation des DSB sont plus abondants.

Les exigences génétiques pour une composition protéique normale de la PAR constituent une autre question
importante. Pour ce faire, nous analyserons le protéome de la PAR chez deux souris mutantes : Ankrd31-/- ol le
recrutement du reste du complexe RMMAI au niveau des minisatellites mo-2 est altéré, et Atrx cKO, car ATRX
semble étre lié de maniére constitutive a mo-2 et est suspecté de jouer un réle dans la réparation de ’ADN
pseudoautosomal et la maturation des G-quadruplexes?’.

Cette expérience permettra de mieux comprendre la dynamique entre les facteurs pro-DSB et les facteurs de
réparation des DSB dans la PAR, de découvrir de nouvelles protéines associées a mo-2, d’explorer de nouvelles
interactions protéine-protéine au cours de la méiose et de mieux comprendre la régulation du site de
recombinaison le plus fort du génome de la souris.

ii)  Structure chromatinienne de la PAR

La différenciation unigue et remarquable du complexe axe-boucle de la PAR lors de la méiose male, caractérisée
par des axes allongés, des boucles courtes et un recrutement disproportionné des protéines RMMAI conduisant a la
séparation des axes et chromatides sceurs, fait de cette région un site idéal pour les études cytologiques et la
résolution spatiale. Afin de mieux comprendre la nature physique de ce complexe axe-boucle, sa structure sera
affinée a I'échelle nanométrique par microscopie électronique combinée a un marquage immuno-gold des
protéines et a un marquage oligo-gold des séquences d'ADN. Ceci permettra d'évaluer le positionnement précis des
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protéines de la PAR les unes par rapport aux autres, par rapport a I'axe et par rapport aux séquences mo-2 elles-
mémes, et d'établir des corrélations fonctionnelles entre les profils de marquage et les événements méiotiques tels
que la formation de cassures double brin (CDB) ou la synapses. Cette analyse sera réalisée chez des souris males,
femelles et femelles XY, modele idéal pour déterminer si les dimorphismes sexuels observés dans les profils de
recombinaison et la structure de la chromatine sont déterminés par le sexe gonadique ou par la constitution des
chromosomes sexuels. Les expériences préliminaires de L. Acquaviva utilisant la microscopie a super-résolution et
la microscopie électronique sont en effet trés encourageantes.

i) Evolution des PAR

L'un des défis les plus passionnants en biologie est de comprendre comment le génome s'est construit au cours
de I'évolution. Les minisatellites sont associés a d'importants processus génomiques tels que la régulation des
genes, I'empreinte génomique et la recombinaison. lls créent souvent des points de cassure de translocation,
faconnant ainsi le génome. Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer la variabilité des minisatellites,
notamment le glissement de réplication, le crossing-over inégal, les mutations d'une seule paire de bases, la
conversion génique et les insertions/délétions?®, mais I'origine et la dynamique évolutive de mo-2 restent obscures.
Puisque mo-2 favorise la recombinaison méiotique X-Y chez la souris, nous cherchons a explorer son apparition et
son histoire évolutive chez les rongeurs.

A l'aide d'analyses de séquences BLAST et d'imagerie FISH, nos résultats préliminaires indiquent que mo-2 est
conservé dans le genre Mus et spécifique a la famille des Muridae. Son amplification et sa translocation de la PAR
vers trois autres extrémités chromosomiques (chr 9, 13, 4) sont apparues dans les sous-espéces de Mus musculus.
Le recrutement des protéines RMMAI et des facteurs d'hétérochromatine au niveau des matrices mo-2 est
également conservé et favorise la différenciation de la boucle/de I'axe PAR, comme chez la souris de laboratoire.
Sur la base de la similarité de séquence, nous proposons que mo-2 provienne d'un rétrotransposon de la famille
SINE B1, spécifique aux rongeurs. Cependant, de fagon surprenante, chez Mus pahari, ol mo-2 est absent, un amas
de protéines RMMAI semble se former sur les PAR X et Y, dans une région enrichie par d’autres minisatellites
polymorphes.

