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Résumé

Des études moléculaires et génétiques ont montré qu'une empreinte épigénétique, située au
niveau du locus sexuel (matl) de la levure Schizosaccharomyces pombe, initie le changement
de type sexuel. La réplication unidirectionnelle du locus matl/ permet la formation de
'empreinte sur le brin Watson. Les éléments moléculaires qui forment et protégent 'empreinte
durant le cycle cellulaire restent peu connus. Afin de mieux comprendre le mécanisme de
formation et de maintien de I'empreinte, j'ai caractérisé le recrutement au niveau du locus mat1
d'acteurs précoces dans le changement de type sexuel. J'ai montré que la protéine Sapl (switch
activating protein 1) est préférentiellement recrutée a l'intérieur de la séquence SS73, une
séquence qui stabilise 1'empreinte. Les protéines Lsd1/2 (lysine specific demethylases) qui
controlent la pause de la fourche de réplication a matl et la formation de I'empreinte sont
spécialement recrutées au niveau de mat/ indépendamment de l'alléle présent. La protéine
Abpl (homologue de CENP-B) est enrichie a coté¢ de matl mais n'est pas impliquée dans la
formation/maintien de l'empreinte. De plus, j'ai établi la signature de l'empreinte par
séquengage a haut débit. En utilisant cette signature, j'ai mis en évidence que les protéines
Lsd1/2 et Sapl immunoprécipitent les deux cotés de la chromatide qui porte I'empreinte ce qui

suggere la formation d'une structure protective définie comme I'imprintosome.

Abstract

Genetic and molecular studies have indicated that an epigenetic imprint at mat!, the sexual
locus of fission yeast, initiates mating type switching. The polar DNA replication of matl
generates an imprint on the Watson strand. The process by which the imprint is formed and
maintained through the cell cycle remains unclear. To understand better the mechanism of
imprint formation and stability, we characterized the recruitment of early players of mating type
switch at the matl region. We found that the switching activating protein 1 (Sapl) is
preferentially recruited inside the mat /M allele on a sequence (SS73) that enhances the imprint.
The lysine specific demethylases, Lsd1/2, that control the replication fork pause at MPS/ and
the formation of the imprint are specifically drafted inside of mat1, regardless of the allele. The
CENP-B homolog, Abpl, is highly enriched next to mat/ but it is not required in the process.
Additionally, we established the computational signature of the imprint. Using this signature,
we show that both sides of the imprinted molecule are bound by Lsd1/2 and Sapl, suggesting

a nucleoprotein protective structure defined as imprintosome.
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1. La levure S. pombe

La levure Schizosaccharomyces pombe (S. pombe) a été découverte par Paul Linder en 1893
dans un millet de biere provenant d'Afrique de 1'Est. Son nom rend compte du fait qu’elle se
divise par fission "Schizo" et qu'elle ne donne pas de mycélium comme les levures appartenant
au genre taxonomique "saccharomyces". L'addition du mot "pombe" vient de l'endroit ou elle
a été isolée, puisque "pombe" signifie biere en Swahili, un groupe de langue d'Afrique orientale.
La levure aujourd'hui utilisée en laboratoire dérive d'un isolat de Urs Leupold entre 1946-1947.
Cet isolat de S. pombe a été utilis€ comme organisme modele dans différents domaines. 11 fut
utilisé tout d'abord par Urs Leupold dans le domaine de la génétique et par Murdock Mitchison
dans 1'é¢tude du cycle cellulaire. Aujourdhui c'est un modele d'étude pour la biologie

moléculaire et cellulaire eucaryote.

1.1 Cycle de vie

1.1.1 Cycle végétatif

Schizosaccharomyces pombe est de forme cylindrique de 4 pm de diamétre et croit par
extension des extrémités jusqu’a une longueur de 14 um. Une fois cette taille atteinte, la cellule
arréte de grandir et entre en division cellulaire. S. pombe a un cycle de vie haplophasique. En
milieu riche, cette levure se divise par fission et donne deux cellules filles identiques
phénotypiquement. Le cycle de vie mitotique de cette levure est comparable aux autres
eucaryotes. Il est séparé en quatre phases consécutives : la phase S durant laquelle la réplication
de I'ADN a lieu ; la phase G2, durant laquelle chaque chromosome contient deux chromatides ;
la phase M qui permet la ségrégation des chromosomes et la séparation des deux cellules, et la
phase G1 au cours de laquelle la cellule est haploide et prépare la prochaine réplication. Le
mécanisme de division cellulaire est finement régulé par de nombreux "checkpoints" ou points
de controle permettant qu'il soit hautement fidele. Comme illustré par la figure 1, la phase G2
occupe 70 % du cycle cellulaire alors que les trois autres phases se répartissent les 30 % du

cycle restant.

1.1.2 Cycle sexuel

En milieu carencé en azote, la cellule n'ayant pas de partenaire de conjugaison diminue son
métabolisme s'arréte en phase G1 et entre en phase de quiescence nommeée GO. Par ailleurs, les
cellules en milieu carencé en azote expriment les fonctions sexuelles et deux cellules de type

sexuel opposé peuvent conjuguer et former un diploide transitoire. Ce diploide sporule et forme
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un asque a quatre spores. Les asques persistent jusqu'a ce que l’environnement devienne
favorable et permette la germination des spores qui entrent alors dans un nouveau cycle

végétatif (figure 1, cycle méiotique).

Cycle méiotique Cycle mitotique

.

Sporulatio
Méiose Il /

N
\\/

( ) 1 Méiose |

Diplcide / \ r\
c njugai§on /
/é)
N\ GO

Phase stationnaire

Figure 1 : Les cycles de vie de S. pombe.

A gauche, le cycle de vie en milieu pauvre. Deux cellules de type sexuel opposé conjuguent et
entrent en méiose pour former un asque a quatre spores. A droite, le cycle de vie en milieu
riche. La cellule se divise par fission pour donner deux cellules filles.

