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Résumé

Les phosphorylations du domaine C-terminal (CTD) de I’ARN Polymérase II joue un role
important pour coordonner la transcription et la maturation des ARN messagers. En particulier,
la phosphorylation de la serme 2 (S2P) du CTD est établie lors de la transcription des régions
situées en 3’ dans I’unité de transcription et permet d’optimiser le recrutement des complexes
d’épissage et de poly-adénylation. Cette modification n’est toutefois pas essentielle.

Une étude a grande échelle menée au sein du laboratoire chez Schizosaccharomyces pombe a

révélé un groupe de 115 génes possédant un pattern de phosphorylation de la sérine 2 inhabituel,

caractérisé par un enrichissement dans la région 5’ non traduite. - 9 % (L—&J, Us. u\e
Au cours de ce travail, nous avons utilisé une approche génétique pour étudier dans quelle
mesure ce profil particulier de S2P influencait le niveau de transcription des genes stel ] et papl
choisis pour les phénotypes bien connus qui résultent de variation de leur niveau d’expression.
Nous montrons que dans le cas de stell, qui encode le facteur de transcription qui initie la
différentiation sexuelle, I’absence de S2P empéche I’induction du geéne et se traduit par un
phénotype de stérilité.

Un résultat trés contrasté est obtenu pour le géne papl, qui encode un facteur de transcription
requis pour répondre au stress oxydatif de faible amplitude. Dans ce cas, 1’absence de S2P
n’affecte que légérement la transcription de papl, et la sensibilité a la présence de peroxyde
d’hydrogéene est similaire a celle d’une souche sauvage. Une étude détaillée de la distribution de
la forme S2P de I’ARN polymérase sur 1’unité de transcription de papl nous a amené a
proposer 1’hypothese selon laquelle le niveau élevé de S2P observé sur la région 5’ non traduite
de papl est artefactuel et résulte de la proximité de la région 3’ non traduite riche en S2P du
gene précédent.

La présence impérative de S2P pour 1’expression transcriptionnelle de stel] est inédite et pose
la question des mécanismes moléculaires qui la justifient. Ces questions sont discutées en fin de
travail.
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Janvier 2010
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2. Introduction

a. Vue générale de la transcription chez les eucaryotes

La transcription de ’ADN en ARN est réalisée par I’ARN polymérase ADN dépendante.
Chez les eucaryotes, il existe trois type de polymérases (Pol). La Pol I, responsable de la
transcription des ARNr ; la Pol II impliquée dans la transcription de I’ARNm et la Pol III
responsable principalement de la transcription des ARN.

La transcription d’un géne par la Pol II est divisée en une série d’étapes. Ce processus peut
étre vu a la maniére d’un cycle car, une fois la transcription d’un géne effectuée, Pol II peut
étre recyclée pour a nouveau servir dans la transcription d’un géne.

Ce cycle est composé des étapes suivantes : assemblage d’un complexe de pré-initiation
(PIC), formation d’un complexe ouvert (OC), initiation, détachement du promoteur (promoter
clearance), élongation du transcrit et enfin la terminaison’.

i. Assemblage du Pre-Initiation Complex (PIC)

Dans un premier temps, les TATA Binding Proteins (TBP) reconnaissent la boite TATA.
Cette « boite » est en fait une séquence nucléotidique comportant le consensus TATAAAA.
Elle est située environ 25 paires de base (pb) en amont du site +1. Ce site est la premiére pb a
étre transcrite par Pol II. La présence de la TBP permet la liaison de facteurs de transcription
généraux : reconnaissance du promoteur par TFIID ; reconnaissance du complexe promoteur
TFIID par TFIIB ; recrutement d’un complexe TFIIF/Pol II et liaison de TFIIE et TFIIH pour
terminer la formation du complexe de pré-initiation (PIC). TFIIA quant a lui peut joindre le
complexe & n’importe quelle étape aprés la liaison de TFIID. Il permet de stabiliser le PIC”.

ii. Promoter Clearance

Lorsque Pol II est recrutée sur le promoteur, son CTD (voir ci-dessous) est dans un état non
phosphorylé. Elle est retenue sur le promoteur par le médiateur qui assure un lien entre les
protéines du PIC et le CTD de Pol II. Il s’agit vraisemblablement d’un checkpoint avant
d’engager la transcription. La phosphorylation du CTD par la kinase associée au TFIIH est
augmentée d’un facteur 100 par le médiateur. 11 semblerait que les charges négatives portées
par les phosphates du CTD permettent une dissociation du promoteur afin de rentrer dans la
phase d’élongation®. Ce phénoméne porte le nom de « promoter clearance ».

iii. Elongation

Une fois Pol II libérée du promoteur, elle transcrit I’ADN en ARN. Au cours de cette étape, le
CTD est phosphorylé, ce qui permet le recrutement de plusieurs machineries de maturation
des messagers, cet aspect sera détaillé dans le point traitant du domaine carboxy terminal '.



iv. Terminaison

Une fois passé le codon STOP de la phase ouverte de lecture (ORF), il existe au sein de
I’ADN une région renfermant des éléments terminateurs responsables de la dissociation du
complexe ADN-ARN-Pol II. Le CTD de Pol II est ensuite déphosphorylé pour pouvoir étre
réutilisé dans un nouveau cycle de transcription. L’ARN produit est exporté vers le
cytoplasme pour permettre sa traduction’.

b. Le domaine carboxy terminal (CTD) de I’ARN polymérase
/]

i. Composition du CTD

Des évidences moléculaires indiquent que les eucaryotes ont divergé des procaryotes il y a 2.5
milliards d’années’. Ceci implique que les ARN Polymérases des eucaryotes et des
procaryotes proviennent d’un ancétre commun. Bien que les séquences catalytiques présentent
des régions extrémement conservées, les régions régulatrices ont, elles, beaucoup évolué. En
effet, le Carboxy Terminal Domain (CTD) n’est pas présent chez les procaryotes ainsi que
dans les ARN Polymérase I et III des eucaryotes. C’est la plus grande sous-unité de I’ARN
Polymérase II (Pol II), Rpbl, qui porte le CTD. Celui-ci consiste en une répétition d’un motif
de 7 acides aminés (AA): Y;S2P3T4SsPS7°. Le nombre de ces répétitions varie d’une espéce a
I’autre : les protozoaires en possédent 15°, 26 pour la levure et 52 pour 1’humain’. Sur les 7
AA de cette séquence, 5 sont phosphorylables’. Une phosphorylation massive du CTD est
d’ailleurs observée in vivo.

Les deux AA non phosphorylables sont des Prolines (P3 et P6). Si ces AA servaient
uniquement de linker, d’autres, tels que des Alanines, auraient pu prendre leur place.
Cependant, ces P3 et P6 sont conservées sur 51 des 52 répétitions du CTD humain, la forme
non conservée étant la derniére répétition®. Ces AA ne sont pas anodins car ils peuvent passer
d’orientation cis a frans grace a une prolyl isomérase. En combinaison avec les
phosphorylations des S2 et S5, cela méne a 16 le nombre de possibilités différentes de
configurations pouvant étre prises par le CTD. De plus, les répétitions du CTD peuvent
prendre des conformations différentes les unes des autres ce qui augmente encore les
possibilités de la combinatoire’.

ii. Evolution moléculaire du CTD

I1 existe trois hypothéses pour expliquer 1’origine du CTD.

Son origine se retrouve soit dans d’anciennes duplications d’une région du génome (avant la
différenciation des especes), soit d’origine indépendante, soit d’une amplification récente
(apres la différenciation des espéces). Dans les deux premier cas, le biais des codons devrait
étre différent entre les répétitions du CTD alors que dans le dernier cas, il doit étre semblable.
La derniére hypothése semble valide. De plus, le biais utilisé d’un organisme a I’autre est
différent. Cette découverte suggeére que la multiplication des répétitions a eu lieu de fagon
indépendante au sein des différents organismes'".




iii. Phosphorylation du CTD

Les études de plusieurs laboratoires ont établi que la phosphorylation du CTD régule le
recrutement sPéciﬁque de protéines impliquées dans la maturation des ARNm au cours de la
transcription’ >,

Les sites de phosphorylation les mieux caractérisés au sein de répétitions du CTD sont la
Sérine 2 (S2) et la Sérine 5 (S5)'*. La Sérine 7 ne fut que récemment décrite comme
impliquée dans la maturation de petits ARN nucléaires (ARNpn) transcrits par la Pol 11,

Les résidus S2 et S5 sont la cible de différentes kinases appartenant a la famille des Cyclin
Dependent Kinase (CDK). Chez la levure de fission, Schizosaccharomyces pombe (S. pombe),
la kinase essentielle Mcs6 (orthologue de CDK7) phosphoryle S5. Lskl, non essentielle,
phosphoryle S2'°. Une autre kinase dénommée Cdk9 phosphoryle in vitro, S2 et S5. Cette
kinase, bien qu’apparentée a Lsk1 posséde un role moins clair in vivo'®. La Fig. 1 illustre ce
cycle.
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Figure 1 Cycle de Pol Il au cours de la transcription et phosphorylation du CTD (modifié a
partir de ®).

iv. Pattern de phosphorylation du CTD

Le pattern de phosphorylation observé au cours de la transcription (Fig. 2) est habituellement
le suivant'? : Pol II est recrutée sur le promoteur. Elle est alors dans un état non phosphorylé.
Ensuite S5 est phosphorylée par CDK7. Cette phosphorylation permet au CTD de recruter les
enzymes de capping qui a leur tour autorisent le recrutement de la kinase de S2 au cours de la
phase d’élongation. Cette modification augmente 1’affinit¢é du CTD pour les machineries
d’épissage et de polyadénylation de I’ARNm.
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Figure 2 Etat de phosphorylation du CTD de Rbpl durant le cycle de la transcription’.

Le fait que chez S. pombe, la kinase de la sérine 2, Lsk1, ne soit pas essentielle’’ supporte
I’hypothése selon laquelle la phosphorylation de S2 n’est pas indispensable pour le
recrutement des machineries d’épissage et de polyadénylation et que ces machineries puissent
étre recrutées, peut-&tre moins efficacement, indépendamment du CTD.

v. Interactions entre le CTD et les protéines s’y liant

De nombreuses protéines se lient a une forme phosphorylée du CTD. Les protéines
interagissant avec le CTD portent un CTD Interacting Domain (CID). Quand le CTD est
phosphorylé, il permet 1’interaction CTD-CID. Il semblerait que les phosphorylations n’aient
pas de contact physique direct avec le CID mais bien une action indirecte. Dans la répétition
YS,P3T4SsP6S7, la partie S,P3T4Ss a tendance a former des hélices béta. La S2P permet de
stabiliser cette hélice via un pont hydrogéne supplémentaire. La S5P permet quant a elle
d’étendre le CTD afin de favoriser I’interaction avec les CID des protéines se liant sur le
CTD'®. Une autre hypothése propose que les phosphorylations des S2 et S5 agissent comme
des ancres électrostatiques sur les protéines interagissant avec le CTD’.

vi. Les phosphatases du CTD

A la fin de la transcription d’un gene, le CTD est dans un état hautement phosphorylé
(RNAPIIo). Mais lorsque Pol II se détache de I’ADN, elle doit étre « recyclée » afin de
pouvoir a nouveau servir dans un cycle de transcription. Cette étape requiert I’action d’une ou
plusieurs phosphatases pour passer d’un état phosphorylé (Pol IIo) a un non phosphorylé (Pol
I1a)"®. Fcpl posséde une activité phosphatase a la fois sur S2P et S5P. Toutefois son activité
est 10 fois plus élevée en faveur de S2P?°. Il existe donc probablement une deuxiéme
phosphatase avec une préférence pour la déphosphorylation de S5P. La protéine Ssu72 a été
découverte comme faisant non seulement partie du complexe de clivage et de polyadénylation
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de ’ADN mais également comme possédant une activité de type phosphatase avec une
préférence de site pour S5P*'.