Nous prévoyons d'analyser plus en détail les assemblages de génomes de Muridae afin de mieux caractériser
|'évolution de mo-2 et d'étudier si la présence de mo-2 dans la PAR pourrait expliquer les nombreuses
translocations de genes PAR ancestraux sur les autosomes, ce qui expliquerait la courte taille de la PAR chez la
souris. Il serait intéressant de comprendre comment mo-2 peut recruter les protéines RMMAI proportionnellement
a son nombre de copies pour faire de la PAR le point chaud de recombinaison le plus important du génome de la
souris. Puisque mo-2 semble former des G-quadruplexes in vitro, nous explorerons sa capacité a former des
structures secondaires d'ADN in vivo et vérifierons si de telles structures pourraient conférer ses remarquables
propriétés méiotiques. Pour ce faire, nous créerons une souris transgénique par CRIPR, porteuse d'une insertion de
minisatellites mo-2 modifiés, incapables de former un G-quadruplexe in vitro. Par ailleurs, les régions PAR des
mammiféres étant généralement riches en éléments répétitifs, un mécanisme similaire assurant la recombinaison
X-Y pourrait étre mis en évidence chez d'autres mammiferes.
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Method
i) PAR-associated proteome and role of PAR-associated proteins

Identifying the molecules associated with a genomic region of interest is an essential step in understanding the
regulatory mechanisms underlying its functions. We previously found using immunofluorescence that at least two
distinct families of proteins are specifically recruited to mo-2 arrays during meiosis, proportionally to mo-2 copy
number: i) members of the RMMAI complex, such as ANKRD31, essential for DSB formation and for the particular
PAR loop-axis remodeling, ii) a group of heterochromatin factors including histone variants, and nucleosome
remodelers such as ATRX, presumably involved in PAR DNA repair. However, given the limits of
immunofluorescence-based assays, the intriguing PAR meiotic chromatin structure and its full protein composition
during meiosis remains unknown.

In order to discover the PAR-associated proteome during meiosis, we are using a method relying on the
hybridization of a biotinylated DNA probe containing LNA bases, followed by the pull-down of the probe-target
DNA duplex together with its associated proteins, for subsequent mass spectrometry analysis?®. Notably, our mo-2-
specific DNA probe is coupled with a photo-cleavable biotin allowing us to eluate more specifically the proteins
bound to the DNA probe using UV light, but not the endogenously biotinylated proteins. As the mo-2 minisatellite
shows a strong strand asymmetry, a common feature of GC-rich minisatellite?®, and as the G-rich strand of mo-2 is
able to adopt a G-quadruplex structure in vitro, we will test whether the mo-2 strand asymmetry leads to
preferential protein binding by comparing the results from mass spectrometry after hybridizing separately the two
mo-2 complementary probes, using a scramble probe as a control.

To test whether the PAR proteome varies over the course of meiosis as our immunofluorescence-based
preliminary data suggest, we will perform the experiment on juvenile males, as the first wave of meiosis is
synchronized and testes are enriched in early spermatocytes where pro-DSB factors are still present, and compare
it to adult testes more enriched in later stage spermatocytes where DSB-repair factors are more abundant.

What are the genetic requirements for normal PAR protein composition, is another important question. To
address this, we will analyze the PAR proteome in two mutant mice, in Ankrd31-/- where the recruitment of the
rest of RMMAI complex at mo-2 arrays is impaired, and in Atrx cKO, as ATRX appears to be constitutively bound to
mo-2 and suspected to play a role in PAR DNA repair and G-quadruplex processing?’.

