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INTITULE DU PROJET

How restarted replication in the presence of unrepaired lesions results in genome instability

1- Directrice ou directeur de thése HDR

NOM LAURETI Prénom LUISA

Téléphone portable | 0658859609 Courriel luisa.laureti@cnrs.fr

Unité de recherche (UR) de rattachement
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Bio-informatique et Génomique / Biologie du Cancer
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JURY 2 : MICROBIOLOGIE - GENOMIQUE
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Description de la problématique de recherche - Project description

La réplication de I'ADN est un processus universel et tous les organismes vivants doivent dupliquer fidélement leur
génome (2 métres d’ADN pour une cellule humaine). Cependant, la réplication de I'ADN est constamment
confrontée a différents types d’«obstacles », tels que des Iésions non réparées, des mécanismes de transcription ou
des barriéres protéiques qui peuvent ralentir ou bloquer temporairement le réplisome, entrainant dans le pire de
cas l'effondrement de la fourche de réplication. Lorsque cela est possible, une fourche convergente peut finaliser la
réplication a partir de la direction opposée ; sinon une nouvelle fourche doit étre reconstituée et redémarrer la
réplication via une voie dite non-canonique. Bien que cela permette la prolifération cellulaire, ces fourches
redémarrées sont sujettes a des erreurs et contribuent a I'instabilité du génome.

L'objectif principal de ce projet de recherche est d'étudier comment le mécanisme de réplication non canonique se
comporte en présence de lésions non réparées qui bloquent la réplication, si cela affecte les mécanismes de
tolérance aux lésions et, par conséquent, la stabilité du génome. Actuellement, nous n’avons que peu
d’informations sur les acteurs impliqués, comment ils interagissent entre eux et leur role sur I'intégrité du génome.

Plusieurs observations suggerent que la réplication non canonique est largement utilisée par les cellules
cancéreuses, qui répliquent rapidement I'ADN méme en présence des dommages importants a I'ADN causés par la
chimiothérapie ou d'autres traitements endommageant I'ADN. Pour ces raisons, une meilleure compréhension de
ces mécanismes nous permettra, a moyen et long terme, d'améliorer les traitements actuels contre le cancer et d'en
proposer de nouveaux.

Ce projet sera réalisé dans la levure Schizosaccharomyces pombe qui est un trés bon modele de réplication car elle
contient des orthologues humains (plus de 70 % des genes de la levure de fission ont des orthologues humains) et
25 % (1 239 génes) des genes de la levure de fission sont associés a des maladies humaines (189 orthologues de
genes sont associés au cancer).

DNA replication is a universal process, and all living organisms must accurately duplicate their genome (2 meters of
DNA for each human cell). However, the integrity of DNA replication is constantly challenged by different types of
“obstacles,” such as unrepaired lesions, transcription machinery, or protein barriers that can slow down or
temporarily block the replication machinery, eventually leading to fork collapse. When possible, a convergent fork
can finalize the replication from the opposite direction; otherwise, a new fork must be reconstituted and restart
replication via a so-called non-canonical pathway. Although this allows cell proliferation, these restarted forks are
prone to errors and contribute to genome instability.

The main aim of this research project is to study how the non-canonical replication mechanism behaves in the
presence of unrepaired lesions that block replication, whether this affects lesion tolerance mechanisms and in turn
genome stability. Currently, very little information is known about which actors are involved, how they interact with
each other and what is their role in genome stability.

Several observations suggest that the non-canonical replication is used extensively by cancer cells, that replicate
DNA rapidly even though they have to face extensive DNA damage due to chemotherapies drugs or other DNA
damaging treatments. For these reasons, a better understanding of these mechanisms will enable us in the medium
and long term, to improve current cancer treatments and propose new ones.
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This project will be carried out in the yeast Schizosaccharomyces pombe, which is a very good model for replication
because it contains human orthologs (more than 70% of fission yeast genes have human orthologs) and 25% (1,239
genes) of fission yeast genes are associated with human diseases (189 gene orthologs are associated with cancer).

Mots clés — Keywords

Réplication — Replication
Instabilité du génome — Genome Instability
ADN polymérases — DNA polymerases

Thématique / Domaine / Contexte - Theme / Field / Context

Cancérologie-Génétique-Instabilité du génome.

Luisa Laureti fait partie de I’équipe de Dr. Vincent Pages et Karel Naiman de I’equipe de Dr. Stéphane Coulon. Les
deux équipes d'accueil font partie du département 'Intégrité du Génome' au sein du Centre de Recherche en
Cancérologie de Marseille (CRCM) qui est un acteur majeur dans la recherche contre le cancer au niveau national et
international.

Cancer Research-Genetics-Genome Instability.