Comment se fait-il alors que le CTD ne soit pas directement déphosphorylé apres 1’action de
ses kinases ? La liaison de Pol II a I’ADN diminue de 5 fois 1’efficacité des phosphatases sur
son CTD. En effet, lors de 1’élongation, un changement de la conformation de Pol II serait a la
base du recrutement des phosphatases du CTD **.

vii. La « structure » du CTD

Pol II est constituée de 12 sous-unités dont 10 ont une structure connue. Les seules régions
pour lesquelles 1’étude de la structure montre des incertitudes sont des régions variables,
régions exposées et le CTD*. L’incertitude de structure du CTD résulte de sa grande
flexibilité bien qu’il montre une préférence pour la conformation de type brins béta**. Le CTD
est relié a Pol II via un linker mesurant 250 A lorsqu’il est a 1’état étendu. Le CTD, quant a
lui, dans le méme état mesure 650 A. Pol II posséde un diamétre de 150 A , ce qui offre la
possibilité théorique au CTD d’atteindre n’importe quel endroit a proximité du CTD**. La
Fig. 3 illustre ce phénomene.

Polll —»
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p ;«’t'«%«‘?
Extended CTD PR
““““““““““ —a—a—n“——ﬂw”i—bmmm—(”——mv“ 3 - N\‘w
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Figure 3 ARN pol 11 et représentation des différentes formes du CTD (modifié a partir de
24
h

Le sillon par lequel I’ARN sort de Pol II a été identifié. Il est situé a proximité du CTD. Cette
proximité permettrait aux enzymes de modification de I’ARN d’étre présentes au lieu précis
ou leur action doit étre exercée. Par exemple, le capping a lieu apres la transcription de 25 nt.
Cela permet a ’extrémité 5’ de I’ARN d’étre en contact avec le CTD et les machineries de
capping qui y sont présentes a ce moment de la transcription®.

viii. Le CTD et la méthylation des histones

Au sein du génome, I’ADN est empaqueté autour des histones H2A, H2B, H3 et H4 pour
former la chromatine. Les histones s’assemblent en homodimeére, ce qui résulte en une
structure octamérique fortement compactée nommée nucléosome. Depuis plusieurs années, il
apparait que les modifications en frans des histones jouent un role au niveau de la
transcription. En effet, selon les modifications qui touchent les histones, la chromatine peut
prendre une conformation plus resserrée ou plus lache. Ceci donne lieu respectivement a de
I’hétéro- et euchromatine. La premicre, étant difficilement accessible aux machineries de
transcription, est peu sujette a la transcription et inversement pour l’euchromatine. De
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nombreux types de modifications touchent les histones : la phosphorylation, la méthylation,
I’acétylation ou la sumoylation. Certaines modifications ont un effet positif sur la
transcription comme la méthylation de la lysine 36 sur 1’histone H3 (H3K36 Me) alors que
d’autres modifications ont un effet négatif : la méthylation de H3K9%.

I1 existe une série d’enzymes responsables de ces modifications. Setl et Set2 en sont deux
exemples. Elles greffent respectivement un troisiéme groupement méthyl sur H3K4% et un
méthyl sur H3K36%. Ces deux enzymes possédent la particularité d’étre recrutées par le CTD
phospshorylé. Setl est recrutée par un CTD de type S5P** alors que Set2 I’est par un CTD de
type S2P%. 11 existe donc un lien entre le CTD et les histones.

Dans une souche délétée pour la méthyltransférase Set2, des problémes lors de la phase
d’élongation sont observés®’. Ils peuvent étre dus a deux choses. D’une part, des problémes
dans I’organisation des complexes de coiffage, épissage et polyadénylation sont possibles.
D’autre part, la chromatine n’est plus maintenue dans un état aussi ouvert que lorsque la
modification H3K36 Me est présente’’.

I1 est important de noter que la modification H3K36 ne se retrouve pas sur tous les génes : elle
est géne spécifique™.

D’une maniere assez étonnante, lorsque cette modification d’histone est présente, elle I’est
tout au long du geéne. Ceci est surprenant puisque Set2 est recrutée par un CTD S2P, or nous
avons vu que S2P n’augmente qu’en phase d’élongation"’. Une explication proposée par
certains auteurs est que méme un niveau faible de S2P est suffisant pour recruter Set2®’. La
présence de H3K36 Me en régions promotrices est donc possible.
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ix. Un pattern surprenant de phosphorylation du CTD

Dans notre laboratoire, des études « ChIP-on-chip » a I’échelle du génome de S. pombe ont
été réalisées’’ pour établir la distribution de Pol II phosphorylée sur S2 ou S5, ainsi que celle
des kinases du CTD, notamment Lsk1 qui phosphoryle S2. La Fig. 4 donne une représentation
graphique locale de la distribution de Lsk1 et S2P.

[=41

Figure 4 : Représentation graphique des profils Lskl (rouge) et S2P (jaune) pour les loci
contenant stel 1, papl, zfs1 et csx1. Les ORFs sont représentées sur les deux brins (boites
turquoises), les barres verticales indiquent les sondes utilisées en ChIP-on-chip.

De fagon inattendue, cette étude révele que S2P et Lsk1 sont associées a un nombre de loci
nettement réduit par rapport a S5P et sa kinase Mcs6. Cette découverte pose la question
suivante : S2P occupe-t-elle un réle global au sein de la transcription ou bien un réle
spécifique lors de la transcription de certains génes ?

De plus, un groupe d’environ 115 génes présentent un profil inattendu pour S2P et Lsk1 qui
sont enrichis dans les régions 5° UTR (untranslated regions), ce qui contraste avec ce qui est
habituellement observé'”.

Une analyse de ces 115 génes par le programme AmiGO® (Gene Ontology)*?, qui permet de
réaliser des regroupements fonctionnels dans un ensemble de geénes, indique que les
catégories « régulations biologiques », «régulation de I’expression des génes» et
« transcription spécifique du promoteur par la Pol II » sont enrichies dans ce groupe.
L’ensemble des 115 genes est présenté en annexe (Tab. 1).

Au cours de ce travail, nous avons choisi d’étudier ce groupe et d’analyser si S2P posséde une
fonction biologique spécifique pour ces génes. Au sein des 115 geénes, nous nous sommes
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d’abord concentrés sur ste/l et papl. Ce choix est principalement motivé par la bonne
connaissance des fonctions des protéines encodées par ces deux genes.
Deux autres genes, csx/ et zfs1, ont fait I’objet d’une étude préliminaire a la fin du travail.

c. Présentation des génes choisis : ste11, pap1, csx1 et
zfs1

i. ste11

Stell est le facteur de transcription responsable de la différentiation sexuelle de S. pombe. 11
est induit par une carence en azote qui occasionne une diminution de la concentration en
AMPc*®, qui a son tour entraine 1’induction transcriptionnelle de sfe// et un arrét du cycle
cellulaire en phase G1. Le facteur de transcription Stell active la transcription d’environ 80
genes responsables de la conjugaison entre haploides de types sexuels opposés et des
changements physiologiques liés au processus méiotique.

Parallelement a 1’induction transcriptionnelle, Stell est aussi régulé négativement par la
kinase Cdc2. En phase G1, ’activité de Cdc2 est faible, ce qui augmente 1’activité de Stell.
Dans les autres phases du cycle, Cdc2 est active, ce qui entraine la phosphorylation et
I’inactivation de Stell **.

ii. pap1

Papl est un facteur de transcription impliqué dans la réponse au stress oxydatif. Il partage ce
role avec Atfl. Le premier est impliqué dans une réponse a de faibles concentrations en
agents oxydants : typiquement 0.2 mM. A I'inverse le second joue un role dans la réponse a
de hautes concentrations : 1.0 mM™.

Le mécanisme de régulation de Papl est basé sur son exportation constante du noyau vers le
cytoplasme via 1’exportine Crml, lorsque la cellule ne subit pas de stress oxydatif’’. En
fonction de la concentration en H;0O,, un switch moléculaire s’effectue via Tpxl, une
thioredoxine peroxydase. A une concentration en peroxyde d’hydrogéne de 0.2 mM, Tpxl
n’est que faiblement oxydée : elle conserve alors sa pleine activité. Ceci lui permet d’oxyder
Papl avec pour effet I’inhibition de I’interaction entre Papl et Crml et I’accumulation
nucléaire de Papl. A de fortes concentrations Tpx1 perd son activité et ne peut donc plus
oxyder Pagl. Il sera alors exporté du noyau de maniere similaire qu’en conditions non
oxydatives’’. L’induction de pap! au niveau transcriptionnel est trés peu connue’®.

ifi. csx1

Csx1 est également une protéine cruciale dans la réponse au stress oxydatif. Son réle est de
s’associer et de stabiliser ’ARNm d’asf1*°. Ceci permet une traduction trés efficace du
messager atf]. La concentration optimale pour Csx1 est de 1.0 mM. Ceci est logique puisqu’il
interagit I’ARNm de atfl qui est préférentiellement activé par rapport a Papl a cette
concentration.
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iv. zfs1

Sa fonction est d’optimiser 1’action des phéromones de mating. Son expression augmente de
trois fois en condition de carence azotée*. Cette protéine contient des domaines doigt de zinc.
Elle est capable de lier certains ARNm riches en régions AU. La liaison déstabilise ces
derniers et accélére leur dégradation®’.
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3. Objectifs du mémoire

Comme annoncé ci-dessus, S2P possede une distribution inhabituelle sur 115 génes de S.
pombe. L’objectif de ce mémoire est donc d’étudier la portée biologique de ce phénoméne
plus spécifiquement sur les 4 geénes stell, papl, csx1 et zfs1.

Pour les deux premiers, une étude en parallele sera menée. Tout d’abord, des souches dont S2
ne peut plus étre phosphorylée seront testées dans des conditions qui entrainent 1’induction de
ces genes : carence azotée et stress oxydatif pour stel ] et papl respectivement. L importance
biologique de S2P sera déduite du phénotype observé. Dans 1’étude de stel 1, la capacité a
former des spores sera observée. Dans 1’étude de papl, la résistance au stress oxydatif sera
testée. Ensuite, les profils ChIP de ces deux genes seront testés en condition d’induction. Pour
terminer, la quantit¢é d’ARNm sera mesurée en condition d’induction dans des souches
sauvages et dans des souches dont la phosphorylation de S2 est empéchée.

Enfin, une étude pilote sur csx/ et zfs/ sera réalisée. Elle consistera en la mesure de la
quantité relative des ARNm de ces génes dans des conditions d’induction.

La visée de ce mémoire est de conclure si ce pattern particulier de S2P est relevant pour la
transcription des génes stell, papl, csx1 et zfs1.
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Figure 5 : Test de sporulation sur ME (milieu pauvre en azote) de différentes
souches de S. pombe.

Du haut vers le bas, croisements réalisés entre les souches suivantes : wt h* (19)
et wt h (20); Isk1::ura4 h* (468) et Isk1::ura4 h™ (461); rob1 S2A h* (562) et rpb1
S2A h (552); auto-croisement de wt h®° (568); auto-croisement de rpb1 S2A h%
(596). Une couleur plus sombre apres exposition a l'iode résulte de la présence de
spores et indique donc qu’il y a eu différentiation sexuelle. La coloration a l'iode est
réalisée apres 2 jours. Une fleche noire indique les croisements dans lesquels des
tétrades sont présentes.



DAPI DIC

wt h* X wt h

. -

rpb1 S2A h%

Figure 6 : Test de sporulation de souches de S. pombe observé au microscope
(grossissement 100X) aprés coloration au DAPI.

