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Préambule au manuscrit

Ce mémoire de these est le fruit de 3 années deenadeh dans des domaines
multidisciplinaires au cours desquelles jai déastivies techniques de microscopie,
d'analyse d'images, de biophysique et de cultuteillaiee. Ce travail a été mené en
s'‘appuyant sur de nombreuses collaborations notatamesein du Laboratoire de Biologie
Moléculaire des Eucaryotes (LBME - Université deldose) et les équipes d'Olivier Gadal
et Kerstin Bystricky, sans lesquelles rien n‘auesit possible. Le financement de ma these
est d'ailleurs une bourse de l'université Paul Sabsoutenant l'interaction entre le LAAS

et le LMBE.

J'ai effectué ma thése au sein du LAAS, laboratdiamalyse et d'architecture des
systémes, dans le groupe N2IS, Nano ingénierientggration des systemes et plus
précisément dans l'axe Intégration Micro et Nanaditjue. J'ai été recruté en continuité de
la thése de Houssam Hajjoul, qui avait effectuéravail plus technologique puisqu'il avait
développé un systéeme de visualisation 3D fondédas micro-miroirs en sillons. Ce
premier travail avait permis de mettre en éviddhicgrét du développement de nouveaux
outils d'analyse d'image pour augmenter le déaitalyse des expériences d'imagerie. Mon
profil d'Ingénieur a I'INSA de Toulouse en automat et électronique, m'a permis de
mettre en ceuvre mes compétences en matiere danddysionnées, de conception de
chaines d'acquisition et de programmes de traitemécessaires a la bonne marche du

projet.



L'objectif de mon travail de these a été de déymopdes outils permettant de
mesurer précisément les déplacements des chromssoiames les cellules vivantes,
d'automatiser le processus de traitement de Ihmition et de développer des modéles
guantitatifs d'analyse des données expérimentaks objectifs sont motivés par le fait que
la description du mouvement des chromosomes dalesuae est encore mal documentée,
alors que ce sujet constitue un enjeu importarifad®ologie du chromosome moderne. La
technique essentielle de mon projet est la micquscde fluorescence, que je décrirai avec
précision dans ce manuscrit. Nous notons que neoissafait un effort d'intégration tres
important pour nos développements logiciels, qat sajourd'hui disponibles sous la forme
d'exécutables, potentiellement distribuables audeesi'importe quel utilisateur. Ce volet
d'ingénierie est au cceur des compétences histarigueLAAS, qui est spécialisé en
Sciences de l'Ingénierie et des Systémes et visépandre a des besoins sociétaux et

scientifigues du moment.

Le caractére pluridisciplinaire de ma thése im@iaqune présentation de domaines
aussi divers que l'algorithmique de traitement afjgs et la structure moléculaire d'un
chromosome. D'un point de vue scientifique, celastitue clairement un grand écart. J'ai
donc tenté de présenter de maniére synthétiqumddisvations essentielles a mon projet.
Dans une premiere partie, je vais revenir sur faroatine et le noyau cellulaire de fagon a
introduire le cadre biologique de mon travail dehexche ainsi que les questions qui restent
en suspens sur l'organisation nucléaire de la éevDans une seconde partie, je reviendrai
sur le montage expérimental de microscopie de demance et les différentes optimisations

que j'ai apportées pour améliorer la qualité desges et élargir la gamme temporelle des



acquisitions. Ensuite dans une troisieme partipajterai en détail des programmes de suivi
de particule et du programme de traitement desdi@ye que j'ai développé. Dans une
quatrieme partie, je montrerai une application cetec de mon travail en étudiant les
déplacements spatio-temporels de segments de choomes issus de plusieurs
chromosomes de la levure. Enfin je présenterai sgmnde application en décrivant les
propriétés du chromosome Xl de la levure a pader I'étude de segments distribués

régulierement le long de celui-ci.



|.Chromatine et Noyau cellulaire

La taille du génome de la levure Sacharomyces Céseuvisprésentant 12,7 millions
de paires de bases (pb) d’ADN et cette grande déaaid matériel génomique est stockée a
I'intérieur d’'un noyau de ~4m?® grace a un repliement compact et hiérarchisé AlBN
[Fig. 1]. Ce repliement est fondé sur une succesgomiveaux d'architecture discrets, a
savoir 'ADN, les nucléosomes, les fibres de nustéoes, les boucles de chromatine et le
chromosome complet. Dans cette premiere parties mwaposons de présenter un bref
apercu des propriétés physico-chimiques des premi@rveaux d’organisation du
chromosome. Nous illustrerons nos propos avec demm@es essentiellement tirés des
connaissances issues de la levure du boulanger, noas avons utilisé presque

exclusivement cet organisme pour nos travaux.

tint et adapté de: hitp:fwww. bisinformatik-halle.de/Bio/Chromatin.jpg
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I.1 Quelques rappels sur le chromosome

1.1.1 Le nucléosome, premier niveau d'organisation du chromosome

Le matériel génétique est stocké dans le noyauveddetiule eucaryote sous forme de
chromatine (Flemming, 1882), un assemblage issliirderaction de protéines chargées
positivement « les histones » avec '’ADN. Nous nprugposons de décrire ces eléments et

leur assemblage dans cette partie.

[.1.1.1 ADN (diamétre caractéristique de 2nm)

La structure moléculaire de I'ADN a été élucidée \Watson et Crick en 1953 [1] .
D’un point de vue physique, I'ADN est chargé négament du fait d’'un groupement
phosphate par base, ce qui correspond a une chéggive par 0,34 nm dans une double
hélice. L'enroulement spontané de 'ADN en une deuielice se traduit par une grande
rigidité. Cette rigidité se traduit en termes degloeur de persistandg qui correspond a la
longueur caractéristique au bout de laquelle lastdlations thermiques suffisent a réorienter
de maniére arbitraire une chaine de polymére. Dansas de I'’ADN double brin, la
longueur de persistance vaut 50 nm (ou 150 phi) bsaiucoup plus que le diametre de cette
molécule de 2 nm.

L'ADN a longtemps été considéré comme le suppolgue et universel de
I'information génétique. Cette hypothéese est valdhles le cas des bactéries, mais elle est
moins claire chez les eucaryotes. En effet, deiphedt mécanismes de régulation génétique

9



impliqguant un encodage d’information sur un supmlifférent de 'ADN et permettant de
contrbler I'expression des genes ont été idenfilsEn d'autres termes, il reste difficile de
savoir ce qui détermine la transcription ou l'egtian d'un géne. La plupart des
connaissances récentes indiquent qu’'un mailloméssée la régulation des genes se situe
au niveau de la composante protéinigue du chromesan particulier a travers les

histones.

[.1.1.2 Histones (dimension caractéristigue de 3 n  m)

La découverte des histones remonte a 1884 par Ki@s€es protéines sont parmi
les mieux conservées au cours de I'évolution clesz ducaryotes. Il existe cing types
principaux d’histones H2A, H2B, H3, H4 et H1. Laustiure des ces histones est constituée
d’'un domaine central structuré et de queues naoictsiees N- et C- terminales de longueur
variables. Les quatre histones dites de cceur (H28, H3, H4) ont des caractéristiques de
structure et de séquences similaires qui sugg€realies possédent une origine commune.
Leur masse moléculaire est environ 14 kDa et leexgémités N-terminales sont
caractérisées par une fraction Arginine/Lysine ingnate (charges positives). Lhistone de
liaison H1 se distingue par une masse moléculdirs grande de 21 kDa et une charge

positive nette plus importante.
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[.1.1.3 Nucléosome (dimension caractéristigue 10nm )

L'unité fonctionnelle du chromosome est le nucléonset sa description est récente
puisqu’elle remonte a 1975 [4la particule coeur du nucléosome est formée depb46
d'ADN enroulées suivant une hélice gauche d'un ttudemi autour d'un octameére de
protéines cylindrique contenant de deux copies ldsones H2A, H2B, H3 et H4. Sa
structure a été révélée avec une résolution atardgul,9 A par cristallographie aux rayons
X (Figure 2), montrant que sa formation est le tdsde deux effets antagonistes associés a
une pénalité de courbure de TADN compensée parforte énergie d’interaction d'origine

électrostatique en particulier entre 'ADN et léstbnes.

Figure 2: Structure d'un nucléosome avec les pnat®iH2A en
jaune, H2B en rouge, H3 en bleu, H4 en vert

Les nucléosomes peuvent étre purifiés ou recosstitypar des méthodes
biochimiques éprouvées, ce qui a permis de réatisenombreuses études, en particulier

focalisées sur leur réle dans le contrble et lailgdgpn génétique. Ces travaux ont montré
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des les années 1980 que 'ADN capturé dans un osmfde est peu accessible aux facteurs
de transcription [5]. Plus récemment, le nucléos@anété décrit comme une structure
polymorphe, qui peut subir des modifications chiuneig| dites post-traductionnelles sur les
histones, ou avoir sa « personnalité » propre l@stes variants d’histones remplacent les
histonesclassiques [6]Ces résultats ont incontestablement participé auldocement du
domaine de I'épigénétique depuis les années 200@stjdevenu un domaine de recherche

central de la biologie moderne.

10007 —Chromafin structure
Muclear protein dynamics
Muclear architecture
Chromatin dynamics

—Epigenetics

1980 1990 2000 2010

Figure 3: Courbe montrant le nombre de citation dé&rents thémes de recherche au
cours du temps dans les publications scientififisesveb of knowledge). Cette courbe
montre un intérét croissant des recherches suhtamatine notamment depuis 1990 et
le développement des recherches sur I'épigénétique.
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[.1.2 Fibre de nucléosomes de 30 nm

L'ADN autour des nucléosome est protégé des actarrmymatiques. Aussi, en
utilisant les protéines de digestion de I'ADN, #&t& possible d'isoler des nucléosomes issus
d'organismes vivants. En effectuant une digesti@magée, on collecte des chapelets de
plusieurs nucléosomes (1-2-3), qui peuvent étréys@a avec les techniques de biochimie
classiques. La migration de I'ADN sur gel a enipalier permis de mesurer la distance
entre nucléosomes consécutifs. Une distributiomlli&g a été observée mais la distance
entre deux nucléosomes conseécutifs est trés varsaibvant les especes entre 170 pb chez la
levure S. Cerevisiae et 200 pb pour 'homme. Celaedit;absence de conclusions claires a
la suite de I'examen morphologique de noyaux ettllemosome#n situ par microscopie
électronique, de nombreux chercheurs se sont g#ése a la chromatine purifiée
comprenant des polynucléosomes de longueur ajesthbk premiers travaux issus de la
biologie moléculaire ont établi que I'état de coatizam de polynucléosomes est fortement
dépendant du milieu ionique. L'ADN nu est tresdorent chargé négativement, ce qui se
traduit par une forte auto-répulsion en milieu palin inférieure a 5 mM et la formation de
structure en « collier de perles » [4].[En augmentant la force ionique, une structure plus
compacte caractérisée par un rayon de 30 nm aéététéle par microscopie électronique
[8]. Ce résultat a été conforté grace aux techrigde sédimentation analytique qui
consistent & mesurer la vitesse de sédimentatidmodeolécules, caractérisée par le rapport
du poids moléculaire d’'une structure divisée pdristion visqueuse (en Sverdberg) :

S ~ masse moléculaire iR (1)
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Solenoid Zigzag
One-start helix Two-start helix

U‘N?W N~ T

Nt.n::I+:5~::usr:n‘maI 1 (N1)

Figure 4: Modele solénoide (a gauche) et modéle
zigzag (a droite) de la fibre de chromatine de 30 n
[12]

ou R est le rayon hydrodynamiqueeest la viscosité. En effet, le nombre S augmente
lorsque la concentration en sel augmente [9], mibigst difficile de corréler ce
comportement a des caractéristigues microscopideda fibre de chromatine. Malgré un
grand nombre de résultats expérimentaux, I'arrapgenes nucléosomes et de 'ADN dans
les fibres de 30 nm reste un probleme trés mal cdsngi controversé [10], plusieurs
modeles de structure de films ont été proposésstemt d'actualité (Figure 4). De grandes
améliorations ont réecemment été apportées enautilides ADN dont la séquence est super-
positionnante pour le nucléosome [11]. Une réatisainajeure de cette approche a été la
cristallisation et la détermination de la structpes diffraction des rayons X d'une fibre de
tetranucleosomes [12]. Bien que ce résultat stdréficiel car obtenu avec des séquences
tres particulieres, il démontre un arrangementigpag) des nucléosomes, avec des contacts
entre deux nucléosomes successifs via des intenaotintre H2B et H3 et entre H2A et H4.
Cette structure n’a toutefois pas fait 'unanimigd cn modeéle en solénoide proposé par
Robinson et al a été proposé sur la base d’obsemgapiar microscopie électronique de

nucléofilaments contenant I'histone H1 [13].
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Notons enfin que le facteur de compaction de leefitte chromatine peut aussi étre
régulé par des protéines associées a la chromatingmoigne par exemple les clichés de
microscopie électronique obtenus avec des polynsol@es mis en présence de Sir3p,[14]
une protéine impliquée dans I'extinction de I'exgmien des genes. De plus, une étude de
Dorigo et al. [15}urdes polynucléosomes dans lesquels les queuesriitdes de H4 ont

été supprimées a montré leur réle essentiel patorigpaction de la chromatine.

[.1.3 Fibre de 30 nm in vivo

L'existence de la fibre de 30 nimvivoreste trés discutée : bien qu'il y ait un manque
de preuves de son existence chez les eucaryotésieaug, la capacité a assembler cette
structurein vitro et a I'extraire a partir des noyaux a fait vatpie la fibore de 30 nm est une
structure secondaire. Des expériences de mesutistdace entre les sites chromatiniens in
vivo réalisées par Bystricky et al. 2004 ont perdessuggérer I'existence d'une fibre de 30
nmin vivodans la levur&. Cerevisia¢l6] et de déterminer une longueur de persistaece
la fibre de chromatine de 170-220 nm. Plus récemnaepértir des données de la technique
3C (Capture de conformation de chromosomes) et delisation, Dekker a suggéré que la
chromatine de levur8. Cerevisia@st plus étendue qu'une fibre canonique de 3017inI|

a déeterminé une longueur de persistance de 66+h3#vec une densité de 11 nm/kb.

Nous avons présenté des éléments sur la physiouecte la fibre de chromatine, en
particulier issus de données de methodes d'analydro. Attachons nous maintenant a la
strucrure plus macroscopique du noyau.
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1.2 Organisation nucléaire chez Saccharomyces Cerev  isiae

La levure du boulangeiSaccharomyces Cerevisjaest un organisme largement
utilisé par les scientifiques dans le domaine dbiddogie cellulaire et moléculaire. Cette
levure est caractérisée par une organisation a@kulproche de celle des eucaryotes
supérieurs avec l'avantage d'étre facilement @liter en laboratoire et facilement
manipulable génétiquement. De plus les mécanismeicuolaires de transcription,
réparation et de réplication de I'ADN ché& Cerevisiaeimpliqguent des complexes
protéiques présentant pour nombre d'entre eux idebtwdes avec ceux des eucaryotes
supérieurs, ce qui en fait un bon systéme pourigtues transactions cellulairés vivo.

Son génome se compose de 16 chromosomes pouralrdéoii2,7 millions de paires de
bases et de 6275 genes [18]. Nous allons maintenaos intéresser en détail a
I'organisation nucléaire de Saccharomyces Cereyigiaest 'objet de mon travail de thése.

Le chromosome de levure comporte trois structugggarquables pour I'organisation
nucléaire, a savoir le nucléole, les centromeérdssetelomeres, qui sont des structures chez
les eucaryotes supérieurs. Les centromeres edl@véres correspondent respectivement a
la partie centrale des chromosomes et a leursmité® terminales. Maintes fois étudié dans
la littérature et faisant encore I'objet d'intensesherches, le centromére est marqué par un
code specifique sur 'ADN et il présente aussi goenposition en histone particuliere a
travers un variant d’histone, nommé CenpA [19]. tddemeres sont aussi repérés par des
séquences répétées et des protéines spécifiquesgrde que le nucléole, qui est imprimé
dans la séquence du chromosome Xl de la leBui@erevisiaeles télomeres sont souvent
présentés comme des structures encodant I'agestleles, puisque le nombre de séquences

télomeériques diminue au cours de la vie celluli@@®. Le nucléole assure en particulier la
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production soutenue de I'’ARN ribosomal, qui est B8skpour la traduction d’ARN en
protéines.
Attachons-nous donc a décrire I'organisation duanogle la levure en précisant le

réle fondamental de toutes les structures nuckegue nous venons de présenter.

|.2.1 Organisation des chromosomes

Foyers
Télomériques

3|09NN

Centromere

Figure 5: Configuration pseudo rable du noyau de la
levure S. Cerevisiae

Carl Rabl a observé en 1885 une conformation repligmlarisée des chromosomes
au moment de lI'anaphase chez les larves de salaengad microscopie optique. Cette
configuration a ensuite semblé pertinente danssedes chromosomes de levure. En effet,
les centromeres des chromosomes sont aggloméréstdasgans un amas situé a environ

200 nm du corps polaire du fuseau (SPB, Spindle Bolty en anglais) et a 'opposé du
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nucléole. Les télomeres sont quant a eux essemteiit liés a I'enveloppe du noyau (NE)
et les techniques de microscopie optique de fleemse ont permis de montrer que les 32
télomeres d'une levure haploide sont regroupés-&mofers [21] [22] Au total, ces trois
éléments suffisent a induire une organisation adgaechelle des chromosomes et une
polarisation du noyau selon un axe défini par |'&xdre le nucléole et le SPB. Les
chromosomes sont relativement polarisés entre Reedfa membrane nucléaire, ce qui leur
donne une conformation dite pseudo-Rabl.

En outre, Schobeat al.[23] ont montré que les télomeres du méme chromosome ont
tendance a interagir plus fréquemment si la longuée leur bras chromosomique
correspondant sont égales. Therizetisal [24] ont aussi observé que les téloméres ne sont
pas positionnés de facon aléatoire a la péripligrivoyau et que leur répartition dépend de
la taille du bras de leurs chromosomes et du voldmeucléole. Bergest al[25] ont ajouté
le marquage du nucléole comme second point desr@érpour ameliorer la localisation des
genes dans un noyau et ainsi réaliser une cartde2l@ distribution statistique des sites
chromosomiques dans un noyau de levure (Figur€&).cartes ont montré que les génes
sont confinés dans des « territoires » géniqueszad#fus mais pas homogene dans le
noyau. En outre les bras chromosomiques de longu800 kb n’explorent pas tout le
nucléoplasme et sont confinés a un territoire pegodh SPB. Enfin, il a été établi que le
volume des territoires géniques dépend de la positu géne sur les chromosomes et, pour

certains en particulier, les génes du métabolismgatbctose de leur niveau d’expression.
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Figure 6: Construction d'une «gene map » [24]. @)yau de levure avec locus et pores

nucléaires marqués en vert et le nucléole marquéege. (b) Localisations extraites des images :

locus (point vert), estimation de I'enveloppe nait& (ellipsoide), centroide du nucléole (point

rouge) ; les surfaces vertes et rouges correspandex signaux nucléaires et nucléolaires filtrés

et seuillés. (c) Structure nucléaire de la levuree@ contraintes et systeme de mesure de
coordonnée. (d) Vue 3D des positions des loci damwoyau avec I'hémisphere jaune de rayon

lum figurant le noyau et la surface rouge le nueée® moyen ». (e) Positions des loci en

coordonnées cylindriques avec le demi-cercle d'ldenrayon et la projection du nucléole en

rouge. (f) Carte de densité de probabilité de pnése le noyau moyen est représenté en pointillé
blanc et le nucléole moyen en rouge (échelle 1um)

Tres recemment, Duaet al. [26] ont fourni le premier modele tridimensionnel du
génome de la levure du boulanger, en utilisant omethode de type 4C (Coupling
Chromosome Conformation Capture-on-chip), qui perdetdétecter a I'échelle d'une
population de levures les points d’interactionantt inter-chromosomique dans un génome
(Figure 7). Leurs observations identifient I'existe de la configuration Rabl des
chromosomes de la levure tandis que le Chromosornavit les répétitions ADNr s’étend
vers le nucléole. Apres avoir quitté le nucléaterdste de celui-ci interagit avec le bras long
du chromosome |V. Les bras des chromosomes de petlie sont entassés dans une zone
proche du SPB, rendant ainsi les contacts avec ekawhromosomes fréquents. En
revanche, les bras des chromosomes plus longs atcupe terrain relativement peu

fréequenté, impliquant moins de contacts avec ddauthromosomes.
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Figure 7: Modele 3D du génome de la levure . Lesmlosomes
formes un amas a partir du centromere lié au SRBcliromosome 12
est indiqué en vert, il s'étend vers le nucléoleupé par des
séquences répétés d'ADNr (indiqué par la flechadiia).

Notons enfin que cette organisation macroscopicese adhromosomes est en outre
fonctionnelle pour le contréle de I'expression dgmnes. En effet, la chromatine est
segmentée en deux compartiments appelés euchremadinest enrichie en genes transcrits
et hétérochromatine, qui est plus compacte etnagsdrite, selon une premiere observation
remontant a 1928 [2710r I'hétérochromatine est en particulier détecaeniveau des
télomeres che%. Cerevisiaeet des loci silencieux pour la transcription. km particulier
été montré que les protéines Rap 1 et yKu70/80 textrle complexe impliquant Sir2, Sir3
et Sir4 qui se propagent ensuite le long du chromeset participent a la répression de la
transcription au niveau de I'hétérochromatiag]. De méme, la protéine ESC1, qui est
distribuée dans des parcelles le long de la mersbnaicléaire interne [29] [30kemble

assurer I'ancrage des télomeres a I'enveloppe aiuelé
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|.3 Description de notre méthode de culture cellul  aire et de marquage

[.3.1 La culture cellulaire

Les souches ont été cultivées a une phase précaxreigsance exponentielle 0.2-0.4
x 10 cellules/ml dans un milieu de culture YPD ou YNB3@ C, a partir d'une culture
fraiche préparée le soir. Juste avant I'expérielesecellules ont été lavées une fois pour
réduire l'autofluorescence du milieu. Un soin exieédoit étre apporté afin d'assurer que les
cellules sont a des étapes de croissance reprblbisctiour la visualisation et de différencier

les stades de l'interphase.

