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> La réplication de I’ADN s’initie au niveau de
régions précises du génome appelées origines
de réplication. Ces derniéres années ont vu
I’émergence de technologies sophistiquées a
méme d’identifier les sites d’initiation et les
sites de liaison des facteurs de la réplication
a I’échelle du génome. Malgré ces avancées, le
mystére demeure quant aux facteurs (génétiques
et chromatiniens) capables de recruter la
machinerie de réplication au niveau des origines,
notamment chez les mammiferes. Cette revue
a pour but de clarifier nos connaissances sur
la nature des origines de réplication chez
’homme, les liens avec les réarrangements
chromosomiques fréquemment observés dans les
pathologies humaines et de mettre en lumieére les
défis scientifiques dans ce domaine. <

La réplication de ’ADN dépend de I’assemblage, au
niveau de régions particulieres du génome appelées
origines de réplication, de plusieurs complexes multi-
protéiques essentiels au recrutement des polymérases
de I’ADN. Cet assemblage se réalise dans un ordre
bien précis et de maniére finement régulée au cours
du cycle cellulaire pour permettre I’initiation de la
réplication lors de la phase S, I’activation des origines
une seule fois par cycle, et de maniére temporelle au
cours de la phase S [1, 2]. Chez les eucaryotes, 'étape
initiale consiste en ’assemblage du complexe de pré-
réplication (pré-RC) au cours de la phase G1 du cycle
cellulaire. Ce complexe est formé par I"assemblage
successif du complexe ORC1-6 (origin recognition
complex 1-6), des protéines CDC6 (cell division cycle
6) et CDT1 (chromatin licensing and DNA replication
factor 1), et finalement de deux complexes MCM2-7
(mini-chromosome maintenance 2-7) [1]. A I'entrée
en phase S, I’activation des kinases CDK2 (cyelin
dependent kinase 2) et CDC7 (cell division cycle
7-related protein kinase) conduit au recrutement des
facteurs d’initiation de la réplication et a la duplica-
tion de I’ADN [1, 2].
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Le développement des technologies modernes de séquencgage en
masse, ainsi que I’établissement de protocoles sophistiqués, a permis
de cartographier la position des sites d’initiation de la réplication
et des sites de liaison des protéines de réplication dans des especes
aussi variées que les levures, la drosophile, la souris ou I’homme [3].
De nombreuses similitudes ont été retrouvées lors de I"analyse des
données d’une espece a I’autre. Ainsi, I’initiation de la réplication se
produit dans des régions (ou zones) particuliéres et de maniére bidi-
rectionnelle. Les origines de réplication sont souvent associées a des
éléments régulateurs de la transcription, comme les promoteurs et les
séquences cis-régulatrices, suggérant que les mécanismes impliqués
dans la régulation de la transcription pourraient également s’appli-
quer a la régulation de I’initiation de la réplication [4-10].

Une analyse plus approfondie des données démontre, toutefois, que
les mécanismes de recrutement du complexe ORC et d’initiation de la
réplication différent d’une espéce a I’autre [3]. Chez la levure Sac-
charomyces cerevisiae, un motif ADN de 11 paires de bases permet de
recruter ORC et de spécifier une origine de réplication. A Pinverse, chez
I’homme ou la souris, aucune séquence spécifique n’est détectée au
niveau des régions auxquelles se lie le complexe ORC et les sites d’ini-
tiation de la réplication sont plus diffus. Ces différences pourraient
s’expliquer par des propriétés biochimiques nouvelles des protéines
composant le pré-RC ou encore I'évolution de la structure et de la
taille des génomes. De fait, I’extrapolation de nombreuses observa-
tions d’un systéme cellulaire (ou animal) & 'autre se révéle hasar-
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deuse et de nombreux modeles historiques du contrdle de I’initiation
de la réplication chez ’lhomme se révelent en fait obsolétes.

Cette revue a pour but de faire un état des lieux des connaissances sur
les mécanismes de détermination des origines de réplication dans le
génome humain, tout en mettant en avant les limitations des métho-
dologies actuelles et les questions qui restent en suspens.

Combien d’origines et de classes d’origines de réplication
dans le génome humain ?