A-E sont observées avec un filtre DAPI. F-J sont observées avec un filtre DIC. (A;F) Croisement

entre les souches wt h* (19) et wt h- (20). (B;G) Auto-croisement de la souche wt h*° (568). (C;H) \
Croisement entre les souches Isk1::ura4 h* (468) et Isk1::ura4 h (461). (D;l) Croisement entre |
les souches rpb1 S2A h* (562) et rpb1 (S2A) h (652). (E,J) Auto-croisement de la souche rpb1 i
S2A h% (569). |
Des tétrades sont présentes en A;F et B;G. Les fleches blanches en indiquent un exemple.
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4. Résultats

Les geénes stell et papl seront étudiés de maniere similaire de fagon a pouvoir établir un
parallélisme entre les deux. Par la suite, une expérience pilote au sujet de csx/ et zfs/ sera
commentée.

a. Etude du géne ste11

i. Efficience de croisement réduite dans les mutants S2A
et Alsk1

Comme décrit lors de I’introduction, chez S. pombe, le géne stell est le régulateur central de
la différenciation sexuelle, ce qui fournit un rapporteur clair de son induction. En effet, la
capacité des levures a entrer en méiose pour former des spores est un marqueur facile a suivre
dans une souche sauvage ou lorsque la phosphorylation de S2 est perturbée.

Afin d’interférer avec la phosphorylation de S2, deux types de mutants, en cis ou en frans, ont
été créés au laboratoire. Dans le premier cas, toutes les S2 du CTD sont mutées en alanine, un
résidu non phosphorylable. Ce mutant sera communément appelé S2A.

Dans le second cas, le géne codant pour la kinase Lsk1 qui phosphoryle la S2 du CTD est
délété. Fonctionnellement, on attend que ces deux mutants se comportent de fagcon identique.
Des conditions de carence en azote induisent la différentiation sexuelle : des cellules
haploides de types sexuels opposés fusionnent pour former un diploide qui entre rapidement
en méiose pour générer quatre haploides ou spores. Un test phénotypique de sporulation (Fig.
5) peut étre facilement réalisé en présence de vapeurs d’iode qui donnent une couleur sombre
aux spores. Un croisement entre cellules de type sexuel opposé peut étre réalisé a partir d’une
population homothalique (dénommée #°”) ou a partir de deux populations hétérothaliques
(dénommée h'et k). La différence réside dans le fait qu’une population #*’ est formée de
cellules qui peuvent changer de type sexuel : les deux types s’y trouvant représentés a
fréquence similaire, alors que les cellules de populations 4 ou /4 restent figées dans leur
identité sexuelle*”.

Les souches controles présentées a la fig. 5 montrent une coloration en présence d’iode. Les
souches pour lesquelles la phosphorylation de la S2 est abolie (S2A et Alskl) montrent une
coloration tres atténuée, indiquant un nombre réduit, ou 1’absence de spores. Cette expérience
établit également une différence d’efficience entre les croisements homo- et hétérothalique.
En effet, le croisement homothalique (4°’) génére une coloration beaucoup plus sombre qui
témoigne de la présence d’un plus grand nombre de spores.

Cette expérience indique que 1’absence de phosphorylation de la S2 sur le CTD affecte
fortement la différentiation sexuelle et la fertilité.

Afin de confirmer ces résultats, les cellules provenant des différents croisements sur ME sont

observées au deuxiéme jour d’incubation grace a un microscope a fluorescence (Fig. 6) aprés
coloration au DAPL
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Figure 7 : ChIP mettant en évidence la distribution de ’ARN Pol Il le long

du l'unité de transcription ste11 dans une souche rpb3-3HA(536).

Les positions des amplicons utilisés sont notées de fagon relative a la
premiere pb de I'ATG de ste11 et de 1 a 6. Le site d'initiation de la

transcription est également indiqué et ce, d’apreés la litérature. Les barres des
histogrammes réferent a une moyenne de duplicats biologiques. Les anticorps
utilisés sont anti-HA (A), anti-S2P (B) et anti-S5P (C).




Les croisements wt (Fig. 6 A-B et F-G) montrent la présence de tétrades. Notons que leur
concentration est plus élevée dans la souche wt #°’ que dans le croisement wt /#'/h". Ceci est
en adéquation avec les observations faites apres la coloration a 1’iode. Les souches dont le
CTD est non-phosphorylable sur la S2 ne montrent pas de spores (Fig. 6 C-E et H-J). Notons
cependant que la présence de spores a été détectée dans le mutant Alskl. Toutefois, ces spores

ont une concentration nettement inférieure a celle du croisement wt 4*/h". Ce résultat n’est pas
présenté dans les figures.

Les observations au microscope a fluorescence (Fig. 6) sont en adéquation avec les résultats
obtenus dans la fig. 5. Nous concluons qu’en 1’absence de phosphorylation de la S2, les
souches sont stériles ou du moins leur capacité a former des spores est fortement réduite.

ii. Analyse de ’ARN Polymérase Il sur le géne ste11 via
des expériences de ChIP

1. En croissance végétative

Afin de confirmer les résultats obtenus lors de 1’expérience de ChIP-on-chip, il était
informatif de d’abord réaliser un ChIP en conditions de croissance végétative (Fig. 7), c’est-a-
dire en 1’absence de différentiation sexuelle. Cette étude d’un seul géne offre I’avantage de
présenter une plus grande précision puisque la densité des amplicons peut étre modulée a
souhait.

La distribution chromatidienne de I’ARN Polymérase II le long du locus ste/1 a d’abord été
observée (Fig. 7 A). Elle correspond a ce qui est communément décrit dans la littérature, et
croit de fagon constante depuis la région 5° UTR jusqu’en 3° UTR. L’abondance plus
marquée de Pol II en fin de transcription indique un ralentissement de la transcription qui peut
étre lié aux étapes de terminaison. Ce type de profil est communément observé en ChIP pour
la majorité des geénes. Lors d’un ChIP, la premiére étape clef est la fixation des facteurs
interagissant avec I’ADN de fagon covalente. Les régions ou la Pol II est plus lente présentent
donc des niveaux d’enrichissement plus élevés. Nous sommes ici en présence du méme
phénomeéne que lorsqu’une photographie d’un objet mobile est prise avec un long temps de
pause. Les endroits ou 1’objet en question est plus lent le montreront de fagon plus forte que
ceux ou il est plus rapide.

Nous avons, dans un second temps, établi le profil de la S2P sur le locus ste/1 (Fig. 7 B).
Plusieurs informations sont a tirer de cette figure. La premiere est que de la S2 est déja
phosphorylée sur la région 5’ UTR du gene stel . 1l pourrait étre postulé que ce pourcentage
d’immunoprécipitation refléte un niveau basal rémanent au sein de tout le génome de S.
pombe et ce méme dans les déserts géniques, ces régions non transcrites qui ne possédent que
trés peu ou pas de Pol II. Pour explorer cette possibilité, une région intergénique connue pour
son absence de Pol II a été testée et les niveaux de S2P obtenus pour cette région sont
nettement plus faibles que les niveaux présentés ici en 5° UTR (donnée du laboratoire). On
peut donc affirmer que la S2P est présente en 5’ UTR. Le niveau de S2P augmente au niveau
de I’ORF, mais il est déja trés élevé au niveau de I’amplicon 4, en tout début d’ORF, ce qui
est remarquable puisque les niveaux de S2P sont traditionnellement plus élevés en fin de
transcription.
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La distribution de la S5P le long de stel] a également été analysée (Fig. 7 C). Il est particulier
en ce sens que la S5P est classiquement enrichie au niveau du promoteur, ce qu’on n’observe
pas ici. Au contraire, le signal est plus important au niveau de I’ORF. 1l faut rappeler que ces
expériences sont réalisées en croissance végétative, dans des conditions ou la transcription de
stel I n’est pas induite, ce qui pourrait expliquer cette observation.

Nous avons ensuite comparé ces résultats avec ceux obtenus en condition de carence en azote.

2. En condition d’induction

Afin de voir si I’induction de stel ] entraine une modification dans le profil d’association de la
Pol II et de ses formes phosphorylées, les cellules sont cultivées en milieu minimum (EMM)
puis filtrées et replacées dans le méme milieu dépourvu d’azote (EMM-N). Des échantillons
sont prélevés a différents temps.

Lors de la phase exponentielle, S. pombe est majoritairement en phase G2. Cette phase occupe
la plus grande partie du cycle cellulaire dans cet organisme. Lors d’une carence en azote, les
cellules s’arrétent graduellement en phase G1. Cette transition peut étre monitorée grace a une
analyse FACS d’un échantillon contréle de cellules provenant de chacun des temps pris au
cours d’un « time course ».

C’est ce qui a été montré a la fig. 8. L’axe des abscisses représente le contenu en ADN, et
celui des ordonnées, le temps. Des échantillons sont prélevés aux temps 0, 1h30, 3h00 et 4h30
aprés passage en milieu pauvre en azote. Au temps 0, une seule population cellulaire est
présente et correspond a la population non synchronisée dont la majorité de ces cellules sont
en phase G2 (postréplication : contenu 2N). Aprés 1h30, une sous-population de contenu deux
fois moindre (1N) apparait. Elle correspond aux cellules qui ont été bloquées en G1 par la
carence en azote, et augmente avec le temps.

Nous concluons que le passage de milieu EMM a un milieu EMM-N est efficace pour établir
progressivement une population de contenu en ADN équivalent a 1N, compétente pour la
différentiation sexuelle.

Les conditions expérimentales établies, plusieurs expériences de ChIP ont été réalisées (Fig.
9). Le nombre d’amplicons utilisé a di étre diminué car le nombre de puits présents par
plaque ne permettait pas 1’analyse de 4 temps avec 6 amplicons différents. Les amplicons
utilisés vont donc du numéro 3 (situé en 5 UTR de I’ORF de stel1) a I’amplicon 6 (situé en
3’ UTR de I’ORF de stell).

Comme précédemment, le profil d’association de la Pol II le long de ste// a d’abord été
observé (Fig. 9 A). Pour rappel, a la différence de la Fig. 7 A, le milieu de départ n’est plus
du milieu riche mais un milieu minimum défini et 1’évolution est suivie au cours du temps
dans ce méme milieu mais dépourvu d’azote.

D’une maniere générale, 1’observation principale est que, aprés 1h30 et 3h00, la présence de
la Pol IT augmente le long du locus de stel ] pour rediminuer apres 4h30.

L’induction transcriptionnelle de stel ! pourrait donc impliquer une augmentation locale de la
présence de I’ARN Polymérase II. Toutefois, cette augmentation reste assez faible a la vue
des hauts niveaux de transcrits observés (voir plus loin). Dans un second temps, nous avons
établi le profil de la distribution de Lskl, la kinase de la S2 (Fig. 9 B). Dans ce cas, une
induction nette est visible au temps 1h30. Bien que les niveaux maximaux soient atteints au
sein de I’ORF, une augmentations est également évidente sur le 5° UTR, attestant du
recrutement de la kinase sur cette région. Ce profil est inattendu du fait que la
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Pol Il le long de I'unité de transcription ste11 dans une souche rpb3-3HA (594) (A)

et Isk1-HA (597) (B-C) au cours d’une carence azotée.

Les positions des amplicons utilisés sont notées de fagon relative a la premiere pb de
I'ATG de ste11 et de 3 a 6. Les anticorps utilisés sont anti-HA (A), anti-HA (B) et anti-S2P
(C). Les souches ont été cultivées en EMM. Au temps 0, le milieu est remplacé par de
'EMM dépourvu de source d’azote. Les échantillons sont récoltés aux temps 0, 1h30,
3h00 et 4h30. La manipulation a été réalisée en duplicat; un profil type est présenté.
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aux temps 0, 1h30, 3h00 et 4h30.




phosphorylation de la S2, et par extension le recrutement de la kinase, n’augmente en général
que vers la fin de ’ORF. Apres 3h00, la présence de la kinase Lsk1 rejoint son niveau basal,
ce qui semble indiquer que le recrutement est limité dans le temps.

Nous avons ensuite voulu corréler le recrutement de Lskl avec la phosphorylation de la S2
pour examiner si la présence accrue de Lsk1 entrainait une augmentation de S2P. Le profil de
la S2P a donc été établi dans les mémes conditions (Fig. 9 C).

De maniére remarquable, le profil de la distribution de S2P est trés similaire a ce qui est
observé pour Lskl avec une augmentation forte dés le premier time point et une diminution
ensuite.