1.3.2 Marquage d’un site chromosomique

Une percée importante dans le domaine a été lelappeament d'une nouvelle
approche pour le marquage spécifique de séquend&Nddans des cellules vivantes a
I'aide de protéines fluorescentes (prix Nobel danod 2008). Le marquage de ces sites a
été fait par intégration d'un plasmide linéarisétemant, outre des marqueurs de sélection
et des ségquences nécessaires a son amplificagsnrégétitions d'opérateurs de I'opéron
lactose (LacO) et une séquence de 400-600 bp hgmela la région d'insertion souhaitée.
L'homologie créée par cette séquence génomiquéeguiasmide dirige celui-ci au locus
génomique désiré, qui s'integre alors par recongmna homologue. Par ailleurs, la
séquence codant le répresseur de l'opéron ladtadfisionnée a une séquence codant une
protéine fluorescente (la GFP par exemple) esteéuaht insérée dans la cellule via un

plasmide. Les protéines de fusion Lacl-GFP voninganfixer sur les répétitions LacO pour
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apparaitre comme une particule fluorescente ssitdecible (Figure 8). Cette particule peut
étre suivie par microscopie a fluorescence et,ratyaant sa trajectoire, des informations
importantes sur la dynamique de la fibre chromatine sont déterminées. Cette technique
est devenue commune pour visualiser des sites dsmmiques dans le génome des
bactéries jusqu’aux cellules eucaryotes [Rfraight et al [32] ont été les premiers a
montrer la possibilité d’intégrer 256 répétitiorss IdacO dans le génome de la levure sans

affecter la croissance de la cellule.

lacO
lacO

Enzyme de
restriction

Recombinaison homologue
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Figure 8: Le marquage d'un site sur le chromosorae iptégration des opérateurs LacO. Le

plasmide est linéarisé par une enzyme de restricivant d’étre intégré dans le génome par
recombinaison homologue. L'interaction de la pmo¢éide fusion Lacl-GFP avec les séquences
répétées de LacO créent un point fluorescent.
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Il.Montage expérimental de microscopie et Optimisat  ion

Comme nous venons de le voir, un atout essentié¢h tevure est que son génome
peut étre modifié presque a volonté pour indugepltession de protéines fluorescentes et
ainsi accéder en temps réel a leur comportemens dancellule. Ce mariage entre
microscopie de fluorescence et imagerie cellulast un succes scientifique des 20
derniéres années, qui s'appuie sur des principaaglrie beaucoup plus anciens. Dans ce
chapitre, nous nous proposons de revenir sur lsighy et la mise en ceuvre d'un

microscope de fluorescence, ainsi que sur les rdéthde suivi de particules individuelles.

II.1 Lavenement des protéines de fusion fluoresce  ntes

La microscopie de fluorescence a été inventéeal yres d'un siecle lorsque des
microscopistes ont eu l'idée de réaliser des expées avec de la lumiere ultraviolette afin
d'augmenter la résolution spatiale. D'abord liméég spécimens naturellement fluorescent
dédiés a l'observation, elle s'est perfectionnéec ale développement de colorants
fluorescent pour la coloration de tissus et de Edlu_e développement de techniques de
marquages avec les anticorps dans les années 13inas de rendre la technique

populaire en biologie cellulaire.

Dans les années 1960, Osamu Shimomura débute el'éded la méduse

bioluminescente "Aequorea victoria" sans se dode&efa révolution scientifique que ses
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travaux vont provoquer. Trente ans plus tard et 18artin Chalfie concrétisera l'idée de
réaliser des protéines de fusion fluorescentegmtant la bactériescherichia coliet le ver
Caenorhabditis eleganBuorescents. Aujourd'hui, les scientifiques soapables d'étudier
de nombreux processus biologiques grace aux tradauRoger Y. Tsien, obtenus par
mutation de géene de la GFP. Le bleu, le cyan @ure viennent ainsi compléter le vert
naturel de la GFP de la méduse. Une autre protéineelle, DsRed, rouge comme son nom
I'indique, est ensuite découverte chez un organisizien. Le prix Nobel de chimie 2008,
décerné aux découvertes de protéines fluoresceateste d’une maniere évidente de
'importance de ce travail. Au final, I'ensemblesdarotéines fluorescentes offre aujourd’hui
la possibilité d’observer de maniéere directe dans gellule vivante et en temps réel

plusieurs partenaires impliqués dans une transabtmogique.

[I.1.1 Notions sur la physique de fluorescence

Lorsgu’une molécule fluorescente est excitée paphwton incident caractérisé par
une énergie en résonance avec une de ses trassiiecironiques, elle bascule vers un
niveau énergétique S1 d’énergie supérieure a I%at.a durée de vie de I'état excité est de
'ordre de 1@ a 10'° s. Pendant cette période, une partie de I'én@sfielissipée a cause
des relaxations d’énergie vibrationnelle. La traosi donnant naissance a un photon de
fluorescence va donc se faire a partir d’'un nivd@aergie S1’ inférieur a S1 vers I'état SO.
Du fait de ces pertes d’énergie, les photons éanglporescence ont une énergie inférieure

a celle des photons incidents et donc selon ungukur d’onde supérieure a celle de la
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lumiere d’excitation.

Un fluorophore excité par de la lumiere bleue émpat exemple dans le vert
(décalage de Stockes). En réalité, il existe umanga de longueurs d’'onde ou I'on peut
exciter la molécule (spectre d’excitation) et laoflescence émise est également distribuée

sur un spectre large de longueurs d’onde (spetrisision), (Figure 9).

| Fluorescence
Absorption | "
(Excitation) | Emission

Excitation
Photon

Energy
Relative Intansity

300 400 500 600 700

Figure 9: Schéma de principe des transitions étattjues et exemple de spectre
d'absorption et d'émission.

[1.1.2 Le cube dichroique

Un composant essentiel des microscopes a fluorescent le cube dichroique
(Figure 10), qui permet d’observer sélectivement llemiere de fluorescence en
s’affranchissant de I'excitation. La lumiére d’eation est envoyée depuis une source vers
I'échantillon. Si la source n’est pas monochromagigon sélectionne une partie de son
spectre par un filtre d’excitation. Cette lumiéldé&rdie est ensuite réfléchie vers I'échantillon
par le miroir dichroique, qui a pour réle de sép&s chemins des lumiéres d’excitation et

de fluorescence.
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Les miroirs dichroiques sont caractérisés par angueur d'ond&0, qui correspond
a une transmission de 50 %. Le miroir reflete faire de longueurs d'onde inférieurgta
et transmet au-dessus, idéalemeftest choisie a l'intersection des spectres datioit et
d'émission. Notons toutefois qu’un miroir dichrodquiest pas aussi performant qu’un filtre
optique dans la mesure ou sa sélectivité en réfteau en transmission atteint au mieux 95
%.

Aussi, il est essentiel d’utiliser un filtre, digghission, devant le capteur optique afin
de collecter spécifiquement la lumiére de fluorasee Remarquons au passage que le filtre
d’excitation et le filtre d’émission ont des pragas spectrales opposeées, car il est
nécessaire de couper les basses longueurs d’ofidgcéation et de ne garder que les
hautes longueurs d’onde a I'émission, le miroihdiéque étant situé entre ces deux barriere

spectrales.

aculaire

A
|

* Filtre d'arrét
4
!
illuminateur =—p—« =8 - —fp—-
7\
* Miroir
‘h dichroique
!
objectif et
préparation

Filtre d'excitation

Ce “cube” remplace la lame semi-réfléchissante standard de 1'éclairage Kohler par réflexion,

Figure 10: Exemple et schéma de principe d'un clibleroique

26



11.1.3 Microscopes optiques a fluorescence

Source lumineuse
_ Carte
Filtre d'excitation d'acquisition
Obturateur
mécanique
Objectif
E Filtre d 'émission
Caméra

Cube dichroigue Optigue de

grossissement

Figure 11: Schéma de microscope et des différgraefes a optimiser

Un objectif de microscope permet de zoomer avas pu moins de précision sur
I'objet d’'intérét, il renvoie la lumiere de fluorEnce «a l'infini», c’est a dire que I'on peut
changer de cube dichroique sans modifier les réglagtiques des lentilles de collimation
qui assurent I'nomogénéité de la source luminedisesi, plusieurs cubes dichroiques sont
intégrés sur un méme appareil afin d’observer wifits fluorophores ciblés. On peut
simplifier le montage optigue en décrivant les dalidints éléments essentiels d'un
microscope optique : la source lumineuse, le culshrdique, I'objectif, I'optique de
collimation en sortie et la caméra. Dans la suiteis détaillons les composants sur lesquels
nous avons fait un effort expérimental pour optimike vitesse d’acquisition de notre

microscope.
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II.2 Optimisation des conditions d'imagerie pour | e suivi de particules

[1.2.1 Généralités : critere d'Abbe et suivi de pa rticules

Revenons d’abord sur la notion du critere d’Abbe,d#iinit la résolution spatiale en
imagerie classique. En caractérisant la tache fiimation de deux objets, Abbe a en effet
montré qu’ils ne sont pas discernables des lorsl@wredistance est inférieureA#@NA ou
NA est I'ouverture numérique de I'objectif eest la longueur d’onde. Dans notre cas, le pic
d’émission de la GFP est a 520 nm et I'ouvertunedénigque de notre objectif est de 1,4, le
critere d’Abbe nous donne donc une résolution afemtiptimale de 185 nm. Les techniques
d’'imagerie de particules individuelles permettenttéfois de largement dépasser ce critére.
En effet, un objet individuel isolé se présentesstaiforme d’'une tache de diffraction,
souvent assimilée a une gaussienne, que l'on pasitignner avec une précision bien
inférieure a la taille du pixel de la caméra. Pparvenir a de telles performances, il est
nécessaire de développer un banc optique permeigaosllecter le plus grand nombre de
photons issus de la cible fluorescente, c'est@-diméliorer le rapport signal/bruit. Pour
définir la meilleure facon d’optimiser la résolutigpatiale de notre systéme, revenons sur

deux travaux ayant évalué la limite théorique deigion de positionnement.
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11.2.2 Précision de pointé pour le suivi d'une  particule unique

[1.2.2.1 Approche de Thompson

En approchant la tache de diffraction (notée PSIs tlasuite en adoptant I'acronyme
anglais Point Spread Function) par une gaussiemnéeex dimensions, une approche
statistique fondée sur la méthode des moindregsarpermis d’extraire une approximation
analytiqgue décrivant I'erreur de localisation daint fluorescent : Iguation de Thompson
[33].

<(Ax)2> = s2/N + (a?/12)/N + &*b?) / (a2N2) (2)
ou Ax désigne I'écart type des estimations de la posde la cible, s I'écart-type de l'image
diffractée de la cible, a la taille effective d'pixel du détecteur, N le nombre total des
photons collectes et b, I'écart-type du bruit delfo

L'information essentielle de cette équation estlguarécision de positionnement est
inversement proportionnelle au nombre de photofisatés et la maximisation du nombre
de photons collectés implique de réaliser des attgpnis longues. La taille du pixel doit
étre judicieusement choisie en fonction de I'obj@&nager. A ce jour, le record historique en
positionnement a été reéalisé par I'équipe de S.&&XWSA [34], qui a pu localiser un objet
fluorescent avec une résolution spatiale de 0,3CQette équipe a réalisé des acquisitions de

500 ms sur une molécule unique de Cy5, et ontaéllé,7*10 photons a chaque image.
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[1.2.2.2 Approche d'Ober

En 2004, Ober et al ont développé une méthodeithéode localisation qui traite la
PSF comme une fonction d'Airy (au lieu d'une garsst) et utilise un estimateur
statistique de Fisher pour évaluer la position ligs vraisemblable d’'un objet [35Cette
stratégie semble étre mieux adaptée lorsque lene2gie collection des photons suit une
distribution de Poisson. lls ont montré que la t@rde précision de localisation est donnée
par

<(Ax?)> = rem/(ZINAV(yAL)) (3)

ou Xiem désigne la longueur d'onde d’émission de la cotdé NA I'ouverture
numeérique de l'objectify I'efficacité du systeme optique, A le taux d’énusside la
molécule unique et t le temps d'acquisition. Cetpeaéion nous montre, une fois encore,
gu’une précision maximale de mesure ne peut étenabktque pour des temps d'acquisition
longs. Elle permet aussi d'identifier I'ouverturemérique de l'objectif et I'efficacité du
systéme optigue comme des parameétres cruciaux ‘pptimisation du systeme.

Voyons maintenant pas a pas les différents élémeéatsnontage ainsi que les
améliorations apportées pour optimiser la précisam pointé en imagerie d'objets

fluorescents individuels.
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11.2.3 Eléments d'optimisation

[1.2.3.1 Source de lumiere.

Un éclairage performant a base de diodes laser®,(LEMENCOR) a été choisit
pour I'éclairage. Grace a un systeme commandé mhnateur, il est possible de piloter
l'intensité de 8 voies de longueurs d'onde distisctCette solution est intéressante par
rapport a une lampe a mercure car elle permet efiobune lumiére d’excitation de
puissance paramétrable par ordinateur. En outrpos$sibilité de piloter la source avec
I'ordinateur permet de configurer facilement des2ds d'expositions de facon a se passer
d'obturateur meécanique, dont la vitesse de baseatelente (~100 ms selon notre
expérience) et qui génére des vibrations.

La source contient des filtres placés devant ledasi, ce qui permet de se passer de
filtre d'excitation et de faciliter I'obtention d#ims en deux couleurs en modulant
simplement la source LED et avec une dichroiqueubk® longueur d'onde. Toutefois, dans
notre expeérience personnelle, nous n‘avons pasiréusbtenir de bons signaux de
fluorescence avec un systeme sans roue a filtrdesduites optiques entre les différents

composants rendaient le bruit de fond trop impartan
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11.2.3.2 Filtres

Nous avons constaté que le choix des filtres esérmdnant pour améliorer
I'efficacité du systeme optique. Dans notre cagsravons utilisé essentiellement 'TEGFP et
dans une moindre le mesure la RFP. La GFP présamepi d’excitation théorique a 490
nm et d’émission a 510 nm. Dans la levure, I'abande est décalée vers 470-480 nm
(O.gadal et données personnelles), nous avons ahofdire d’excitation dont le pic est a
470 nm avec une bande de 40 nm et un filtre d’éarissvec un pic a 525 nm et une bande
de 25 nm. Le dichroique a une valeur de transdi®d95 nm. Ce cube est le set 38 HE de

chez ZEISS.

11.2.3.3 Ouverture numérique et grossissement

L'efficacité de la collecte de photons par l'olifeetst reliée a son ouverture
numériqgue NA et a son grossissement selon la f@mbl NA%M2. Ainsi les lentilles de
hautes NA sont préférables du fait de I'évolution puissance 4 de la luminance. Cette
amélioration du NA agit sur le paramétre N de I'&ipn de Thompson (Eq.(2)) et sur le
parametre NA de l'équation d'Ober (Eqg. (3)) ce gniraine dans les deux cas une
diminution de l'erreur de localisation. Nous avamilisé un objectif 100x avec une
ouverture numérique de 1,4. L'ajout d'une lentlegrossissement variable de 1, 1.25, 1.6
ou 2 devant la caméra a également été testé. t'dpwcette lentille se traduit par une
réduction du nombre de photons arrivant sur le aiéte, mais permet d'accélérer les
cadences d'acquisition via l'utilisation du systedeebinning avec la caméra, que nous
proposons de décrire dans la suite.
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11.2.3.4 Camera

11.2.3.4.1 Capteur EMCCD

La technologie choisie pour notre caméra est lanelogie EMCCD. Du fait de
I'intégration d'un registre de multiplication angigue dans le capteur, les caméras EMCCD
sont une des meilleures solutions pour réaliser datection rapide avec de faibles flux
lumineux. Les caméras EMCCD sont constituées d'wuateca de capteurs (Figure 12), eux
mémes formés par une photodiode qui sert de capedumiere et par un registre de
lecture. La photodiode permet de convertir les phstincidents en photoéléctrons piégés
dans un puits de potentiel. A la fin de I'exposifites photoéléctrons accumulés dans les
pixels sont transmis de maniére séquentielle damedistre de lecture. Une étape de gain
permet de multiplier le signal sans ajouter dettsupplémentaire. Cette derniere étape est
lente car les données sont transmises séquentielidigrees par lignes, ce temps de lecture

incompressible constitue la principale limitaticssccaméras EMCCD.

*.
Ehil Reglar
Gak Rogisar

Figure 12: lllustration d'un capteur EMCCD avec
son registre de transfert et son registre de ghin.

est possible de faire du Cropped sensor mode avec
ce capteur en utilisant une portion du capteurret e
couvrant le reste. Cette méthode permet d'accélérer
le temps de lecture en ne lisant qu'une partie du
capteur mais elle reduit le champ de la caméra
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Nous avons utilisé un modele Andor « Du 885 » refraidne température de -70 °C
avec un capteur de 1024*1024 pixels. Cette caméreafficacité quantique, c'est-a-dire la
probabilité de détecter un photon d’'une longueomdE donnée, de 65 % et la taille de pixel
est de 8*qum?.

L'utilisation de technique pour accélérer le tendgslecture (cropped mode), ou
l'utilisation d'une caméra CMOS nouvelle génératinhété testées et ont permis de réaliser
des films avec un temps d'acquisition de 1 ms, nessimages obtenues présentent un
rapport signal sur bruit médiocre et sont diffioilent exploitables. En outre, dans notre
domaine d’application, a savoir les mouvementshiternosomes dans la levure, une vitesse
d’acquisition de moins de 20 ms nous est apparuaipke, car 'amplitude des mouvements
est faible et la description des mouvements néeedsenc une bonne précision de pointée,
qui n'est pas accessible (figure 13). La pluparhde travaux sont donc realisés avec des
cadences d’acquisition minimale de 20-50 ms, sklajualité des souches de levures et des

cultures.

Figure 13: Image de levure obtenue
avec un temps d'acquisition de 15
ms et un rapport signal sur bruit de
18 dB ( obtenue par cropped mode)
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[1.2.3.4.2 Binning

40| 40

Figure 14: Schéma de principe du « Binning » 23Zudte & une exposition de quatre pixels du CCD
a la lumiére il y a une création de 20 électronsslahacun des quatre pixels. b) un transfert vaitic
vers le bas des charges vers le registre de lectren nouveau transfert des charges vers le bas
d'ou les 40 électrons. d) un transfert horizontatsd40 électrons du registre en série vers
'amplificateur de lecture. €) un nouveau transfedrizontal vers I'amplificateur de lecture des 40
électrons restants pour en avoir 80 électrons,dmmation des 4 pixels de 20 électrons. f) ensuite,
cette charge est transférée du registre de sérnig haamplificateur de sortie ou il est converti ene
tension avant d'étre numeérisé.

Le binning est un processus de fusion des chaixt®s par des pixels adjacents
dans un capteur CCD en cours de lecture (figuredd processus est effectué avant I'étape
d'amplification et de numérisation du signal. Lengipal avantage de cette technique est
gu'elle permet d’accélérer considérablement le sediacquisition puisque le transfert des
photo-électrons est plus court, mais la résoluspatiale est réduite. Dans le cas d'un
binning 2*2, la zone de quatre pixels adjacentgestbinée en un seul pixel (16*16 pm?2) et
la vitesse de lecture est deux fois plus rapideolire, le binning permet aussi d'ameéliorer
le rapport signal sur bruit si la nouvelle taille pixel est cohérente avec la taille de I'objet &
imager.
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[1.2.3.5 Taille du pixel

Dans I'équation de Thompson (EQ.(2)), « a » repriésk taille effective d’'un pixel
qui signifie la taille du pixel de la caméra CCD idée par le grossissement. Un
changement du grossissement affecte donc la thillgixel. Dans l'article de J. Enderlein,
E. Ropark et P. Selvin [36les auteurs ont comparé plusieurs tailles dedgeteont trouve
gu’une taille inférieure a 100 nm est requise pm& bonne précision. Dans notre cas, nous
avons utilisé essentiellement 2 modes d'acquisifiosavoir le capteur complet caractérisé
par un pixel de 80,5 nm ou bin un binning « 2*2w gugmente la taille du pixel a 162,6
nm. Grace a la lentille de grossissement internirediaglée a 2X, la taille de pixel effectif

est 81,3 nm, qui est en concordance avec 'ampiceedent.
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11.2.4 Détermination de conditions de suivi de par ticules optimales

Nous avons vu précédemment que les paramétresaaiféa qualité des images sont
nombreux : temps d'acquisition, conditions d'éalga;, binning, lentille de grossissement.

Nous avons donc voulu estimer de maniére quanttddls conditions dans lesquelles
notre méthode de suivi de particules était la pladformante en termes de précision de
pointé et de vitesse d’acquisition. Une variablesesslle pour cette étude est le rapport
signal sur bruit (SNR), qui est défini de la manisuézante : SNR=lhaxIN)/ dbruit soit
SNR= (max-IN)/ VImaxdans le cas d'une hypothése d'un bruit de poiggigare 15) C'est

cette derniére définition qui sera utilisée toutang de ce manuscrit.

Figure 15:lIllustration de la mesure du rapport Signal suitifSNR = (Imax-IN)bbruit )

Notons que dans les conditions expérimentales déma de cellules, le locus
marqué dans les noyaux de levure est caractérisarp&NR compris entre 20 et 90 dB

(nous reviendrons plus tard sur ce point) (figuee 1
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Figure 16: Exemple d'image obtenue par le microsgogur un temps
d'acquisition de 200 ms, sans binning ni zoom (SMR dB)

[1.2.4.1 Simulation des images.

Pour mesurer précisément l'erreur de pointé dasscoaditions d'imagerie, nous
avons choisi de réaliser un banc de simulation aiticqoles caractérisées par un signal
ajustable et dans une image avec un bruit de foinaulssi contrélé. La simulation nous est
apparue plus pertinente que les films réels casitasilations permettent d'ajuster finement
les parameétres de taille de la particule et de adpgignal sur bruit, de s'affranchir des
micro-mouvement du microscope et de générer urdgnambre d'images pour obtenir une

mesure fiable statistiqguement parlant.

Notre banc de simulation permet de générer dess fawec une particule fixe au
centre de l'image que l'on représente avec unesgauwe de largeur et d’amplitude
déterminée. La largeur de la gaussienne est détéempour correspondre aux images

réelles. Un bruit de Poisson est ensuite ajoutdé dé& reproduire des images réelles,

38



caractérisées par un rapport signal sur bruitstilégalement possible d'ajouter I'effet d’'un
binning et d'une lentille de grossissement pouldecodu plus prés a nos conditions
expérimentales. Les différentes simulations sostigéa envoyées vers un logiciel de suivi
de trajectoires afin de déterminer la position dinpet de mesurer ainsi une erreur de
positionnement statique (biais de mesure) et uresueiquadratigue moyenne. Notez que
nous avons étalonné nos simulations a partir desfiréels sur des nanoparticules
fluorescentes encapsulées dans des gels physigagsoly-acrylamide) afin de figer les
mouvements. Ces films ont permis d'estimer les daoas de gaussiennes et les effets de

binning et de grossissement.
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Figure 17: Courbe de la déviation standard en famtt du temps
d'acquisition (bining) pour des zooms différent& tourbe montre une
meilleur précision pour des images avec zoom*2reh) *2 pour des temps
d'acquisition court et une meilleur précision sawom ni bining pour des
temps longs

Le résultat des simulations montre que l'ajout duming *2 et d'une lentille de
grossissement par 2 permet de minimiser l'erreupas@tionnement pour des cadences

d'acquisition importantes (Figure 17). Cependaaut d'un grossissement supplémentaire
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réduit le champ de la caméra par deux, réduisausi & nombre de cellules pouvant étre
imagées simultanément. Dans un souci d'efficagdé,souvent choisi de travailler sans
binning ni lentille de grossissement afin de masgenile nombre de cellules sur le champ de

la cameéra et d'obtenir ainsi des statistiques robuste

Pour valider le résultats de nos simulations, newsns voulu détecter des
mouvements nanomeétriques avec les conditions d'ineagptimales. Pour cela nous avons
mesuré les déplacement de billes de 200nm de diarirétes mises en mouvement par une

platine de nano positionnement.