This experiment will help to understand the dynamics between pro-DSB and DSB-repair factors in the PAR, help
to discover new mo-2-associated proteins, open the door to investigate new protein-protein interactions during
meiosis, and help to understand the regulation of the strongest DSB hotspot in the mouse genome.

i) PAR chromatin structure

The unique and remarkable differentiation of the PAR loop-axis complex during male meiosis, with
elongated axes, short loops, disproportionate recruitment of RMMAI proteins leading to the splitting of sister axes
and chromatids, makes this region ideal for cytological studies and spatial resolution. To better understand the
physical nature of such loop/axis complex, will refine the PAR loop axis structure at the nanometer scale using
electron microscopy combined with immunogold labelling of PAR proteins and oligo-gold labelling of PAR DNA
sequences. This will allow to evaluate the precise positioning of PAR proteins relative to each other, relative to the
axis and relative to the mo-2 sequences itself, and establish functional correlations between staining patterns and
meiotic events such as DSB formation or synapsis. This analysis will be performed in males, females and in the XY
female mice which is ideal to distinguish whether the sexual dimorphisms in recombination patterns and in
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chromatin structure are determined by gonadal sex or by the sex chromosome constitution. L. Acquaviva’s
preliminary experiments using super resolution microscopy and electron microscopy are indeed very encouraging.

iii) PAR evolution

One of the most exciting challenges in biology is the understanding of how the genome was constructed during
evolution. Minisatellites are associated with important genomic processes such as gene regulation, imprinting, and
recombination. They often create translocation breakpoints, thereby shaping the genome. Several mechanisms
have been proposed to explain minisatellite variability, including replication slippage, unequal crossover, single
base-pair mutations, gene conversion, and insertion/deletions?®, but the origin and evolutionary dynamics of mo-2
remain obscure. As mo-2 promotes X-Y meiotic recombination in the mouse, we aim to explore its birth and its
evolutionary history in rodents.

Using BLAST sequence analyses and FISH imaging, our preliminary results indicate that mo-2 is conserved in the
Mus genus and is specific to the Muridae family. Its amplification and translocation from the PAR to three other
chromosome ends (chr 9, 13, 4) appeared in Mus musculus subspecies. The recruitment of RMMAI proteins and
heterochromatin factors at mo-2 arrays is also conserved and promotes PAR loop/axis differentiation, as in the
laboratory mouse. Based on sequence similarity, we propose that mo-2 originates from a retrotransposon of the
SINE B1 familly, specific to rodents. However, intriguingly, in Mus pahari where mo-2 is absent, a blob of RMMAI
proteins appears to form on the X and Y PARs, in a region enriched for another polymorphic minisatellite array.

We aim to analyze in more details Muridae genome assemblies to better characterize mo-2 evolution, and
investigate whether the presence of mo-2 in the PAR could explain the numerous translocations of ancestral PAR
genes onto autosomes, making the mouse PAR so short. It will be interesting to understand how mo-2 can recruit
RMMAI proteins proportionally to its copy number to make the PAR the strongest recombination hotspot of the
mouse genome. As mo-2 appears to form G-quadruplexes in vitro, we will explore the potential for mo-2 to form
DNA secondary structures in vivo, and test whether such structures could confer its remarkable meiotic properties.
For this we will create a transgenic mouse using CRIPR that will contain an insertion of modified mo-2 minisatellites
that cannot form a G-quadruplex in vitro. Furthermore, as mammalian PARs are typically enriched in repetitive
elements, a similar mechanism to ensure X-Y recombination could be uncovered in other mammals.
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Conditions scientifiques matérielles et financiéres du projet de recherche

Le projet décrit ci-dessus vise a comprendre comment les chromosomes sexuels recombinent lors de la méiose. La
souris est un organisme modeéle extrémement précieux pour I'étude du comportement des chromosomes
méiotiques, car de nombreux réactifs, tels que des anticorps, ont été produits contre des protéines murines, ses
chromosomes sont relativement longs et adaptés aux études cytologiques, et d'importants efforts ont été
consacrés a I'assemblage de son génome.