Des efforts récents ont permis de développer des protocoles expé-
rimentaux capables d’identifier la position des origines a I’échelle
du génome. Il est ainsi possible de purifier les bulles de réplication
qui se forment aux origines, lors de initiation de la réplication, de
purifier les segments d’ADN nouvellement synthétisés dans la bulle

(SNS), de purifier les fragments d’Okazaki [41] (=) Voir la Nouvelle

(=), ou de purifier les séquences ADN liées des. Marion
par le complexe ORC (Figure 1). Couplées & un  de Procé, m/s n° 10,
octobre 2015, page 821

séquencage en masse et une analyse informa-
tique, ces approches permettent d’identifier les zones d’initiation de
la réplication et de liaison du facteur ORC dans le génome humain,
dans différents types cellulaires et en réponse a différentes conditions
environnementales [4-10].

Chez ’homme, "'ensemble des études indique que les origines de répli-
cation se présentent sous forme de zones, de quelques kilobases, bien
définies sur le génome. €n fonction des protocoles et des types cel-
lulaires entre 50000 et 200000 origines sont identifiées [4-10]. Leur
nombre pourrait toutefois étre encore plus important car certaines
origines pourraient ne pas étre activées de maniere suffisamment
robuste ou fréquente pour étre détectées sans ambiguité expérimen-
talement.

Il existe cependant un paradoxe entre le nombre d’origines détecté
par ces approches génomiques et le nombre d’origines réellement
utilisées par la cellule. Ainsi, fondé sur I"analyse de brins d’ADN ou
de radio-marquage, 30000 origines seraient utilisées a chaque cycle
cellulaire pour permettre la réplication du génome humain [3]. Il
n’existe, pour I’heure, pas d’explication satisfaisante permettant
de rendre compte du fait que seule une infime partie des origines
prédites soit utilisée dans chaque cellule [2]. Il est proposé que la
cellule active, de maniére aléatoire, un nombre limité d’origines (~
30000) au sein d’une population plus importante d’origines poten-
tielles (> 50 000). Ce processus permettrait une plus grande flexibilité
et capacité d’adaptation a méme de répondre aux changements envi-
ronnementaux ou développementaux que les cellules rencontrent. Les
origines potentielles non utilisées pourraient également constituer
un programme de secours capable de compenser un défaut du pro-
gramme de réplication. Ces origines, normalement inactives, seraient
ainsi activées en cas de défaut de synthése de PADN, au cours de la
phase S, pour permettre une ré-initiation de la réplication en aval
d’une fourche de réplication défectueuse. A I’heure actuelle, le débat
reste ouvert entre ces deux interprétations qui sont, par ailleurs,
mutuellement compatibles [2].
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Les sites d’initiation de la réplication sont
fréquemment des régions régulatrices de la
transcription : simple coincidence ?

La cartographie de I’ensemble des sites d’initiation
de la réplication et de liaison de ORC dans le génome
humain a montré un enrichissement dans les régions
riches en guanine et cytosine [4-10]. Pourtant aucun
motif ADN ne refléte, de maniére globale, la distribution
de ces origines, suggérant que des facteurs de la chro-
matine ou de la transcription puissent étre impliqués.

Il existe ainsi une concordance entre sites d’initiation
de la réplication et séquences cis-régulatrices de la
transcription, notamment les sites promoteurs des
génes [4-10]. €n effet, prés de 30 % des sites d’ini-
tiation de réplication et des sites ORC sont retrouvés a
proximité de promoteurs (Figure 3A) ou de séquences
cis-régulatrices de genes (Figure 3B). Malgré cet enri-
chissement, la majeure partie des sites n’est pas située
au niveau de promoteurs ou de régions cis-régula-
trices, indiquant que cette localisation, au sein d’une
séquence du génome, n’est pas une caractéristique
essentielle de la position des origines de réplication.

La coincidence entre la localisation des sites d’initia-
tion de la réplication et celle des sites de transcrip-
tion suggere cependant que les deux types d’activité
pourraient €tre co-régulés. La grande majorité des
promoteurs qui sont associés a une origine de réplica-
tion sont transcrits, souvent de maniére constitutive
dans plusieurs types cellulaires. Pourtant, des analyses
sophistiquées n’ont montré aucune corrélation entre
le niveau d’expression d’un gene et I'affinité du com-
plexe ORC et/ou le niveau d’initiation de la réplication
au niveau du promoteur de ce géne [5, 9, 10, 16]. Les
deux événements semblent donc indépendants 'un de
Pautre. Un promoteur trés actif peut étre une origine
de réplication peu robuste et, vice versa, un promoteur
faiblement transcrit, une origine robuste.