La souche sauvage a la capacité de changer de type sexuel au cours des divisions mitotiques.
Elle donne donc des colonies composées d'une population hétérogene de cellules P (plus) et M
(minus). Cette souche est homothallique et autofertile. Les levures homothalliques sont aussi
appelées 1”’ car les colonies qu’elles forment en milieu carencé sont composées 4 90 % de
spores. Les levures ne sont dotées d'aucun élément pour se déplacer. Ainsi, la capacité de
changer leur type sexuel leur permet de pouvoir se croiser avec leur voisin(e) en milieu pauvre
en azote et de déclencher la méiose pour former des spores résistantes. Le changement de type
sexuel (CTS) fait intervenir une étape de recombinaison qui réarrange rarement la région
contenant les loci sexuels (10~ & 10™* des cellules). A la suite de ces réarrangements, la cellule
perd sa capacité de changer de type sexuel et devient hétérothallique M ou P. Ces souches

hétérothalliques ne sont donc fertiles que par croisement.

1.2 Le génome de S. pombe

La séquence du génome de S. pombe a été publié¢e par Wood et al en 2002 (Wood et al., 2002).
Il est composé de 12,7 Mpb distribuées sur 3 chromosomes (figure 2). Les trois chromosomes

contiennent chacun un centromere noté CENI, CENII et CENIII qui ont des tailles variant de
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35 kpb a 110 kpb. A leurs extrémités, chaque chromosome, portent des téloméres d'une taille
de 300 pb. Les télomeres sont composés de la séquence répétée dégénérée (G« TTACA)
(Szostak and Blackburn, 1982). La région contrdlant le CTS que j’appellerai la région mat, est
présente sur le bras droit du chromosome 2 et s’étend dans une souche sauvage sur
approximativement 35 kpb (Beach et al., 1982; Egel and Gutz, 1981). Le chromosome 3
contient deux répétitions en tandem de I'ADN ribosomal (ADNr) qui flanquent les t¢lomeres
(Schaak et al., 1982). Ces régions répétées ne peuvent €tre assemblées correctement sur le
génome, et ne sont placées sur la figure 2 que pour indication. Ainsi, le génome de référence
utilisé pour les analyses a haut débit ne contient pas les téloméres ni la totalité des répétitions

de I'ADNr.

Chromosome 1:5,6 Mb I Téloméres

29 Kb 35Kb 24 Kb
i /. ] B Téloméres/ADNr
CENI
Chromosome 2:4,5 Mb Région mat
39 :Kb 65Kb 35Kb 39 :Kb - Centromeéres
CENII
Chromosome 3:2,5 Mb
S |
110Kb 1225 Kb 240 Kb
1 Mb
i I
CENIII

Figure 2 : Représentation schématique des chromosomes de S. pombe.

Les trois chromosomes sont représentés en noir. Les centroméres sont annotés en bleu foncé.
La région mat est représentée en bleu clair. Les télomeres des chromosomes 1 et 2 sont
représentés en orange. Pour le chromosome 3, les régions télomériques entrecoupées des
répétitions de I’ADNTr sont représentées en marron.

Le génome de cette levure contient 5118 génes codants pour des protéines (figure 3). Ils sont
répartis en moyenne tous les 2,470 pb sur les chromosomes 1 et 2 et tous les 2,790 pb sur le
chromosome 3. La concentration en génes diminue au niveau des t€lomeres et des centromeres.
En plus de ces génes, plusieurs autres types de loci codant pour des ARN non traduits sont
présents. Par exemple, le génome de S. pombe contient 171 loci codant pour des ARN de
transfert (ARNt). L'organisation de ces ARNt est particuliére puisqu'ils sont distribués en
majorité de chaque coté des centromeres. Les ¢éléments transposables, de type T2 et solo LTRs
(appelés aussi LTRs), représentent 1,1 % du génome. Il y a 13 éléments transposables intacts
de type Tf2 dans le génome de la souche séquencée (figure 3). A la différence d'autres isolats,

cette souche séquencée ne contient pas de rétrotransposons de type Tfl (Levin et al., 1990).
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D'autre part, de nombreux LTRs sont également retrouvés seuls (solo LTRs) reflétant
d'anciennes transpositions. Parmi les solos LTRs, 35 sont issus des éléments Tf2 alors que 135
viennent d'autres ¢léments Tf. Le chromosome 3 a la particularité de contenir deux fois plus de
marques d'anciennes insertions. De plus, une autre classe d'éléments répétés spécifique a
S. pombe a été¢ découverte lors du séquencage de ce génome : ces €léments répétés sont appelés
wtf (With TF). Des 25 witf annotés, 23 sont retrouvés au niveau du chromosome 3 (Bowen et
al., 2003; Wood et al., 2002). Cette distribution suggere soit que ce chromosome provient d'une
autre population de S. pombe, soit que ces éléments s'étendent spécifiquement sur ce

chromosome (Bowen et al., 2003).

Nombre de chaque type de régions annotées
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 nb de région
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(DS e ——————————— Régions répétées nombre
MiRNA ——
gene I Tf-type transposons 13
5'UTR ]
Long terminal repeats (LTRs) 249
3'UTR s
transcript —— Witf 25
ncRNA gene s
Centromeres s
tRNA gene &
58 pseudogene | Téloméres 6
RNA ! o
snor iR gene Répétitions ADNr NA
rRNA gene |
snRNA gene |

Figure 3 : Analyse des régions biologiques du génome de S. pombe.

A gauche, un graphique représentant le nombre d'éléments génomiques répartis en classe
déterminé a partir du fichier d'annotation (gff). A droite, le nombre et le type de régions répétées
sont indiqués (Wood et al., 2002).