Le projet sera développé au sein de I'équipe du Dr Bertrand Llorente, qui possede une grande expertise des
mécanismes moléculaires et évolutifs liés a la réparation de I'ADN et a la recombinaison méiotique. Le projet sera
directement supervisé par Laurent Acquaviva, CRCN Inserm qui a réalisé les travaux séminaux a la base de ce
projet. L. Acquaviva posséde une grande expertise dans la régulation de l'initiation de la recombinaison méiotique
avec des contributions majeures dans le domaine (Acquaviva et al. Science 2013, Acquaviva et al. Nature 2020). ||
prévoit de passer son HDR durant cette thése afin de devenir officiellement co-directeur de thése.

Le projet bénéficie des nombreuses infrastructures du CRCM, notamment I'animalerie pour I'élevage de souris, la
plateforme de protéomique et de spectrométrie de masse, la plateforme de bioinformatique et la plateforme de
microscopie. La plupart des expériences de microscopie optique seront réalisées au CRCM, tandis que I'imagerie
par microscopie électronique pourra étre effectuée dans des centres de recherche voisins comme I'lBDM (Luminy).
Les étudiants bénéficient également des interactions dynamiques et multidisciplinaires entre les 23 équipes de
recherche du CRCM, notamment les six équipes travaillant sur les mécanismes de stabilité du génome (Dr Gaillard,
Coulon, Lachaud, Llorente, Modesti et Pages).

Ce projet bénéficie du soutien financié de la Fondation pour la Recherche Médicale (Programme Equipe FRM 2025)
pour une durée de 3 ans. Un relais de I’ANR sera envisagé a I'issue de ce financement.

Scientific, material, and financial conditions of the research project

The project described above aims to understand how sex chromosomes recombine during meiosis. The mouse is an
extremely valuable model organism for studying meiotic chromosome behavior because numerous reagents, such
as antibodies, have been produced against murine proteins, its chromosomes are relatively long and well-suited to
cytological studies, and significant effort has been devoted to assembling its genome.

The project will be developed within the team of Dr. Bertrand Llorente, who possesses extensive expertise in the
molecular and evolutionary mechanisms related to DNA repair and meiotic recombination. The project will be
directly supervised by Laurent Acquaviva, Inserm Research Fellow, who conducted the seminal work that forms the
basis of this project. L. Acquaviva possesses extensive expertise in the regulation of meiotic recombination
initiation, with major contributions to the field (Acquaviva et al., Science 2013; Acquaviva et al., Nature 2020). He
plans to complete his HDR during that term so that he can officially become the co-director of the thesis project.
The project benefits from the CRCM's numerous infrastructures, including the animal facility for mouse breeding,
the proteomics and mass spectrometry platform, the bioinformatics platform, and the microscopy platform. Most
optical microscopy experiments will be performed at the CRCM, while electron microscopy imaging can be carried
out at neighboring research centers such as the IBDM (Luminy). Students also benefit from the dynamic and
multidisciplinary interactions among the CRCM's 23 research teams, particularly the six teams working on genome
stability mechanisms (Dr. Gaillard, Coulon, Lachaud, Llorente, Modesti, and Pages).

This project benefits from the financial support of the Foundation for Medical Research (FRM 2025 Team Program)
for a period of 3 years. A follow-up funding from the French National Research Agency (ANR) will be considered at
the end of this funding period.
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Profil et compétences recherchées

Les candidats doivent étre disposés a travailler avec des souris. Par ailleurs, des compétences fondamentales sont
requises pour mener a bien ce projet, telles que des connaissances de base en biologie moléculaire, la maitrise de la
méthode scientifique, la curiosité, I'aptitude a résoudre des problémes, le souci du détail, I'esprit critique et la
persévérance.

Profile and skills required
Candidates must be willing to work with mice. Otherwise, fundamental skills are required to conduct this project,

such as having basic knowledge in molecular biology, using the scientific method, showing curiosity, problem-
solving skills, attention to detail, critical thinking, and perseverance.
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