Une caractéristique commune aux promoteurs, aux
régions cis-régulatrices et aux sites d’initiation de la
réplication, est la structure chromatinienne retrou-
vée dans ces régions. Celle-ci est souvent ouverte,
les séquences ADN sont donc accessibles et de nom-
breux facteurs de transcription y sont liés (Figure 3C)
[4-10, 16]. Bien quaucun ne soit détecté au niveau
de ’ensemble des origines de réplication prédites, les
facteurs de transcription pourraient cependant jouer
un role clé dans Pinitiation de la réplication. €n se
liant a I’ADN, ils pourraient faciliter le recrutement des
facteurs de réplication, le remodelage de la chromatine
et in fine permettre 'assemblage de la machinerie de
réplication. Par exemple, I'inactivation des facteurs



A Purification des bulles de réplication aprés digestion enzymatique
INFORMATIONS
€. € - Sites ou zones d’initiation de la réplication.
LIMITATIONS
:'L—Q% - Protocole complexe.
-Résolution assez faible ne permettant pas des
analyses de séquences nucléotidiques.

- La méthode de détection est dépendante de la
présence de sites de restriction.

B Purification des brins d’ADN naissants

INFORMATIONS
- Sites ou zones d’initiation de la réplication.
- Proportionnalité entre signal et activité de 'origine.
i -Trés bonne résolution.
S = LIMITATIONS

- Protocole complexe.
- Possibles biais expérimentaux.
-Données faiblement reproductibles entre laboratoires.

C Purification des fragments d’Okazaki

INFORMATIONS
- Sites ou zones d’initiation de la réplication.
- Direction de la fourche de réplication.

— 7 -Trés bonne résolution.

NS

é

LIMITATIONS
- Protocole complexe.
-Méthode d’analyse complexe.

D Purification des sites d’incorporation du BrdU
INFORMATIONS
- Sites ou zones d’initiation de la réplication.
-Temps d’initiation en phase S.

7 X -Trés bonne résolution.
N/
LIMITATIONS

- Protocole complexe.
- Méthode et résolution dépendante de la durée de
marquage au BrdU.

€ Purification des sites de liaison a la chromatine du complexe ORC

INFORMATIONS
- Sites ou zones de liaison de ORC.

- Protocole standard.
m -Tres bonne résolution.
LIMITATIONS

- Protocole dépendant de la qualité de I'anticorps.
-Aucune information sur I’initiation de la réplication.

Figure 1. Description des méthodologies
mises au point pour l’identification des
origines de réplication a I’échelle du
génome humain entier. A. Purification
des bulles de réplication (d’apres [7]).
Apres digestion enzymatique avec I'en-
zyme €coRl (une enzyme de restriction
qui coupe les sites G*AATTC, notée €.) de
’ADN génomique, les fragments d’ADN
sont déposés sur une colonne d’aga-
rose. Du fait de leur nature circulaire,
les bulles de réplication sont retenues
sur la colonne et éluées plus tardive-
ment que le reste des brins d’ADN. Les
ADN circulaires sont ensuite préparés
et analysés par séquencage haut débit.
B. Purification des brins d’ADN naissants
(d’apres [4, 5, 81). Apres purification,
I’ADN génomique est dénaturé et analysé
sur une colonne de fractionnement par
la taille. Les fractions correspondant
aux tailles 1 a 1,5 kilobases, et conte-
nant les brins naissants, sont purifiées.
Les échantillons sont alors traités a la
lambda-endonucléase pour sélection-
ner les brins naissants et éliminer les
fragments d’ADN (provenant de cas-
sures lors de la préparation des échan-
tillons). Ils sont ensuite préparés et
analysés par séquengage haut-débit.
C. Purification des fragments d’Okazaki
(d’apres [91). Aprés un marquage a la
5-éthynyl-2’-désoxyuridine (€dU), un
analogue de la thymidine, ’ADN est isolé
des cellules puis dénaturé. Apres pas-
sage sur une colonne de fractionnement,
les fragments d’Okazaki sont purifiés
grace a I’€dU, I’ARN hydrolysé a la soude,
et les ADN simples brins obtenus sont
analysés par séquengage haut-débit.
D. Purification des sites d’incorporation
de la bromodésoxyuridine (BrdU)/€du
(d’apres [13]). Aprés un marquage a la
BrdU/€dU, I’ADN est isolé des cellules