1.4 L'épigénome de S. pombe et son organisation tridimensionnelle (3D)

1.4.1 L'épigénome de S. pombe : Les mécanismes épigénétiques connus chez S. pombe

La molécule d'ADN est enroulée autour d'un complexe protéique composé de huit histones.
Cette structure (ADN / Histones) est appelée le nucléosome, et forme 1'unité fondamentale de
la chromatine. Les nucléosomes sont composés d'environ 146 pb d'ADN enroulées autour d'un
octamere d'histone qui est composé de deux copies de chaque histone (H2A, H2B, H3 et H4).
Cette structure permet d'une part, la compaction de la molécule d'ADN, et d'autre part de réguler

de nombreux mécanismes cellulaires. En effet, au-dela de la s€équence d'’ADN, la chromatine
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influence l'activité des régions d'ADN. Ce contrdle passe notamment par la modification post-
traductionnelle des histones. Le fait que la séquence d'ADN soit identique dans toutes les
cellules d'un organisme, mais que le phénotype de ces dernieres varie a conduit a l'introduction
du terme "épigénétique". De nombreuses définitions de ce terme existent et Adrian Bird en
2007 rassembla différentes notions pour le définir : " The following could be a unifying
definition of epigenetic events: the structural adaptation of chromosomal regions so as to
register, signal or perpetuate altered activity states " (Bird, 2007). Il est aujourd'hui admis que
1'épigénétique participe, au méme titre que la séquence d'ADN, a la régulation des phénomenes
cellulaires comme la transcription ou la réplication. Deux structures épigénétiques majeures ont
été définies : I'hétérochromatine et 1'euchromatine. Les régions dites hétérochromatiques sont
défavorables a la transcription et a la recombinaison. Les régions euchromatiques sont plus
vastes et sont favorables a la transcription. Cette définition des deux régions majeures est
cependant trés schématique, puisque localement nous observons des différences notables en
termes de transcription ou de recombinaison. La compréhension de 1'épigénome passe par la
mise en ¢évidence des mécanismes qui permettent 1'établissement et le maintien de
l'environnement répressif créé par I'hétérochromatine. La levure S. pombe est utilisée comme
organisme modele pour I'¢tude de la régulation épigénétique, car elle partage avec d'autres
eucaryotes tel que I'humain, de nombreux mécanismes utilisés pour créer 1'hétérochromatine.

Chez S. pombe, les régions hétérochromatiques sont situées principalement au niveau des
télomeres, des centromeéres, de I'ADNr et de la région mat (Allshire et al., 1994; Cooper et al.,
1997; Nimmo et al., 1994; Thon and Klar, 1992). Tout comme chez la drosophile, la découverte
du concept de PEV (Position Effect Variegation) qui consiste a insérer un géne rapporteur a
différents endroits dans le génome et d'analyser son niveau d'expression, a permis de définir
des régions hétérochromatiniennes. Grace a cette technique utilisée dans différents contextes
génétiques, la communauté scientifique a mis en évidence des acteurs responsables du contrdle
du paysage épigénétique. La formation de 1'hétérochromatine chez S. pombe nécessite la
machinerie des ARN interférents (ARN1) ainsi que des enzymes modifiant chimiquement la
queue des histones (Cam et al., 2005; Noma et al., 2001; Thon et al., 2002; Thon and Klar,
1992; Thon and Verhein-Hansen, 2000). A la différence d'autres eucaryotes, la méthylation de
I'ADN dans des cellules de S. pombe en croissance n'est pas détectable (Wilkinson et al., 1995).

Pour revue, se référer a (Allshire and Ekwall, 2015).

1.4.2 L'organisation 3D du noyau

L'organisation 3D de la chromatine est un domaine d'étude en pleine expansion. Il a permis de
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mettre en évidence la relation entre la structure et la fonction. Le concept étant que des régions
ayant le méme statut €pigénétique se retrouvent proches I’une de 1’autre dans I'espace du noyau.
Le regroupement de ces régions permettrait une structuration de la chromatine de plus haut
niveau. Nous pouvons imaginer que cette organisation participe a maintenir les statuts
épigénétiques. Plusieurs techniques ont été utilisées pour étudier 1'association des différentes
régions génomiques. L'utilisation de la microscopie et du systeme Cre/loxP ont permis de
définir de fagon globale I'organisation du noyau (Funabiki et al., 1993; Molnar and Kleckner,
2008; Noma et al., 2006). Dans le noyau d'une cellule en interphase, un pdle proche de
I'enveloppe nucléaire est défini par le centre d'organisation des microtubules, le spindle-pole
body (SPB). Chez S. pombe, les centromeres sont regroupés pres du SPB ainsi que les genes
transcrits par la ARN polymérase III (Pol III), tels que les loci codant pour les ARNt et ' ARN
5s (Funabiki et al., 1993; Iwasaki et al., 2010). La région mat est également localisée a
proximité du SPB durant l'interphase (Alfredsson-Timmins et al., 2007). Les télomeres des
chromosomes 1 et 2 se retrouvent ensemble a la périphérie du noyau, mais ne sont pas associés
avec le SPB (Funabiki et al., 1993). Les répétitions de I' ADNr fusionnent de fagon opposée au
SPB et forment le nucléole au niveau duquel elles sont transcrites et les ribosomes préassemblés
(Umesono et al., 1983). Enfin, le statut transcriptionnel des génes est corrélé avec leur
association. Par exemple, les génes hautement exprimeés sont retrouvés associés tout comme les
genes co-régulés (Tanizawa et al., 2010). D'autre part, les régions répétées de types Tf2 et LTRs
sont retrouvées préférentiellement regroupées dans le noyau (Cam et al., 2008; Tanizawa et al.,
2010). Ce regroupement est corrélé a la répression transcriptionnelle de ces derniers par la
protéine Abpl (ARS Binding Protein 1) qui est homologue de la protéine CENP-B des
mammiferes (Lorenz et al., 2012). Ces différentes caractéristiques d'organisation ont permis de
définir des régions nucléaires chez S. pombe :

- les corps-Tf sont 1a ou se regroupent les répétitions de type T2 (Lorenz et al., 2012)

- les usines de transcription sont l'endroit ou les génes hautement transcrits sont associés
(Tanizawa et al., 2010)

- les usines de réplication sont des foci discrets dans le noyau en phase S au niveau desquels la
réplication a lieu (Meister et al., 2007)

- les centromeéres sont au niveau du SPB (Funabiki et al., 1993; Iwasaki et al., 2010)

- les télomeres sont attachés a la membrane nucléaire (Funabiki et al., 1993)

- 'ADNr est au niveau du nucléole (Umesono et al., 1983).
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2. Le mécanisme de changement de type sexuel

2.1 Concepts généraux

Le CTS chez S. pombe est un exemple de division asymétrique qui a permis des avancées
considérables dans la compréhension de différents mécanismes, comme le controle de la
réplication, la formation de I'hétérochromatine ou encore la structuration du noyau. En prenant
comme appui ce mécanisme, les éléments de bases connus grace a ce dernier seront développés
au cours de l'introduction.