[1.2.4.2 Validation des conditions de suiviavec d es nanoparticules fluorescentes

L'objectif de cette expérience est de mettre enveiment des billes fluorescentes et
de comparer les mouvements mesurés grace a la a&amkr consigne de déplacement
donné a la platine de nano-positionnement (Fig8je LLexpérience est ensuite renouvelée

pour différentes conditions d'imagerie afin de déteer la précision des mesures.

Un programme de contrble-commande de la platin@ate-positionnement a été
développé en Labview pour permettre de déclenchemibuvements calibrés suivant I'axe
x. Ces mouvements se composent de pas de taills@ntés suivi d'une pause permettant de

mesurer sur plusieurs images la position des billes
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Figure 19:Interface homme machine du programme de nano positionnement dévoloppé avec

Labview. Ce programme permet de faire varier les différents paramétre des mouvement des billes
en concordance avec les réglage de la caméra EMCCD.

Une fois les billes mises en mouvement, un filmréalisé au moyen de la caméra
EMCCD. Ces films sont ensuite analysé pour détermiaprécision théorique en fonction

du rapport signal sur bruit ainsi que I'erreurlaugille des pas de déplacement.

Les résultats de mesure des caractéristiques ldes réels sont cohérents avec les

simulations a savoir un meilleur rapport signal lswit et donc une meilleur précision pour
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Binning 1 Zoom *1 Binning 1 Zoom *2
SNR = 28 dBAt = 56ms, SNR = 23 dB At = 56ms,
pixel size =80.5nm  pixel size = 40.26 nm

Binning 2 Zoom *1 Binning 2 Zoom *2
SNR =22 dBat=25ms SNR =20 dB At = 25ms,
pixel size = 161 nm pixel size = 81.03 nm

Figure 20: Exemples de films de micro-billes esdat varier les parametres de binning et de zootio o

les films sans zoom ni binning. Le suivi des bilpEsur calculer la précision de pointé est
difficilement exploitable du fait de [lincertitudde positionnement et du temps de
stabilisation de la platine de nano-positionnemeas données montrent quand méme une
précision de suivi suffisante pour mesurer lesléailéplacement ( < 10 nm) dans le cas de

SNR élevé (> 25 dB).
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Figure 21: Résultats du suivi des micro-billes palgux conditions d'imagerie différentes. La
courbe de gauche montre une faible précision dé pour un film avec un SNR faible et un binning
2*2 ( les pas de taille inférieur & 40 nm ne soas$ pisibles). La courbe de droite montre une bonne
précision pour un SNR fort et sans binning (lesg@@40 nm sont parfaitement discernables)
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11.3 Méthodes de suivi de particules en 3D

11.3.1 Description des méthodes et évaluations des performances

Une cellule est un objet tri-dimensionnel généraletrobservé avec un microscope
optique de fluorescence, qui fournit des imagegepres dans un plan focal d’observation.
Aussi, de nombreuses évolutions ont été apporiees@oscope optique « conventionnel »
afin d’obtenir des informations en 3D dans les ¢edlu Nous proposons de présenter
quelques développements méthodologiques récenpdugtanciens, ce qui nous permet
d’'introduire nos réalisations dans ce domaine deheehe et de comparer leurs

performances.

[1.3.1.1 La microscopie confocale

Le microscope confocal a été inventé pour élimiaefluorescence émise hors du
plan focal d'observation. Cette méthode a été pémpesn 1957 par Marvin Minsky, qui
imagina de placer un obturateur devant le phototiie pour sélectionner la fluorescence
dans le plan focal d’observation (Figure 22). Hiisaint une lumiére d'excitation focalisée
dans un point en limite de diffraction, on collesgecifiquement la fluorescence issue du
plan focal d’observation alors que la fluorescepagmasite issue des couches supérieures et
inférieures est filtrée par le diaphragme. L'imagedeux dimensions (X,Y) est réalisée par
balayage de I'échantillon, la troisieme dimensiehabtenue grace a des coupes successives
suivant I'axe Z. Les microscopes confocaux se smilement démocratisés dans les années
1980 grace au progres réalisés dans l'instrumentatectronique et informatique ainsi que

le développement des sources laser.
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Figure 22: Schéma de principe d'un microscope amifavec excitation Laser. La
lumiére émise par les couches hors du plan focalgantillé rouge et vert ) est éliminée
par le diaphragme situé a l'entré du détecteur.

En termes de signal sur bruit, cette technologierést performante. Son principal
inconvénient tient a la surexposition lumineuses Idiune acquisition point par point qui
induit une dégradation rapide du signal (photobigment) et une dégradation des
échantillons biologiques (phototoxicité, échauffethe De plus, la reconstitution d'une
image 3D nécessite de réaliser de nombreuses wues éadence temporelle lente (1s dans
le meilleur des cas chez la levure aprés optinoisd87] [38] [39). Cette méthode permet

difficilement d'obtenir des informations de dynaoeq rapides en 3D.
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11.3.1.2 Microscopie astigmatique controlée

Cette technique repose sur l'ajout d'une lentillendsiqgue dans le chemin optique
d’émission d'un microscope a champ large. Cette llenintroduit un astigmatisme
anisotrope, ce qui se traduit par une déformatambotbjet tres dépendante de sa position par
rapport au plan focal d'observation [40] (figure )23 'information 3D est ensuite

reconstruite grace a une grille d'étalonnage phoési@ent établie par analyse de I'image.

Z (nm)
400
Objective
200
Cylindrical
Lens 0
Imaging -200
Lens
-400

EMCCD

Figure 23: Schéma optique de la microscopie astigoa (issu de

[40]). L'ajout d’'une lentille cylindrique dans lehemin d’optique

d’émission induit une distorsion de I'image direotmt reliée a la
position de I'objet par rapport au plan focal d’alasation.

Cette technique est trés élégante car elle permbtedir I'information 3D sur une
seule image réduisant ainsi considérablement latg@ale lumiére recue par I'échantillon

ainsi que les cadences d’acquisition. Son prindipanvénient est sa faible profondeur de
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champ d'environ 600 nm pour un objectif a fort gresement 100§0].

[1.3.1.3 Microscopie multiplans et bifocales :

Le principe de fonctionnement des microscopes pilalis et bifocaux [41] [42]
consiste a diviser le faisceau dans le chemin oetijémission d’un microscope a champ
large classique et a introduire une lentille deodalisation sur I'un des deux trajets optiques
de sortie afin d’obtenir de maniere simultanée inmege focalisée et une image défocalisée
[43] [44] (figure 24)
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Figure 24: Schéma de principe d'un microscope bifoc

La profondeur de champs atteint 1 & 2,5 um : openg pas suivre la particule sur
des déplacements de grande amplitude. La précitopointé est nanométrique selon les
trois axes de mesures, mais l'erreur de localisatioZ est trois fois supérieure a celle des
axes X etY [44]. Le principe de division du faisceau présente womvenient évident
puisque le signal est divisé sur deux collectegirbien qu’il est nécessaire de collecter plus

de photons pour atteindre une bonne résolutiorodeé
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[1.3.2 Micro-miroirs

[1.3.2.1 Principe

Cette technique de reconstruction 3D est fondédasstéréo-vision : la méme scéne
filmée suivant plusieurs points de vue peut étmomstruite en 3 dimensions. Ce principe
rappelle les méthodes d’observation en vision hoeachaque ceil envoie au cerveau une
image de la scene projetée sur le cristallin, Esxdyeux collectent une image légéerement
décalée angulairement, ce qui permet a notre cenegaes apprentissage, de percevoir

notre environnement en 3 dimensions.

Figure 25: lllustration des micro-miroirs. Les pténobjet sont A, A2, A3, et leurs
réflexions a travers les miroirs de gauche et datdrsont A', A2' A3' et A", A2", A3",
respectivement. On note que l'angle #/2-2a permet de déterminer géomeétriquement la
position des réflexions. Dans la pratiques 54° ou 35°
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Dans le cas des micro-miroirs, les échantillonsneager sont placés sur un
laboratoires sur puce composé de deux miroirs guvaient vers la caméra deux images
réfléchies (vue de coté). Ces deux images réfléahiess que I'image directe de I'échantillon
permettent de remonter aux coordonnées du poiguf&i25). Le suivi de trajectoire est
effectué par reconstruction géométrique, ce quilemande pas de calibrage. En outre, le
parametre critique de la reconstruction 3D estglarde gravure du silicium par gravure
humide a la potasse. Or, cet angle est contrélé ame précision atomique, puisqu’il est
déterminé par la cristallographie du silicium. liesertitudes liées au calibrage sont donc

négligeables.

risation for chemistry, physics, biology, & bioenginee
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Figure 26: image de microscopie électronique a bhatge du laboratoire sur puce et de la
connectique micro fluidique intégrée [52]

Les miroirs sont obtenus avec les procédés dedeogiectronique, ce qui permet de générer
de nombreuses structures sur une seule étape dédprgFigure 26). En outre, les méthodes
d'intégration offrent des solutions efficaces adapsulation en un laboratoire sur puce muni

d'entrées-sorties fluidiques.
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[1.3.2.2 Optimisation

Objectif

® X ® Bille objet 7 Images primaires

Images secondaires
Figure 27: a) Schéma de la double réflexion dassiéoirs en V b)
image d'une bille dans les micro-miroirs en V aviscalisation des
doubles réflexions

Les miroirs en V sont de puissants outils pour laroscopie en 3D en termes de
vitesse d'acquisition. Il existe toutefois une tanintrinseque a cette technologie qui est liée
au fait d’avoir deux miroirs placés en vis-a-visn Effet un ensemble de réflexions
apparaissent a partir d'un méme objet, nous nonsmEs jusqu’a présent limités aux
réflexions primaires (points jaune et vert dansFigure 27). Or, les images primaires
peuvent a leur tour se réfléchir sur les miroirarformer des réflexions secondaires (points
rouge et jaune clair). En suivant des billes flsoentes, nous avons détecté la présence de
ces images réfléchies secondaires qui génent bebisen des images réfléchies et

diminuent la résolution [45].
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Nous avons donc souhaité optimiser les performadeesotre systeme d’imagerie,
en réalisant des miroirs a 1 facette, dont le ma®de fabrication est décrit dans la these
d’Houssam Hajjoul [45]. Dans ce travail ma conttibn a été d’utiliser mon banc optique

permettant de prédire la précision de pointé ewrtion du SNR et ainsi de comparer de

maniere quantitative les technologies a 1 et 2tfese

A B

Figure 28: Image de levures avec les dispositifs(B) et deux facettes
(A), (C et F): zoom sur une cellule type pour déieer les
caractéristiques du point en vue de la mesure eleelir, (D et G) :
images générés par le programme de simulation atirpates
parameétres des images expérimentales, (E et H)rpoagéon de
image généré avec les positions du point calcwdépartir d'une
simulation. La répartition des positions mesuréesree une idée de la
différence de précision de pointé. Le cercle vemitient 90% des
points

L'analyse des images a montré un meilleur rappgmnib sur bruit pour les miroirs a
une facette (Figure 28). Or un seul miroir suffisécéder l'information 3D, puisque la

stéréovision utilise par définition deux vues d'uméme scene. Du fait du design de
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conception des miroirs a 1 facette, nous n'avosgdpaéflexion secondaire possible, ce qui
garantit un rapport signal sur bruit bien meilletitdonc une diminution sensible de I'erreur
de positionnement. De plus, I'objet est exposé lartaere réfléchie par un seul miroir, le

taux de photo-blanchiment est réduit passant aes4pfus que sans les miroirs a seulement

2 fois.
e "(CINE sicle mirrors’
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Figure 29: le graphe en rouge est le photoblancimimdune cellule de levure sans
I'utilisation des miroirs, on voit I'effet de latniére réfléchissante sur 'augmentation du taux
de photoplachiment qui est de 2.1.

On note une nette augmentation du taux de photohilsient en utilisant les miroirs
a 1 facette par rapport a ceux a une facette. Aal fa solution & une seule facette a été
préférée car elle permet de réduire le photo-blameht et d'améliorer le rapport signal sur

bruit de I'image (Figure 29).
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11.3.2.3 Performances

100 ms Acquisitions
LIPS Carlton2010 séquentielles )
1 sec Acquisitions
o] Heun 2001 séquentielles )
- : 1 sec Perte en signal de
S{nling (S Cabal 2006 fluorescence )
. . 40-50 ms . .
Astigmatisme Henriques 2010 Calibration 2 um
- 50 ms Calibration
BB Toprak 2007 2 images 2 um
Micro-mirrors 20 ms Photoblanchiment , 2 10 MM en
Hajjoul 2009 fonction de NA

Nous avons synthétisé les caractéristiques dedreliffes technologie d'imagerie 3D
dans un tableau. La technique des micro-miroirselbfpé au sein de notre laboratoire
permet d’atteindre parmi les meilleures performandans le cadre de limagerie des
levures : les vitesses d’acquisition en 3D attaign#0 a 20 ms avec une erreur de
positionnement faible (~27 nm).Toutefois, il nous semble que la comparaison des
méthodes d'imagerie 3D, qui reste a mener darntsdeature, pencherait plutét en faveur du
systéme astigmatique. Sa mise en oeuvre, qui ntcesslement d'ajouter une lentille dans

le trajet optique du microscope, est en outre aréirement simple.
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[1.3.3 Intérét de l'information 3D

Dans le cadre de mon travail de thése, je me smsacré a I'étude de la dynamique
spatio-temporelle des chromosomes par suivi desvements de segments de chromatine
marqués en fluorescence. Dans cette communautédasements sont étudiés avec des
techniques de microscopie 2D ou 3D, il n'est pasr di I'information dans la troisieme
dimension est essentielle ou non a l'analyse desméks. Dans le cas d’'un mouvement
isotrope, la mesure du déplacement quadratique meseproportionnelle au coefficient de
diffusion suivant un préfacteur numérique dépendaria dimension, a savoir : MSD = 4Dt

en 2D et MSD = 6Dt en 3D.

—— 2D
12_ —_—c 30

| I | I | I
0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4
At (sec)
Figure 30: Comparaison du replacement quadratiqueyem (MSD) pour une bille

fluorescente de 1um en 2D (rouge) et en 3D (blezg.coefficients de diffusion sont de
0,46um?2/s et 0,68 um?/s respectivement.

A titre, d’exemple, nous nous sommes amusés aeslévmouvement d’'une particule
fluorescente de 1 um de diametre avec notre dispasmicro-miroirs pour obtenir une
information 2D et 3D selon que I'on considere o s images réfléchies. L'analyse du
déplacement quadratiqgue moyen montre une croisdar@dre augmentée par un facteur

1,45 pour un déplacement 3D, un rapport trés pratheomportement théorique (Figure
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30).

De fait quelle que soit la technique de microscdgile des composants optiques
(lentilles ou miroirs) doivent étre ajoutés au suohé optique, ce qui se traduit
nécessairement par une perte de lumiére et dome daisse de la précision de pointé en
suivi de particules. Ainsi, partant du constat tiudormation 3D n'est pas nécessaire pour
obtenir des informations de dynamique fiables, renmns opté pour un dispositif optique

minimal pour atteindre des cadences d'acquisitiaes précisions de pointé maximales.
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lll.Méthode haut débit de suivi de particules

Au dela des différentes méthodes d'imagerie d'slfjgbrescents en 2D ou 3D, nous
avons constaté qu'un verrou technique pour I'étludmouvement des chromosomes est le
débit des outils d'analyse d'images. En effetJupart des études scientifiques sont menées
a partir d'un nombre de cellules limité, ce quismmplifie pas l'analyse quantitative de
trajectoires. Aussi, nous avons fait I'effort de@lépper un algorithme spécifique de suivi a
haut débit de trajectoires de segments de chrommsiams la levure.

Dans la suite de ce chapitre, je vais présent@rdgramme de suivi de particule
MTT (Multiple Target Tracking) dont je me suis sedans mon travail. L'algorithme MTT
est fondé sur un fit gaussien des objets dans amgtoptique, il a été mis au point par
I'équipe de Marseille Luminy en interaction avenstitut Fresnel [46]Nous décrirons
ensuite les modifications et les nouvelles fongtalités apportées au programme pour
I'adapter au suivi de trajectoires dans la leverdin je présenterai les résultats obtenus sur

pour I'étude des mouvements chromosomiques.
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l1I.1 Comparaison d'algorithmes de suivi

Il existe de nombreuses méthodes de suivi de pleticdécrites dans litérature
[47]. Le choix d'une méthode de suivi est primordiadépend fortement des contraintes de
la plateforme de microscopie. Les algorithmes dei gle particule vont permettre de
mesurer la position des points sur les films, maisduisent une erreur de mesure qui
dépend de la taille de I'objet ainsi que du rappigmal sur bruit des images (Figure 31). On
constate que les difféerentes méthodes donnentédetats proches pour des rapport signal

sur bruit forts ( >20).
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Figure 31: Courbes du biais de mesure (gauchekdadiéviation standard (droite) en fonction du
SNR. Chaque point est une moyenne sur 1000 mesdégmendantes. L'algorithme de centre de
masse filtré (cercles vert) est comparé aux alhans de fit gaussien (carré), centroide (triangles)
somme des différences absolues ( étoiles), et cavsdlation (carreau). Tiré de [48]

Afin de déterminer quelle méthode est la plus pecdans nos conditions
expérimentales, j'ai tiré partie du banc de sinmtatjue j'ai présenté dans la partie 11.2.4.1.
J'ai ensuite cherché a comparer les erreurs déigmssiavec deux algorithmes de suivi,
I'algorithme MTT [46] et une algorithme de centre ohasse (plugin Imaged : particule
tracker [48]) en simulant des particules avec dBR St des caractéristiques spatiales
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cohérentes avec nos conditions expérimentales.
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Figure 32: Récapitulatif des conditions d'imagerfgmrtie V) mesurées sur des films de levure et
erreur quadratique de positionnement associésnégations fast et slow correspondent a des
cadences d'acquisition de 50 et 200 ms.

Aprés avoir déterminé la gamme de rapport sigoalbsuit attendues avec notre
systéeme d'observation des levures qui est commrgee SNR= 30-90 dB, nous avons
généré des films en faisant varier le rapport digoa bruit d'un point fixe au centre de
I'image. Nous avons déterminé l'erreur de posieoment (biais de mesure), ainsi que
I'erreur quadratique moyenne de la mesure en deiparticules (figure 32). Les résultats
montrent que l'erreur quadratigue moyenne décmfiiagon exponentielle quand la qualité

de limage augmente (rapport signal sur bruit), que était attendu. Lanalyse par
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Gaussienne est plus performante dés lors que fmapignal sur bruit est suffisamment

élevé (>19dB), comme indiqué dans la litteratuigufe 33).
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Figure 33: Courbe montrant I'erreur quadratique plesition mesurées sur des images

simulées avec un programme par calcul de centreatsen( en bleu) et le programme

MTT (en rouge). Cette courbe montre une meilleécigion du programme MTT pour
des SNR suffisamment important (>19)

Dans le cadre de mon projet de thése, jai opt& palgorithme de suivi de
particules Multiple Target Tracking, qui a été rais point par I'équipe de Sergé du centre
d'Immunologie de Marseille-Luminy [46]. Cet algomiie permet d’effectuer du suivi de
particules a haut débit et il est distribué soumtode script Matlab facilement interfacable

avec des scripts de traitement des données sal@e$®ins de nos expériences.
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[11.2 Cahier des charges pour le développement du programme de suivi

de segment de chromosomes dans la levure

Nous souhaitons mettre au point une méthode de daiparticules a haut débit,
c'est-a-dire dédiée a I'exploitation d’'un grand thoende trajectoires a partir de films en
microscopie en champ large et a I'agrégation desées issues de films réalisés avec des
conditions expérimentales différentes. Ce travades8ite des aller-retour réguliers entre
algorithme et expérimentation, car il est toujodifeicile d’exploiter correctement des films
de qualité insuffisante pour un logiciel. Avec ee#olution optimisée pour l'analyse
d’'image, nous souhaitons obtenir des données dentignie spatio-temporelle de fragments
chromosomiques sur une gamme temporelle la pludéeepossible, afin d’analyser les
résultats avec des modeles physiques quantitatifs.

IHM pour le programme de tracking

Mumero
— Configuration

1-402
tracking -
H_min
Selection fichier source | 0
K _max
je=1-11122012-1-5s-kif
512
— variahles
' _min
Mb_STH 10 Londk -
seil alpha 500 a
seuil premisre 24 s
detection
zeuil detection 28 512
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Reset_zoom
rayon 3 \;
Particule n®
1
Dimension ferétre

‘ GO

| Image_précédents

Image_suivante || Sauvegarde | | Calcul M5D !

‘ exit ‘

Figure 34: Interface Homme Machine de notre progmarde suivi de particule dedié a
I'analyse du mouvements de segments de chromodamesdes cellules vivantes.
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Du point de vue de l'usage de notre logiciel, nausns souhaité développer un
fichier exécutable facilement distribuable et mdiine interface homme machine compléte
(Figure 34). Ce travail d’intégration est au coeus dempétences du LAAS-CNRS, un
laboratoire spécialisé en sciences de lingéniaurcdmposant aux outils informatiques
associés.

Le programme de suivi de particule MTT [46] perrdetdétecter des objets dont les
caractéristiques sont spécifiees par l'utilisatgude suivre leurs trajectoires tout au long du
film. Le programme a été spécialement optimisé pleusuivi de particules avec une
importante densité de points (marqueurs membras)aet des rapports signal sur bruit
importants, il permet de faire une boucle de défitatjui soustrait a I'image de départ les
particules déja détectées et ainsi de repérer altisydes situées a courte distance, dont les
taches de diffraction sont partiellement superpasdlepermet également de gérer les
disparitions transitoires des particules détectéesd'affecter chaque particule a une
trajectoire en utilisant les caractéristiques passie la particule.

Dans le cadre de notre protocole expérimental, factién de particule est un peu
différente (figure 35). Il n'y a qu'un point parlake, ce qui rend les boucles de déflation
inutiles. Le signal est faible et I'auto-fluorescerdu noyau est importante. Les parameétres
de suivi doivent donc étre déterminés avec préoaytour garantir une précision de pointé
satisfaisante. De plus la position géométriqgue duaitomosomique a l'intérieur du noyau
de la levure ou vis a vis de structures comme @éale doit pouvoir étre déterminée pour

faire une classification statistique de la positi@s points dans le noyau.
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Figure 35: Le panneau en haut et & gauche représémage du

noyau d'une levure (cercle fluorescent) dans lequel site

chromosomique a été marqué par insertion d'une esgrpl Lac

bactérienne. Le panneau en haut a droite est la enégilule en

superposant le signal Lac avec celui du nucléoleqoe avec la

protéine Nop-1 marqué avec un fluorophore rougeage du bas est
un champ collecté avec un objectif 100X.