Notre hypothése est qu’une augmentation de la phosphorylation de S2 est requise pour une
induction transcriptionnelle efficace de ste/l. Une fois la réponse cellulaire a la carence
azotée, et I’induction de sfel ! engendrées, le systéme retourne a un niveau basal de S2P a ce
locus. Cette hypothése explique les pics de Lskl et S2P observés, mais aussi la stérilité
résultant de 1’absence de S2P.

Le fait que le niveau de Lskl tombe sous son niveau basal au temps 4h30 dans la Fig. 9 B
n’influence plus la quantité de S2P présente. En effet, la S2P atteint son pic au moment ou
Lskl est a un niveau maximal. La décroissance soudaine de S2P est probablement due a
I’action combinée du retrait de Lsk1 et la présence de la phosphatase Fcp1. Une expérience
de ChIP pourrait permettre d’étoffer cette hypothése.

L’existence d’un pic de recrutement de Lskl au locus stel// et le role essentiel que cette
kinase et la phosphorylation de S2 jouent dans la différentiation sexuelle nous ont amené a
nous demander ce qu’il advenait de la distribution de Pol II en condition de carence en azote
quand S2 ne peut pas étre phosphorylée. Pour explorer cette question, nous avons, comme
précédemment, réalis€é une expérience de carence en azote mais dans une souche S2A. La
distribution de la Pol II a été établie par ChIP aux temps 0, 1h30, 3h00 et 4h30 apres passage
en milieu dépourvu d’azote (Fig. 10). Au lieu de montrer un profil similaire a celui observé a
la fig. 9 A, c’est-a-dire une augmentation de I’abondance de la polymérase pendant les
premiers time points, aucune augmentation n’est visible. Au contraire, la polymérase semble
étre déstabilisée de la chromatine et son abondance diminue.

Notre interprétation est que, pour une raison que nous ne comprenons pas encore, la
phosphorylation de S2 est absolument requise durant 1’induction transcriptionnelle de stell,
peut-étre pour stabiliser la polymérase.

A ce stade, les données ci-dessus, avec le phénotype de stérilité observé quand le CTD ne
peut pas étre phosphorylé, nous ont amené a étudier directement comment I’abondance de
I’ARN messager de stel ] varie en condition d’induction, et ce dans différents mutants.

iii. Différences d’expression de ’TARNm ste717 en fonction
des souches wt, S2A ou Alsk1 en condition d’induction

Dans le point précédent, les observations ont porté sur le niveau chromatidien, et le profil de
distribution de plusieurs protéines. Il convient maintenant de s’interroger sur le produit de la
transcription, c’est-a-dire I’ARNm.
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Figure 11 : Analyse au FACS du contenu en ADN des souches wt (536) (A), rpb1 S2A
(552) (B) et Isk1::ura4 (581) (C) au cours d’une carence azotée.

La carence azotée est induite au temps 0. Les différents échantillons sont récoltés aux
temps indiqués. Le pic principal au temps 0 représente un contenu en ADN 2N.




1. Monitoring du contenu en ADN des cellules en
condition de carence azotée

Pour répondre a cette question, le géne stel est induit par une carence azotée. Le procédé de
filtration précédemment utilisé est a nouveau mis en ceuvre. Pour s’assurer du bon
déroulement de ’opération, les échantillons des différents temps et des différentes souches
testées sont passés au FACS (Fig. 11). La mise en page de cette figure est identique a celle de
la Fig. 8. L’axe des ordonnées représente le temps alors que 1’axe des abscisses mesure le
contenu en ADN. Pour la souche wt (Fig. 11 A), le profil montre clairement un arrét en G1 au
cours du temps, comme nous 1’avons déja dit. Nous avons également analysé les mutants S2A
et Alskl. Pour les souches dont le CTD n’est pas phosphorylé sur S2 (Fig. 11 B-C), ’arrét en
G1 est également visible. Cette donnée est importante car elle indique que ces souches ne sont
pas déficientes dans le blocage du cycle requis pour initier la différentiation sexuelle. C’est
donc une étape en aval, trés probablement 1I’induction transcriptionnelle de stell, qui est
déficiente et explique la stérilité observée dans le mutant S2A et en absence de /sk/. Il faut
aussi noter que 1’absence de S2P est associée a un profil de FACS particulier ou un
pourcentage faible de la population semble posséder un contenu en ADN plus élevé que 2N.
Ce phénotype est le plus souvent expliqué par un défaut de cytokineése ou une reréplication
partielle. Cet aspect, qui reste marginal au sein de la population, n’a pas été étudié en détail au
cours de ce travail.

Une fois ces vérifications sur la capacité d’arrét en G1 effectuées, le niveau d’ARN a été
mesuré dans les différentes souches.

2. Mesure de ’expression relative de ’ARNm de szel 1
via une q-RT PCR

Pour déterminer le contenu relatif en ARN des souches wt, S2A et Alskl, I’ARN total extrait
est d’abord rétrotranscrit en ADNc. Une fois cela fait, son abondance relative est déterminée
par PCR en temps réel. La normalisation se fait graice I’ARN 25 S* dont ’expression est
supposée constante dans les souches mutantes que nous utilisons du fait qu’il est transcrit par
I’ARN polymérase I qui ne possede pas de queue CTD.

La quantité relative d’ARN pour les différentes souches est présentée dans la Fig. 12. Bien
que cette manipulation ait été réalisée plusieurs fois, un seul réplicat représentatif est présenté.
Par définition, la valeur du temps 0 de la souche wt est fixée a 1. Les conditions de carence
azotée sont décrites pour induire I’expression de I’ARNm du gene stel I, ce qui est confirmé
ici. Pour la souche wt, le niveau d’expression de ste/l augmente et culmine aprés 4h30 en
étant 5 fois supérieur a celui du temps 0.

Les profils des souches S2A et Alsk/ sont semblables entre eux mais différent fortement du
controle. Deux choses sont remarquables dans ces souches. La premicre est que le niveau
d’expression de I’ARNm de ste/l est dramatiquement réduit dans ces deux mutants. Le
niveau basal d’expression de ste/] est au moins 5 fois plus faible que dans la souche wt. La
seconde est que 1’induction est trés peu présente voire inexistante.

Ce niveau fortement réduit de 1’expression de ste/ I dans les mutants étudiés ici nous enseigne
plusieurs choses. La quantité présente de messager est tellement faible par rapport a la souche
sauvage qu’il est probable que le niveau de la protéine Stell soit également trés réduit. Un
Western Blot pourrait confirmer cette hypothese.
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Figure 12 : Expression relative de ’ARNm de ste11 dans les souches wt
(594), rob1 S2A (552) et Isk1::ura4 (581) au cours d’une carence azotée.
Les souches ont été cultivees en EMM. Au temps 0, le milieu est remplacé par
de 'EMM dépléteé en azote. La quantité relative d’ARNm par rapport a la souche
wt au temps 0 est indiquée pour les temps 0, 1h30, 3h00 et 4h30 en carence en
azote. Ces quantitées sont normalisées grace au transcrit de I'ARN 25S. La
manipulation a été réalisée en duplicat; un profil type est présenté.
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peroxyde d’hydrogéne.

Les boites de Pétri comportent une concentration croissante de peroxyde d’hydrogéne allant
de 0 mM a 1,4 mM comme indiqué. Les souches testées sont : wt (94) , sty1::ura4 (375),
pap1::ura4 (376), Isk1::ura4 (461) et rpb1 S2A (552). Pour chaque souche, des dilutions de
10 en 10 ont été spottees.




Cette expérience confirme notre hypothése que la stérilité des souches S2A et Alskl est due a
I’absence d’induction de stel ] en condition de carence en azote.

Nous concluons que, de maniére inattendue, et contrairement a la majorité des génes de S.
pombe, I'induction de stell requiert absolument la phosphorylation de la S2 dans le CTD.
Cette caractéristique est a relier a la distribution non-canonique de Lskl1 et S2P qui sont déja
enrichis sur les régions 5’ de 1’unité de transcription de sze/l, bien que nous ignorons si ceci
est fonctionnellement relevant.

b. Etude du géne pap1

Etant donné le comportement trés spécifique des mutants de la S2P en regard de I’expression
du géne stell, et la localisation particuliere de S2P au locus ste//, nous avons étudié la
possibilité que le groupe de génes détecté en ChIP-on-chip avec un profil S2P similaire puisse
avoir la méme dépendance a la phosphorylation de la S2 pour leur expression.

Pour aborder a cette question, notre attention s’est ensuite portée sur le géne papl qui encode
un facteur de transcription impliqué dans la résistance au stress oxydatif, et qui appartient
également au groupe de génes possédant une région 5° UTR riche en S2P.

i. Test de croissance dans des conditions de stress
oxydatif

Etant donné la présence potentielle de S2P dans la région promotrice du geéne papl, un
parallélisme a été établi avec les expériences réalisées pour stel/l. Notre rapporteur de
I’induction transcriptionnelle consistant cette fois en la croissance en présence de peroxyde
d’hydrogéne. Les différentes souches utilisées précédemment ont été étalées sur milieux
riches contenant des concentrations croissantes en peroxyde d’hydrogene (Fig. 13)
communément utilisé pour induire un stress oxydatif.

En plus d’une souche wild type, deux autres souches références sont utilisées : Apapl et Astyl
décrites comme hypersensibles a 1’H,O, respectivement a des concentrations faibles (0.2 mM)
et élevées (1.0 mM)™>. Elles servent a vérifier que le peroxyde d’hydrogéne présent dans les
boites est efficace et est conforme aux concentrations calculées, mais aussi, le cas échéant, a
estimer le degré de sensibilité des mutants de phosphorylation du CTD.

La souche Apapl montre effectivement une sensibilité plus accrue au stress oxydatif que la
souche Astyl. Cependant, la concentration théorique a laquelle le mutant Apapl devrait se
montrer sensible est de 0.2 mM. Ici, la souche Apap! commence a montrer un retard de
croissance par rapport a la souche wt a la concentration de 0.4 mM d’H,O,. Ces différences
pourraient résulter du fait que le peroxyde d’hydrogeéne est ajouté au milieu encore chaud
pour éviter la solidification de 1’agar. A une température trop importante, I’'H,O, est
transformé en H20 et un demi O,. Le titre en agent oxydant est peut-étre de ce fait diminué.
Ce paramétre n’est pas facilement contrélable et pour cette raison, toutes les souches sont
striées simultanément sur la méme boite. La souche Aszy/ commence a montrer une
sensibilité plus accrue que la souche wt a une concentration plus élevée de 1.4 mM.

Les mutants S2A et Alskl ont été testés dans les mémes conditions. Le mutant S2A montre un
retard de croissance en comparaison avec la souche sauvage, méme en 1’absence de
stress. Pour prendre en compte ce retard, la croissance de cette souche est a comparer a la
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Figure 14 : ChIP mettant en évidence le profil de ’ARN Pol Il (A), du CTD S2P
(B) et S5P (C) de Pol Il le long de I'unité de transcription pap1 dans une
souche rpb3-3HA (594) en croissance végétative.

Les positions des amplicons utilisées sont notés relativement a la premiéere pb de
I’ATG de pap1 de 1 a 5. Les barres des histogrammes référent a une moyenne de
duplicats biologiques. Les anticorps utilisés sont anti-HA (A), anti-S2P (B) et anti-
S5P (C). Les souches ont été cultivées en YES.
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Figure 15 : ChIP mettant en évidence le profil de I’ARN Pol Il (A), du CTD S2P
(B) et S5P (C) de Pol Il Ie long de I'unité de transcription rpl1502 et pap1 dans
une souche rpb3-3HA (594) en croissance végétative.

Les positions des amplicons utilisées sont notées relativement a la premiére pb de
I'ATG de pap1 de 0 a 5. Les amplicons dont la numérotation apparait en rouge
sont ceux qui ont été rajoutés par rapport a la figure précédente. Les barres des
histogrammes réferent a une moyenne de duplicats biologiques. Les anticorps
utilisés sont anti-HA (A), anti-S2P (B) et anti-S5P (C). Les souches ont été
cultivées en YES.




condition contréle, et pas a la souche wt. On observe alors que la présence de peroxyde
n’aggrave pas le phénotype du mutant S2A. Quant au mutant Alskl, il se comporte de fagon
tres semblable la souche wt du point de vue de la sensibilité a I’augmentation de la
concentration en H,O,.