Une population de cellules sauvages homothalliques, appelée A, est composée de 50 % de
cellule de type sexuel M (Minus) et de 50 % de type sexuel P (Plus). Cette capacité¢ de former
une colonie composée des deux types sexuels en méme proportion démontre le potentiel de
changement de type sexuel d'une cellule. En absence d'azote, les cellules de type sexuel opposé
sont capables de conjuguer et de donner un asque composé de quatre spores (Leupold en 1950).
Cette propriété a été utilisée pour l'analyse du pédigrée d'une seule cellule. Miyata et Miyata en
1981 ont réalisé des pédigrées au niveau d'une seule cellule haploide déterminant ainsi
différentes régles du CTS chez S. pombe. La premiére observation fut qu'un seul zygote est
formé parmi les quatre cellules petites filles d'une méme cellule (figure 4C). Cette observation
détermina une des lois du CTS qui est la régle "une sur quatre". Cette reégle indique que deux
divisions asymétriques sont nécessaires pour qu'une cellule change de type sexuel. La premiere
division cellulaire donne deux cellules avec le méme type sexuel, mais avec des potentiels de
changer de type sexuel différents. Ces potentiels sont notés "u" pour "unswitchable" (qui ne
peut pas changer) et "s" pour "switchable" (qui peut changer) (figure 4B). La cellule "s"
produira a la division suivante, une cellule ayant interverti son type sexuel et une cellule
identique a elle-méme (figure 4C). Cette technique utilisée ne permet pas 1'étude de la troisieme
division cellulaire puisque les cellules petites filles auront conjugué. Afin de pallier ce
probléme, I'analyse de pédigrée a été conduite sur des cellules diploides. Dans cette cellule, seul
un chromosome est capable de changer de type sexuel. Si les deux chromosomes sont de méme
type sexuel, le diploide se divise. Si les chromosomes portent des types sexuels opposés, alors
le diploide sporule. Ainsi, les deux cellules diploides filles peuvent étre suivies
indépendamment. En analysant le pédigrée de ces cellules, il a ét¢ montré que la cellule sceur
d'une cellule qui vient de changer de type sexuel est compétente pour changer de type sexuel a
la réplication suivante. Cette démonstration définit la seconde reégle du CTS chez S. pombe, a
savoir, la loi "consécutive" (figure 4C et 4D) (Egel and Eie, 1987; Klar, 1990). Cette loi résulte

du fait qu'une cellule capable de changer de type sexuel est formée a chaque division, formant
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ainsi une lignée de cellules. Cette régle montre que le potentiel de changer de type sexuel est

réparti de facon asymétrique entre les deux cellules filles.

A

: /\
z///\\\s Une sur quatre z///\\\s

G/ )
@ 0D,
o

Consécutive

Figure 4 : Modéle du changement de type sexuel.

P et M représentent les deux types sexuels. Les suffixes "u" (unswitchable) et "'s" (switchable)
indiquent le potentiel de CTS ou non pour une cellule. Deux divisions asymétriques
consécutives sont nécessaires pour produire une cellule de type sexuel opposé (regle "Une sur
quatre"). La sceur de la cellule qui vient de changer de type sexuel est capable de changer de
type sexuel a la prochaine division (reégle "consécutive").

2.2 La région mat controle la division asymétrique

La région qui controle le CTS est la région mat. Elle est située sur le bras droit du chromosome
2 a environ 500 kb de CENII. Cette région est composée de trois loci : matl, mat2P et mat3M
(figure 5). Le locus matl peut contenir l'allele M (noir) ou l'allele P (gris), et il détermine le
type sexuel de la cellule. Le locus mat2 contient I'allele P uniquement et le locus mat3 1'all¢le
M. Les loct mat2P et mat3M sont silencieux et sont utilisés comme donneurs lors du
changement de l'information a matI. Les all¢les P et M sont composés chacun de deux genes
divergents : Pc, Pi (ou Pm) et Mc, Mi (ou Mm) (figure 5). Mc et Pc controlent le type sexuel de
la cellule alors que Pi et Mi contrdlent l'entrée en méiose. L'expression concomitante de Pi et
de Mi est nécessaire pour activer la méiose (Willer et al., 1995). Cette double nécessité restreint
I’entrée en méiose au seul diploide. Les boites d'homologies H1 et H2 sont présentes au niveau
des bordures des trois loci. La boite H1 (59 pb) est située du coté centromere distal de mat!, 2

et 3 alors que la boite H2 (135 pb) est située du coté centromere proximal de ces trois loci

20



(Kelly et al., 1988). Les loci donneur mat2P et mat3M partagent en plus la boite H3 (57 pb) du
coté centromere proximal (Kelly et al., 1988). Les boites HI1 et H2 sont probablement
nécessaires lors de la recherche d'homologie pendant la conversion de 1'alléle a mat!. En ce qui
concerne la boite H3, son réle dans le CTS semble mineur puisque, par exemple, des mutations
introduites dans cette boite n'affectent pas le mécanisme (Fleck et al., 1994).

Deux régions séparant les loci impliqués dans le CTS ont été définies. La région L (17 kb)
située entre le locus matl et mat2P qui contient au moins un gene essentiel (rpf6 ou letl)
(Michael et al., 1994). La délétion de cette région lors de réarrangements spontanés est 1étale
(Beach, 1983; Beach and Klar, 1984). D'autre part, la région K, séparant les loci mat2P et
mat3M, contient le locus CENH qui est composé de séquences homologues aux centromeres
(Grewal and Klar, 1997). Enfin, une caractéristique intéressante de la région mat est la présence
de deux séquences répétées inversées entourant les loci donneurs : /R-L et IR-R (Noma et al.,
2001). Ces répétitions participent au controle de I'é¢tat chromatinien de cette région et

déterminent les limites de I'hétérochromatine (Thon et al., 2002).
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Figure 5 : Organisation de la région mat.