Notre cahier des charges vis-a-vis de l'algoritlimeuivi de particules comporte des
contraintes importantes :
Pour assurer la détection de particules dans lkdesevivantes, le programme doit :
» étre suffisamment robuste pour étre utilisé dasscdaditions diverses:
o un rapport signal sur bruit varié (30 a 90),
o Une taille de point et une surface nucléaire véembselon les conditions
d'imagerie,
» étre capable de « gérer » des conditions de saiticplieres :
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o une seule particule par cellule,
o bruit important et particules peu brillantes quuyent blanchir rapidement,
o Possibilité d'apparition et de disparitions de gan cours de film (focus fixe),

En termes de suivi de particules, le programmepirinettre d'assurer :

Le suivi de particules avec une erreur de positionnémenimale

* Le filtrage des trajectoires courtes et non pentieg
* La validation par Il'utilisateur, qui permet de lieriles erreurs de détection

* L'exportation facile et rapide des résultats (doanées et déplacement quadratique
moyen (MSD))

* |dentifier des trajectoires et proposer des clesdibns de trajectoires selon des
criteres prédéfinis (Il ne s'agit la que d'une &ida décision, car la décision finale de
considérer ou ne pas considérer une trajectoiriene® |'utilisateur dans une étape
de controle).

Nous souhaitons ajouter au programme des modulegamnaissance de forme
automatique, afin de segmenter les trajectoire®mction de critéres objectifs, lorsque cela
est nécessaire. Nous avons en particulier exteaiir@formations topologiques concernant le
volume du noyau et la distance au nucléole.

Du point de vue de [lutilisation, nous avons sowghaépondre aux contraintes
suivantes:

* A chaque étape, le logiciel permet de générer tdsefs de sorties directement
utilisables par les modules de calcul, ainsi que ya utilisateur qui souhaiterait
effectuer sa propre analyse des données.

* Permettre d'interfacer des scripts de traitemepplémentaires.
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[11.2.1 Classification des trajectoires :

L'outil MTT permet d'extraire des trajectoires etlds sélectionner selon des criteres
liés a la longueur de la trajectoire et a la taléeade sauts pendant la trajectoire. Nous
avons en plus ajouté des outils spécifiques a tamhjgque dans un noyau de levure afin
d'isoler les trajectoires pertinentes avec une ba#lectivité. Ces outils spécifiques sont
fondés sur de la reconnaissance de forme. Nousogoos de revenir sur ces

développements dans les paragraphes qui suivent.

[11.2.1.1 Stratégie de classement des trajectoires  pour un signal comportant "une

couleur"

La position d’'un locus de chromatine n’est pas taiéa dans un noyau de levure,
comme le démontre I'approche du gene map (voiri@edt.2.1) : la position des genes
télomeériques est proche de la périphérie, alorsirggene situé entre le centromere et le
télomere est au centre du noyau. Ainsi, la posgioatiale et la dynamique du point associé
sont des variables a prendre en compte pour dkrsisi$ trajectoires. Cette classification est
classique dans la littérature, I'équipe de Susass&adéfinit par exemple un noyau en trois
sous-régions d’'égales surfaces sur la premiergarea utilisant une approche somme toute
assez proche des gene maps [49]. Un module de endssiparameétres du noyau a ainsi été
mis en place afin de déterminer précisément latipasdu segment de chromosome par
rapport au centre et au bord du noyau.

Pour chaque particule identifiée comme exploitalelggrogramme découpe une zone
de recherche de taille paramétrable dans laquelleseldrouver le noyau entier. L'image est

ensuite filtrée et envoyée vers une programme dectién de contour. La détection de
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contour est effectuée avec a un filtre de Canny. [66]filtre est implémenté naturellement

sur Matlab avec les filtres Sobel, Prewitt et Robetette méthode de détection de contour
a été préférée car les contours du noyau sont sbpes discernables et le filtre Canny a
l'avantage d'étre peu sensible au bruit. Une faes l@ contour du noyau a été obtenu, le
programme détermine le centroide du noyau, mesudistance entre le point et le centre
(Dpn), la distance minimale entre le point et ledodu noyau (Dpn_min), le périmétre et la

surface du noyau. Le périméetre va servir a déternlim rayon (Rn) en faisant I'hypothese
d'un noyau circulaire. Cette hypothese est ensuifié@ en faisant le rapport entre la

surface mesurée du noyau et la surface calculé@ grdtiypothese circulaire. Si ce rapport
est inférieur a un seuil critique (0,8), le noyauld cellule n'est pas suffisamment régulier
pour étre considéré dans la suite du calcul etjadtoire est rejetée.

Le critére de régularité minimale du noyau n'estlpaseul critére. Un seuillage sur le
rayon du noyau permet d’écarter les noyaux aberrinles fausses détections, un seuillage
de la distance au centre et de la distance miniraalébord permet enfin de valider
I'association entre la noyau et la particule.

Le noyau est ensuite découpé en deux zones deasirémuivalentes (Figure 36) :
une zone centrale qui correspond a une distancenai@iau bord supérieure a 29% (=1-
1A2) du rayon ou de maniére équivalente une distanceentre inférieure & 71% (=/P)
du rayon et une zone périphérigue qui correspongn& distance minimale au bord
inférieure a 29% du rayon et une distance au cénfiggeure a 150% du rayon. La particule
est ensuite classée en fonction de sa positioalmitians le noyau.

Un seuil de tolérance permet a la particule de@evér en dehors du noyau car la

détection de contour n'est pas toujours précis@0&olen cas de contours peu marqués, il
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revient alors a l'utilisateur de faire un choix.

1

Figure 36:Exemple de classification de la position d'un poilat Image brute obtenue par le
microscope B: Zones détectés par le programmeteetas de contours C: Validation des
caractéristiques du noyau et détermination desszoeetrale( en vert) et périphérique(en bleu) D:
Fusion des données avec le suivi du point (en bNmiez que le point diffuse beaucoup et se

rapproche de la périphérie en cours d'acquisitiajectoire Rouge).
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[11.2.1.2 Stratégie de classification des trajecto  ires avec deux couleurs.

En plus des informations topologiques sur la pasitdu géne obtenues en imagerie a
un fluorophore, il est possible de localiser le @ygyar rapport a des structures nucléaires
marquées a l'aide d'un autre fluorophore. Dansraats, une image du nucléole est prise a
la fin de chaque film pour permettre de localigepobint par rapport a ce dernier. La durée
des films étant relativement courte, le mouvementdcléole dans le noyau de la cellule
est considéré comme négligeable par rapport a delpbint.

La détection du nucléole est effectuée par la mamathode que pour le noyau, a
savoir un filtrage de l'image, puis un filtre den@g Le programme mesure ensuite le
périmetre du nucléole, sa surface, la distance éafpoint et le centre du nucléole (Dpnuc),
la distance entre le centre du noyau et le centneugléole (Dnnuc) et la distance minimale
entre le point et le bord du nucléole (Dpnuc_min).

Un critere de régularité du nucléole est aussiigp@) mais le seuil est réduit ( 0,4)
car le nucléole n'a pas de forme réguliére (cratysaéanmoins ce critere nous est apparu

nécessaire pour ecarter les fausses détection.
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Figure 37: (A) lllustration des mesures faites Bunoyau : Distance minimale entre

le point et le bord du noyau (Dpn_min), Distancecauatroide du noyau (Dpn),

rayon du noyau (Rn) ainsi que le périmétre (homler@idels du contour) et l'aire

(nombre de pixels de la surface) du noyau. (Bttation des mesures faites sur le

nucléole Distance minimale entre le point et ledodu nucléole (Dpnuc_min),

Distance au centre du nucléole (Dpnuc), Rayon diéale (Dnuc) ainsi que son

aire et son périmetre. (C) lllustration des mesueetes sur les Images

supperposées : Distance Noyau Nucléole (Dnnuc)

Le nucléole est considéré comme valide si il répaumd criteres (Figure 37) : Rayon
dans les normes, critere de régularité supérieddaDpnuc et Dpnuc_min inférieurs a
150% du rayon du noyau et distance noyau/nucléule 40% et 100% du rayon du noyau
pour éviter les erreurs de projections. En effiele nucléole est au centre du noyau, il n'est
pas possible de déterminer si le point est effeaient situé dans le nucléole ou s'il est situé

devant ou derriere.
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fpm

Figure 38: Exemple de détermination de zones dartiéeux couleurs : A: Image gfp du point, B :

image mcherry du nucléole, C : Image en sortie éecteur de contours, D: Contréle du noyau et
détermination des zones centrale ( en rouge), périgue (en bleu) et nucléole( en vert), E:
Fusion des données avec le suivi de particule( geaet détermination de la zone de départ

( nucléole dans ce cz

Une fois que le nucléole est valide, le programraedecouper le noyau en trois
zones, en ajoutant aux deux cas précédant une maobe du nucléole. Le point est
considéré comme proche du nucléole si la distancaualéole est inférieure a 110% du
rayon du nucléole ou que la distance minimale aléale est inférieure a 10% du rayon du
nucléole. Les zones centrale et périphérique sivdgs de la zone nucléole mais le reste de
leur définition ne change pas (figure 38). Lesstrobnes n'étant plus de méme taille, une
étude statistique a permis de mesurer leurs taiiggectives et de calculer des coefficients
qui permettent de corriger les écarts de superf® du calcul statistique de localisation
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des points. Sur un échantillon de 40 cellules l@fase mesurées des zones centrales,

périphériques et nucléole sont de 37%, 39% et 28§ectivement.

Les fichiers de sortie sont les mémes que darssleige couleurs avec cette fois trois

zones au lieux de deux.

[11.2.1.3 Contréle qualité

Le module de détection de contour est destiné aetanhutilisateur les informations
essentielles pour permettre de déterminer la zersgegart, mais l'utilisateur reste seul juge.
Le programme cherche les contours du noyau cekuldans une sous-région de taille
paramétrable (typiquement 40 pixel) de c6té authwupoint détecté par le programme de
suivi de trajectoires Il arrive que lorsque lestooins du noyau sont diffus le programme ne
parvienne pas a interpréter correctement les imagaboutisse a un noyau déformé ou se
trompe de cellule. Ces cellules sont alors le ptus/ent écartés automatiquement par le
programme. Dans ce cas, l'intervention de |'utdisaest requise pour classer correctement
la trajectoire (figure 39). De plus, il arrive frggmment que des cellules contienne plusieurs
points fluorescent ou bougent pendant la duréeilay dles utilitaires supplémentaires ont
éte implémentés. L'utilitaire Zproject permet deyermer les premiéres images du film
pour repérer plus facilement les contours du natae point le plus brillant de la cellule.
L'utilitaire Trace permet d'afficher la trace ddrajectoire sur I'image et ainsi de repérer les

trajectoires aberrantes (trajectoire sortant duanay).
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Pour donner une idée des donnés récupérees silmutef300 images contenant une
cinquantaine de levure, le programme de suivi @edtoire va détecter 1000 — 2000 points
dont ~300 correspondent a des trajectoire de @usithages, ~40-100 vont passer les
filtres automatiques donnés par I'utilisateur s énvoyés vers l'utilisateur et seule 10-20

seront finalement exploitables pour le reste désitsa
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Figure 39: Exemple de détection de noyau et d&aleccohérente, la
trajectoire 7 répond aux critéres de I'utilisatenitermes de longueur minimale
et de nombre de disparitions maximales, et la tiétede contour permet
d'affecter la trajectoire & la zone nucléole. Netque la particule explore une
partie du noyau. La partie droite de l'interfacenpet de spécifier la zone ou
chercher le noyau et d'afficher les aides a Katiéur. A droite, deux exemples
de détections aberrantes : en haut, le programndétdetion de contour n'a pas
repéré le nucléole de la cellule et s'est doncpépde nucléole dans le calcul
des distances ; en bas, une cellule en mitosedettété et ecarté par le
programme.
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[11.2.1.4 Données en sortie de l'algorithme

A ce stade, le programme passe en revue toutpattsules détectées dans le film et
génere pour chaque zone (centrale, périphériqueuetéolaire) les fichiers de sorties
suivant :

*Les trajectoires brutes affectées a chaque zone peer chaque trajectoires son
numero, ses coordonnées sur le film, les numéras itkages correspondantes et un
indicateur de détection. Ces fichiers sont directerigibles par un utilisateur et facilement
utilisables par un programme de traitement.

*Les déplacement quadratiques moyens (MSD) et leseras des particules. Ces
fichiers sont principalement destinés a l'utilisate

 Les principaux paramétres utilisés dans le caleula détection ( notamment les
parametres de filtrage), utiles pour conserverdeet des parametres.

+1 fichiers textes contenant une matrice unique &®auméros des particules et les
déplacements quadratiques moyens. Ce fichier est &wat utilisé dans la suite du calcul
par les modules de traitement dédiés, mais ilslwsaussi facilement importables par
l'utilisateur.

Le programme permet également d'afficher des csurbeapitulatives pour chaque

zone et de générer une moyenne.
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I11.3 Calibration de la précision de pointé pour d  es films de levures

La précision du suivi de particule dépend directetnge la qualité du signal. Le banc
de simulation a donc été utilisé pour permettreyaifaune mesure approximative de la
précision de pointé en fonction des conditions akjerie.

Le programme simule un film avec une particules & prenant en compte la taille
de la particule, le rapport signal sur bruit emileau moyen de bruit. Ces films simulés sont
ensuite envoyés dans le programme de suivi decpbatpour évaluer le biais de mesure et
sa variance. Une calibration a ensuite été effeptué diverses conditions d'imagerie en
faisant varier les conditions d’éclairage et le perd'acquisition de la caméra. La précision
attendue pour chaque condition d'imagerie est engléterminée grace a la mesure du
rapport signal sur bruit et a la lecture de la beurLe but de I'expérience étant de
déterminer le nombre de d'expériences nécessamasgbtenir des données fiables pour
I'ensemble de la gamme temporelle choisie ( 50180 s) Cette méthode a permis de
déterminer qu'un temps d'acquisition de 50 ms pedobtenir des données d'une précision
satisfaisante pour les dynamiques de temps conrtd€a, la qualité du signal ce dégrade

tres rapidement et les données obtenues sontildiffient exploitables (figure 40).
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Figure 40: Courbe de I'erreur quadratique de meseirexemples de films
réels (il s'agit de la méme figure que 33 avecalesnple de film)

Le banc de test a aussi permit de mettre la mainrsprobleme lors de la fusion des
données de dynamique obtenues a partir de filmisésaavec des temps d'acquisition tres
différents. En effet l'indicateur choisit, le démaent quadratigue moyen est sensible a
I'erreur de positionnement, or cette erreur esctiiment reliée aux conditions d'imagerie.
Lors de la fusion des données, il convient donjpdtar un coefficient correcteur calculé en
fonction des erreurs simulées, a partir des caiatities moyennes des particules, pour
pouvoir aligner les données. Pour calculer ce mefit, il faut dans un premier temps
mesurer les caractéristiques de chacun des filmER) SEnsuite, une série de simulation est

effectué pour obtenir une erreur quadratique mogiehé@orique pour chaque film (<e2>).

<ez>:<(xmesuré_xréel)2>

Le coefficient & ajouter aux données MSD du filmples faible erreur est alors

donné par la formule :

C=A*((&)-(€])
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Avec <e? les erreurs quadratigues de position théoriguedes films i, (<e2p>
<e?> ) et A coefficient de proportionnalit¢ = 0,033 (teléniné expérimentalement). Ce
coefficient reste tres faible mais il permet d’aiordr la qualité des estimateurs lors de la

phase de modélisation.

[11.4 Détection de dérive

Un des principaux problémes lors de I'étude desualyques aux temps longs est la
dérive des noyaux qui s'ajoute aux dynamiques psoges segments chromatiniens, ce qui
fausse le calcul de la MSD. Pour éviter ces phémesie plusieurs aides ont été
implémentées dans le calcul.

Lors de l'acquisition des films avec une image dualéole supplémentaire, I'image
du nucléole est prise apres l'acquisition des poi@h obtient donc une image des noyaux
en début de film qui est utilisée pour faire laedfibn de contour sur les noyaux et une
image des nucléole postérieur au film qui estadifpour obtenir la localisation des nucléole.
En cas de dérive importante de la levure, le nleléble noyau ne sont pas cohérent entre
eux et la trajectoire est considéré par le prograntie classification des noyaux comme
incorrecte. Cette méthode permet de repérer faciliehas dérives importantes mais n'est
pas utilisable dans le cas de dérive de moins qexils.

Pour les dérives plus faibles, la visualisationad&ajectoire ( directionnelle ou non)
et du MSD peut étre une indication de possibleveérEn cas de doute, I'utilisation du
module de suivi des noyaux permet d'obtenir desrimftions supplémentaires pour
permettre de confirmer une dérive.

Dans le cas de films sans informations sur la isaabn du nucléole, ou en cas de

doute de la part de l'utilisateur, un programmesuigi des noyau et de compensation de la
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dérive a été implémenté. Ce programme effectue ébection de contour sur toutes les
images de la trajectoire a tester et mesure arggplacement du centre du noyau. Il affiche
ensuite une représentation graphique de la trajeadol noyau, la trajectoire du point ainsi
que la trajectoire du point a laquelle on a souslaatrajectoire du noyau. Le programme
affiche aussi les MSD correspondantes. Si la MSDpaimt corrigé par la trajectoire du
noyau est inférieure a la MSD du point non corrigig,peut en conclure que la trajectoire
mesurée par le programme de suivi de particuld p&s utilisable car elle correspond en
majorité a celle du noyau. La décision finale desewver ou d'ignorer une trajectoire
revient comme toujours a l'utilisateur (Figure 41).

Le programme effectuant une détection de contauclsaque image de la trajectoire,
il nécessite un contraste important, il est domeggalement utilisable dans le cas de temps
d'acquisition long (2 a 3s). En cas d'erreurs deatiéns du noyau répétées, le module ne
permet pas de conclure sur la présence de dérive.

Il est impossible d'utiliser ce programme de faggstématique pour compenser les
dérives éventuelles car le programme de détecties abntours a une précision trés
inférieure a celle du programme de suivi des pad& La précision des données corrigees
serait alors déterminée par celle du programme éection de contour (l'erreur dans la

détermination du centre du noyau est de l'ordrpixiel).

75



Mesure des mouvements du noyau et correction

Trajectoires avant correction MSD du point
04
—#— avant comrection
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] msd du centrmd
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Figure 41: Exemple de mesure de dérive de noyas daa levure. Dans ce cas, le
mouvement du noyau n'interviens que tres peu dansluvement du point car le

mouvement du point corrigé suit exactement le n@ofé MSD. Cette trajectoire
est considérée comme exploitable.
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IV.Application a I'ensemble du génome

Ce chapitre s’appuie sur les travaux en cours tégation joints en annexe. Deux

articles sont présentés, le premier traite des mmewnts dans le noyau et décrit un modeéle

physique pour caractériser ces déplacements. Lendedécrit pour la premiere fois la

structure et la dynamique d'un chromosome entiée\dee par microscopie optique.

IV.1 Etat des lieux de la recherche sur la dynamiq
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Figure 42: Exemples de modéles utilisés pour mseléle mouvement de la
chromatine : diffusion libre confinée vs Sous d@ifin anormale.

Depuis de nombreuses années, l'étude de la dynandgu mouvement de la

chromatine dans les cellules vivantes a été sujen&roverse quant au modele de diffusion

a appliquer pour expliguer ces mouvements (fig@e e deux principaux modeéles sont la

diffusion libre confiné dans lequel la particulg sgpposée diffuser librement a I'intérieur

du noyau jusqu'a atteindre les « bords » qui cmmesmt son mouvement, et la sous

diffusion anormale. Cette controverse montre une omég@issance des mécanismes

moléculaires en jeu.
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V.2 Stratégie expérimentale

Notre stratégie expérimentale a consisté a utilides souches marquées sur
I'ensemble du génome de la levure saccharomycesisiee (figure 43) et a effectuer un
suivi des marqueurs grace au programme de suidn@itsé. Les acquisitions sont
effectuées sur une plage temporelle élargie de gust décades (¥0a 10 s). Les
dynamiques ainsi obtenues seront ensuite compagtewodélisées. Le but de cette
expérience est d'obtenir un nombre important dedi@ires afin de déterminer précisément
lequel des modéles est le plus a méme d'expligeerdbnnées et de déterminer si la
dynamique du mouvement des chromosome est dépendanhon de la longueur des
chromosomes ou de la localisation des points dansyau. Les points imagés sont répartis
le long des chromosomes 3, 4, 6, 12 et 14 en milide bras comme en position

télomerique.

1 15 Kh & Centramire

- elomere

Chie Vi 1
[T jokl S0 EE

Duan, 2010

Figure 43: Stratégie de marquage employée : a gaukehlocalisation des marquages sur le
génome ; a droite un schéma de la localisationrdasjuage sur le modéle de la levure en 3D

Ces expériences ont permis de répondre a différgoeestions. Ce travail est détaillé

dans notre article «High throughput chromatin motiacking in living yeast reveals the

flexibility of the fiber throughout the genome» pe@té dans I'annexe.
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IV.2.1 Dynamique indépendante de la taille du chro mosome et de la

position génomique du locus

Les expériences n'ont pas montré de dépendancedismamique du point vis a vis
de la longueur du chromosome. La dynamique des romntre un comportement en
diffusion anormale de parameétre proche de 0,5 geespit la taille du chromosome ou sa
localisation sur le bras chromosomique en dehor&ldmere qui du fait de I'accroche a la
paroi nucléaire montre une dynamique singuliére, kpn interprete comme un régime de
ROUSE de diffusion de polymeéres (figure 44). Le mégicorrespond a la diffusion de
segments élastiques en interaction avec leurs gesoehisins, et flottant avec le liquide
( voir notre article en annexe). Cette réponse iadéante de la longueur du chromosome

est liée au fait que la dynamique ne dépend querdgsiétés locales de la chromatine.
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Figure 44: Dynamique de la chromatine dans la levi&) exemples
de films pour 200ms de temps d'acquisiton et répartsuivant les
zones pour chaque locus (B) MSD des loci suivaatiange période
temporelle (16 a 1F s). Les données montrent un méme
comportement quelque soit le chromosome et laiposiu locus.
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IV.2.2 Dynamique indépendante de la position dans  le noyau avec notre

segmentation

Les données montrent que la position du point dansoyau n'a pas d'influence
déterminante dans la dynamique de la chromatimggiréfi 45). En effet la dynamique des
loci situés en périphérie ou au centre du noyasgmi®& un méme parametre de diffusion
anormale (0,5) quelque soit le loci utilisé. Lesuléats sont cohérents avec ceux des gene
map et ne montrent pas d'effet d'ancrage au bardbdeen milieu de bras chromosomique.
Les données ne montrent pas de différences fondalasnentre les zones centrale et
périphérique contrairement aux résultats de Gagssda s'explique par un découpage

différents du noyau suivant 3 zones chez Gasser.
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Figure 45: Comparaison du comportement MSD desdosiant
les zones. (voir article en annexe)
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IV.2.3 Modéle de Rouse et validation par analyse d e la distribution de pas

i Nomal aiffusion mods 15 Enc-tethered Rouse model

— M=0.18 5, n=453 sinps
— M=10w =l s

cy . — M =15 0=2T85 siops

Ooounanoe (%)

Dreapbasnenment (lEm ) . D= D-:Er!ZG!'HE!TL {m)
Figure 46 : Courbes de la distribution des pas de
déplacement et modélisation par une diffusion néereapar
un modele de Rouse. Les courbes montrent une leidleum
adéquation avec un modele de Rouse quelque siiellé de
temps considéré.