Cette expérience nous apporte 1’information suivante : 1’absence de phosphorylation de la S2
dans le CTD n’entraine pas de sensibilité particuliére a des concentrations croissantes en
peroxyde d’hydrogéne. Nous avons toutefois étudié 1’induction au niveau moléculaire,
puisqu’il est possible qu’un effet soit présent mais ne soit pas discernable par ce type de test.

ii. Analyse de ’ARN Polymérase Il sur le géne pap1 via
des expériences de ChIP

1. En absence de stress

Comme pour stel/1, 1’expérience de ChIP-on-chip révélait la présence de S2P dans la région
5 UTR du geéne papl dans des conditions végétatives, nous avons commencé par vérifier
cette donnée par ChIP. Une expérience similaire a celle décrite dans la Fig. 7 a été réalisée en
absence de stress (Fig. 14).

Comme précédemment, c’est d’abord le profil de la Pol II qui est observé (Fig. 14 A). Ce
profil est trés inhabituel et montre un enrichissement trés élevé pour le premier amplicon situé
tres en amont dans le 5° UTR. Entre les amplicons 2 et 4, la Pol II observe un profil plus
habituel : une augmentation au fur et a mesure de la progression de la transcription. Ensuite le
niveau retombe a nouveau au niveau de I’amplicon 5. Les profils de la S2P et S5P (Fig. 14 B-
C) sont tres similaires a celui de la polymérase et présentent la méme caractéristique du coté
5°. L’information principale a retirer de la Fig. 14 est donc la présence d’un pic au niveau de
I’amplicon 1. Nous envisageons deux possibilités pour I’expliquer : le locus pap! posséde un
mode de transcription différent de ce qui a déja été précédemment observé, soit ce pic résulte
de la proximité de la région 3 UTR du gene situé directement en amont de papl. Ce géne
porte le nom de rp/1502 et code pour une protéine ribosomale 60S.

Pour tester la seconde hypothése, nous avons exploré la région en amont de papl en
définissant des nouveaux amplicons (0 et 0-bis) en amont et en ajoutant un amplicon entre
I’amplicon 1 et 2 (1-bis). En continuité avec la Fig. 14, la Fig. 15 reprend les résultats obtenus
avec ces nouveaux couples d’oligos.

Le profil de Pol II a, ici aussi, été observé en premier lieu (Fig. 15 A). En se penchant sur le
profil qui couvre le géne rp/1502, il apparait trés probable que I’amplicon 1 appartient a la
région 3’ UTR de celui-ci plutdt qu’a la région 5° UTR de papl. L’amplicon 1-bis révele des
valeurs semblables a 1’amplicon 2. Il est donc probable que I’amplicon 1bis situé entre 917 et
832 pb en amont du A de I’ATG de pap! soit situé en 5° UTR du geéne papl. Nous pouvons
donc conclure une localisation approximative du site +1 de pap! entre la pb -1293 et -917.

Afin de vérifier que I’amplicon 1 se situe dans la région 3’ UTR de rp/1502, le profil S2P est
observé (Fig. 15 B). Les résultats obtenus concordent avec ceux de la Fig. 15 A. Le profil S2P
suit ce qui est communément attendu pour le géne rp/1502. Dans les 100 premiéres pb le
niveau de phosphorylation de la S2 est relativement faible pour augmenter au cours de la
transcription lors de la phase d’élongation et culminer au niveau de I’amplicon 1.

Cette analyse plus détaillée des deux locus permet d’observer les deux unités de transcription.
Comme nous I’avons dit, il est trés probable que la région couverte par I’amplicon 1
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Figure 16 : ChIP mettant en évidence le profil de ’ARN Pol Il (A) et du CTD S2P (B)
de Pol Il le long de I'unité de transcription pap1 dans une souche rpb3-3HA (536) au
cours d’une induction par le peroxyde d’hydrogéne a une concentration de 1,0 mM.

Les positions des amplicons utilisés sont notées de fagon relative a la premiére pb de
I'ATG de pap1 et de 2 a 5. Les anticorps utilisés sont anti-HA (A) et anti-S2P (B). Les
souches ont été cultivées en YES. Au temps 0, du peroxyde d’hydrogene est ajouté au
milieu de fagon a obtenir une concentration de 1,0 mM dans le milieu. Les échantillons
sont récoltés aux temps 0, 10 et 30 minutes. La manipulation a été réalisée en duplicat; un
profil type est présenté.
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Figure 17 : ChIP mettant en évidence le profil de I’ARN Pol Il (A) et du CTD S2P (B)
de Pol Il le long de I'unité de transcription pap1 dans une souche rpb3-3HA (536) au
cours d’une induction par le peroxyde d’hydrogéne a une concentration de 0,2 mM.
Les positions des amplicons utilisés sont notées de fagon relative a la premiere pb de
I'ATG de pap1 et de 2 a 5. Les anticorps utilisés sont anti-HA (A) et anti-S2P (B). Les
souches ont été cultivées en YES. Au temps 0, du peroxyde d’hydrogéne est ajouté au
milieu de fagon a obtenir une concentration de 0,2 mM dans le milieu. Les échantillons
sont récoltés aux temps 0, 10 et 30 minutes. La manipulation a été réalisée en duplicat.
Les barres des histogrammes réferent a une moyenne de duplicats biologiques (A) et un
profil type est présenté (B).




n’appartienne pas a I’unité de transcription de papl. Notre hypothése est que la proximité
entre les deux phases ouvertes de lecture a pu tromper ’analyse statistique réalisée en ChIP-
on-chip. Ceci pourrait expliquer que pap] ait été classé dans la catégorie des génes dont le 5’
UTR est enrichi en S2P.

2. En condition d’induction

Le géne papl code, nous I’avons vu, pour un facteur de transcription jouant un role dans la
réponse au stress oxydatif. Les données relatives a sa régulation post-traductionnelle sont
abondantes, mais peu de choses sont connues sur les contréles transcriptionnels.

Dans la littérature, le peroxyde d’hydrogene est traditionnellement utilisé pour activer Papl,
ce qui résulte en une réponse cellulaire rapide de 1’ordre des 15 minutes.

Pour étudier 1’induction transcriptionnelle de papl en ChIP, une concentration de 1.0 mM
H,0; a été utilisée (Fig. 16) avec la méme logique que celle précédemment suivie : le profil
de la Pol II est d’abord observé (Fig. 16 A), puis celui de S2P (Fig. 16 B).

Globalement, une légére augmentation de la présence de la polymérase est observée. Cette
augmentation se fait progressivement au cours du temps. Il est vraisemblable qu’un point pris
de fagon plus éloignée dans le temps montrerait un retour a la normale. D’apres la littérature
qui indique que la protéine Papl est requise aux faibles niveaux de stress oxydatif, il est
possible que la réponse soit différente a une concentration de 0.2 mM. Cette hypothese sera
testée dans la figure suivante (Fig. 17).

Le profil de la S2P est également testé (Fig. 16 B), mais aucune augmentation de S2P n’est
mise en évidence pendant I’induction. Nous concluons que la présence de peroxyde entraine
une légére augmentation de la présence de Pol II sans augmentation significative de S2P.

Afin d’effectuer une comparaison avec la figure précédente, la méme expérience est réalisée
mais avec une concentration en H,O; de 0.2 mM (Fig. 17). Cette concentration étant optimale
pour activer la protéine Papl, il est intéressant de voir son effet au niveau transcriptionnel.

Le profil de la Pol II est d’abord observé (Fig. 17 A). De nouveau, une légere augmentation
est présente au sein de ’ORF au temps 10 minutes. Aprés 30 minutes, le pourcentage
d’immunoprécipitation de la Pol II retourne a son niveau basal. Dans les régions 5’- et 3’
UTR, les profils montrent respectivement une augmentation et une diminution graduelle et
trés légére de 0 a 30 minutes. L’importance biologique de ce phénomene est
vraisemblablement trés limitée.

Ensuite, la S2P est observée (Fig. 17 B). Ici, le graphe montre de fagon homogéne une
augmentation graduelle au cours du temps de la S2P. Ce phénomeéne est visible tant dans les
région 5’- et 3’ UTR qu’au sein de I’ORF.

Ce résultat est a mettre en comparaison avec celui présenté a la figure 16 ou I’effet était
limité, voire inverse. Donc, la concentration en H,O; est peut-étre critique pour 1’induction
transcriptionnelle de pap1.
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Figure 18 : Expression relative de '’ARNm de pap1 (A) et de pof14 (B) en
induction par le peroxyde d’hydrogéne dans une souche wt (536).

La quantité relative d’ARNm est mesurée au cours du temps apres induction de
peroxyde d’hydrogéne a une concentration de 1,0 mM. Les graphes A et B
montrent respectivement la quantité relative d’ARNm de pap1 et pof14. Ces
graphes sont normalisés via le géne de 'ARN 25S. Les échantillons sont
récoltés aux temps 0, 10 et 30 minutes. La manipulation a été réalisée une fois.
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Figure 19 : Expression relative de ’ARNm de pap1 (A;C) et de pof14 (B;D)
en induction par le peroxyde d’hydrogéne dans une souche wt (536).

La quantité relative d’ARNm est mesurée au cours du temps aprés induction par
le peroxyde d’hydrogene a une concentration de 0,2 mM. Les graphes A et B
montrent respectivement la quantité relative d’ARNm de pap1 et pof14
normalisées via le gene de 'ARN 25S. Les graphes C et D montrent
respectivement la quantité relative ’ARNm de pap1 et pof14 normalisées via le
gene act1. Les échantillons sont récoltés aux temps 0,10 et 30 minutes. Les
barres des histogrammes référent a une moyenne de triplicats biologiques.
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Figure 20 : Expression relative de ’ARNm de pap1 (A;C) et de pof14 (B;D)
en induction par le peroxyde d’hydrogéne dans une souche rpb1 S2A

(552).

La quantité relative d’ARNm est mesurée au cours du temps apres induction au
peroxyde d’hydrogene a une concentration de 0,2 mM. Les graphes A et B
montrent respectivement la quantité relative d’ARNm de pap1 et pof14. Ces
graphes sont normalisés via le gene de ’ARN 258S. Les graphes C et D montrent
respectivement la quantité relative ’ARNm de pap1 et pof14. Ces génes sont
normalisés via le géne act1. Les échantillons sont récoltés aux temps 0,10 et 30
minutes. Les barres des histogrammes réferent a une moyenne de triplicats
biologiques.
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Figure 21 : Expression relative de ’ARNm de pap1 (A;C) et de pof14 (B;D)
en induction par le peroxyde d’hydrogéne dans une souche Isk1::ura4 ‘
(581).
La quantité relative d’ARNm est mesurée au cours du temps aprés induction de |
peroxyde d’hydrogéne a une concentration de 0,2 mM. Les graphes A et B
montrent respectivement la quantité relative d’ARNm de pap1 et pof14. Ces
graphes sont normalisés via le géne de 'ARN 25S. Les graphes C et D montrent
respectivement la quantité relative ’ARNm de pap1 et pof14. Ces génes sont
normalisés via le gene act1. Les échantillons sont récoltés aux temps 0,10 et 30
minutes. Les barres des histogrammes réferent a une moyenne de triplicats
biologiques.




iii. Différences d’expression de FARNm pap7 en fonction
de la souche wt, S2A ou Alsk1

Comme précédemment, nous avons ensuite voulu étudier 1’effet d’un stress oxydatif sur le
messager papl, et ’effet éventuel de la S2P. Des données relativement préliminaires dans la
littérature, basée sur une géne rapporteur, semblent indiquer que le stress oxydatif n’augmente
pas la transcription du géne papI®®. Nous allons utiliser la g-RT-PCR pour étudier cette
question directement sur le messager de pap1.