puis dénaturé. Les fragments ’ADN contenant I’€dU (ou le BrdU) sont purifiés et analysés par séquencage haut-débit. €. Purification des sites de

liaison du complexe ORC (origin recognition complex) (d’aprés [6, 101). Aprés fixation au formaldéhyde et capture des complexes ADN/protéine,

la chromatine est extraite des cellules et fractionnée par sonication. Les brins de chromatine liés par ORC sont ensuite purifiés sur une colonne de

billes d’anticorps dirigés contre la protéine ORC2. Apres purification, les ADN sont analysés par séquencage haut-débit.

généraux de la transcription, comme NFYA (nuclear transcription fac- phase S [17-20]. Ces facteurs seraient donc importants
tor y subunit alpha), HMGAL (high mobility group at-hook 1), c-JUN, localement et plusieurs d’entre eux pourraient fonc-

c-FOS ou MYC, altere le programme de réplication et la progression en  tionner de maniére équivalente au niveau d’origines
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Figure 2. Corrélation entre la distribution des sites ORC2 et des sites d’initiation de la réplication avec le programme temporel de réplication.

A. lllustration sur une portion du chromosome 3 de la correspondance entre la densité en sites ORC2 (origin recognition complex 2) et le pro-

gramme temporel de réplication au cours de la phase S. B. lllustration de I’activité d’initiation des origines localisées dans des régions se répli-

quant en début de phase S (G1/S1) et en fin de phase S (S3/54). C. Distance relative entre 2 sites ORC2 dans les régions du génome se répliquant
a différents stades de la phase S : début de phase S (G1/51) et fin de phase S (53/54).

différentes pour permettre le controle de I’initiation de la réplication.
Par exemple, les facteurs de transcription c-JUN et c-FOS, tout comme
le facteur de réplication CDTL, se lient a I’histone acétylase HBO1 [20-
22] qui est essentielle pour ’assemblage du complexe pré-RC au cours
de la phase G1 et I'initiation de la réplication en phase S [20, 22]. II
est donc envisageable que CDT1, en coopération avec certains facteurs
de transcription, puisse définir un site d’ancrage, et de régulation, de
HBO1 au niveau des origines de réplication [17-22].

Il a aussi été démontré que les voies de signalisation qui régulent la
transcription agissent également sur les constituants du complexe
pré-RC pour contrdler la réplication [23]. La juxtaposition des machi-
neries de réplication et de transcription dans certaines régions du
génome pourrait ainsi permettre de réguler simultanément les deux
processus en réponse a des stimulus environnementaux ou dévelop-
pementaux communs. Il apparait toutefois que ces effets auraient di
€tre examinés au niveau d’une origine en particulier, et non a I’échelle
du génome. Différents laboratoires ont ainsi montré que, localement,
I’activité transcriptionnelle pouvait influer sur les zones d’initiation de
la réplication [3, 24-27]. Uactivité d’une origine de réplication serait
en effet réduite si la région est transcrite et la position du site d’ini-
tiation affectée par le passage de la polymérase de ’ARN [24-28].
Remus et ses collaborateurs (Institut Sloan Kettering, New York, ftats-
Unis) ont élégamment confirmé ces observations en montrant, dans un
systéme in vitro, que le passage de la polymérase de "ARN mobilise le
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complexe MCM sur un brin de ’ADN, de sorte que I’ini-
tiation de la réplication se fait alors non plus au niveau
du site ORC, mais dans la région de terminaison de la
transcription [28]. Un tel phénoméne pourrait expliquer
la flexibilité du processus d’initiation de la réplication
avec des sites ORC situés a distance des zones d’initia-
tion de la réplication.

Comment se spécifient les origines
de réplication ?