Nous avons confirmé que la dynamigue de Rouse @iaforme a nos résultats en
analysant la distribution de pas pour un pas desetonné (Figure 46). La distribution de
pas a l'avantage de ne pas étre une moyenne qeequet de conserver les événements
rares, elle consiste a calculer pour un pas dedafopné les occurrence de taille de pas de
déplacement de points. Le programme de suivi dect@re a donc été modifié pour
permettre de sortir des distributions de pas déadément et ainsi permettre de vérifier si
I'estimateur de la dynamique a savoir le déplacémgumadratique moyen biaise
I'interprétation des données ou non. Les résuttaistrent une bonne adéquation au modéle
de Rouse avec extrémités fixes. La dynamique ne euétre reproduite avec un modéle
de diffusion libre, mais elle est parfaitement s§asavec la propagation dérivé de I'étude de

Guérin et al [51].
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V.Application a la structure et dynamique du chromo some XII

V.1 Stratégie expérimentale

Cette fois, nous allons nous intéresser a l'inflaetie la position du point dans le
noyau sur sa dynamique. Pour cela, le chromosorhesXiintéressant, en effet il comporte
une large portion de rDNA qui est toujours contedags le nucléole (Figure 47). Le suivi
de loci marqués le long du chromosome Xll (Figurg germettra donc de déterminer si la
zone (centrale, périphérique et nucléolaire) dagidlle ce trouve le gene influence sa
dynamique. De plus, les données de gene map semnmtdigeuer des positions statistiques
préférentielle en fonction des génes et un accgelde la chromatine au niveau des
télomeres, du centromere et du nucléole. Les danséaistiques obtenues par notre
algorithme de suivi de trajectoire peuvent done &@omparées a celles obtenues par

microscopie 3D « statique » (pas de suivi de ttajex).
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Figure 47 :Stratégie de marquage du chromosome védtan vert le nucléole, et gene map
obtenues pour les différents marquage sur le chsmme XII. Ces résultats seront comparés avec
ceux obtenus en 2D par ma méthode.
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V.2 Résultats

V.2.1 Adéquation avec les gene map

Les résultats montrent une bonne adéquation eesraldnnées gene map et les données
obtenues grace a mon algorithme de suivi de pé&tdiigure 48). Cette adéquation montre
qgue le choix de privilégier l'information 2D au @& de la 3D n'a pas d'influence sur la

détermination statistique de la position moyenreelde dans le noyau de la cellule.

n= 101 578 124 279

i l l I I J I
l . B -

Pos -140 8 170 IDNA1  DNAZ

h= 2437 2017 2572 27186 2848 3149 AT13 1894 1483 2133

Figure 48: Répartition des loci suivant les diffiétes zones avec le nucléole en vert, la
périphérie en bleu et le centre en rouge obtenu2par ma méthode de suivi de
points et en 3D. Les deux méthodes montrent urfaifgaadéquation entre les résultats
obtenus en 2D ou 3D
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V.2.2 En fonction de la position le long du chromo  some

Les données ne montrent pas d'influence signifieadie la position du géne sur sa
dynamique (figure 49), en dehors d'un accrochageiaau du centromere. Elles montrent
par contre que les loci nucléolaires sont presgukisivement situés dans le nucléole et ont
une dynamique trés différente, notamment un parameéte diffusion anormale

particulierement éleve : 0,75 par rapport a O@&nalu (figure 50).

Locus 170

— Central
—— Mucleolar

0.01

Mean Square Displacement (um?)

T — g —
01 ) 1 10
Time interval (s)

Figure 49: Courbe du déplacement quadratique mqanr le
locus 170 (gauche); cette coube montre que la epast
exactement la méme pour les zone centrale et ratko
Courbe du déplacement quadratigue moyen des ldriet des
trois loci nucléolaire.
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Figure 50: (en hant a gauche) Courbe du déplacemaatratique moyen des loci 170

et des 3 loci nucléolaire. (en haut a droite) Casbdu parameétre de diffusion

anormale en fonction de la position génomique . {f&s) Courbe des fluctuations

d'amplitudes en fonction de la position génomidgDes courbes montrent clairement
gue les dynamiques des points nucléolaires sdidreliftes des autres, et montrent aussi

I'influence de l'accrochage du centromere sur laaiyique du centromere.
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VI.Conclusion générale :

L'objectif de mon travail de thése était de mettneplace des outils dédiés au suivi
des mouvements des chromosomes chez la levure é8aotjtes Cerevisiae a haut débit.
Dans ce cadre j'ai mis en place une plateforme ideostopie optimisée pour l'imagerie
dans des cellules vivantes assurant I'obtention ghand nombre de films exploitables.
Associé a ce travail expérimental, j'ai développgs dutils de traitement d'images
algorithmiques qui permettent d'extraire rapidemaed statistiques de dynamique et de
position fiables et reproductibles. La réalisatitence travail a la frontiére entre I'expérience
et le traitement du signal vidéo a nécessité umailrad'optimisation rigoureux afin de
maximiser les performances de la chaine d'acquisitis a vis des caractéristiques propres
a lI'analyse des levures in vivo (faible intendii@nchiement rapide, petite taille des objets,
autofluorescence des milieux, cycles biologiques ...)

Concernant les outils algorithmique, nous avons &téenés a comparer les
performance de plusieurs algorithmes de suivi, @isnavons fait I'effort d'intégrer un
programme de traitement dédié a notre applicatiffusdble largement, car développé
comme un exécutable capable de traiter des infavngt 1 ou 2 couleurs. Notons que ce
travail s'est appuyé sur la définition de critedes segmentation aussi quantitatifs que
possible. Le logiciel tourne aujourd’hui en quadgibaomie : les suggestions du logiciel
pour sélectionner les cellules pertinentes sonsque toujours validées par l'utilisateur.
Cette remarque implique que la plage de variatian atiééres de segmentation a été tres
bien affinée.

Dans le prolongement de ce sujet, ces outils asuinété utilisés pour construire un

modele biophysique décrivant les mouvements deswbsomes utilisé pour travailler sur
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un chromosome en particulier : le chromosome Xililceontient les structures essentielles
a l'architecture d'un noyau eucaryote, a savaiefgromere, les télomeres et le nucléole.
Nous avons construit la premiére carte optiqueiltigad'un chromosome de levure
présentant son repliement spatial, mais aussisandigue. Nous avons en particulier
déterminé l'influence du nucléole dans la dynamidgiéa chromatine, un résultat qui n'avait
encore jamais été décrit dans la littérature.

Pour conclure sur ce travail interdisciplinairetigns a remercier mes collaborateurs
du LBME (Kerstin Bystricky et Olivier Gadal) aveaigqious avons construit ce projet de
thése en apportant de nouveaux outils capablesdtigre travail de recherche. Notre
ambition de réaliser un logiciel diffusable au gtgnublic a déja connu un premier succes,
puisqu'il a été envoyé a une équipe de I'InsiBagteur (Emmanuelle Fabre). Cette piste de
diffusion de mon travail est probablement la maiéerécompense de mes efforts, et

espérons que d'autres équipes se montrent intésedags le futur!
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ABSTRACT (209 words)

Chromosome dynamics are recognized to be intimately linked to genomic ti@amsaget the
physical principles governing spatial fluctuations of chromatin is still a matteeludtel
Using highthroughput sinlg particle tracking we recorthe movement®f 9 fluorescently
labded chromosome loci located on chromosomes lli, 1V, XII, and Xi\5. cerevisia®ver

an extended temporal range spanning more than 4 orders of magnitdde {(Ds). Spatial
fluctuations appear to be characterized by amomalous diffusive behavior, which is
homogeneous in the time domaioy all sites analzed. We show that thisesponse is
consistent with théRouse polymer modelnd we confirm the relevance of the model with
molecular dynamics simulations and the lgsia of the statistical properties of the
trajectories.Moreover the analysis of the amplitude fhdctuationsby the Rouse model
suggestsan unexpeedly low persistence length of less than 30 nm for yeast chromatin.
Finally we show that the Rouse modial also relevanto analyze chromosome motion in
mutant cells depleted giroteins that bind to or assemble chromatin, and suggest that it
provides a consistent framewotk study chromatin dynamicsThis study significantly
advances our understanding of quantitative aspects of chromosome dynamies,cascliss

its implications for yeast genome architecture.
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INTRODUCTION

Chromosomehigher orderarchitecturehas been increasingly studieder the last
decade thanks ttechnological breakthroughn imaging and in molecular biologgnging
from painting single chromosomes in fixed celdremerand Cremer 2001)o maping
physical interactions between genomic elements at the gewataelevel (HiC) (Dekker
2008b) It is now established thahromosomédarge scale organizatigrlays important roles
in all aspects of genomic transactipradlowing contact between distant chromatin loci
(Gondor and Ohlsson 2008)at tigger concomitantgenomicprocessesn cis and intrans.
Although several models have been proposed to describe the folding of chromosomes
(LiebermanrAiden et al. 2009; Bohn and Heermann 2010; Bancaud 20&R),the physical

principlesgoverning this organization are still largely debated.

Despite its small sizebudding yeashas become unique modethat recapitulates
some of the main features of higher eukaryateduding heterochromatiike regions,ard
an organizatiom mediated byhe nuclear envelope (NE}he nucleolusandthe spindle pole
body (SPB) Structural data obtained by statistical positioning of a gena yeast cell
populationled to a surprisingly simple moddb define yeast nuclear architecty@&mmer
and Fabre 2011xhromosome position can heedicted by few parameters such as genomic
arm length, telomere¢TEL), and centromere4CEN) tethered to theNE via nuclear
envelopetetheredproteins ando the SPB via microtubules respectively(Bystricky et al.
2005; Therizols et al. 2010; Zimmend Fabre 2011)This description was recently
complemered by the firstHi-C comprehensivengps (Rodley et al. 2009; Duan et al. 2010;
Gehlen et al. 2012hich confirmedan organizatiomuided by nuclear landmarks, including
TEL that congregaten foci (Gotta et al. 1996; Schober et al.08). Recent molecular

dynamics simulations confirmed this structural model by recapitulatinG BEind imaging
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data, assuminghat physical tethering aTEL and CEN and volume exclusiowere driving
chromosome conformations (Tjong et al. 2012; Wong et al. 2012).

The largespatial fluctuationof chromosome locinferred from particle tracking in
living yeast suggested A&ighly dynamic character of chromosonschitectue at the
molecular leve[Marshall et al. 1997; Heun et al. 200Chromatin dynamics appearedle
determined bynuclearconstraints, in particular the N@Eeun et al. 2001; Bystricky et al.
2004), and by the position along the chromosome, €lgL (Bystricky et al. 2005).
Furthermorealarge body of dat@rovidesinformation onspatietemporal dynamics in wild
typevs mutant cells (see e.(Bystricky et al. 2009)andelucidates howchromatinproperties
are regulatedy structural proteinsHoweverthe quantitative analysis of these movements
remains controversial, and essentially two models have been usetrgimatin segments
were suggested tandergonormal Brownian fluctuations amall timescales and b be
confined in region®f ~0.3 unf at time scales longer tharLl00 s(Marshall et al. 1997)or
(i) the movement ofGAL geneson diromosome llappeared to follow an anomalous
behaviorcharacterizedby adiffusion coefficient o~0.4 (Cabal et al. 2006)This anomalous
behavior wasalso detectedn bacteria(Weber et al. 2010and thoroughly studiedusing
polymer models.n yeastthe narrow temporal ranggd measuremestwithin less than two
decades wermsufficient for a trulyguantitative analysiof chromatin dynamics.

Here wedevelophigh-speed live cell imaging and highroughput image analysis
techniquesto monitor the spati@gemporal fluctuationsover an extended temporal range
spanning more than 4 detss (102 to 10°s) of 9 chromosome locdn chromosomesl, 1V,
XIl, and XIV of the yeastS. cerevisiae We showthat chromatin segments move sub
diffusively, andthatthe characteristg of the anomalous response deggely conserved for
every locus distant by more thab0 kb fromTEL andCEN. Similar dynamic behaviorwas

alsoobserved for two telomeric loethenevetthey adopt a central localization in the nucleus,
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thus leading to a consistent picture for chromosome movement witdirentire nuclear
volume.We thendemonstratéhat thesalynamics are consistent with the Rouse madeig
molecular dynamics simulations and statistical analysis of the trajectandssuggesthat
chromatin is dlexible polymer in yeasttharacterized bg persistence length t#ss than 30
nm. Finally weshow that thdRouse model is also relevantmutantsfor proteins involved in
chromatin structureand proposethat this model defines a consistent framework to study
chromosome motianOur findings significantly advancehe quantitative understanding of

chromosomea&lynamicsand and theimnplications foryeast genome architecture.

RESULTS AND DISCUSSION

The dynamics of iromosome loci are uniform throughout the nucleus and

anomalous over a broad temporal range

We assayed the dynamics of ohmatinin a collection of yeast strairsachbearing a
single fluorescentlyabeled chromatin locus (see methods for details). Taleels were
insertedon chromosomes lll, IVXII, and XIV at loci distant fronTEL andCEN (Fig. 1 and
Fig. 2A). The chromosometestedrangel in size from300 kb to1500 kb,which is welt
suited to assess whethdghe dynamics areaffected by chromosome length.okbn was
analyzedover atemporal rage spanningmore than four decad€$5 ms to400 s Fig. 2B).
This broadtemporal analysiss more than2 orders of magnitudéarger thanin previous
studies performed in living yeast (Heun et al. 2001; Bystricky et al. 2004 €ahla 2006)
or in bactela (Weber et al. 201Q)and investigatiogon similartime domainswere only
conductedn mammalian cells for telomere dynam{& onstein et al. 2009)he motion of

chromosome loci was recorded using a bright field microscapd,analyzed using a
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customized high-throughput trackingsoftware based onthe MultipleTarget Tracing
algorithm ((Sergé et al. 2008)J.M. and A.B. in preparation and Supplementary Fig). S1
Becausephysical tetheringgf chromosomesnay occur at the nuclear periphery (Heun et al.
2001; Hediger et al. 2002), the nucleus was divitéa two regionsof equalsurfaces, and
every tracked locus wamsitomatically assigned tocantral or peripheral logzhtion based on

the segmentatioaf the first image of the acquisitierfsee image ifrig. 1).

We first focused oroci located in thewuclear centerfar from constraints imposed by
the nuclear membranand representing60 %of the observed positienfFig. 2A). We then
characterizethar motionby plotting the temporal evolution of the mean square displacement

(MSD), which desches the average displacemafier a given time lag:
MSD(z) = ((F(t + 1) — 7(t))?) (1)

with 7 the position vector, and-) denotingthe temporal averagéVe observed similar
responsefor everylocus(data points in Fig. 2B), which appeatedold onto a single master
curve(solid ling. This curvefollows an anomalous diffusive behavior over a broad temalpo
range characterized by a powéaw scaling response t* with o=0.22+/-0.08 @=1 for
normal diffusion). This result is consonawith an earlier study describirige motion of GAL
genes which exhibied a non linear MSD response characterized by an exponeri.4fn
the temporakangeof 4 to 80 s(Cabal et al. 2006)but it departs from otherontributions
showing normal diffusion and a plateau in the long time I(see e.g(Heun et al. 200))
The anomalous subiffusion responsés associateavith a slow increasen MSD overtime.

Its persistence over a broad time domain indicéiteas chromatin loci explore a broad region

of the nucleusf /0.2 ym?~450 nmin ~400 s This estimate is consistent with tlextent of
“gene territories of ~500 nm which are obtained by statisticalappingof the position of

loci in cell populations of ~2000 individuals (Berger et al. 2008).

-6-
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Nextwe studied the motion of chromosome loci located at the periphery, and observed
that they frequently roamed from tleenterto the periphery in the time course of the
acquisition(Supplementary Fig. S1), suggesting that the localization classification based on a
single image is somewhat artificial, as was also shioyvnthers(Gasser 2002)We did not
detect significant diffeences in the MSD responfse peripheral or central lodization for the
three loci on chromosome Xl (see e.g. position 240nkbig. 2C) and on chromosome |V
and XIV (not shown)so the anomalous diffusive resporeggeas to belargely conserved
and appropriatéo describe chromosome segmental dynarfacdoci distantby more than

~50 kbfrom TEL and CEN

The dynamics of telomeresre anomalous in a central localization

In yeast, the 32TEL tend to cluster near th&lE, and the motion of tagged
chromosome siteis the vicinity ofa TEL is constrainedHeun etal. 2001; Sage et al. 2005)
Using our reference behavior for chromosome loci locai@flvay betweenchromosome
arms we set out to perform an MSD analysisTEL 3R and 14L (Fig. 1hereafter denoted
Tel3R and Tel4l). Though TEL predominantly accumate nearthe periphery (Fig. A,
right panel), their positioning in theuclear centecan be detected with an occurrence of
~30%, and we analyzed thedynamics in this central region. The amplitude of spatial
fluctuations in theshorttime regime appeared to belatively similar in comparison to the
reference response (FigA), although Tel3R appeared to be slightly less mobile after ~10 s
than Tell4L, presumably because telomeric interactions between the two ends of
chromosomeX1V are much less frequent than that of chromosome 11l (Bystricky et al. 2005;

Duan et al. 2010).
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In contrast to the bulk of chromosomesdpmeredynamics appeared bereduced at
the nuclear periphery (Fig3B), in agreement with the idea that telomere peripheral
localization is mediated by protein interactions involving among ott#R4 and
YKU70/YKU80(Hediger et al. 2002; Taddei et al. 2004; Bupp et al. 2007; Schober et al.
2009). 1t has been shown that deletion of eith{U70 or SIR4leads to delocalization of
someTEL to thenuclear cente(Laroche et al. 1998; Hediger et al. 2002), buteinains
unclear whether this deletion affeGEL dynamicsaside fromchromosome Il(Bystricky et
al. 2009) We thus investigated the movements of Tell4L in ayjue and inSIR4 mutant
strains. Deletion o6IR4leads to apredominaniocalization of Tell4lin the center(62%%),
presumably associated with a loss of anchoring to the nuclear membrane. Moleoverete
mobility is increased irSIR4 mutant strans when the tagged locussidesat the periphery
and even mordrasticallyat the nuclear center (FigB), confirmingthatphysical interactions
of the extremities of chromosomes are an essential player of their-sgmaporal dynamics
Overall this study tends to suppdite proposition of uniformfluctuationsthroughout the

nucleusfor chromatin lociprovided that they are sufficiently distant from anchoring regions.

Chromosome segmental dynamicare consistent withthe Rousemodel

To interpretour results vith a polymer model, we make the assumptidhat
chromosome conformatiomnd dynamics aranainly determined by (i) the permanent
tethering of CEN to the SPBandthe more transient attachment ®EL to NE (Zimmer and
Fabre 2011), andi) the level of crowding mediated llghromosomes and nuclear proteins.
Crowdingis expectedo screen out hydrodynamic effectghich otherwise induce long range
interactions in between chromosome segmé¢bts and Edwards 19880 that nearest

neighborelasticinteractionsbetween consecutive chromosome segmeoitsinatetheir local
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dynamics This approximation, which leads to the “Rouse” regime (Rouse 1953jelem
extensively documented fapncentrated solutions ef/nthetic polymers (see e{@&Ewen and
Richter 1997))and was recently validatéd vivo for the bactaal chromosoméWeber et al.

2010).

Chromosomesre modeled by a Rouse chawhich is composed oh series ofN
elastic segmentsf lengthb. The motion ofeach bonds determined by itelasticitydefined
by thestiffness3ksT/b* with k5T the thermal energyand itsviscousdrag{. Assumingthat
chromosomes are tetheredZEN andTEL, theMSD of monomergan be solved analytically
in the short time regimésee Model sectign
e 2

T

MSD(z) ~ 2

The Rousesegmental dynamids characterizedy an anomalous diffusive response
uniform along thechain in good agreement with our da&e wished to test the predictions
of the Rousemodelfurtherby extractinghe histogram of the displacemexiter a time lag of
0.18, 1.0and 1.6 sfrom the trajectories of locus 240 on chromosome (KIg. 4A). The
histogramsawere first fittedwith a normal diffusion model (FiglA, left panel and equation in
inset), which relies orone fitting parameter, the diffusion coefficiedd. The diffusion
coefficient of 4.8, 2.2, 1.8 10 unf/s was very different for=0.18, 1.0, and 1.6 s,
respectively showing the inconsistency of this modéle then used the formalism described
in (Guérin et al. 2012jo compute the histogram of the displacement for a Rouse chain
tethered at its extremities (see expression in Model secttomg single parameter was
sufficient to reproduce ththree distbutions (Fig. 4A, right panel), anthe quality of the

fitting was significantly improved (note the departure of the redrdin the conventional
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mode), hence strongly supporting the relevancéhefRouse modeio describe theegmental

dynamicsof yeast chromosonse

We then performed molecular dynamissnulations(MD) of yeast chromosome
dynamicsin a nuclear geometrgonsistent with yeast size, anding the structure derived
from Hi-C experiments atheinitial state(Duan et & 2010). We assumed that chromosomes
were attached to the SPB at their CEM.( neglectingthe contribution of microtubuse
connecting SPB to kinetochores), and freely diffusing at their {&ltomosome Il is
represented in the left panel of Fig.)5Bhe computed MSD for loci distant from CEN (>400
nm; blue dataset in the right panel of Fig. 5B) reproduced our the anomalous diffusive
response associated to a poveav scaling o~0.54 over a temporal domain of foarders of
magnitudethat we observed experimenta({yashed line in Fig. 5B, right panel). The motion
is more restricted for segments located atl@0 nm from the CEN (pink datasef3 at a
distance comprised between 200-400 nm (red databet)addition superposig the
conformations othromosome Il during fime steps shows an elongdtstate of diameter
~300 nm. This conformatiois associatedvith volume exclusion between chromosonmsese(
also Supplementary Fig. S4Ban effect thatvas recently shown to be key parameter of
yeas$ nuclear architectur€Tjong et al. 2012) We thus conclude that the dynamics of

chromosome loci in livingeastare accuratelgescribedy the Rouse model.

MSD fluctuations suggest that chromatin is highly flexible

The level of flexibility of a chromatin fiberemains controversialn vitro single
moleculeexperimentshave showrthat the persistence lendfof nucleosome arrays 20-30
nm (Cui and Bustamante 2000; Bancaud et al. 2006; Celedon et al. 2009; Kruithof et al.