Comme lors des expériences de ChIP, une concentration de 1.0 mM en H,O, est d’abord
testée dans une souche wt (Fig. 18). Comme controle de I’induction au peroxyde
d’hydrogeéne, nous avons analysé le géne pof714 (Fig. 18 B). Ce géne code pour une enzyme
clef de la synthese de 1’ergostérol. Cette molécule est un stéroide apparenté au cholestérol. 11
fait partie de la membrane cellulaire des levures et des champignons de maniére plus générale.
11 est connu pour étre induit dans des conditions de stress oxydatif**.

Son induction se déroule de maniére graduelle de 0 a 30 minutes. Aprés 30 minutes, son
expression est 4,5 fois supérieure au temps 0. Ce contréle nous confirme que les cellules
subissent un stress oxydatif. Aprés 10 minutes d’exposition a de 1’ HO; a une concentration
de 1.0 mM, la quantité relative de I’ARNm de paplI passe de 1 a 1.3 (Fig. 18 A). On observe
donc une induction modeste qui s’estompe aprés 30 minutes. Pour les mémes raisons
évoquées plus haut, nous avons répété cette expérience a une concentration réduite a 0.2 mM.
Lors de cette expérience, nous avons aussi utilisé, parallélement a I’ARN 25 S, le géne act/*
pour normaliser les résultats. Comme précédemment, pof74 est utilis¢é comme contréle du
stress oxydatif (Fig. 19 B ;D). L’induction de I’expression de ce géne est plus faible qu’avec
des concentrations en H,O; de 1.0 mM. Au lieu d’atteindre une augmentation de prés de 5
fois, celle-ci est proche des 2 fois. Ceci est logique dans le cas de pof74. Plus le stress est
important, plus la membrane cellulaire a besoin d’étre imperméable aux agents oxydants*,
C’est pourquoi la synthése de I’ergostérol doit étre diminuée. Ici, puisqu’un moins grand
stress est présent, la réponse doit étre moins forte. Ce contréle permet de vérifier que les
cellules subissent un stress oxydatif et que ce stress est moins fort que précédemment.

Comme a la concentration de 1 mM, une induction de pap! est aussi observée (Fig. 19 A ;C).
Apres 10 minutes, elle est comprise entre 1.6 et 2 fois, selon que la normalisation est effectuée
par I’ARN 258 ou act! respectivement. Nous concluons que le géne papl est induit au niveau
transcriptionnel, et que cette induction est plus forte a faible dose en H,O,, en accord avec le
role prépondérant de Papl aux faibles concentrations.

La présence d’une augmentation de I’ARN messager nous a permis de tester le role potentiel
de S2P pour une induction efficace.

Nous avons analysé la souche S2A dans les mémes conditions que 1’expérimentation
précédente (Fig. 20). Le profil de pofi4 (Fig. 20 B ;D) ne montre pas de particularité dans son
profil. Il observe la méme forme que dans la Fig. 19. Les variations présentes d’une
expérience a 1’autre résultent de la variation biologique et ne seront pas commentées ici.

Le profil de papl est ensuite observé (Fig. 20 A ;C). Globalement, 1’absence de S2P ne
modifie pas I’induction de papl, contrairement a ce que nous avions observé pour stell.
Cependant, apreés 30 minutes, nous n’observons pas de diminution de I’ARN messager dans la
souche S2A, mais les différences étant faibles, il est sans doute prudent de ne pas tirer de
conclusions fermes de cette observation. Enfin, quand 1’expérience est réalisée dans une
souche Alskl (Fig. 21), I’induction de pofi14 est trés similaire aux expériences précédentes.
L’induction de pap! est semblable a celle présentée par la souche S2A.
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Figure 22 : Expression relative de ’ARNm de csx1 en induction par le
peroxyde d’hydrogéne dans les souches wt (536), Isk1::ura4 (581) et S2A
(552).
La quantité relative ’ARNm est mesurée au cours du temps apres induction de
peroxyde d’hydrogene a une concentration de 0,2 mM. Ce graphe est normalisé
via le géne de I'ARN 25S. Les échantillons sont récoltés aux temps 0,10 et 30
minutes. La manipulation a été réalisée une fois.
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Figure 23 : Expression relative de ’ARNm de zfs1 dans les souches wt (536),
Isk1::ura4 (581) et S2A (552) au cours d’une carence azotée.

Les souches ont été cultivées en EMM. Au temps 0, le milieu est remplacé par de
'EMM déplété en azote. La quantité relative d’ARNm est mesurée aux temps O,
1h30, 3h00 et 4h30. Ce graphe est normalisé via le gene de 'ARN 25S. La
manipulation a été réalisée une fois.



Malgré les faibles variations observées, notamment au temps 30 minutes, il est manifeste que
S2P ne joue pas un réle critique dans I’induction de pap 1, contrairement a ce qui a €té observé
pour stel .

c. Etude des génes csx1 et zfs1

Comme indiqué dans I’introduction, a la fin de ce travail, nous avons réalis¢ quelques
analyses préliminaires sur csx/ et zfs/ qui présentaient également une région 5° UTR riche en
S2P dans le profil de ChIP-on-chip. Nous avons testé si la quantité de leur ARNm variait par
rapport a une souche sauvage lorsque la phosphorylation de la S2 est empéchée.

i. Différences d’expression de ’ARNm de csx17 et zfs1 en
fonction des souches wt, S2A ou Alsk1

Pour ce faire, la quantité d’ARNm provenant des souches wt, Alsk/ et S2A est mesurée. Dans
le cas de csx1, les cellules subissent un stress oxydatif au peroxyde d’hydrogéne a une
concentration de 0.2 mM. Notons que les concentrations utilisées dans la littérature pour
induire csx/ sont de 1.0 mM*’. Etant donné que des stocks d’ADNc ayant subi un stress
oxydatif a ’'H,O, = 0.2 mM avaient déja été réalisés, par manque de temps, ils ont été utilisés
pour une manipulation pilote.

Pour I’étude de zfs1, les cellules subissent une carence en azote. Ce géne est connu pour étre
induit par une carence azotée'. Ici aussi, les ADNc proviennent d’un stock réalisé
précédemment.

L’expérience portant sur csx/ est présentée en Fig. 22. La souche sauvage montre une trés
légeére induction au temps 10 minutes, ensuite, aprés 30 minutes, le niveau redescend sous le
niveau du temps 0. Nous attendions une plus forte induction mais une concentration en H,O,
5 fois inférieure a ce qui est couramment testé est potentiellement responsable de ce
phénomene. 11 conviendrait de tester une concentration de 1.0 mM afin de vérifier si
I’induction est plus forte a cette concentration.

Quoi qu’il en soit, le niveau d’expression de I’ARNm csx/ est mesuré dans les souches Alsk!/
et S2A. Globalement, ces deux mutants se comportent de maniére trés similaire a la souche
sauvage.

Une conclusion a tirer de cette expérience est que la phosphorylation de la S2 ne joue pas un
role clef dans I’expression du géne csx/. Toutefois, il convient de rappeler que cette
manipulation n’a été réalisée que sur un seul échantillon biologique et dans des conditions
sub-optimales. Afin de tirer des conclusions plus fiables, ce test devrait étre réalisé a nouveau
et ce, avec une concentration de 1.0 mM de peroxyde d’hydrogéne dans le milieu.

L’expérience portant sur zfs/ est présentée en Fig. 23. Le géne zfs/ est induit par des
conditions de carence en azote™’. Or, dans cette expérience la souche wt ne montre aucune
augmentation de ’ARNm de ce gene. Il présente méme une décroissance aprés 1h30 pour
ensuite revenir au niveau initial. Les raisons de ce profil surprenant sont inconnues. Dés lors,
les données des souches S2A et Alskl ne peuvent étre comparées a un contrdle digne de
confiance. L’interprétation de ces données est donc compromise. La manipulation devrait étre
a nouveau réalisée afin d’obtenir un contréle concluant et ainsi pouvoir interpréter les
données. Notons que les profils des souches S2A et Alskl sont fort différents entre eux.
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Habituellement, ces souches suivent le méme profil. La manipulation est donc ici remise en
cause.
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5. Discussion
a. pap1, un faux positif ?

Hormis leurs fonctions biologiques différentes, les facteurs de transcription Stell et Papl
partagent le fait de répondre a un stress : Stel1l est induit par une carence en azote et active la
voie de différentiation sexuelle, et Papl répond a un stress oxydatif a faible dose en
augmentant la transcription de génes requis pour maintenir la viabilité cellulaire dans ces
conditions. Du point de vue transcriptionnel, ste/l et papl appartiennent a un groupe de
genes sélectionnés au cours d’une analyse en ChIP-on-chip car ils présentent un
enrichissement inattendu en S2P au niveau de leur région 5° UTR. Sur cette base, nous avons
posé I’hypothése que S2P pourrait jouer un role essentiel dans la transcription de ces deux
geénes, contrairement au reste du génome. Les expériences réalisées pour tester cette
hypothése ont donné des résultats contrastés.

Premiérement, lorsqu’une souche dont la phosphorylation de la S2 est rendue impossible
génétiquement est mise en présence des stress inducteurs de ste/l ou papl, les phénotypes
sont tres différents. D une part, pour 1’étude de stel, les cellules ont été étalées sur des boites
a faible teneur en azote pour induire la différentiation. Dans ce cas, les mutants S2A et Alsk/
montrent une efficience de croisement extrémement réduite.

D’autre part, pour 1’étude de papl, différentes souches de S. pombe ont été étalées sur des
boites comportant différentes concentrations en H,O,. Ici, les mutants S2A et Alskl ne
montrent pas de sensibilité accrue a ce stress.

Ces données phénotypiques suggerent donc que la phosphorylation de la sérine 2 au sein du
CTD est absolument requise pour 1’expression de stel I, mais pas pour celle de pap1.

Ensuite, lorsque le niveau d’expression des ARNm des génes étudiés a été testé, stell
montrait un niveau d’expression trés réduit dans les mutants de la phosphorylation de la S2,
mais papl ne montrait que trés peu de différences entre les niveaux d’expression de son
ARNm dans les souches sauvages versus S2A et Alsk].

Ces données sont en accord avec I’analyse phénotypique décrite ci-dessus.

La raison pour laquelle le géne papl a été sélectionné lors de I’analyse ChIP-on-chip est la
présence dans la région en amont de I’'ORF de papl d’un niveau de S2P élevé. Notre travail
remet en question cette possibilité et suggere plutot que le niveau élevé de S2P provient plus
vraisemblablement de la région 3° UTR du géne en amont de papl, rpl/1502. Une cause
possible de cette erreur d’interprétation est le fait que la région intergénique présente entre
rpll1502 et papl est relativement courte. Seulement 1493 pb séparent respectivement les
codons Stop et ATG de ces deux geénes. Dans le cas de ste/], la région intergénique entre
I’ORF de SPBC26H8.12 (I’ORF en amont de stel]) et stell est de 7611 pb. Cette distance est
plus de 5 fois plus élevée que dans le cas de pap].

La comparaison entre stel/l et papl nous amene a conclure que papl ne posseéde pas, en
définitive, un profil particulier de S2P dans sa région 5° UTR, et s’il I’est, ce n’est pas dans la
méme mesure que stell.
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b. Régulation transcriptionnelle du géne pap1

Ce travail a aussi été 1’occasion d’explorer 1’induction transcriptionnelle de papl par le
peroxyde d’hydrogéne, un aspect méconnu de sa régulation. Nous avons vu que papl est
effectivement induit lorsque S. pombe est mis en présence de peroxyde d’hydrogéne. Cette
augmentation est plus grande a une concentration de 0.2 mM qu’a une concentration de 1.0
mM. Dans le premier cas, 1’induction est estimée a 1,6 a 2 fois aprés 10 minutes, en fonction
du géne utilisé pour la normalisation des échantillons : I’ARN 258 et act] respectivement. A
1 mM, I’induction est de 1.3 fois aprés 10 minutes.