Uaccessibilité de I’ADN serait I'un des déterminants
majeurs de la position des origines de réplication
et du contrdle de leur activité. Les histones, autour
desquelles s’enroule I’ADN pour former la chromatine,
sont la cible de nombreuses modifications post-tra-
ductionnelles (méthylation, phosphorylation, etc.)
(=») Voir la Synthese de

D. Ray-Gallet et al., m/s

n° 4, avril 2005, page 384,

la Synthése de B. Miotto et

K. Struhl, m/s n° 8-9, aoiit-
septembre 2007, page 735, et

la Nouvelle de L.C. Pradel et al.,
m/s n° 3, mars 2015, page 236

qui résultent en une com-
binatoire complexe le long
de la fibre chromatinienne
[29-31] (=).

Certaines modifications de
ces histones jouent un rdle
clé a différentes étapes de



Iinitiation de la réplication. Ainsi, Julien et ses collaborateurs (Institut
de recherche en cancérologie de Montpellier) ont montré que la méthyl-
transférase PR-SET7, qui est responsable de la méthylation de la lysine 20
de I’histone H4 (H4K20mel), est essentielle a Pinitiation de la réplication
[32]. D’autre part, le domaine BAH (bromo-adjacent homology) de ORCI,
une des 6 sous-unités du complexe ORC, reconnait préférentiellement la
diméthylation de la lysine 20 [33] et des mutations ponctuelles de ce
domaine bloquent in vitro la liaison de ORC1 a cette marque épigénétique,
et son recrutement sur la chromatine in vivo [33]. La méthylation de la
lysine 20 semble donc jouer un rdle important dans le positionnement
du complexe ORC. Malheureusement il n’existe, pour I’heure, aucune
cartographie de cette marque dans les cellules humaines qui puisse étre
comparée a la position des sites ORC. A noter que les mutations affectant
le domaine BAH sont retrouvées chez des patients atteints du syndrome
Meier-Gorlin, un syndrome rare qui se caractérise par une petite taille,
de petites oreilles et des rotules sous-développées [33, 34]. A n’en pas
douter la cartographie des différentes formes méthylées de la lysine 20
de I'histone H4 sera une étape importante pour notre compréhension du
mécanisme de sélection des origines de réplication.

Uacétylation des histones et "acétylase HBO1 sont essentielles a la for-
mation du pré-RC et I’initiation de la réplication [20, 22, 35, 36]. Notre
analyse des sites de liaison de ORC sur le génome humain confirme ces
observations [10]. La présence d’une région chromatinienne « ouverte »
et enrichie en acétylation des queues d’histones est tres prédictive
de la liaison de ORC [10]. Le modéle le plus probable est que dans un
environnement chromatinien ouvert, le complexe ORC reconnait aspé-
cifiquement une séquence ADN. Cette interprétation est cohérente avec
les données biochimiques qui ont été accumulées depuis de nombreuses
années indiquant que le complexe ORC lie I’ADN indépendamment de sa
séquence [1, 2, 37]. Ces observations suggérent donc que le complexe
ORC se lierait a la chromatine de maniére opportuniste au niveau de
régions de chromatine ouverte [10, 38]. Ceci pourrait expliquer I’enri-
chissement des promoteurs, et autres régions associées a la transcrip-
tion, au niveau des sites ORC et des origines puisque ces régions sont
intrinsequement accessibles aux facteurs nucléaires.

Les séquences ADN retrouvées au niveau des origines de réplication
sont plus riches en dinucléotides CpG (cytosine-phosphate-guanine)
que le reste du génome [4-10]. D’ailleurs le niveau d’activation d’une
origine et I"ouverture de la chromatine sont corrélés a la richesse en
CpG [5, 8, 16]. Les séquences riches en CpG sont de plus susceptibles
de former des structures secondaires comme des « quadruplexes » de
guanines (ou G4) [5, 8, 9, 39, 40] et, pour plusieurs origines modeles,
une séquence susceptible de former un G4 contribue a Iinitiation de
la réplication [39, 40]. Une information de structure de ’ADN, plutot
que de séquence, permettrait donc le recrutement du complexe ORC
et ’établissement des origines. Toutefois, des approches de biochimie
n’ont pas permis de mettre en évidence une affinité de ORC avec des
structures de ce type in vitro ([37] et données personnelles). De plus,
le fait que ces structures G4 soient absentes au niveau de nombreux
sites d’initiation suggére qu’elles ne sont pas un déterminant de la
position des origines, mais plus probablement requises pour I'activité
de certaines d’entre elles [4, 5, 8, 9, 39, 40].
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La distribution des origines de réplication le long
de bras des chromosomes est-elle aléatoire ?