La région mat est située sur le bras droit du chromosome 2. Les all¢les M et P sont représentés en noir et gris, respectivement. Les boites
d'homologies H1 (bleu), H2 (rose) et H3 (vert) sont également indiquées. Les régions répétées /R-L et IR-R sont représentées par des fléches. La
région CEN-H de 4,3 kb présentant des homologies avec les régions centromériques est représentée par un rectangle gris aux bordures noires. Les
genes présents dans la région sont indiqués en beige, leur nom est aussi annoté. Les régions L et K séparant les loci impliqués dans le CTS sont

annotées. Les régions codantes les génes Mi, Mc, Pc et Pi sont également indiquées ainsi que le sens de la transcription.

aim27 SPBC1711.04
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2.3 Le mécanisme

Depuis la découverte de ce modele de division asymétrique, les scientifiques ont réalisé de
nombreuses expériences qui ont permis de déterminer des éléments moléculaires responsables
du CTS. Le mod¢le actuel peut étre divisé en plusieurs étapes qui seront approfondies dans la
suite de l'introduction (figure 6). De fagon générale, nous pouvons décrire le mécanisme de la
facon suivante : tout d'abord la réplication d'un locus particulier, mati, est unidirectionnelle et
permet la modification de la molécule d'ADN sans en affecter sa séquence. Cette modification
est appelée empreinte épigénétique. L'empreinte n'est formée que sur le brin retardé néo-
synthétisé et détermine I'asymétrie du mécanisme de CTS. La cellule contient deux chromatides
différentes a la fin de la réplication, dont une seule porte I'empreinte. A la suite de la division
cellulaire, une seule des deux cellules filles acquiert le potentiel de changer de type sexuel.
L'empreinte est maintenue durant tout le cycle cellulaire jusqu'a la réplication suivante. Lors de
la seconde réplication, 1'empreinte présente au niveau du brin Watson sera convertie en une
cassure double brin (CDB) recombinogene, au passage de la fourche a matI. Au niveau du brin
retardé néo-synthétisé, a nouveau, une empreinte sera déposée. La CDB est réparée par
recombinaison homologue avec un des deux loci silencieux, mat2P ou mat3M en utilisant les
boites d'homologies H1 et H2 pour l'initiation et la résolution de la recombinaison,
respectivement. De plus, dans 90 % des cas, la réparation utilise le locus donneur portant
l'information opposée a celle présente a matl. Ce choix particulier, nommé directionnalité,
permet a une population cellulaire d'établir rapidement une répartition égale entre les types

sexuels M et P.
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Figure 6 : Le mécanisme de division asymétrique chez S. pombe.

A) Schéma représentatif de la réplication du locus sexuel matIM ne portant pas d'empreinte (Mu). Les sites controlant la fourche de réplication
sont indiqués. Les boites d'homologies H1 (bleu) et H2 (rouge) sont représentées. La fourche de réplication fait une pause au niveau de la boite H1
et permet la formation de I'empreinte (étoile rouge). A la fin de la premiére réplication et de la division cellulaire, une des deux cellules filles
contient le chromosome qui porte I'empreinte. B) Schéma représentant la réplication a travers la molécule qui porte I'empreinte. La fourche convertit
I'empreinte en une cassure double brin (CDB) qui sera réparée en utilisant I'information d'un des donneurs. Dans le cas représenté, le donneur
mat2P sera préférentiellement utilisé, car l'alléle a matl est M. Le redémarrage de la fourche permet la formation de 1'empreinte au niveau du brin
retardé néo-synthétisé. A la fin de la deuxiéme réplication, une des cellules a changé de type sexuel (ici la cellule est devenue matIP).
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3. L'initiation du mécanisme : une asymétrie réplicative

Dans cette partie, les éléments moléculaires impliqués dans l'initiation du changement de type
sexuel seront définis. De plus, les acteurs protéiques et les sites qui influencent cette initiation

seront également décrits.

3.1 Une empreinte chromosomique formée asymétriquement a matl

3.1.1 L'asymétrie est portée par le chromosome

Lors de I'analyse de la région mat par Southern-Blot, David Beach montra que le fragment de
restriction HindlIII de 10,4 kb contenant le locus mat! est divisé en deux sous fragments dans
approximativement 50 % des cas, un fragment centromere proximal (5,4 kb) et un centromere
distal (5 kb)(Beach, 1983) (figure 7). Cette observation suggéra qu'une cassure double brin
détectable par Southern-Blot est a 1'origine de la transposition de 1'allele a mat! (Beach, 1983),
a I'i'mage de ce qui est observé chez Saccharomyces cerevisiae (Kostriken et al., 1983). Au vu
du caractere asymétrique du CTS, la question sous-jacente était de déterminer quels éléments
sont ségrégés asymétriquement dans les deux cellules filles, influengant la formation de cette
cassure. Deux hypothéses peuvent étre prises en considération : la premiere €tant qu'une
répartition asymétrique d'éléments cytoplasmiques permet de donner le potentiel de CTS a une
seule des cellules filles ; la seconde hypothése est qu'un seul des chromosomes homologues est
porteur de l'asymétrie. L'une de ces deux hypothéses fut validée par une expérience de pédigrée
réalisée par Richard Egel en 1984. En effet, il a suivi I'évolution du CTS dans des cellules
diploides et a mis en évidence que les deux chromosomes sont capables d'alterner leur type
sexuel indépendamment 1'un de l'autre (Egel, 1984a). Par la suite, Amar Klar montra que le
potentiel de changer de type sexuel est acquis par une marque épigénétique définie comme
empreinte présente au niveau du locus matl. Pour ce faire, il développa un systeme génétique
dans lequel 1'allele mat! est dupliqué dans deux orientations (figure 8A et 8B). Il observa que
l'orientation des cassettes dupliquées détermine la présence de I'empreinte (de nature inconnue
a cette époque). Il montra qu'il est nécessaire que les deux cassettes soient en orientations
directes pour simultanément porter l'empreinte. En effet, dans ce contexte, il détecte par
Southern-Blot le fragment d'ADN entre les deux cassettes (figure 8C, puits 2). Ce fragment
commence au niveau de l'empreinte de 1'une des cassettes et finit au niveau de I'empreinte de
l'autre. La présence de ce fragment montre que deux empreintes sont présentes simultanément
sur la méme molécule d'ADN. A l'inverse, les loci matl, placés en orientation inverse, ont

individuellement le méme niveau d'empreinte, mais n'ont pas I'empreinte au méme moment sur



la méme molécule d'ADN, puisque le fragment les séparant n'est pas détectable (figure 8C,

puits 3) (Klar, 1987, 1990). Ces expériences démontrent qu'une seule des deux chaines d'ADN

est porteuse de l'empreinte et contrdle le potentiel asymétrique de ce mécanisme. A cette

époque, l'empreinte analysée par Southern-Blot a été décrite comme étant une CDB a la jonction

de la boite HI et du locus matl. Bien qu’ Amar Klar en 1987 supposa que seul 1'un des deux

brins d'ADN est porteur de I'empreinte, il fallut attendre 1998 pour que la preuve soit apportée.