Luisa Laureti is in the team led by Vincent Pages while Karel Naiman is in the team led by Stéphane Coulon. The two
host teams are part of the Genome Integrity Department at the Marseille Cancer Research Centre (CRCM), which is
a major player in cancer research at national and international level.
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Objectifs

Nous allons étudier comment la réplication non canonique gére la présence d’une Iésion non réparée dans
I'organisme modele Schizosaccharomyces pombe. Pour cela, nous mettrons en ceuvre deux systémes génétiques
déja bien maitrisés par les deux encadrants : le systeme permettant d'introduire une lésion unique dans le génome
d'une cellule de levure S. cerevisiae (Maslowska et al. 2019) et le systéme permettant de générer une réplication
non canonique dans une région spécifique du génome de S. pombe (Naiman et al. 2021, Budden et al. 2023)

Nous générerons une fourche de réplication non canonique qui sera confrontée en aval a une Iésion non réparée et
nous évaluerons les voies de tolérance aux Iésions ainsi que les conséquences en termes d'instabilité génomique.

We will study how restarted replication deals with replication stress caused by a unique replication blocking lesion
in the model organism Schizosaccharomyces pombe. For this we will implement two genetic systems well mastered
by the two supervisors: the system to introduce a single lesion into the genome of a yeast S. cerevisiae cell
(Maslowska et al. 2019) and the system to generate restarted replication in a specific region of S. pombe genome
(Naiman et al. 2021, Budden et al. 2023).

We will generate restarted replication fork that will face an unrepaired lesion and we will evaluate lesion tolerance
pathways and genome instability outcomes.

Méthode — Method

Le projet fait appel a des méthodes de biologie moléculaire (Clonage, PCR, ...), biochimie (Western blots), des
méthodes de génétique, de microscopie et de séquencage a haut débit (NGS). Toutes ces méthodes sont largement
utilisées et maitrisées dans les deux laboratoires d’accueil.

Le Dr Naiman a développé un systeme qui permet d’induire le blocage d’une fourche de réplication a un site
spécifique et de suivre sa dynamique de réplication chez la levure S. pombe. Pour cela il utilise une technique
exploitant le séquencage a haut débit pour suivre I'usage des polymérases qui sont utilisées par ces mécanismes
alternatifs (Naiman et al., Nat Com 2021, Budden et al., eLife 2023). Grace a cette approche I'équipe a déja pu
montrer que ces mécanismes alternatifs de la réplication sont utilisés par la cellule pour la réplication des télomeres
(Vaurs, Naiman, et al., Cell Reports 2023).

Le Dr. Laureti a participé a la mise au point chez la levure S. cerevisiae d’un systéeme génétique permettant d’insérer
une lésion unique dans un locus spécifique du génome et d’étudier les mécanismes de tolérance utilisés par la cellule
grace a un rapporteur colorimétrique (/lacZ). Plusieurs publications prouvent la robustesse de la méthode.

The project requires methods from molecular biology (cloning, PCR, etc.), to biochemistry (Western blots), genetics,
microscopy, and high-throughput sequencing (NGS). All of these methods are widely used and mastered in both host
laboratories.

Dr. Naiman has developed a system that allows replication fork blockage at a specific site and the tracking of its
replication dynamics in S. pombe yeast. To do this, he uses a technique that exploits high-throughput sequencing to
identify the polymerases used by these alternative mechanisms (Naiman et al., Nat Com 2021, Budden et al., eLife
2023). Using this approach, the team has already shown that these alternative replication mechanisms are used by
the cell for telomere replication (Vaurs, Naiman, et al., Cell Reports 2023).
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Dr. Laureti participated to develop a genetic system in the yeast S. cerevisiae that allows a single lesion to be
inserted into a specific locus in the genome and to monitor the tolerance mechanisms used by the cell using a
colorimetric reporter (lacZ). Several publications prove the robustness of the method.
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Conditions scientifiques matérielles et financieres du projet de recherche - Scientific, material, and financial
conditions of the research project

Le laboratoire dans lequel travaille le Dr. Laureti est actuellement financé par un ANR (2026-2030) et labelisé ARC
(jusqu’a 2028).

Dr. Naiman est porteur de deux financements : ARC (2025-2026) et ANR (2026-2030)

Le laboratoire dans lequel travaille le Dr. Naiman est aussi financé par trois autres projets ANR.

Profil et compétences recherchées - Profile and skills required

Nous recherchons un.e candidat.e motivé.e doté.e d’une grande capacité de réflexion, de force de proposition et
d’une forte curiosité pour la science et pour I'apprentissage de nouvelles méthodes. Un.e candidat.e avec des
compétences en biologie moléculaire et en génétique de microorganismes sera fortement apprécié. Nous offrons
un mentorat afin d’appréhender le projet dans toutes ses dimensions et former un scientifique indépendant prét
pour sa future carriére. Une approche rigoureuse du travail et une pensée critique sont exigées pour mener a bien
le projet.

We are looking for a motivated candidate with strong analytical skills, initiative, and a keen interest in science and
learning new methods. A candidate with skills in molecular biology and microorganism genetics would be highly
appreciated. We offer mentoring in all aspects of the project and will train the candidate to become an independent
scientist ready for his/her future career. A rigorous approach to work and critical thinking are required to
successfully complete the project.
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