Nous présentons ici une hypothése permettant d’expliquer ce phénomene. Par ailleurs, une
piste permettant de confirmer ou d’infirmer cette hypothése sera proposée.

La protéine Papl a été présentée dans I’introduction comme un facteur de transcription dont le
mécanisme de régulation est basé sur I’exportation permanente du noyau’®. A un niveau élevé
de stress oxydatif ((H>O,] = 1.0 mM), Papl sera plus fortement exporté du noyau qu’a un
faible niveau de stress oxydatif ((H,0,] = 0.2 mM)*’.

Nous proposons qu’il existe en paralléle une induction modeste au niveau transcriptionnel. La
région consensus de liaison a I’ADN du facteur de transcription Papl est la suivante :
TTACGTAA®. Or, en amont du géne papl, il existe une région dont la séquence est la
suivante : TTACGTGT. Cette séquence est située entre 441 et 434 pb en amont du A de
I’ATG de papl. Ce site ne correspond pas exactement au site consensus de liaison de Papl.
Toutefois, 6 bases sur 8 sont identiques. La probabilité que ces 6 bases soient sélectionnées de
maniere aléatoire équivaut a 1 chance sur 4096. Et il faut également que cette séquence soit
placée dans la région promotrice de papl. Ceci diminue encore les chances que cette séquence
soit la par hasard. Cependant, cette hypothése reste toujours a démontrer.

Papl pourrait donc s’auto-activer lors I’induction. Il s’agit d’un phénoméne fréquent qu’on
retrouve notamment pour stel .

Afin de vérifier si Papl est effectivement son propre activateur transcriptionnel, une
expérience de ChIP pourrait étre réalisée. Une immunoprécipitation de Papl nous indiquerait
si, en condition de stress oxydatif, cette protéine est présente dans sa propre région
promotrice.

Si ce modele est avéré, le fait que 1’induction soit modérée est probablement di au fait que la
séquence potentiellement reconnue ne comporte que 6 nt sur 8 identiques a la séquence
consensus. Il est alors probable que la liaison de Papl a ce site ne se fasse pas de maniére
optimale et que I’expression ne soit pas maximale.

Une expérience qui pourrait nous éclairer a ce sujet serait de remplacer la séquence
TTACGTGT par la séquence TTACGTAA et d’ensuite regarder 1’expression du géne papl
dans ce mutant en conditions de stress oxydatif. Une autre expérience serait de supprimer
cette séquence en amont de papl et d’observer le niveau d’expression de papl. Si dans le
premier cas, 1’induction est plus fortement et dans le deuxi¢éme moins fortement induite que
dans le wt alors cette séquence en amont de papl joue un réle dans la régulation
transcriptionnelle de pap1.

c. zfs1 et csx1 sont-ils a placer sur le méme plan que ste11
ou que pap1 ?

Dans le cas de zfs/, aucun avis tranché ne peut étre exprimé en raison des problémes
rencontrés lors de la manipulation présentée dans la Fig. 23. 11 faut noter que I’ORF en amont
de ce gene est tres éloignée, comme c’est le cas pour stel ! ; il est donc trés peu probable que
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I’explication avancée pour pap! soit applicable ici. Des travaux complémentaires sont requis
pour établir le degré de dépendance de la transcription de zfs/ a S2P.

Dans le cas de csx/, bien que la manipulation présentée en Fig. 22 n’ait été réalisée qu'une
seule fois et que le contréle ne montre pas une induction comparable a celle de pof74,
certaines comparaisons peuvent étre effectuées. Le géne csx/, montrant une réponse similaire
a celle de pap1, semble également ne pas étre affecté par I’absence de phosphorylation de S2.
Par ailleurs, la proximité avec I’ORF précédente est intermédiaire par rapport a stell et papl.
I1 semble donc possible qu’on ait affaire & un recouvrement des régions 5° UTR et 3 UTR de
deux geénes adjacents. Des travaux complémentaires devraient permettre de trancher cette
question.

6. Perspectives

a. La sérine 2 phosphorylée en début de transcription : un
mécanisme de régulation génétique pour une certaine
catégorie de génes ?

Nous avons vu qu’empécher la phosphorylation de la S2 du CTD n’est pas létal. Cette
mutation affecte légérement la croissance végétative. Par contre, S2P est absolument requise
pour la différentiation sexuelle et I’induction du géne ste/ 1. En effet, dans le cas de stel 1, les
mutants de la phosphorylation de S2 présentaient un niveau d’expression de I’ARNm de stel/
trés fortement réduit par rapport a une souche sauvage. Alors que dans les cas de pap! et csx1,
mais aussi de la majorité des génes chez S. pombe, aucun effet de ce type n’est observable.

On est donc amené a se demander si la régulation de ste/ ] par S2P est exclusive ou si elle est
conservée seulement pour une classe de génes. Trois catégories distinctes de génes pourraient
étre distinguées dans ce dernier cas.

Catégorie 1 : les génes possédant un pattern classique de S2P.

Catégorie 2 : les geénes possédant un niveau élevé mais non essentiel de S2P dans la région
promotrice.

Catégorie 3 : les génes dont le niveau élevé de S2P dans la région promotrice affecte
fortement la transcription.

Dans les deux premicres catégories, il semblerait que la S2P joue le réle qui lui est
habituellement assigné dans la littérature. Sa fonction n’est pas essentielle. Dans la troisiéme
catégorie, la S2P joue un rdle crucial. Le seul exemple connu a ce jour appartenant a la
catégorie 3 est le géne stel .

Une hypothése pour expliquer cette spécificité repose sur le fait qu’une expression aberrante
de stell aura des conséquences beaucoup plus larges que si, par exemple papl ou csx! sont
dérégulés. En effet, le choix inopiné de différentiation sexuelle affecte de fagcon profonde la
vie cellulaire. D’un point de vue évolutif, ce sera a fortiori le cas si un pathway de
différentiation est activé de maniere inappropriée chez un organisme multi-cellulaire.

D’un point de vue moléculaire, il est possible que la levure posséde une région de chromatine
plus dense au niveau de stel . 11 a d’ailleurs été montré que les génes impliqués en amont du
pathway de la méiose chez la levure Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) sont fortement
régulés par des altérations de la chromatine telles que la désacétylation d’histones ou encore
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le remodelage de celles-ci®®. Ceci permet d’éviter plus facilement les transcriptions
accidentelles de ces régions. Inférer qu’un méme mécanisme soit présent chez S. pombe
semble réaliste mais néanmoins a vérifier.

Si la chromatine est plus dense au niveau de stel 1, elle sera moins accessible aux machineries
de transcription. Par conséquent, il est possible qu’il faille plus d’enzymes pour desserrer
I’étreinte des histones sur I’ADN afin d’assurer sa transcription. Il n’est donc pas exclu qu’il
faille localement au niveau des régions 5 UTR un niveau de S2P élevé pour recruter, par
exemple, plus de methyltransférase Set2.

I1 a d’ailleurs été montré chez la levure S. cerevisiae que la délétion du géne sez2 provoquait
une déficience de sporulation’. Or le méme phénotype est visible chez la levure de fission S,
pombe dans les mutants ou la phosphorylation de la S2 est empéchée. Cette découverte va
dans le sens de I’hypothése développée ci-dessus. 1l serait intéressant de tester la capacité a

sporuler d’une souche délétée pour le géne ser2 chez S. pombe et de la comparer aux mutants
S2A et Alskl.

b. ste11, un cas particulier ou un mécanisme de régulation
a plus large échelle ?

Une tres faible partie de génes comprise dans les 115 ressortant de 1’étude ChIP on chip a été
observée de maniere individuelle. C’est pourquoi il semble prématuré d’affirmer que szel ! est
ou n’est pas un cas particulier. Toutefois, il n’y a pas d’équivoque sur le cas de stell. Cet
exemple présente un geéne dont la S2P joue un réle majeur pour sa transcription. Un
mécanisme de régulation génétique encore inconnu a ce jour affecte son expression. Il n’est
des lors pas a exclure que stel ] fasse partie d’un ensemble plus vaste de génes possédant une
régulation particuliére.

I1 existe au sein du génome des régions plus facilement transcrites que d’autres. L’état de
condensation de la chromatine joue certainement un réle dans ce phénomeéne.

Si I’hypothése évoquée au paragraphe précédent est correcte, il est possible que stel] se situe
dans une région dense de la chromatine. Il lui faut donc plus de signal S2P afin de rendre sa
transcription possible. Il est possible que ceci constitue un mécanisme original pour controler
I’expression inopinée de geénes affectant fondamentalement la vie cellulaire.
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7. Matériels et méthodes

a. Souches utilisées

Dans ce travail, les souches utilisées sont référencées via un numéro. Voici leur détail :

19

20

94

375
376
461
468
536
352
562
568

569
581
594
596

597

h* ade6/ura4/leul

h™ ade6/ura4/leul

.

h™ ura4/leul styl::ura4

h™ ura4/leul papl::ura4

h™ ura4/leul Iskl::ura4

h™ ade6/ura4/leul Isk1::ura4

h* ade6/ura4/leul rpb3-3HA-kanR
h™ rpb1 CTD S2A-kanR

h™ rpb1 CTD S2A-kanR

h90

h°° rpb1 CTD S2A-kanR

h* ura4 Isk1::ura4

h™ rpb3-HA-kanR

h™ rpb1 CTD S2A-kanR rpb3-HA-kanR
h* ura4 Isk1-HA-ura4

b. Milieux de culture

Les milieux de culture utilisés sont les suivants :

YES (Yeast Extract Supplemented). Il s’agit d’un milieu riche.

ME (Malt Extract). Il s’agit d’un milieu pauvre en azote.
EMM Broth (Edinburgh Minimal Medium). Il s’agit d’un milieu minimal.
EMM Broth sans azote. Il s’agit d’un milieu minimal sans azote.

Tous ces milieux proviennent de la firme FORMEDIUM™,

~ Provenance

Recu de B. Grallert
Recu de B. Grallert
Recu de P. Nurse
Recu de T. Toda
Recu de T. Toda
Recgu de J. Karagiannis
Stock

Stock

Stock

Stock

Stock

Stock
Stock
Stock
Stock

Stock

Le YES, le ME, EMM-N et SPAS sont utilisés en combinaison avec de 1’agar BD DIFCO™
qui joue le role d’agent solidifiant pour les tests sur boites.

c. Amorces utilisées lors des PCR
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Voici les oligonucléotides utilisés pour 1’étude de stel /, papl, pofi14, csx1 et zfsl. Sont aussi
référencés les oligonucléotides servant a amplifier les génes de I’ARN 258 et act/ servant de
normalisateur dans les études de quantités relatives d’ARN.