Les approches sur brin d’ADN indiquent que la distance
entre deux origines de réplication dans une cellule est,
en moyenne, comprise entre 40 et 200 kilobases. Les
approches génomiques confirment ces observations. La
distance moyenne entre deux sites ORC est d’environ
94 kilobases et, entre deux sites d’initiation de la répli-
cation, de 30 a 60 kilobases [4-10].

La distribution des sites d’initiation de la réplication
et des sites ORC n’est toutefois pas homogene sur le
génome. Il existe des régions «riches » en origines,
ou la distance entre deux origines est plus faible, et
des régions « pauvres » en origines. Cette distribution
serait en lien direct avec le programme temporel de
réplication. La densité des sites d’initiation et des
sites ORC est en effet plus élevée dans les régions se
répliquant en début de phase S que dans les régions se
répliquant en fin de phase S (Figure 24) [5, 6, 8, 10].
Cette observation fait écho a de nombreux travaux
démontrant que les régions répliquées au début de
phase S sont généralement riches en genes transcrits et
en zones de chromatine ouverte [2, 3].

Par une approche de modélisation mathématique,
nous avons montré que la distribution hétérogene des
sites ORC2 sur le génome et une activation purement
aléatoire de I'initiation a certains de ces sites ORC2 au
cours de la phase S, permettent de rendre compte du
programme temporel de réplication que I'on observe
expérimentalement [10]. €n d’autres termes, la densité
en sites ORC2 établis au cours de la phase G1 (indé-
pendamment de leur activation en phase S) serait un
déterminant essentiel du programme temporel de répli-
cation, et fortement suggestif d’un processus aléatoire
du choix des origines activées au cours de la phase S.
Ce modele expliquerait que les sites d’initiation de la
réplication soient a des positions variables, au sein de
zones, entre les cellules d’'une méme population.

De maniére surprenante, il existe de nombreuses
portions du génome, de plusieurs mégabases, pour
lesquelles peu de sites ORC et
d’origines sont détectables expé-
rimentalement [5, 8, 10]. Ces
régions coincident fréquemment

(=) Voir la Nouvelle
de A. Letessier et al.,
m/s n° 8-9, aoiit-
septembre 2011,

avec les sites fragiles communs Page707

(SFC) du génome! [10-12] (=9).

! Les sites fragiles communs (SFC) sont des locus instables en cas de stress répli-
catif et des lieux préférentiels de réarrangements dans les tumeurs. Les SFC sont
souvent associés aux grands génes du génome. |l a été proposé que la transcription
de ces geénes et des défauts de réplication dans ces régions soient a I'origine de
cassures de I’ADN.
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Figure 3. Distribution des sites

ORC (origin recognition complex)

Régions
de chromatine ouverte

et des sites d’initiation de la
réplication sur le génome : lien
avec les sites d’initiation de la
transcription. A. Pourcentage de
sites ORC2 et de sites d’initiation
localisés au niveau des promo-
teurs de geénes (+ 1 kilobase du
site d’initiation de la transcrip-
tion). B. Répartition des sites
ORC2 et des sites d’initiation
de la réplication en fonction
de leur statut chromatinien et
transcriptionnel a I’échelle du
génome. En intégrant les don-
nées de statut chromatinien,
de transcription et de liaison
de nombreux facteurs de trans-
cription, un modéle probabiliste
de I'alternance des différents
types d’éléments le long des
séquences génomiqueS identifie
15 états de la chromatine. Ces
états sont : les promoteurs actifs
(rouge), les promoteurs faibles
(rose), le promoteur inactif (gris

foncé), les régions cis-régula-

trices actives (orunge), les régions cis-régulatrices faiblement actives (jaune), les régions insulatrices (bleu), les régions transcrites (vert foncé),

les régions faiblement transcrites (vert clair), les régions contrdlées par les protéines de la famille Polycomb (gris foncé) et les régions hétéro-

chromatiniennes (gris clair). C. Pourcentage de sites ORC2 et de sites d’initiation coexistant avant des zones de chromatine ouverte (définie par

une accessibilité accrue a la nucléase DNAse 1).