2009). Converselyanalyses baseon polymer models of in vivo d@snce measurements

-10 -
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Hi-C experimentgBystricky et al. 2004; Dekker 2008a; Tjong et al. 20d2yvided estimates
of ~200 nm and 66-134 nm, respectiveBhysical modeling othe mechanical properties
nucleosome arraywedictsa persistence length smaller than 30 fumchromatin(Ben-Haim

et al. 2001; Schiessel et al. 200&Xcept in the case dfighly orderedarrayswith strong
nucleosometucleosome interactions (Wedemann and Langowski 2002), in whichlcase

increases to ~250 nm.

The amplitude of spatial fluctuations can be qualitatively linked to the flexibility of
chromatin using the Rouse model, given that the bond lerigtand theviscous drag
coefficient areequal to & andé6mnl, with 7 the viscosity respectivelyde Gennes 1979)
The viscosity of the nuclear spads assessed by e.g. measuring difeusion efficient of
GFP, which is7~7+/-3 10? Pin living yeast(KawarNoma et al. 2006; Slaughter et al. 2007)
The MSDresponse&an then be predicted for a persisteraggthcomprised between 50 and
200 nm This conjectureexceeds our measuremebis a factor of 10 to 20 (dashed lines in
Fig. 5A). In contrast, fitting of our dataith the Rouse model leads to an amplitudehef
MSD of 1.0 +/—0.2 1072 pm?/s*? (solid line in Fig. 54, suggesting that thpersistence
length of chromatin in living yeasits ~5 nm. Thislength scalecorresponds to the typical
dimension ofa singlenucleosomeHencethe analysis of chromosonmeotion suggestghat

chromatin is a flexible polymen vivo.

Because the Rouse model is a simplified model that does notdhkee exclusion
between monomersinto account, & wished to strengthen our conclusions by running
molecular dynamics simulatiofs1D) of a single chain composed cfelfavoidingsegments
(se2 model section)The extractedMSD showsan anomalous diffusive responsas well as
the dependence on the persistence length and theusisirag (Eqg. (2)) expected frotine
Rouse modelFig. 5B). This analysis showed that the numerical prefactor of Eq.2) i

underestimated byl.4, suggestinghat volume exclusion enhanceke rate of spatial

-11 -
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exploration Thisdifferenceimplies thatthe persistence lengtf ~5 nmis overestimatedand
a correct estimate may be as small~&nm This length scale, which is comparablethe
DNA diameter is urrealisticand points to the existence of a paramateterappreciated

our model.

Each MSD curve represtd in Fig. 2B is the average responser a population of
~100 cells. Te clonal variability of thespatiotemporal dynamicg not shown in this graph
althoughthis variability is large, as inferred from the distribution of average displacements
after a time lag of 0.1, 0.6, and)4 for~70 loci on chromosome XIlI (position 838ig. 5C).
Because the difference between the average and the maximal or minimal MSD is &aout thr
fold, this variability is unlikely related to changes in persistence length, whizhlds vary
over two orders of mgnitudefrom 0.3 to 30 nmWe rathersuggesthat this variability is
associatedvith the existence oflynamicchromosomakontacts aspreviously indicatedn
e.g.the dynamic random loop modderivedto interpretdistance measurements in human
cells (Mateod_angerak et al. 2009Pynamic and randomonitacts shouldransientlyrestrict
spatial exploratiorfSupplementary Fig. S5)educethe effective diffusion of a genomic site
over apopulationaverage and hence lead to an apparent persistdangthsmalker than
chromatin intrinsic propertiedVe also propose that chromosome loci with maximal mean
square displacements in the short time regime representntieeattionfree” limit, because
their motion is not hindered by distant contacts. Given tietifference between the average
and the maximal MSD is less than thfeld (Fig. 50, we can calculaten upper limit for the
persistence lengi of 3’3 nm <30nm. Consequentlgur study shows that nuclear exploration
by chromosome loci is slovand presumably hindered bgontacts between chromosomes
Nevertheless;hromatinappears to be a flexible polymer characterized by a persistence length

smaller than 30 nm.

-12 -
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Chromatin structural proteins alter chromosome mobility

Finally we investigatd whether thedynamics of chromosomes watteredin the
absenceof chromatin structural proteira chromatin assembly proteindle first considered
the HMG-like protein Spt2 inS. cerevisiagwhich interacts with the histones H3 and H4
(Horn et al. 2002) The staics and the dynamics of orlecus on chromosome XIWere
assayed in WTand mutantspt2 cells, showingan accumulation at the periphery for the
mutantand similar MSD response in the short time regim@-ig. 6, right and left panels,
respectively) We thenperformed the same analysis wiholp(Levy et al. 2008)which is
considered as the linker histone analo§irerevisiagthough its structurdiffers fromlinker
histone in other organisnizecause it bears twglobular domais. So farit remainsunclear
whetherand howthis proteinparticipates in chromatin condensatidie deleton of hhol
increase the proportion of spots detectgdthe nuclear centetomparedto wild type and
increass ~1.5-foldthe amplitude ofcthromatin locidisplacements (Fig6). Given that he
ratio Hholpvs nucleosome remains poorly estimat@mprised betweeri:37 to 1:4
(Freidkin and Katcoff 2001; Downs at. 2003), this enhanced dynamicsay be associated
with the reduced frequency of chromosome interactions mediated by the two domains of
Hhol and/orwith an onset in flexibilitydue to conformational changes at the nucleosome
level. Finally, we probedhe role of the nucleosome assembly chaperdsfé@, which is
involved in replication-dependent and replication-independent chromatin assgropbja
and Almouzni 2004)As for hhol, thelabeledlocus appeared to be more frequently central
than in wild typenuclei and its mobilitywas2.2{old increased The Rouse modeherefore
seems to account for the dynamics of chromosome loci in WT cells, as wehhlaslinasfl
and spt2mutants suggestig thatthis approach is sufficiently generic performsystematic

motion analyses.

-13 -
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CONCLUSION

The dynamics of 9 chromosome loci in living yeagtre homogeneous ovex broad
spatial domairof more than 4 orders of magnitud®&e show that or dataareconsistent with
the Rouse model, in whidheamplitude of spatial fluctuationscreases withhe square root
of the polymer persistence lengthhis predictionmay seem countentuitive, becausehe
diffusion coefficientof an isolated tracer is invetgeproportional to its diameteso spatial
exploration isacceleratedas the size of the particle decreaseésnversely the persistence
length is the characteristic dimension the diffusive properties of @olymer locus because
thermal fluctuationanduce random displacements fevery segmentof the chain Fitting
population averaged MSD data with the Rouse model sugdpagtthe persistence length is
overly small andthus proposé¢hat dynamic interactions between chromosomes account for
this data Chromosome interaction properties can be stubiettackingmultiple loci on the
same chromosomarm and distant from TEL and CH) monitoringdifferences inMSD
responseas a function of the genomic distanddD simulationswill further supportthis
analysis, enablindo extractthe frequency and the duration of contacts, and @ilewiding

insights that cannot be assessed by molecular biology techsigtleas HiC.

Irrespectiveof the value of the persistence length, the Rouse dynamigly that
chromosome segments search for target sites by conegatiration (de Gennes 1982)
meaning that they systematically visit neighboring sites as they lod&rfpts during repair
or transcription activationrhis diffusive mechanisms expected tde particularly efficient
for creaing specific chromosomalntercations ovedistances smaller than300 nm given
that the corresponding volume is explored-inminute (see Fig. 2B)At larger length scales
it would be interesting to evaluate by MD whether and bompactexplorationis related to

chromesome territoriality in the yeastgenome,whether it is absent as suggested thg
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observationthat broken ends of chromosomes are free to search the entire genome for
appropriate partnergHaber and Leung 1996pr partial as telomere colocalisation and

coordinated movement would iicdte (Bystricky et al. 2005).

Our model of chromosomsegmentaldynamics determineébr yeastchromosomes
may be relevant fometazoangenomes.The folding of interphaschromosomes involves
loopsof variable sizeslefining topological domains @.2to 5 Mb(Nora et al.; Sexton et al.
2012). These loops can be described as-tetidered chromosome fragmergsggesting that
our modelcanbe applied to highewsrder eukaryotesihis model was recently implemented in
molecular dynamg simulations(Bohn and Heermann 201&howing that the dynamics of
loop formation may interfere with the segmental dynanotshuman chromosomes, an

hypothesis that remains to be tested quantitativelyvo.

MODEL

Dynamics

The motion of an entkthered Rouse chain can be studied analyticaliygunormal
mode decompositiofVandoolaeghe and Terentjev 200&hdthe MSD of the B-segment

(MSD,)) reads:

MSD, (1) = - Spa s (1) sin? (22) 3)

2

with 7, the relaxation time of each modg = 7z/p* andt; = L?{/3n*kpT the Rouse time
identified as the longest relaxation timethe chain Note that this equation is valid in 3D,

and its 2D version is readily obtained with a multiplication by 2/3 assuming that thennsot
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isotropic. Thetemporal evolution of th#1SD is plotted in Supplementary Fig. S4Adn the
short time limit(t «< tz), equation (3) is dominated by the terms with Igpgand it can be
simplified to obtain Equation (3)ivenin themain text.In addition the formalism described
in ((Guérin et al. 2012) see details in Supplementary Materialghables to extracthe

distributionof the displacemerR for the " segment after a time lag

2
P(R,7) = ‘P:(T) exp — {Zl:n(r)} )
2
ey (1-exp (FHi—cos(piip)])
qj (T) - _Zp 1Sln ( N+1) * 1—COS(pNL+1) (5)

The movements of chromosomes, which were modeleal $8ries obead linked by
springsor ballin-socket joints, was also analyzed by Mbe size of each bead was sellfo
nm in diameter and it was assumd to contain ~3 nucleosomesso that the full genome
consists of 27,000 beads. Chromosomvere constained in asphereof 2 um in diameter,
and he CEN were fixed to the SPB using harmonic constraints. Weasedthe Langevin
dynamics algorithm implemented in the NAMD softwgihillips et al. 2005)with an

appropriate in-house force field. The Langevin equdtothen™ monomeihas the form:

d?xn,
Mn e

dxn

(t) = _gradan +fn(t) mnbn dt (t) (7)

where the random fordg(t) is derived from a Gaussian distribution with the properties:

(fu(®)) =0 (8)

(fa()fn(0)) = 2kpT{m,5(1) (9)
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with ¢ the friction coefficient.The energy E of each beadtie sum of three contributions
associated to the confinement in the nucleus, the elasticity of the chain, arepulsve

interactions between monomers, which are expressed as
E= Econf + Espring + Evaw (10)
Econf(r <n ) =0and Econf(r >1 ) = El(r - 7"1)4 (11)

with r the distance of the bead to the center of the nucleus; #&melradius of the nucleus.

Espring (mn+1)=ksn — rn+1)2 (12)
12 6

E -,- =U(Rmin> _Z(Rmin) 13

VdW(l ]) { |7'i—7”j| |Ti—7”j| ( )

The parametersf this modelkcan be found in @ble1. MD were runduring 3.10 time
steps starting from the conformation obtained Hi*C (Duan et al. 2010) equilibrated during
10° time steps.We also performedD to investigate whether spatiemporal fluctuations
were different for 1, 4, or 18egments, ofor one segment of large diamettong the chain
We did not detect differencemn the MSD respons@ot shown) in agreement withour
observation ofimilar dynamics withLac or Tetlabeling which measure-10 and7 kb in

length respectively

MATERIALS AND METHODS

Plasmids and strains:
All thestrainswe usedare described in theupplemental tablé.

Cell culture
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Cells weregrown in YPD or YNB at 30°C starting from a fresh overnight culture.
They were diluted at focells/ml, and harvested when OD600 reached®4c&0s/ml and
rinsed twice with the corresponding SC media. Cells were then spread on a $2Qoateli
containing 2% agarose and 2% glucosated slide. Aoverslip was deposited over toells,
and the construction waBnally sealed with “VaLaP” (1/3 \seline, 1/3 lanoline, 1/3
paraffin). Live microscopy was limited to 20 minutafier mounting the coverslifextreme
carewas takerto ensure that cells are at approximately equal stages of gbasgidl on their
shapes, as inferred from single imagef transmission light microscopy, and based on the

nucleus shape using the roundness pararRdteat was defined as:
R = 41 X Surface/Perimeter? (14)

with Surfacethe number of pixels after segmentation of the nucleusPandeterthe
outline in pixels (see Supplementary Fig. S2). We considered nucleiRxI8 to avoid

mitotic phenotypes.
Live cell imaging

Yeast cells were imaged at room temperatwith a BX-51 upright microscope
equipped with a laser diodeumencor) a 100X oil immersion objective (NA=1.4), and an
EMCCD camera Andor DU-897), as described i(Hajjoul et al. 2009) The excitation
emissionat 470+/-10 nmwas set t&.53 W/puni, about 100 times less than the value which is
necessary for normal cells growt@arlton et al. 2010), and we observed consecutive rounds
of divisions during ~2 hours (not showRpr slow acquisitionsf inter-frame intervals ofl s
or more, we used a 100X oil immersion objective with a variablesstAto~1.1-1.2. he
acquisition was performed with a shutter synchronized with the camera to minimize
photobleachingandwe checked for driftdy monitoring the position of the center of the

nucleus in the first and last image of the record®giimal interframe intervals of ~2@ns
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were reached by cropping regions of interestd usinga 2*2 binning with the Andor iQ
imaging softwareThe lossm pixel size resolution was compensated with a 2X lens placed in

the microscope light path.

We focused on 2Dsingle particleracking and checked that similar information were
retrieved with3D tracking using micro-mirrors ((Hajjoul et al. 2009; Hajjoul et al. 2011)
Supplementary FigS3). We rote that 2Dacquisitionsmay bias MSD responsegor loci
preferentially localized at the periphelyecausen some cases centraici in the projected

view maybeperipheral in the 3D nucleus.

Data analysis

Video sequences consisted in 300 consecutive imagelswe displayed MSD traces
on 150 time intervalat mostin orderinsure the statistical relevance of mean displacements.
The movement of chromosome loci were systematically analyzed using a custeareso
that was developed in Matlab (Mathworks, Natick, M&ergé et al. 2008)his software
which will be described in detaglsewhere enabled us to extractky) coordinatesby
Gaussian fting, to reconstruct thdrajectories and to computethe MSD and the step
distribution functionNote that the MSD in fixed cells was-20 30-fold lower than in living

cells (not shown).
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Figure 1: Collection of loci usedto monitor chromosome spatio-temporal dynan#asows
indicate the gemmic positions at which TetO okacO repeats were inserted in 4
chromosomesThese loci arealso representedy orange spheresn the yeast nuclear map
obtained by HiC (Duan et al. 2010)The two purple circles represent the telomers that were
tracked withthe same labeling technique, and the green circles correspond to the centromere
The preferred localization of these loci was scored using a subdivision of the notdetwsoi
regions of equal surface (orange and green for central and pefripbeadizaions,

respectively).

Figure 2: Chromatin dynamics in living budding yeas#) The upper panel shows
fluorescence micrographe different yeast straingor inter-frame intervals of 200 m&or
inter-frame intervals of 16- 50 ms and mutants; see supplementary Fig. S2), andwiee

plot represents thspatial distribution of these loci in the nuclear voluifi®). The temporal
evolution of the MSD for 7 different chromatin losith central loclzationis plotted over a
broad temporal range covering more than 4 orders of magnitude. This data showssaluniver
behaviorcharacterized by an anomalous diffusive response associated to power low scaling
comprised betweer?t* and £ (thin dashed lines). Thielack solid line corresponds to the
Rouse regime, which is associated to an exponent ¢é@ebdetails in Fig. 4Note that each
datasets the average over 3MQ trajectoriesand thatve selected tracks witsignal to noise
ratios (SNR) larger than30 dB. (C) The MSD responséor loci with central orperipheral
localizationis comparedyellow and green datasets, respectively), showing similar dynamics
The black solid line represerthe behaviormeasured in (B Thedeparture of the two curves

in the short time regimis associated to the lower SNRperipheral loc{not shown).
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Figure 3: Telomee dynamicsin living budding yeastgA) The left plotrepresentshe MSD
temporal evolution fortelomereXIV-L and IlI-R with central localization (red and blue
datasets)The black solid line represents the average response obtained #BFithe plot

on the right shows thaelomerepreferentially accumulate at the periphery (green and orange
bars, respdively). (B) The left plot represents the comparison of the MSD response for
telomee XIV-L at a central or peripheral localization wild type cells(openyellow and
green symbols, respectively), or sir4 mutant strains (crossed symbols) famgra central

localization of telomere XIM.

Figure 4: Rouse radel for chromosome segmental dynami#s The two graphs represent
the step distribution functions measured for three different time intervalsh wdre
represented by dashed lines in Fig. 2A. The genomic position of the locus on chromosome XI|
is 240 kb, and the intdrame interval of the acquisition is 59 ni¢ote the deviation of the
distributions toward longer displacements for increasing time lags, whicssstant with

the progressi exploration of the nuclear volum€&he three curves are fittdd a normal
diffusion model (equation in the inset), an endtethered Rouse model (Eqg. #{#eft and
right panels, respectivelyB) Molecular dynamics simulation was implemented \pihymer
chainsand in a realist yeast nucleus using the nuclear conformation obtainedity as
initial state(Duan et al. 2010Chromosomes are tethered at their centron{gresn spheres)
and free at their telomeres. The figure in the left panel represents thgraphic projection

of 100 conformations of chromosome Il in the course of one simulation®af® points

The polymer is elongated, and its diameter36€0+/50 nm. The MSD is computed for loci
localized near the SPB, or at 2000 nm and more than 400 nm from this anchor (purple, red,
and blue datasets, respectively), showing that the response follows Rouse dybanics
dashed line) provided that the leas sufficiently distant fronCEN.
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Figure 5: Assaying chromatin flexibility from MSD analy<i8) The MSD response plotted
in Fig. 2B is represented gray, andanalyzed with the Rouse model for different values of
the persistence lengtbf 200, 50, and 5 nm, as specified in the insdte Tynamics of
chromosomedoci are consistentwith highy flexible of chromatin. (B Molecular dynamics
simulationsof an isolated chain containing 100 segments have been performed to confirm the
relevanceof the Rouse model. Dimensionless variatales defined using, andnl; /kzT as
characteristic length and time scales, the MSE céntral monomeis plotted with different
persistence lengths of 15, 30, 60, or 90 nm and for two different itissas 10° and 10° P
(blue datasets). Teedatasetgall on a master curve, which follows the power law scaling of
the analyticalRouse modelthe black dashed line is derived froBquation (2) using the
dimensionless variables (see exact expressioimset) (C) The histogram of theverage
squaredisplacement after 0.1, 0.6, and 4 is representefbr ~70 loci on chromosome XII
(position 680),with a broad cell to cellvariability within a single cloneThe lines are

Gaussian fits and serve addgs to the eye.

Figure 6: Chromatin structural/modifying proteirend chromosome dynamic$he left plot
represents the MSD temporal evolution for a locus on chromosome XIV, genomic position
240 kb.The wild type situation was identical to the Rousgponse described in FBA, and

it is represented by the black solid lifdwe dynamicresponse obtained hhol, asflandspt2

utant yeasis representelly red, blue, and purple symbplespectivelyThe two dashed lines
represent fits to the data with the Rouse model. The plot in the right showsfihabhdHhol
participate in the nuclealocalization of thetagged locus (the yellow and green bars

correspond to central and peripheral localizatioespectively)
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T 300 K

Ks 1 kcal.mot*.nm*
Rmin 7 nm

U -0.01 kcal.mot

mp 10 a.u.

bn 10 a.u.

E: 0.01 kcal.mof.nmi*

Table 1: Set of parameters to run molecular dynamics simulations.
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Abstract (158 words)

Chromosome architecture is viewed as a key component of gene regulation, but the principles
of chromosomal folding and their relation with transcription remain elusive. Chromosome 12
is the longest in the budding yeast genome and carries the ribosomal DNA (rDNA), which
nucleates the nucleolar compartment, a major hallmark of nuclear organization. We used
high-throughput live cell microscopy to systematically characterize the conformation and
dynamics of chromosome 12. We determined intranuclear territories of 15 loci distributed
every ~100 kilobases along the chromosome and analyzed their motion over broad time scales
(0.2-400 s). The locus territory positions are consistent with a computational model of
chromosomes based on physically tethered polymers. A massive transcriptional
reprogramming of chromosome 12 only marginally affected its internal large-scale
organization. Finally, measured subdiffusive motions are consistent with the Rouse model
from polymer physics, except at the rDNA. Our results suggest that global chromosome
architecture is mainly determined by physical principles of polymers with local transcription-

dependent effect.



Introduction

The genome of eukaryotes is organized in three-dimensions according to principles that
remain poorly understood even in the yeast S. cerevisiae which is among the simplest models
to study the organization of the eukaryotic nucleus. The 16 chromosomes of a haploid yeast
exhibit a nonrandom spatial distribution, and three structural elements, namely centromeres
(CEN), telomeres (TEL), and the nucleolus (NUC) have been identified as key players of their
organization (Taddei and Gasser, 2012). The CEN are clustered near the spindle-pole body
(SPB) (Guacci et al., 1994; Guacci et al., 1997; Jin et al., 1998; Jin et al., 2000). TEL are also
clustered in foci at the nuclear envelope (NE) (Gotta et al., 1996; Klein et al., 1992), so that
chromosome arms extend outwards from CEN to the periphery, defining a Rabl-like
conformation (Jin et al., 2000). Diametrically opposed to the SPB, the NUC physically
separates the repetitive rDNA genes carried on chromosome XII in a crescent-shaped
structure of about one third of the nuclear volume (Léger-Silvestre et al., 1999; Yang et al.,

1989).

The conformation of yeast chromosomes was analyzed using Chromosome Capture
Conformation (3C) techniques (Dekker et al., 2002; Duan et al., 2010; Tanizawa et al., 2010),
but without elucidating the mechanisms driving their folding (Langowski, 2011).
Transcription may be involved in genome large scale architecture, given that the spatial
position of genes is correlated with their expression level (for review, see (Taddei and Gasser,
2012)). Actively transcribed genes could contact the NE, through nuclear pore complex
interactions (Casolari et al., 2004; Schmid et al., 2006), and this interaction is driven by
transcription in some cases (e.g. GALI-10 or INOI; (Brickner and Walter, 2004; Cabal et al.,

2006; Casolari et al., 2004)). tRNA genes, which are scattered throughout the genome, appear



to form foci at the nucleolar periphery (Thompson et al., 2003), as well as near the
centromeres (Duan et al., 2010), but these results still remain the subject of discussions
(Cournac et al., 2012; Witten and Noble, 2012). In fact it is still unclear whether and how the

positioning of specific genes impacts the long-range organization of chromosomes.