B Hindlll

Hindlll Hindlll
H2 matl M/P H1
sonde10,4 Kb
Hindlll
/4 H2 mat1 M/P H1 V4
mat]1 proximal 5,4 Kb

sous fragment

cassure

V mat1 distal 5 Kb
sous fragment

C sauvage
10,4kb e mat1

6,3 kb mat2P
54kb wsss matl prox
5Kb s matl dist

4,2Kb mat3M

53 % de molécule cassées

Figure 7 : Le fragment de digestion contenant mat! est cassé dans 50% des cas.
A) Schéma représentant le fragment de digestion HindIIl contenant le locus mati. La sonde
utilisée pour le Southern-Blot est représentée par un trait noir. B) Schéma représentant les deux
sous fragments obtenus apres la préparation de I'ADN. C) Résultat d'un Southern-Blot réalisé a
partir d'ADN génomique d'une souche sauvage 790 révélée avec la sonde indiquée en A). Le
pourcentage de molécules de 10,4 kb générant les deux sous-fragments est indiqué.
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Figure 8 : Modé¢le proposé et validé par Klar. L'empreinte est portée par un brin
d'ADN.

A-B) Prédiction du mod¢le de ségrégation des brins tirée de (Klar, 1987). A) Les répétitions du
locus matl sont placées en orientation directe. Les fleches noires représentent les cassettes
matl. L'étoile rouge représente 'empreinte. Les brins Watson (W) et Crick (C) sont indiqués.
Le fragment testé par Southern-Blot est marqué en vert. B) Méme schéma avec les duplications
placées en orientation inverse. C) Résultat du Southern-Blot (Klar, 1987) testant le modele
proposé. L'ADN génomique de la souche sauvage (puits 1), portant la duplication en orientation
directe (puits 2) et indirecte (puits 3) a été préparé puis analysé par Southern-Blot. La sonde
utilisée permet de révéler le fragment vert présent entre les duplications. Ce fragment contient
le géne LEU2 de S. cerevisiae.

3.1.2 La position et la nature de I'empreinte

En utilisant le fait que I'empreinte soit détectable par Southern-Blot, sa position a pu étre
déterminée. Un des €léments observés est qu'elle différe en fonction de 1'alléle présent a matl
(Nielsen and Egel, 1989) (figure 9). De plus, dans cette ¢tude le site de l'empreinte a été
déterminé au niveau du brin Watson (W), mais pas au niveau du brin Crick (C). Cette
observation suggere que sur le brin Crick, le site de 1'empreinte n'est pas site spécifique ou
moins stable. Cet €élément sera étay¢ par des résultats que nous avons également obtenus. De
facon intéressante, il fut ensuite montré que seul le brin Watson portait I'empreinte. C'est en fait
la méthode de préparation d'ADN qui génére la cassure double brin (Arcangioli, 1998). Cette

empreinte crée un site fragile qui sera cassé par tension mécanique (vortex, sonication) ou par
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digestion enzymatique de 'ADN ou I'ARN simple brin (Mung Bean). Cette premiére étude
suggere que l'empreinte est une discontinuité simple chaine située a la jonction de la boite H1
et du locus matl. Une autre étude confirma cette nature en utilisant une technique de “/igation-
mediated” PCR (Kaykov and Arcangioli, 2004). Cependant, deux publications ont montré que
I'empreinte est sensible a la RNAse T2 (une endonucléase que digere I'ARN), suggérant que
I’empreinte est constituée de ribonucléotides (Vengrova and Dalgaard, 2004; Vengrova and
Dalgaard, 2006). Bien que la nature de I'empreinte soit toujours sujette a débat, il existe un
consensus sur le fait que ’empreinte crée un site fragile qui initie la formation de la CDB
utilisée pour la conversion génique. L'empreinte étant formée sur le brin Watson, il est probable
que la cassure du brin Crick ne soit pas exactement en face de cette derniere et soit aléatoire.
Ce phénomene peut expliquer la difficulté qu'a eu Olaf Nielsen pour détecter I'extrémité du brin
Crick. Par ailleurs, I'empreinte n'est pas spécifique de la séquence puisque des mutations
introduites au site de 1'empreinte n'abolissent pas sa formation (Kaykov et al., 2004; Sayrac et
al., 2011).

Aujourd'hui, l'acteur initiateur de I'empreinte est toujours sujet a questionnement. L'analyse de
la réplication du locus matl a permis de déterminer une étape précoce du mécanisme, a savoir

la pause de la fourche de réplication a la jonction de la boite H1 et du locus mat!.

position de I'empreinte

mat1M y HI
ENII‘---TTATTTATTTTCAATAATTTTTTTGTAATATAAATGTATAW
C ----AATAAATAAAAGTTATTAAAAAAACATTATATTTACATATC
position de I'empreinte
mat1P H1
CENII""TGTTTTTCATTAAATTTTTTTTTTGTAATATAAATGTATAW
'-"ACAAAAAGTAATTTAAAAAAAAAACATTATATTTACATATc

Figure 9 : Position de I'empreinte en fonction de 'allele a mat1.

L'empreinte est décalée de 3 nucléotides dans les deux alléles. La boite H1 du c6té centromere
distal est identique dans les deux contextes ainsi que les deux alleles. Les séquences des brins
Watson (W) et Crick (C) sont indiquées pour chaque all¢le. La position relative du centromere
CENII est indiquée.