Les SFC sont répliqués tres tardivement au cours du cycle cellulaire. lls
sont donc fréquemment sujets a des cassures et des réarrangements
lorsque le programme de réplication se prolonge [11, 12]. absence
de ces localisations particulieres dans les données obtenues par
génomique est probablement associée au fait que les origines de
réplication sont distribuées de maniére diffuse et variable dans ces
portions du génome, ce que les programmes informatiques actuels ne
permettent pas d’identifier de maniére robuste. U'absence d’origines
bien localisées serait ainsi une des causes de la fragilité de ces régions
du génome [10-12].

Les délétions récurrentes et les régions ou s’accumulent les mutations
ponctuelles dans les cancers sont, pour la plupart, localisées dans
des régions répliquées en fin de phase S [10, 13-15]. Inversement,
les régions répliquées en début de phase S contiennent des régions
fréquemment amplifiées [13-15]. Il existerait donc une relation, peut-
étre causale, entre la densité en origines de réplication d’une région
du génome et la nature des réarrangements chromosomiques que I’on
observe dans les cancers.
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Perspectives

La carte des sites de liaison du complexe ORC et des
sites d’initiation de la réplication a ouvert la porte a de
nombreuses études sur les mécanismes de régulation de
I’initiation de la réplication, "organisation du génome,
et I'importance de la structure chromatinienne dans ce
processus. Les mécanismes de I’initiation de la répli-
cation étaient précédemment fondés sur I’analyse d’un
nombre limité d’origines de réplication chez "lhomme,
ou extrapolés a partir d’autres organismes modéles,
comme la levure ou la drosophile. Les données collec-
tées sont donc essentielles et, de toute évidence, elles
permettent de revisiter certains modeles historiques
des mécanismes d’initiation, chez ’homme. Un effort
important sera cependant nécessaire pour normaliser
les protocoles et les systemes cellulaires étudiés. €n
effet, les données accumulées n’ont pas permis une



description et une caractérisation satisfaisantes des origines de répli-
cation. La portée des conclusions de chaque étude et les observations
sont soumises a d’interminables débats sur les biais (ou artéfacts) liés
au protocole expérimental choisi. Il sera donc essentiel de confirmer et
reproduire les observations de chacun.

Une autre question essentiellement sémantique s’offre au domaine. Que
signifie, ou recouvre, le terme « origine de réplication » ? €n effet, ini-
tialement utilisé chez la bactérie et la levure, ce terme refléte 'existence
de séquences génomiques précises associées a I'assemblage du com-
plexe de réplication et a son initiation. Cette notion ne s’applique pro-
bablement pas aussi clairement au génome humain. Les sites ORC et les
sites d’initiation ne sont pas nécessairement superposables, et les sites
d’initiation sont souvent des zones de plusieurs kilobases. Ces derniers
points peuvent préter a confusion dans la littérature actuelle ou cer-
taines observations a partir de la cartographie des sites d’initiation de
la réplication sont extrapolées et considérées comme pertinentes pour
I’étude des mécanismes de recrutement du complexe ORC (et vice versa).
Finalement, les approches génomiques, encore balbutiantes, dans le
domaine de la réplication n'ont pas permis d’offrir une vision claire
et définitive des déterminants de la position des origines de réplica-
tion et de leurs mécanismes d’activation dans le génome humain. De
maniére surprenante, les études mettent en avant le caractére vrai-
semblablement aspécifique et stochastique du processus, aussi bien
de recrutement de ORC que d’activation des origines. Lidentification
des déterminants moléculaires régulant ces processus stochastiques
est le défi qui s’offre aux scientifiques étudiant les mécanismes d’ini-
tiation de la réplication. ¢

SUMMARY

How genomic approaches help the understanding of the initiation of
DNA replication

Eukaryotic DNA replication starts at multiple sites distributed throu-
ghout the genome called origins of replication. The identification of
the position of these origins in the genome, as well as the description of
their sequence features and chromatin structure, have been the center
of many studies over the last years. A handful of sophisticated methods
has been developed to capture replication initiation events, to detect
replication factors binding sites onto the chromatin and to computa-
tionally analyze these data at the genome scale. Yet, we remain far
from fully understanding how these origins of replication are specified
in the genome and how DNA replication initiation is regulated. The aim
of this review is to provide the reader with a detailed and curated list
of the latest findings regarding the nature of origins of replication in
the human genome. ¢
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