In this report, we set out to study the conformation and the dynamics of yeast chromosomes
using high-throughput live cell microscopy, and to confront our results to recent
computational models. We focused on the largest yeast chromosome (XII) because it contains
the three classes of genes: the ribosomal DNA (rDNA) locus transcribed by Pol I and Pol 111
(Petes, 1979), ~600 protein coding genes transcribed by Pol II, and 22 ncRNA genes
transcribed by Pol III. The chromosome XII was fluorescently labeled every 100 kb to
produce the first description of position of one single yeast chromosome, showing a polymer-
like conformation in agreement with the prediction of computational model based on polymer
physics and volume exclusion (Wong et al., 2012). Some RNA polymerase III transcribed
genes along chromosome XII deviate slightly from this model, without affecting global
organization. We also investigated the contribution of transcription to chromosome
conformation by inducing a modulation of transcription by TOR inhibition. This analysis
showed that such major transcription reprogramming had little effect on chromosome XII
conformation. Our study of chromosome architecture was finally extended to the analysis of
the motion of different loci, which match the predictions of polymer models, thus showing

that the folding principles of yeast chromosomes are mainly dictated by polymer physics.



Results and discussion
Long range organization of chromosome XII between anchoring elements (TEL, CEN, NUC)

Global architecture of chromosome XII was first investigated in living yeast cells by
monitoring the position of 15 loci distributed along the chromosome. Using targeted
homologous recombination of fluorescent operator-repressor system (FROS), 12 independent
insertions distributed every ~100 kb were generated along the non-rDNA region of
chromosome XII (Fig. 1). We also labeled three individual loci within the rDNA region at
known distances from the CEN, mapped by pulse-field electrophoresis of cleaved

chromosome XII at FROS insertions (Fig. 1; see Material and Methods).

We chose to represent the position of a locus as a probability distribution relative to nuclear
and nucleolar centers in living cells (Berger et al., 2008; Therizols et al., 2010). The spatial
repartition of gene positions was assayed in a large number of cells in interphase (>1500), and
the data were represented in a color-coded statistical map of gene positions in which the
percentage in an enclosing contour represents the probability to find a locus inside (Fig. 1B).
The radius of the nuclei and their morphology, as characterized by the distance between the
nuclear and the nucleolar centers, were similar in all strains (see Fig. S1). We also selected
FROS strains with comparable nuclear (3.4 +/- 0.09 um3) and nucleolar volumes (1.37 +/-
0.08 pm’), so as to overlay the positions of loci in the same map (see Material and Methods

and Movie 1).

The visual inspection of statistical maps shows that the position of loci along chromosome
XII is consistent with a path dictated by the genomic coordinates of each locus and the
segmentation of the chromosomes between three structuring elements CEN, TEL, and NUC
(Fig. 1 B and Movie 1). We then wished to assess whether chromosome XII folding could be

predicted by nuclear models based on polymer physics (Wong et al., 2012). The median



distance to the nuclear and nucleolar center was plotted as a function of the genomic
coordinate of each locus (boxplots in Fig. 2A, B; see Material and Methods), and these data
compared well with the model predictions (Wong et al., 2012) (Fig. 2A, B, black line). We
noted that the fit to the model prediction was poorer for genomic positions 450-1050 kb, i.e.

from NUC to the right TEL (see e.g. the anomalous dynamics of the rDNA in Fig. 4).

The smooth variations of the median positions between consecutive loci suggested that the
statistical maps could be interpolated with a genomic resolution much finer than 100 kb. We
thus computed statistical maps every kb along chromosome XII (movie 2; see Material and
Methods), and we challenged their relevance by comparing them to the position of four RNA
polymerase III transcribed genes along chromosome XII (tP(UGG), tA(UGC), tL(UAA) and
SNR6); their genomic position corresponds to the green boxplots of Fig. 2A). Experimental
and interpolated statistical maps are represented in the upper half and lower half of Fig. 2C,
respectively. If SNR6 shows a good agreement with interpolation, mild (tA(UGC); tL(UAA))
or stronger (tP(UGG)) discrepancies are observed. Such data argues for a local effect of Pol
IIT gene on chromosome structure. However, this analysis is different from co-localization
assays, in which Pol III transcribed genes were organized in clusters close to CEN or NUC
(Duan et al., 2010; Thompson et al., 2003), but it suggests that the distribution of genes is
primarily influenced by their genomic position along the chromosome (Fig. 2 A, B), and only
locally by sequence-specific physical interactions. Note that we checked that the FROS
insertion did not affect chromatin structure by analyzing the inner structure of SNR6 using in
situ Indirect-End Labeling (IEL; Fig. 2D). Our results show that nucleosome positioning
within the upstream and transcribed regions is similar in the control and the labeled strain
(Fig. 2D). Moreover the transcription level of SNR6 was not significantly modified by FROS

labeling (Fig. 2D). In conclusion, experimental data and the prediction from computational



model are largely compatible, suggesting that the folding of chromosomes is mainly dictated

by local attachments to three main nuclear structures NUC, TEL, and CEN.

Major transcriptional reprogramming has little effect on chromosome XII structure

In order to investigate further whether molecular interactions driven by transcription played a
role in chromosome architecture, we probed the structure of chromosome XII by statistical
mapping after a major transcriptional repression (Fig. 3) Cells were treated with rapamycin,
an inhibitor of the conserved protein kinase complex TORC1 (Target of Rapamycine)
(Loewith et al., 2002), which induces a global modification of transcription, mimicking
nutrient deprivation, characterized by transcriptional repression of Pol II ribosomal protein
genes, rRNA 5S genes transcribed by Pol III, and repression Pol I activity (Hardwick et al.,
1999; Wullschleger et al., 2006). After 20 min of rapamycin treatment, the mean nucleolar
volume decreased by 37%, but the nucleus remained nearly constant in size (4% increase in
volume), in agreement with previous studies performed on yeast telomeres (Therizols et al.,
2010). The statistical maps of 12 gene positions were determined in non-treated vs. treated
cells, and are represented in the upper half and lower half of Fig. 3, respectively. Nucleolar
size reduction generated a global shift of all loci toward the nucleolus. However, we did not
detect major modifications of internal chromosome folding at the population level, thus
supporting our model in which chromosome architecture is mainly determined by the
biophysical properties of chromosomes and volume exclusion rather than by molecular

interactions mediated by transcription.

Chromatin motion of chromosome XII

We then wished to investigate the dynamics of chromosome XII and confront these data to



the predictions of polymer models. The motion of 10 loci marked with stars in Fig. 1A was
investigated by recording their trajectories in 2D (rather than in 3D in order to increase the
acquisition speed and reduce photo-toxicity; normal cell growth was observed during up to 2
hours of acquisition, see movie 3). A broad temporal range (from 190 ms to 400 s) was
probed using five distinct inter-frame intervals of 190, 400 ms for all loci, as well as 1.5, 4
and 10 s for three loci. A dedicated software was developed to perform systematic trajectory
analysis, as well as determination of coordinate according to the position of the gene relative
to NE and NUC (Fig. S2 A, B, C; See Material and Methods). This software allowed to
extract the Mean Square Displacement (MSD), which is the average of the squared travel
distance after a given time lag, for every locus, and to compare the dynamics in the case of
central, peripheral, or nucleolar localization. Trajectories during which deformations of the
nucleus occurred (e.g. during mitosis, see movie 3) were automatically disregarded by our
software based on cell morphological analysis and/or detection of drifts of the nuclear center.

Several studies suggested that chromatin motion was determined by a normal diffusive
behavior in a restrained volume (MSD~t in the small time limit, and MSD~a in the long time
limit with a the radius of constraint; (Heun et al., 2001; Marshall et al., 1997; Meister et al.,
2010)). To display MSD in the short and long time regimes, we used linear and logarithmic
representations (loci -30, 680 and rDNA; Fig. 4 and S3). We observed that MSD curves
exhibited a power-law scaling response expressed as MSD~I".t* with the anomalous parameter
a of ~0.5+/-0.07 (Fig. 4B) and the amplitude of the motion 7" ~0.01 um”s~. Interestingly,
the anomalous diffusive response is consistent with the Rouse polymer model that describes
the movements of polymer segments based on their elastic interactions and on viscous friction
(De Gennes, 1979). This model is expected to apply to dense polymer solutions (De Gennes,
1979) and it was recently observed that the bacterial genome behaves as predicted from this

model (Weber et al., 2010; Weber and Thierot, 2010). It also applies to the molecular



dynamics simulations of the yeast genome (Rosa and Everaers, 2008), thus strengthening our

view that polymer models best describe chromosome properties in yeast.

We then wished to further develop our description of chromatin dynamics at short time
interval along chromosome XII. We compared the amplitude of the MSD traces by plotting /"
for every locus (Fig. 4C and Fig. S3), showing that the chromatin movements are
homogeneous for most of the loci with a value in the range ~0.010-0.015 pm®.s®>. These
results suggest a homogeneous behavior of chromatin throughout chromosome XII, except for
rDNA. In addition chromatin dynamics were not different for a locus with a central or
peripheral localization (Fig. S3), and the amplitude of fluctuations /" was moderately reduced
by ~20% for loci with nucleolar vs. central localization (Fig. S3), suggesting that nucleolar
proximity tends to restrain chromatin motion of non-rDNA loci. The investigation of MSD in
the long time limit, best viewed in linear representation, revealed a deviation from the Rouse
regime MSD~T./">. As previously suggested (Meister et al., 2010), the apparent confinement
in the MSD is related to genes diffusing in a restrained volume. Space visited after 200s
(~0.15 umz, ~0.25 umz, and ~0.3 um2 for the rDNA, locus -30 kb, and locus — 680 kb,
respectively), can be assigned to an explored volume of 0.57, 1.02, and 1.34 um® for the three
loci (Meister et al., 2010). These values are in excellent agreement with the dimensions of
gene territories, as defined by the volume in which 50% of the gene positions are detected in
statistical maps (Fig. 4D; respectively 0.8, 1.1 and 1.3 um?®). This analysis shows that loci can
explore the entire statistical maps within few minutes. However, loci confinement are best
monitored by statistical positioning (Figure 1), which shows that loci at the vicinity of rDNA

are more confined (Fig. 4D).

Finally the motility of these chromosomal loci in the rDNA was investigated, showing a MSD

with two distinct slope: increasingly slowly for t<5 s (a~0.25) and more abruptly after s



(0~0.7). These dynamics are not consistent with the Rouse model, and are not expected from
computational models of the yeast nucleus (not shown). In these polymer models several
specific properties of the rDNA were disregarded, including among others the dynamics
associated to transcriptional activity, the depletion of nucleosomes from actively transcribed
rDNA (Conconi et al., 1989), or the possible local tethering of rDNA via CLIP proteins
(Mekhail and Moazed, 2010; Mekhail et al., 2008). This problem should be considered in

future molecular dynamics simulations.

To conclude, our systematic analysis of position and motion of loci along chromosome XII
showed that its inner structure mainly consisted of constrained chromosome arms anchored to
nuclear elements (SPB, NUC and NE), as expected from recent computational models (Tjong
et al., 2012; Wong et al., 2012). We also demonstrated that the Rouse polymer model
accurately described the motion of chromatin loci except for the rDNA (Rosa and Everaers,
2008), the biophysical properties of which remain to be investigated.

We may finally speculate on whether the properties of chromosomes observed in yeast are
relevant to metazoans. Our results suggest that chromosomes should be viewed as anchored
polymers in a dense environment. Lamin associated domains (LAD) and nucleolar tethering
domains (NAD), which appear to be distributed in large regions of the metazoan genome
(Guelen et al., 2008; Németh et al., 2010; van Koningsbruggen et al., 2010), may provide
anchoring regions analogous to NUC, CEN, and TEL. We foresee that the relevance of the
Rouse model between anchoring regions should be studied, and spatial references should be

proposed to construct statistical maps to investigate chromosome folding properties.
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Material and methods

Yeast strains construction

Genotypes of the strains used in this study are described in supplementary Table SI.
Oligonucleotides used for Polymerase Chain Reaction (PCR) are described in supplementary
Table S2. Genomic tetO integrations in non-rDNA regions were performed in two steps, first
by integrating the HIS3 or URA3 gene by homologous recombination at the indicated location
along chromosome arms by transforming the PCR product amplified with appropriate
oligonucleotides on pCR4-HIS3-M13 (Berger et al., 2008) or pSK-URA3-M13 (Berger et al.,
2008) into TMSI-la. pUCI19-URA-ISCEI was constructed by cloning BamHI-EcoRI
fragment of the cut PCR product generated using oligonucleotide 1033-1034 and S288c
genomic DNA into pUCI19 at the same sites. After confirmation of the insertion site by PCR
on genomic DNA, auxotrophic markers (URA3 or HIS3) are used as target for insertion of
EcoRlI-linearized plasmids pTetO-NAT-his3A or pTetO-NAT-ura3A respectively, bearing an
array of tetO, as previously described (Berger et al., 2008; Rohner et al., 2008). The proper
targeting of TetO site was confirmed by inactivation the auxotrophic markers, by size
determination of chromosome XII by pulse-field gel electrophoresis (CHEF-DR® III,
BIORAD), followed by southern blotting to confirm tetO insertion in the chromosome XII
(Albert et al., 2011). Large chromosomal rearrangements, observed for some FROS labeled
strains, were discarded by PFGE analysis. Number of rDNA repeats can change within a cell
population, potentially introducing heterogeneity amongst the FROS labeled clones (Pasero
and Marilley, 1993), so we used PGFE to confirm that chromosome XII size was not altered

in our labeled strains (data not shown).

Mapping FROS insertion in rDNA



Genomic tetO integrations in the rDNA region were performed in two steps, first by
integrating the URA3 gene bearing an adjacent I-Scel site, absent in the yeast nuclear genome,
by homologous recombination in one of the rDNA repeat by transforming the PCR product
amplified with oligonucleotides 1035 and 1036 on pUC19-URA-iSCEI into TMS1-1a. To
map rDNA insertion, [-Scel genomic DNA was determined using pulse-field gel
electrophoresis, followed by southern blotting to map tetO insertion. Following I-Scel
cleavage, FROS labeled chromosome XII is separated into a fragment containing left
telomere and centromere and a region containing right telomere, revealed by EtBr staining.
Southern blot using tetO as probe identify the right arm of the cleaved chromosome XII. We
estimated insertion within the rDNA, at 750, 1060 and 1170 kb from the centromere-proximal
edge of rDNA in clones rDNA-1, 2 and 3 respectively. Note that migration of a repeated
genomic region, such as rDNA, is not strictly proportional to DNA size and insertion site was

extrapolated considering 1.8 Mb of rDNA (about 200 repeats).

Interpolation of color-coded statistical mapping of gene positions

Movie 1: Overlaided color-coded of gene positions, expressed in percentile of the population,
was generated using Adobe® After Effects® CS6. Time delay between each statistical
mapping is proportional to distances in kb separating each loci. Movie 2: Interpolation
between color-coded map, generating one mapping of gene positions per kb, along the entire
chromosome was achieved considering each level as a separated object using Adobe® After

Effects® CS6 software.

Chromatin structure using indirect end-labeling (IEL) and transcript quantification



Chromatin structure analysis by the IEL method, RNA extraction and quantification were
performed as described (Arimbasseri and Bhargava, 2008), and repeated at least three times
for each experiment. Probes were amplified using oligonucleotides described in the
supplementary table S2 and secondary digestion of DNA for IEL analysis was with a HindIlIl,.
RNAs extracted from FROS tagged and untagged strains were used for primer extension,
products were resolved on 8 M urea—10% polyacrylamide gels and quantified as described

earlier (Shivaswamy et al., 2004).

Fluorescence microscopy of living yeast cells

Yeast media were used as previously described (Rose et al., 1990). Cells were grown
overnight at 30 °C in YPD. Cells were diluted at 10° cells/ml, and were harvested when
OD600 reached 4.10° cells/ml and rinsed twice with the corresponding SC media. Cells were
spread on slides coated with a SC media patch containing 2% agarose and 2% glucose. Cover
slides were sealed with “ValLaP” (1/3 vaseline, 1/3 lanoline, 1/3 paraffin). For long time-lapse

acquisition and confocal imaging, imaging chamber were thermostated at 30°C.

Microscope image acquisition

Confocal Microscopy was limited to 20 min after mounting and performed with an Andor
Revolution Nipkow-disk confocal system installed on a Olympus IX-81, featuring a CSU22
confocal spinning disk unit (Yokogawa) and an EMCCD camera (DU 888, Andor). The
system was controlled using the mode “Revolution FAST” of Andor Revolution IQ1 software
(Andor). Images were acquired using an Olympus 100x objective (Plan APO, 1.4 NA, oil

immersion). Single laser lines used for excitation were diode pumped solid state lasers



(DPSSL) exciting GFP fluorescence at 488 nm (50 mW, Coherent) and mCherry fluorescence
at 561 nm (50 mW, Cobolt jive), a Semrock bi-bandpass emission filter (Em01-R488/568-15)
allowed collection of green and red fluorescence. Pixel size was 65 nm. For 3D analysis, Z-

stacks of 41 images with a 250-nm Z-step were used. Exposure time was 200 ms.

MSD analysis was carried out by recording the movements of chromosome loci by epi-
fluorescence on two different microscope setting, depending on inter-frame interval. For long
time intervals (1.5s, 4s and 10 s), image acquisition was performed on a Ti-E/B inverted
microscope (Nikon) equipped with Perfect Focus System (PFS), suitable for long-range time-
lapse experiments. The system was equipped with a 100 X oil immersion objective (CFI Plan
fluor 100X, ON 1.30, Dt0.2), HG Intensilight illumination with low power (NDFilter=6.3 for
GFP; 3.0 for mCherry), filter cubes TE/ZP FITC (FITC-3540C; semrock) for GFP signal and
TE/ZP TEXAS RED (TxRed-4040C; Semrock) for mCherry imaging, 1.5 X lens and an
EMCCD camera (Andor DU-897; EM gain 555 GFP; 40 for mCherry). Measured pixel size
was 106.7 nm. Acquisition was set to 300 ms or 600 ms respectively for GFP and mCherry.
For short time intervals (50 and 200 ms), imaging was performed using a BX-51 upright
microscope (Olympus) equipped with a laser diode light source (Lumencor), a 100X oil
immersion objective (NA=1.4), and an EMCCD camera (Andor DU-897), as described in

(Hajjoul et al., 2009). The GFP excitation emission at 470+/-10 nm was set to 7.53 W/um?.

For short time intervals (200 and 400 ms), time-lapse sequences consisted in 300 consecutive
images, and we displayed MSD traces on 150 time intervals in order to ensure the statistical
relevance of mean displacements. mCherry signal was recorded at the end of GFP acquisition.

For longer time intervals (1.5s; 4s and 10s interframe), time lapse images were acquired



respectively for 5, 15 and 120 min, and manually checked to discard drifting cells. For GFP
exposure with inter-frame of 10s, mCherry and brightfield acquisition was performed every

100s (each 10 GFP frames) to limit phototoxicity.

Image processing for movie

Movie 3 file was generated by NIS image (Nikon), and was imported into final cut pro X
(Apple). Color enhancement and dust attenuation was obtained by background correction.
Timeline and scale bar were inserted in the movie file using Adobe Flash CS5 Professional

(Adobe).

Image analysis for gene position

Confocal images were processed and analyzed with a Matlab script nucloc, available at
http://www.nucloc.org/ (Mathworks) (Berger et al., 2008). Boxplot of nuclear radius, nuclear-
nucleolar center distances were generated using boxplot function (mathworks). Boxplot of
median distances to nuclear center, nucleolar center were computed in two steps, by first
calculating median distances for each 100 nuclei, and then plotting boxplot of the median

values obtained.

Image analysis for gene trajectory

Automatic particle tracking and spatial registration in time lapse analysis was then performed
with our custom-made software run in MatLab. Single particle tracking software built on the

MTT platform (Serge et al., 2008) was developed to perform high-throughput 2D trajectory



analysis over a large temporal range. For trajectory analysis, we first evaluated the variations
of the positioning error with the signal-to-noise ratio (SNR) in order to compensate for biases
associated to the difference in brightness between the different strains (Fig. S2). Objects of
controlled brightness and position were generated in silico, and tracked with our algorithm to
retrieve the detection error, which was in the range 5.10*-10° pm?. Due to the very high
accuracy of gene position determination, correcting nuclear motion from gene trajectory
added noise to observed motion. Rather than a systematic correction for nuclear center, we
then manually excluded gene trajectories with detectable motion of nuclear position, leading
to exclusion of <10% of trajectories for short time lapse, and 30-50% of trajectories for long-
time lapse. Gene movements were recorded at fast or slow acquisition rates, resulting in
different SNR, hence in different tracking error SNR. Starting from raw data, we compensated
for the difference in SNR by adding an error to the slow acquisition MSD dataset, which is
determined by the difference in tracking precision. Datasets are then fused and filtered using a
Gaussian filter (order 11) (see Fig. 2). The resulting dataset is adjusted with an anomalous

diffusion model. MSD curves were ultimately extracted and analyzed using Igor Pro.

Online supplemental material:

Genotypes of the strains used in this study are described in supplementary Table Sl1.
Oligonucleotides are described in supplementary Table S2, plasmids used are described in

supplementary Table S3.

Video shows overlaid color-coded statistical mapping of gene positions (Movie 1),
interpolation between color-coded statistical mapping of gene positions (Movie 2) and time-

lapse series of -80kb loci labeled strain (Movie 3).



Supplementary figures depicts nuclear morphology of the 31 populations analyzed (Fig. S1),
Methods used for tracking genes in living cells. (Fig. S2) and MSD responses for loci -136, -

80, CEN, 90 and 170 kb along chromosome XII (Fig. S3).
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Color-coded statistical mapping of gene positions of fifteen genes along
chromosome XII. A Schematic representation of chromosome XII with the 15 FROS labeled
genes using the centromere as reference. The rDNA of 1.8 Mb is depicted as a 1 Mb segment
for visualization. Sites studied by particle tracking are marked with a star. B The spatial
distributions of each locus are represented using “Genemaps” and a color-coded heat map
determined by the percentile of the distribution (Berger et al., 2008; Therizols et al., 2010). In
the upper panel the dashed yellow circle, the red curve, and small red circle depict the median
nuclear envelope, the median nucleolus, and the median location of the nucleolar center,
respectively. In the lower panel the Genemaps are represented with the genomic position
shown on top (N represents the number of nuclei analyzed). Note that the position of the 3

rDNA loci has been determined by /-Scel cleavage.

Figure 2. The position of loci along chromosome XII relative to the nucleolus (NUC) and the
nuclear envelope (NE) are predicted by computational modellings. Distance of the gene to the
nuclear center (A) and to the nucleolar center (B) is plotted vs. the genomic position.
Schematic representation of distances, with yellow and red ellipsoids depict nuclear envelope
and nucleolus, respectively (left panel). The median distance is shown with boxplots for the
15 genes of Fig. 1 and for four RNA polymerase III genes (white and green datasets). Median
distance of chromosome XII from loci to nuclear center and to centroid of rDNA segment
from a computational model of chromosome XII (Wong et al., 2012) is shown in plain black
line. C Genemap of loci t(P(UGG)L, tA(UGC)L, SNR6 and t(L(UAA)L relative to
interpolated position -58, 65, 216 and 647 kb reveals global agreement between model and

measurements (see movie 2). Genemap experimentally determined (upper panel) is compared



to interpolated position (lower panel). D The yeast U6 snRNA gene SNR6 is unaffected by
FROS insertion. Locations of important elements are indicated relative to the transcriptional
start site (bent arrow) as +1 (upper part). Indirect end-labeling analysis of the chromatin
structure on SNR6 is shown in the lower-right panel. Ellipses on the right-hand side mark the
positioned nucleosomes in the corresponding lanes with wild-type unmodified (U) or FROS
tagged (T) strains. Note the apparent hyper-sensitive site (*) detected upon FROS insertion
correspond to an Hindlll site introduced along with fefO repeat. SNR6 expression is not
affected by FROS insertion. Transcript levels in untagged and FROS tagged strains were
normalized against the U4 transcript used as an internal control. Average and scatter of RNA

levels estimated from three independent experiments are plotted (lower-left panel).