3.2 La réplication asymétrique de matl et son controle

3.2.1 La réplication unidirectionnelle permet la formation de I'empreinte
Un des premiers mutants isolés déficients pour le CTS a été le gene swi7 (Egel et al., 1984). Ce

gene code pour la sous-unité catalytique de 'ADN polymérase a. (Pol o) qui initie la réplication
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(Singh and Klar, 1993). Cet ¢lément est le premier indice corrélant 'efficacité du mécanisme et
la réplication. Par la suite, 1'étude des intermédiaires de réplication par gel bidimensionnel
d'agarose a révélé que la fourche se déplace de fagon unidirectionnelle a travers le locus matl
(Dalgaard and Klar, 1999). La fourche de réplication progresse du c6té centromére distal de
matl vers le coté centromere proximal. Cette caractéristique détermine l'efficacité de la
formation de 'empreinte, puisque l'introduction d'une origine de réplication du c6té centromere
proximal de matl ou l'inversion du locus mat! inhibe la formation de I'empreinte (Dalgaard and
Klar, 1999). La caractérisation fine de la réplication de mat! a mis en évidence deux sites
importants : le site RTS! (Replication Termination Sequence 1) et le site MPS1 (Mating Type
Pause Site 1) (Dalgaard and Klar, 1999, 2001) et (Figure 10).

Le site RTS1, situé a environ 800 pb de la boite H2, bloque les fourches de réplication provenant
du coté centromére proximal de matl. La délétion de ce dernier entraine une diminution de
30 % de la formation de 1'empreinte (Dalgaard and Klar, 2001).

D'autre part, du c6té centromere distal de matl, une origine de réplication a ét€¢ mise en
¢vidence. Cependant, sa participation au CTS est mineure et suppose que d'autres origines de
réplication sont ¢galement capables d'initier la réplication de ce coté du locus (Dalgaard and
Klar, 2001; Maundrell et al., 1988). Les délétions combinées de cette origine et de R7S/
entrainent une réplication bidirectionnelle du locus matI. Dans ce contexte, le brin Watson néo-
synthétisé n'est plus uniquement le brin retardé.

Enfin, I'é¢tude de la réplication a également montré que la fourche provenant du c6té centromere
distal, fait une pause avant de répliquer mat! (figure 10) (Dalgaard and Klar, 1999). Ce site de
pause nommé MPS1 (Mat Pause Site 1) est localisé au niveau de 1'empreinte indépendamment
de l'allele présent a matl (Sayrac et al., 2011). De plus, l'activité de MPSI est absolument
requise pour la formation de l'empreinte. En effet, plusieurs types de mutations impactant cette
pause entrainent une diminution tres forte de I'empreinte. Ainsi, deux observations suggerent
que la pause de la fourche de réplication a MPS1 est 1'étape initiatrice du CTS : premierement,
jamais un mutant dépourvu de pause et possédant une empreinte n'a €té isolé ; deuxiemement,
la dissection des étapes du mécanisme a montré que c'est précisément au redémarrage de la
fourche en pause que I'empreinte est détectable a la jonction du locus mat! et de la boite H1
(Holmes et al., 2005).

La réplication hautement contr6lée de ce locus est donc un ¢lément fondamental pour le CTS.
Ces observations suggérent que l'asymétrie intrinseque a la réplication est utilisée pour la

formation de l'empreinte sur le brin retardé (Watson en 1'occurrence).
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Figure 10 : La réplication unidirectionnelle du locus matI.

Schéma représentant la direction de la réplication du locus matl. Les boites d'homologie H2
(rose) et HI (bleu) sont indiquées ainsi que les sites RTS/ et MPS1. La fourche de réplication
provenant du c6té centromere proximal est arrétée par R7S/. La fourche de réplication
provenant du coté centromere distal fait une pause a MPSI puis redémarre et permet la
formation asymétrique de l'empreinte a mat!l. Les brins d'ADN Watson (W) et Crick (C) sont
indiqués. Les brins néo-synthétisés sont en vert. L'empreinte est indiquée par une étoile rouge.
Ainsi, une seule chromatide porte I'empreinte sur le brin Watson néo-synthétisé.

3.2.2 Le complexe Swil-Swi3 protége la fourche a MPS1

L'activité du site MPSI a été analysée par gel bidimensionnel dans des souches contenant
différentes délétions/substitutions autour de I'empreinte. Ces analyses ont permis d'établir les
séquences nécessaires et/ou suffisantes au blocage réversible de la fourche de réplication. De
plus, des acteurs protéiques impliqués dans l'activité du site MPS1 ont €galement été isolés.
Tout d'abord, I'activité¢ de MPS1 est abolie quand les genes swil (Switch gene 1) ou swi3 (Switch
gene 3) sont mutés (Dalgaard and Klar, 2000). La protéine Swil est retrouvée en complexe
avec la protéine Swi3 (Noguchi et al., 2004). Initialement, des mutants de ces deux genes ainsi
que du gene swi7 ont été isolés comme présentant un défaut d'empreinte (Egel et al., 1984).
L'analyse de la réplication dans ces mutants a permis de déterminer plus précisément leur role.
Le complexe Swil-Swi3 (homologue de TIMELESS-TIPIN chez I'humain), a la différence de
Swi7, participe a l'activité du site MPS! (Dalgaard and Klar, 2000). Swil et Swi3 appartiennent

au complexe RPC (Replication Fork Complex) qui maintient les fourches de réplications stables
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en vue de leur redémarrage (Noguchi et al., 2003; Noguchi et al., 2004). Ce complexe se déplace
avec la fourche de réplication et permet I'activation du point de contrdle réplicatif : la kinase
Cds1 (Checking DNA Synthesis) (Noguchi et al., 2003). A matl, l'arrivée de la fourche de
réplication est concomitante avec l'arrivée de Swil-Swi3, permettant la stabilisation de la
structure réplicative formée a MPSI (Holmes et al., 2005; Noguchi et al., 2004). D'autre part, a
15 pb de I'empreinte du coté centromere distal de mat/, une substitution de 5 pb, appelée mut3
diminue le recrutement de Swil ainsi que le niveau de MPS1 (Kaykov et al., 2004 ; Lee et al.,
2004) (figure 11).