Les lettres majuscules indiquent la présence de 1’oligo au sein d’une ORF.

te1 1 | ttggttgcaatg cgttg

tagacggaaacaacg

i
stell 2 ctttgtctctaccaccatagttatcc ccaagcgatagaataacgatgcg
stell 3 cttgagctggaaattccattagtttc gtgacaaaagtatatttgatgccagg
stel1l 4 TCGTCGAGATCGCCAAGC GGCACTTTCATTTCTCCACAGC
stell 5 GCCATACTTCTTACCCAGCAATG CAGAATTGGTAACACTAGACGAAGAG
stell 6 cgtatcaagcaatcatccaatgc cattaccccagtaggtgtgg
papl O aataccgtcagatgaatgtg cttgcttggccttgtatcc
papl O0Obis ctcgtattaactggatcgtc cgataccacgagacttcttac
papl 1 taattgcagatttgtacgtcttg agcataacgcttacaaatcccag
papl 1bis cgcatattcaacgataacagc gcctccattccgaaacatag
papl 2 ttggtcttgctaatgctacg ctcaagtatcgatcgcacttc
papl 3 ATCTTCACGACGGACTTCATC GGCTTAACATCGCCATCCAC
papl 4 CGTCGAGTTGTCATTGAACG ACCAGTATCGGTTGGCAATG
papl 5 tagtcgatcaacaggaactcg gtctcaatggatggaagctg
258 |/ TTGTCCATGAAATTCCATTGAA CTTACAATACCCCGTTCCACAT
pofl4 / CTCTTGGTTATCGGAGCATGTTC CACATAACTCAGCCAACTGC
acti / CTCAAAGCAAGCGTGGTATTT TCTTTTCCATATCATCCCAGTTG
csxl f ACTGTTCTCCTAGCTCCACTC CCTTGGATGGACGCTACTT
Zrsl - CTCCTATGTCTCGACCTCAAG GTGATCCCCTTGTCAACTCA

d. Coloration des spores a I'iode

Les croisements se font par mélange de deux souches de signes sexuels opposés (4" et &) sur
milieu synthétique ME. Dans ces conditions, les souches arrétent leur croissance en phase G1
du cycle cellulaire et conjuguent pour former un diploide. La méiose suit immédiatement pour
donner un asque a quatre spores ordonnées. Apres deux jours, la présence des spores peut étre
vérifiée par observation microscopique ou révélée par coloration des spores a la vapeur d’iode
(coloration due a la présence d’amidon). De la méme sorte, les souches homothaliques /#”’
montrent le méme potentiel. Une différence majeure réside dans le fait que les cellules »°
sont capables de changer de signe sexuel. Les colonies contiennent dés lors un mélange des
populations 4" et 4. Elles sont donc auto-fertiles.

e. Microscopie

Les cellules observées au microscope a fluorescence sont d’abord colorées au 4',6'-diamidino-
2-phénylindole (DAPI). Pour ce faire, les cellules sont fixées dans de 1’éthanol 70 % puis
resuspendues dans du citrate de sodium 50 mM. Le DAPI est un colorant nucléaire qui permet
de bien visualiser les noyaux lorsqu’une illumination UV est utilisée en combinaison avec un
filtre DAPI. Une image est également observée avec une illumination a la lumiére visible et
un filtre Differential Interference Contrast (DIC).
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f. Carence en azote

Le manque d’azote dans un milieu de culture est un stress déclenchant 1’accumulation des
cellules dans la phase G1 du cycle cellulaire. Afin de passer d’un milieu azoté (EMM) a un
milieu non-azoté (EMM-N), les cellules sont passées au travers d’un filtre dont la maille
posséde un diametre de 0.8 um. Ceci permet de laisser passer le milieu de culture tout en
conservant les cellules. Ces dernieéres sont rincées par de 'EMM-N avec un volume
équivalent a la culture. Les cellules sont ensuite resuspendues dans de ’EMM-N.

g. Induction au peroxyde d’hydrogéne

Pour induire un stress oxydatif, du peroxyde d’hydrogéne provenant de la firme Sigma®
(Cat. :H1009) est ajouté a la culture. La solution stock est a une concentration de 8,82 M. Il
convient donc de la diluer de fagon appropriée afin d’obtenir la concentration désirée dans la
culture.

Pour obtenir 100 ml de culture a une concentration en peroxyde d’hydrogene de 0.2mM, 22.6
ul de solution stock diluée 10 fois (0.88 M) sont ajoutés.

Pour obtenir 100 ml de culture a une concentration en peroxyde d’hydrogene de 1.0 mM, 113
ul de solution stock diluée 10 fois (0.88 M) sont ajoutés.

Si un volume plus grand est désiré, une régle de trois est appliquée.

h. FACS

Afin de vérifier I’arrét en G1 des cellules, leur contenu en ADN est observé en cytométrie de
flux. Pour ce faire, les cellules sont d’abord lavées a I’eau, fixées a 1’éthanol et resuspendues
dans du citrate de sodium 50 mM. Un traitement a la RNase A est enfin effectué afin d’éviter
que I’ARN ne perturbe la mesure la mesure de la quantité d’ADN. Les cellules sont enfin
mises en contact avec de 1’iodure de propidium, un agent intercalant, qui va étre excité lors de
son passage dans le FACS.

Le FACS utilisé est de marque Becton Dickinson® et la mesure du contenu en ADN se fait
via le canal FL2.

i. ChIP (Chromatin Immunoprecipitation)

i. Préparation de la chromatine

Les ChIP ont été réalisés selon les méthodes décrites par Aparicio et al.*®. Une culture de 100
ml est suffisante pour obtenir suffisamment de chromatine pour permettre trois
immunoprécipitations différentes. Lorsque les cellules ont atteint une DOsgs comprise entre
0.6 et 0.8, elles sont fixées par I’ajout de 3 ml de formaldéhyde 37 % au milieu. Ceci a pour
but de créer des liaisons covalentes entre les molécules et notamment entre I’ADN et les
protéines associées.

34




S’ensuit une incubation de 10 minutes. Pour arréter la liaison, 20 ml de glycine 2,5 M sont
ajoutés. La chromatine est ensuite extraite. L’ADN est découpé en fragments de plus ou
moins 500 pb a Il’aide d’un sonicateur de type Bioruptor Diagenode™. Sept cycles a
puissance maximale sont réalisés avec les réglages suivants : 30°” ON et 60’ OFF.

ii. Immunoprécipitation

Les anticorps suivants sont utilisés :

HA : Pour I'immunoprécipitation dirigée contre I’hémagglutinine (HA), une combinaison de
deux anticorps est utilisée dans un rapport 1:1. Le premier est 1’anticorps monoclonal HA.11
de type IgG provenant de la firme Covance®. Le second est 1’anticorps monoclonal HA (F-7)
: s¢-7392 de type I1gG provenant de la firme Santa Cruz®.

S2P : Pour I'immunoprécipitation dirigée contre la Ser phosphorylée en position 2 du CTD de
la sous-unit¢ Rpbl de I’ARN polymérase II, I’anticorps monoclonal H5 de type IgM est
utilisé. Il provient de la firme Covance®.

S5P : Pour ’immunoprécipitation dirigée contre la Ser phosphorylée en position 5 du CTD de
la sous-unité Rpblde I’ARN polymérase II, I’anticorps monoclonal H14 de type IgM est
utilisé. Il provient de la firme Covance®.

Les isotypes de ces anticorps sont reconnus par des billes magnétiques Dynabeads™. Deux
types de billes sont utilisés pour les IP. Des billes reconnaissant les 1gG lors des IP avec des
anticorps HA et des billes reconnaissant les IgM lors des IP S2P et S5P.

J. Purification d’ADN

L’ADN est purifié grace au kit MSB Spin PCRapace de la firme Invisorb®. La solution
contenant I’ADN est introduite dans une colonne de filtration avec 500 ul de tampon de
fixation. Les tubes sont centrifugés pour éliminer les déchets. L’ ADN purifi¢ est récupéré par
une double élution avec a chaque fois 25 ul de Tris 10 mM pHS.5.

k. g-PCR

Les PCR en temps réel sont réalisées avec du SYB® Green (Applied Biosystems™). Cet
agent fluoresce aprés son intégration au sein d’un ADN double brin. La fluorescence est
proportionnelle a la concentration en ADN double brin. Un appareil StepOne plus (Applied
Biosystems™) permet de mesurer cette fluorescence et donc de quantifier I’ADN introduit
dans la réaction. Les oligos de la région génique pour laquelle on souhaite obtenir des
informations sont ajoutés au SYB® Green.

Les cycles de températures sont les suivants :

95°C pendant 15 secondes pour la phase de dénaturation ;

60°C pendant 1 minute pour les phases d’annealing et é¢longation.

L’ensemble de la réaction comporte 40 cycles.
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I. Extraction d’ARN

Pour extraire de I’ARN, les cellules d’une culture de 50 ml a DOsgs = 0.4 sont récoltées. Les
cellules subissent différentes phases successives d’extraction au phénol-chloroforme. Ceci a
pour but de dénaturer et de précipiter les protéines solubles. Elles se retrouvent a 1’interface
entre les phases organiques et aqueuses. L’ARN se situe dans la phase aqueuse. Si le pH est
inférieur a 7.0, I’ADN sera également dénaturé et précipitera avec les protéines a 1’interphase.

m. Purification d’ARN

L’ARN obtenu apres extraction est ensuite purifié¢ sur une colonne du kit RNeasy Qiagen™.
200 pg d’ARN extrait sont mélangés a 350 ul de tampon RLT (tampon de lyse). Ensuite 250
ul d’éthanol absolu sont ajoutés. Le mélange ainsi obtenu est transféré sur la colonne de
filtration. La colonne est rincée deux fois avec du tampon RPE (solution de lavage). L’ARN
est récupéré par €lution avec 30 ul d’eau. Pour augmenter la concentration en ARN, ces 30 pl
sont repassés dans la colonne une seconde fois.

n. RT-PCR

L’ARN purifié est rétro-transcrit en cDNA avec le kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems™). Ce kit posséde des amorces aléatoires de petites tailles
couvrant de maniere équivalente la plupart du transcriptome. 2 pg d’ARN purifié sont insérés
dans la réaction.

Les cycles de températures sont les suivants :

25°C pendant 10 minutes pour activer la reverse transcriptase ;

37°C pendant 120 minutes pour la réaction de rétrotranscription en elle-méme ;

85°C pendant 5 minutes pour inactiver la reverse transcriptase.
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8. Annexe

SPAC1142.06
SPAC17D4.02
SPBC1271.09
SPBC18H10.13
SPAC3H1.11
SPAC821.10c
SPAC1786.02
SPAC1834.04
SPCC18.01c
SPCC1902.01
SPAC17A2.09c
SPAC821.08c
SPCC1840.02c
SPAC644.06c
SPBC32C12.02
SPAC25B8.13c
SPCC16C4.07
SPBC1D7.02c
SPBC1718.07c
SPCC594.02c
SPBC365.16
SPCC320.03
SPAC644.05c
SPBC211.02c
SPAC1071.10c
SPAC343.12
SPCC1281.06c¢
SPAPB18ES.05c
SPCC18B5.01¢
SPAC2H10.01

SPAC110.01
SPBP23A10.11c
SPCC645.06¢c
SPBC1347.14c
SPBC18H10.12c
SPBC1711.14
SPBC23E6.09
SPAC21E11.03c
SPCC757.12
SPBC646.12c
SPAC1783.07c
SPAC24B11.12c
SPCC1259.02c
SPCC830.07c
SPBC409.07c
SPAC25G10.08
SPBC4.07c
SPAC1786.03
SPAC4F10.13c
SPCC330.06c¢c
SPAC23H4.06
SPAC23D3.12
SPAC4F8.07c
SPAC806.11
SPAC19B12.02c
SPAC31G5.11
SPEC1739.13
SPAC8E11.10
SPAPB8ES5.03
SPAC13G6.10c

SPAC3H1.08c
SPAC2F3.09
SPAC11E3.13c
SPBC8D2.04
SPAC1834.03c
SPAC27E2.13
SPCC1393.10
SPBC3H7.02
SPAC1002.13c
SPAC12G12.04
SPCC13B11.01
SPAC1705.03c
SPBC1685.13
SPCC1672.02c
SPAC821.09
SPBC1E8.05
SPBC215.05
SPBC36.03c
SPBC1105.05
SPBP4G3.02
SPAC926.04c
SPBC8E4.01c
SPBC56F2.12
SPAC23H3.13c
SPAC26H5.08c
SPAC227.13c
SPBC30B4.01c
SPAC110.04c
SPCC417.15
SPAC16.05c¢

SPBC4B4.08
SPAC9ES.09c
SPBC13A2.04c
SPBC16D10.06
SPCC1393.08
SPCC548.06c¢
SPBC530.10c
SPEC553.10
SPAC10F6.01c
SPBC409.08
SPAPB2B4.03
SPAC1A6.04c
SPAPB15ES.01c
SPAPB1E7.07
SPACS56F8.16
SPAC631.02
SPCC622.09
SPCC736.15
SPBC3D6.02
SPEE1235.14
SPBC1683.01
SPBC1826.01c
SPBC337.08c
SPAC1639.01c
SPBC56F2.11
SPBC2G5.06¢
SPBC31A8.01c

Tableau 1 Génes montrant un profil S2P élevé dans leur région 5 UTR
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