Figure 3. Color-coded statistical mapping of gene positions of twelve genes along
chromosome XII after rapamycin treatment. A Schematic representation of chromosome XII
with the 12 FROS labeled genes using the centromere as reference B The spatial distributions
of each locus depicted in figure 1 (lower panel) is compared loci position in rapamycin treated

cells (upper panel).

Figure 4. Gene spatio-temporal dynamics are slowed down at NUC, and homogeneous
elsewhere. A The temporal evolution of the MSD is plotted at position 680 kb, -30kb (for
central localization) and at rDNA (nucleolar localization) in log-log (upper panel) or linear
(lower panel) scale. MSD extracted from time lapse of 0.19, 0.36, 1, 1.5 and 10s interframe
are depicted in different color. The curves are fitted with an anomalous diffusion model (solid
lines), showing that the anomaly parameter is 0.48+/-0.02. Note that the movements of IDNA

are slow in comparison to that of the locus at 680 or 30 kb (red dataset). The orange line



represents the fit to the dataset with a power-law scaling of 0.5. B The plot represents the
anomaly parameter vs. the genomic position, and shows the different dynamics in NUC. C
Spatial fluctuations are compared by measuring the amplitude of the power law scaling
response using a model with 77, also showing that the movements are slowed down at NUC
and CEN. D The gene territory, defined by the volume occupied by 50 percent of the gene
population (the green isocontour in genemaps) expressed in pm’, is measured as a function of

the genomic position.
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Legends for supplementary figures:

Movies 1-2: Genemaps of twelve genes along chromosome XII excluding rDNA, without
(movie 1) or with linear interpolation (movie 2) generating a complete map of chromosome

XI1I with a resolution of ~1 kb.

Movie 3: Time-lapse series of FROS labeled strain. Time-lapse acquisition of yeast nucleus
with locus (-80kb; TetR-GFP) and nuclear pores stained in green (GFP-Nup49p; 10s time-
intervals). The nucleolus in red (mCherry-Nopl; 100s time intervals) and brightfield imaging
was performed every 100s, and overlaid with GFP signal. For visualization purposes, red and
bright field images were refreshed every 10 GFP frames. Movie was set to 24 image per
second, resulting in an apparent 240-times speed increase. Note that nuclear size increases
with cell cycle progression, and nuclei move rapidly during mitosis. Images were processed

for visualization (see material and methods).

Figure S1: Nuclear morphology of the 31 populations analyzed encompassing 15 FROS
tagged strains in exponentially growing cells, 10 FROS strains rapamycin treated for 20 min,
and four Pol III transcribed genes in exponential growth along yeast chromosome XII. A
Schematic representation of nuclear radius and distances separating nuclear and nucleolar
center in the cell population measured in 3D extracted using the genemap method (Berger et
al., 2008). Boxplot of nuclear radius (B) and distance between nuclear-nucleolar center (C) in
each of the 31 populations analyzed are shown. Nuclear morphology is comparable in each
cell population, except for an increase in nuclear-nucleolar center distances when rapamycin

treatment is applied



Figure S2: Tracking genes in living cells. (A-C) Signal-to-noise (SNR) ratio determination
allows correction of measured mean square displacements (MSD). (A) We measured the
tracking error in our custom-made software by generating particles with controlled SNR.
Point-like structures of defined positions were generated in silico (simulated image; left part).
The middle panel shows the intensity signal along the blue line represented on left image
(blue curve, the pixel size is 80.5 nm), and the solid curve is a Gaussian fit. The quadratic
localization error is plotted as a function of the SNR in the right panel (the line is a guide to
the eye). (B) In the table, the measured SNR from time-lapse acquisition is reported for each
locus, and for fast (60 ms) or slow (200 ms) interframe acquisitions. (C) We show for locus -
136 the process flow for mean square displacement (MSD) analysis, starting from raw data
(upper left graph). We then compensate for the difference in SNR by adding an error to the
slow acquisition MSD dataset (as measured in A, right graph), which is determined by the
difference in tracking precision. Datasets are then fused (lower left panel), and filtered using a
Gaussian smoothing (order 11; lower right panel). The resulting dataset is adjusted with an
anomalous diffusion model (black line). D Spatial registration of cell nucleus. For time lapse
acquisition of each nuclei (upper left panel), the nucleus is automatically segmented to define
central, peripheral, and nucleolar regions, respectively red, blue, green. Two-color imaging of
GFP signals at the left, and the mCherry-Nop1 signal at the right, are used for segmentation
(upper panel). These signals were segmented using an automatic contour detection based on
thresholding, and the resulting shapes were fitting with a circle (green, red and blue outlines).
We then defined three nuclear regions: the nucleolus, which consisted in the region delimited
by a circle of 1.1*(nucleolus radius); the nuclear periphery, which consisted in the region
located beyond 31% of the nuclear radius and the nuclear center, which was the region
located at a distance to the periphery smaller than 31% of the nuclear radius (right panel). We

also added a number of constraints to determine the gene position and to disregard cells with



anomalous shapes. (E) Spatial registration allows an unbiased sampling of gene trajectory in
each nuclear region. Proportion of trajectory found in nucleolar, central or peripheral nuclear
sub-compartment is compared with gene position determined in 3D. The distribution of genes
in each region is represented for 10 loci using the tracking software (upper panel, 2D). The
lower panel depict 3D gene localization in each cell population using Genemap method
(Berger et al., 2008). When using Genemap (Berger et al., 2008), coordinates of a gene, the
nucleolus (NUC) and the nuclear envelop (NE) are determined. Genes are considered
nucleolar when at less than 100 nm from segmented NUC, peripheral if at less than 100 nm
from the NE, otherwise central. This tool allowed us to collect robust statistics over 50-500

cells.

Figure S3: MSD responses for loci -136, -80, CEN, 90 and 170 kb along chromosome XII.

In the left panel, we plotted the MSD response for a central or a nucleolar localization (red
and green datasets, respectively). The same plot for a central and a peripheral localization is
shown in the right panel (red and blue dataset, respectively). These data were adjusted with an
anomalous diffusion model with one adjustable parameter in I't®®. Note that the MSD
datasets for genes located at -30, 680 kb and in the rDNA are represented in Figure 4.

Nucleolar and peripheral trajectories were not obtained for respectively loci CEN and 170.

Supplementary references :

Berger, A.B., G.G. Cabal, E. Fabre, T. Duong, H. Buc, U. Nehrbass, J.C. Olivo-Marin, O. Gadal, and C.
Zimmer. 2008. High-resolution statistical mapping reveals gene territories in live yeast. Nat
Methods. 5:1031-1037.



Supplementary table 1 : Yeast strains

FROS position/ FROS position/ Name genotype Origine
Gen. position CEN as origin
WT WT ODN1-1a MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 trp1A0 This study
Nucloc2 MATa his3A0 leu2A1 ura3-A851 ade2-801 lys2-A202::GFP::TETR-LYS2 (Berger et al,

nup49A::HPHMX3 + pASZ11-NupNop 2008)

untagged untagged TMS1_1a MATa his3-A1, leu2-A1, ura3-A0, ade2-801, lys2-801,LYS2::TETR-GFP, nup49- | Offspring of
A::HPH-MX6 + pASZ11-NupNop ODN1-1a X

NucLoc2

untagged untagged yJUK10-1a MATa his3-A1, ura3-A0, ade2-801, lys2-801,LYS2::TETR-GFP, nup49-A:HPH-MX6 | Derivative  of
+ pASZ11-NupNop TMS1-1a

Chr XII -014 kb Chr XII -136 kb Ben1_2a MATa his3-A1, leu2-A1, ura3-A0, ade2-801, lys2-801,LYS2::TETR-GFP, nup49- | This study
A::HPH-MXE6, interPAU18-AYT1::his3::TetO-NAT + pASZ11-NupNop

Chr XI1 070 kb Chr XII — 80 kb Jez15_1a MATa his3-A1, leu2-A1, ura3-A0, ade2-801, lys2-801,LYS2::TETR-GFP, nup49- | This study
A::HPH-MX®6, interGRC3-RIX7::ura3::TetO-NAT + pASZ11-NupNop

Chr XI1 120 kb Chr X1l — 30 kb ICH5_1a MATa his3-A1, leu2-A1, ura3-A0, ade2-801, lys2-801,LYS2::TETR-GFP, nup49- | This study
A::HPH-MX6, interYLLO14w-YLLO13c::tetO-NAT + pASZ11-NupNop

Chr Xl 150 kb Chr XIl - 0 kb Jez11_1a MATa his3-A1, leu2-A1, ura3-A0, ade2-801, lys2-801,LYS2::TETR-GFP, nup49- | This study
A::HPH-MXG6, interDNM1-cen::his3::TetO-NAT + pASZ11-NupNop

Chr Xl 240 kb Chr XII - 90 kb HBT24_1a MATa his3-A1, leu2-A1, ura3-A0, ade2-801, lys2-801,LYS2:: TETR-GFP, nup49- | This study
A::HPH-MX6, interYLR048W-YLR049C::HIS3::TetO-Nat + pASZ11-NupNop

Chr Xl 320 kb Chr XIl - 170 kb Ben3_1a MATa his3-A1, leu2-A1, ura3-A0, ade2-801, lys2-801,LYS2::TETR-GFP, nup49- | This study
A::HPH-MXG6, interYLR092w-YLR093c::HIS3::TetO-NAT + pASZ11-NupNop

Chr XI1 420 kb Chr XIl 270 kb HBT27_1a MATa his3-A1, leu2-A1, ura3-A0, ade2-801, lys2-801,LYS2:: TETR-GFP, nup49- | This study
A::HPH-MX6, interYLR143w-YLR144c::URA3::TetO-Nat + pASZ11-NupNop

Chr XII 530 kb Chr XII 380 kb Jez14_1a MATa his3-A1, leu2-A1, ura3-A0, ade2-801, lys2-801,LYS2::TETR-GFP, nup49- | This study
A::HPH-MX®6, interYLR188w-YLR189c::ura3::TetO-NAT+ pASZ11-NupNop

Chr X1 610 kb Chr XIl 460kb HBT28_1a MATa his3-A1, leu2-A1, ura3-A0, ade2-801, lys2-801,LYS2::-TETR-GFP, nup49- | This study
A::HPH-MX6, interYLR238W-YLR239C::HIS3::TetO-Nat + pASZ11-NupNop

Chr Xl 740 kb Chr XII 590 kb Ben5_1a MATa his3-A1, leu2-A1, ura3-A0, ade2-801, lys2-801,LYS2::TETR-GFP, nup49- | This study
A::HPH-MX®6, interYLR307w-YLR307c-a::HIS3::TetO-NAT + pASZ11-NupNop

Chr XI1 830 kb Chr XI1 680 kb Jez1_1a MATa his3-A1, leu2-A1, ura3-A0, ade2-801, lys2-801,LYS2::TETR-GFP, nup49- | This study
A::HPH-MXG6, interYLR353w-YLR354c::his3::TetO-NAT + pASZ11-NupNop

Chr XI1 1030 kb Chr Xl 880 kb HBT30_1a MATa his3-A1, leu2-A1, ura3-A0, ade2-801, lys2-801,LYS2:: TETR-GFP, nup49- | This study
A::HPH-MX6, interYLR451w-YLR452c::HIS3:: TetO-Nat + pASZ11-NupNop

SUP4 ChrX —90 kb yCNOD72-1a MATa his3-A1, leu2-A0, C, ura3-A0, ade2-801, lys2-801,LYS2::TETR-GFP, nup49- | This study
A::HPH-MX6, interSUP4::HIS3::TetO-Nat+ pASZ11-NupNop

SUP53 Chr Il -24 kb yJUKO03-1a MATa his3-A1, leu2::ura3::TetO-Nat, C, ura3-A0, ade2-801, lys2-801,LYS2::TETR- | This study
GFP, nup49-A::HPH-MX6, interYLR451W-YLR452C::his3::TetO-Nat + pASZ11-
NupNop

SNR6 Chr XIl 210 kb yCNOD15-1¢c his3-A1, leu2-A0, ura3-A0, ade2-801, lys2-801,LYS2::TETR-GFP, nup49-A::HPH- | This study

MX6 interSNR6-YLR108c::his3::tetO-NATMX6 + pASZ11-NupNop




Supplementary table 2 : Oligonucleotides

number Name Geomic position séquence
558 chrXIl-014K-M13F interPAU18-AYT1 AATTTCATCGTCTTATATTTCGATAATAAAACAATACAGTGAGCGTTGTTATTAAGTAAAT
CATAGGCACTTGGTATCATGTAAAACGACGGCCAGT
559 chrXIl-014K- M13R interPAU18-AYT1 TCAATAAGGAGATGAACTAGGCCATCAACAATTACTAACACGCACACACGCACTACTAC
AACTACTTGATTTTGAATTATGGAAACAGCTATGACCATG
610 o-chrXII-70k-M13F interGRC3-RIX7 CGTCATGAGACGTGGCCAATTCATGAAAAGATAGAAAGAAAAGGTAATCGTACATTTTT
TAATAGTGAAAGATAGAGGATACAGTAAAACGACGGCCAGT
611 o-chrXII-70k-M13R interGRC3-RIX7 GTCCCTAGAAGTTAGTATGACTTAGATATTGAAGGAATATGAGTATACATAACAAATATA
TAAAACTTTGCATGATTTTTGGGAAACAGCTATGACCATG
560 o-chrXI1120k interYLLO14W-YLLO13C ACATGACAACAGTATTCTCAGTCAAATGATTTCAAATACACAATGTTAAATTCTCTATCT
GTTGCAGAAATAAGAAGAGCGTAAAACGACGGCCAGT
561 o-chrXI1120k-rev interYLLO14W-YLLO13C ATATTCATTATTTGCTTTTTTCCATTACCTACTTTTTGTACCTCATCTCTATTTTTCTGCAA
AAATCTTTGCGCTCTTACGGAAACAGCTATGACCATG
606 o-chrXI1150k-M13F interDNM1-cen TTATAGGTCAGTGTTTATTCCTTTACTCAGTTGATGATTTCAAATGTGCTCTCCTCTCCA
TTCTTTTTCTTGTTAATAAAAATGTAAAACGACGGCCAGT
607 o-chrXI1150k-M13R interDNM1-cen GGTAGAGCTTCTCTAGTGAAGGTTCTCTAGCTTAGTTAATACTTTTGCGATTGCTAATAT
TTGTTATTTATTTAGTTATGGGGAAACAGCTATGACCATG
562 o-chrXl124k interYLR0O48W-YLR049C TTTTTTATTAGGTAAGTGGTTTCAATAATTAAATTCTTTAGCGGGAAGGCTGACTATCTA
TAGTATTGAAGATAAGTTAAGTAAAACGACGGCCAGT
563 o-chrXlI24krev interYLR048W-YLR049C AATACTCGGGTGAACCCGTCATGGCGAATAGTGCAAATTTAATTAATAATAAAAATGAA
ATATCAGAACTAAACATTAATGGAAACAGCTATGACCATG
564 o-chrXI132k interYLRO92W-YLR093C TCATAATGAGATAGACACTGTTTATATAATAAGAAATAATAGGTAGGATGGTGCCATCG
TGAGCATATACATACCTATAAGTAAAACGACGGCCAGT
565 o-chrXII32krev interYLRO92W-YLR093C ACGACAATAACATTAATAACGGTTGTATTTCTTTTGTTCCTGAGAGGAAGAGAAAAATAA
AATAAAAATAAGGTAAATATGGAAACAGCTATGACCATG
566 o-chrXI142k interYLR143W-YLR144C ATACGCTGTCCACGCTCCTGGCGGTGTAAATGATAGACAGATCCCAAATATGTTAGCA
AATCATAGGAACAACACCATATGTAAAACGACGGCCAGT
567 o-chrXI142krev interYLR143W-YLR144C TCCTAAACCATCATCAATAATCAAATTATTACAGAACACACCTTAATTGTGCGGCGTATT
CTAAATTTTACGTGTTCACAGGAAACAGCTATGACCATG
568 o-chrXI153k interYLR188W-YLR189C TCCTTGTACGCCTTTATACACATTAAATTAATATTAGATGCACAACATACGGTACGTTTA
GGAAACTCAAATTAAGCTTTAGTAAAACGACGGCCAGT
569 o-chrXI153krev interYLR188W-YLR189C AAGTTTCAGTCATATTTGTACTCAGGAAAGATATGAAAACGATAATGTTGATAATAAGAA
TAATAGTAACAATAATGGAAACAGCTATGACCATG
570 o-chrXII61k interYLR238W-YLR239C TTTCCCCCAACTAGCATCGTAAATACAAGACACACACGATCCGCTTTTCACGTCAGAGA
TTATTATATACGTACGTATATGTAAAACGACGGCCAGT
571 o-chrXll61krev interYLR238W-YLR239C TCCGTGAGACGGATGACTCCCCCCATACTTTCTTAAATGAAAGGATGCTTACCTTTTTT
TACATGTGAATATCTATTACATGGAAACAGCTATGACCATG
572 o-chrXI174k interYLR307W-YLR307C-A AGTATGTATTAGAATAGAGGACATATATAAAAATCATATATATCGATGCTTGAATGTATA
AGGAAAAGCGTCAAATTATGGTAAAACGACGGCCAGT
573 o-chrXI174krev interYLR307W-YLR307C-A CTAAAAGATTCTAAAAAATTACTTTTTAAAGTTATACCCTCTGACTTTATGTGACATCAGC
ATCCTAAGTACCTACCGTTGGAAACAGCTATGACCATG
574 o-chrXI183k interYLR353W-YLR354C AAACTGTTCTGTCTCGTTAAAGTCATATATATAAATAGGGGATTTTCATTAATTTATATAT
ATAGATATACTTGTGTACAGTAAAACGACGGCCAGT
575 o-chrXI183krev interYLR353W-YLR354C TTACCGCTTAAGGAAGTATCTCGGAAATATTAATTTAGGCCATGTCCTTATGCACGTTTC
TTTTGATACTTACGGGTACAGGAAACAGCTATGACCATG
576 o-chrXI11030k interYLR451W-YLR452C CAGACGGACTTAAACCGCCAACCAGCCTTGGCCACAGGTGTATGATGCGAAGATTCGT
AAGCGCTCACGTTAGTCACATCGTAAAACGACGGCCAGT
577 o-chrXI11030krev interYLR451W-YLR452C AGCGGAGGTGTGATTTGTTATATCAACTATAATATGATTAAATAAAGCCATTTATTATCT
AGTATAATTTCCAATCCTGAGGAAACAGCTATGACCATG
1033 Construction of SI-Scel-URAS3. aaaaaaggatccggtatcgataagcttgatGTATTACCCTGTTATCCCTAGCGTATGTGGCTGTGGTT
TCAGGGTCCAT
1034 Construction of SI-Scel-URA3. tttttgtcgaccccgggetgcaggaattcgatTGT
1035 Tagging of rDNA. rDNA AGCAGTTTTTTCCGCACCATCAGAGCGGCAAACATGAGTGCTTGTATAAGTTTAGAGAA
TTGAGAAAAGCTCATTTCCTATAGGTAAAACGACGGCCAGT
1036 Tagging of rDNA. rDNA TCACTGTTCACTTGTCTCTTACATCTTTCTTGGTAAAATCGTAGTTCGTAGTATTTTTTTT
CATATCAAAGGCATGTCCTGGGAAACAGCTATGACCATG
SNR6_HindIII_F Probe for IEL AGCTTTAAAGGCTCTGATTTTGGATTCG
SNR6_HindIlI_R Probe for I[EL CACAGCATGGATACTGATGGTTCTTGGT
SNR6 Oligo For RT (98 pb product) TCTCTTTGTAAAACGGTTCATCCT
SNR14 (U4 control) Oligo For RT (115 pb product) GCGAACACCGAATTGACCATG
SUP4_Sall_F Probe for IEL TCGACATCTTGAGTGCTTAAAAATAATGTC
SUP4_Sall_R Probe for I[EL GAACATTGTCATGGACAGATATGTTTATTCT
SUP4_intron Oligo For RT (63 pb product) ATCTCAAGATTTCGTAGTGA
Sup53_Dral_F Probe for IEL AAACTATTAACTAACAAATGGATTCAT
Sup53_Dral_R Probe for IEL CGTTTCAGCTTCCACTAATTTA
SUP53_intron Oligo For RT (98 pb product) TCGAACTCTTGCATCTTAC
528 o-M13F_SNR6 SNR6 TGAATGTGAATATTGTTACAGCTATGCAATGGTACGATCATACTCTGAACGATCCATTTA
AATTATATATGTAAAACGACGGCAGT
529 o-M13R_SNR6 SNR6 GAAGGAATATTGCAAAATGATTGATTTTCTGTGAAATCTTCAATAAAAAAACCTTTCTCT
TCTGTTTGACGGAAACAGCTATGACCATG
578 SUP4 SUP4 TGAGGAACAAACGTAAGTATTTTCAACGGAATTAGAAATAGCGACATCATGACCAGCTT

ATTCGCAAATGTGATTTTCGGGTAAAACGACGGCCAGT




579 SUP4 SUP4 AGGTTTCTCTCTTCAAAAGGTATCCTCCAGAAAAGTTATGAAGTATTTTCATATGATGAT
GCTGACTTAATACTTCCCAAGGAAACAGCTATGACCATG

1017 SUP53 TCCAGATGAGGCGCTGGAAGCCTCCAAGAAGGCTGATGCCGTTTTGTTAGGTGCTGTG
GGGTAAAACGACGGCCAGT

1018 SUP53 TTACGGATTTTTAGTAAACCTTGTTCAGGTCTAACACTACCGGTACCCCATTTAGGACC

AGGAAACAGCTATGACCATG




Supplementary table 3

Nom Référence

pTetO-Nat-HIS3A (Berger et al., 2008)
pTetO-Nat-URA3A (Berger et al., 2008)
pCR4-HIS3-M13 (Berger et al., 2008)
pSK-URA3-M13 (Berger et al., 2008)
PASZ11-GFP-NUP49NOP1-Chenry (Berger et al., 2008)
pSK-URA3-Scel-M13 This study




Berger, A.B., G.G. Cabal, E. Fabre, T. Duong, H. Buc, U. Nehrbass, J.C. Olivo-Marin, O. Gadal,
and C. Zimmer. 2008. High-resolution statistical mapping reveals gene territories
in live yeast. Nat Methods. 5:1031-1037.
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Supplementary figure 2 - Albert et al.,
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Supplementary Figure S3 - Albert