Ainsi, du coté centromere distal, nous pouvons établir que deux éléments en trans (Swil-Swi3)
et un ¢lément en cis (mut3) contrdlent l'activité de la pause et par ce fait la formation de

'empreinte.

......... RTST .. MPST
|H2 | mat1 M H1|
Lsd1 ;
Swi3
1 | 1 1 1 1 1

-300 -200 -100 1 100 200 300 pb
SS13 = smt-0

SS2 mut3
+ pause + pause

- pause - pause

Sub 4-9

Figure 11 : Les éléments controlant l'activité de MPS1.

Le locus matIM n’est représenté qu’avec les sites RTS1, MPS1 et les boites d'homologie H1/H2.
Le panneau du dessous est un zoom au niveau du site MPS/. Les distances en pb sont indiquées
par rapport a la position de I'empreinte représentée par une étoile rouge. Les sites de recrutement
des deux complexes Lsd1/Lsd2 et Swil/Swi3 sont représentés. Différentes délétions sont
notées, en noir, celles n'impactant pratiquement pas la pause et en rouge, celles abolissant
l'activité de MPS1. La région Sub 4-9, en vert est également représentée.

3.2.3 Les lysines déméthylases Lsd1-Lsd2 agissent sur la fourche a MPS1

Du c6té centromere proximal de matIM, la délétion de la séquence SS2 présente a l'intérieur du
locus matIM abolit l'activité de MPS1 (Sayrac et al., 2011) (figure 11). Cette séquence de
111 pb est liée par le complexe Lsd1-Lsd2 (Lysine specific demetylase 1 - 2) (Holmes et al.,
2012). De facon surprenante, ce complexe d'histone déméthylases contrdle 'activité de MPS1

(Gordon et al., 2007; Holmes et al., 2012; Lan et al., 2007; Nicolas et al., 2006; Shi et al., 2004).
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Lsdl et Lsd2 sont en complexe avec deux autres protéines, Phfl et Phf2 (PHD finger I et 2)
(Nicolas et al., 2006). Lsd1 et Lsd2 sont composées de trois domaines identifiés : le domaine
SWIRM, qui est présent dans des protéines qui régule la chromatine, le domaine amine oxydase
(ao) qui permet a Lsd1 de déméthyler les lysines K4 et K9 de I'histone H3 et le domaine HMG
(High-Mobility Group) qui pourrait permettre a Lsd1 et Lsd2 de lier 'ADN (figure 12). Les
deux autres protéines retrouvées en complexe avec LSD1 et Lsd2, Phfl et Phf2 ont un domaine
PHD finger qui permet de reconnaitre les nucléosomes (Gordon et al., 2007). Les délétions de
Isd2, phf1 ou phf2 sont létales, tandis que la délétion de /sd/ entraine un fort retard de croissance
(Gordon et al., 2007; Lan et al., 2007; Opel et al., 2007). De fagon globale, plusieurs ¢léments
suggerent que Lsdl régule la transcription au travers de la déméthylation de la lysine 4 et 9
mono- et di-méthylées de I'histone H3 (Gordon et al., 2007; Lan et al., 2007; Opel et al., 2007).
Cependant, une souche mutante pour les deux activités enzymatiques de Lsdl et de Lsd2 est
viable (Isd1 ao Isd2 ao), indiquant que ces protéines jouent ¢galement un role non enzymatique
requis pour la survie de cette levure (Gordon et al., 2007; Lan et al., 2007; Opel et al., 2007). A
matl, les activités enzymatiques et non enzymatiques de ce complexe contrdlent l'efficacité de
MPS]I (Holmes et al., 2012). En effet, les mutants Isd/-18 et le double mutant /sd! ao Isd2 ao
ont un CTS peu efficace (figure 12). La mise en évidence de ce complexe comme acteur du
CTS soutient la notion que la structure chromatinienne a mat/ influence la formation de
'empreinte.

Enfin, nous pouvons ajouter qu'une sous-région de SS2 : la région Sub 4-9 (figure 11), est la
séquence minimale nécessaire a la formation de la pause MPS1. Cette région est a l'intérieur de
l'allele M. Une région similaire a aussi été isolée a l'intérieur de 1'allele P : Sub 4-9 P (Sayrac et
al., 2011). Ces régions (Sub 4-9 M et Sub 4-9 P) placées dans un plasmide sont capables
d'arréter la fourche de réplication (Sayrac et al., 2011). Il est assez remarquable que les
séquences responsables de la pause soient situées a l'intérieur des alleles M et P, et donc
différentes. Cela suppose qu'un élément commun a ces séquences permet de déclencher la pause
de la fourche. A ce jour, la liaison du complexe Lsd1-Lsd2 sur le plasmide contenant les
substitutions (Sub 4-9 M et Sub 4-9 P) ou sur l'allele mat1P n'a pas ét¢ analysée.

Ainsi, deux complexes protéiques controlent MPST : Swil-Swi3 progressant avec la fourche de
réplication, et Lsd1-Lsd2 se liant a la séquence minimale nécessaire pour la pause. Par ailleurs,
de part et d'autre du site de I'empreinte des sites précis contrdlent la réplication (SS2 et mut3),
tandis que la délétion de séquences plus ¢éloignées du site de l'empreinte (SS73 et smt-0)

n'impacte pas l'activité de MPSI (figure 11) (Dalgaard and Klar, 2000; Sayrac et al., 2011).
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Isd1 ao Isd1-18

K603A-K604A E918
v i

Lsd1 'SWIRM Amine oxydase HMG
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Isd2 ao
K861A-K862A
- | SWIRM— Amine oxydase —— HMG /4

1 396 514 1113 1273

Figure 12 : Les domaines des protéines Lsd1 et Lsd2

Représentation schématique des protéines Lsdl (en marron), Lsd2 (en vert) et de leurs
domaines. Les positions des acides aminés sont indiquées. Les positions des mutations /sd! ao,
Isd2? ao et Isd1-18 sont indiquées.

3.2.4 Le controle de RTS1

Comme présenté précédemment, le site R7S7 bloque les fourches de réplication provenant du
coté centromere proximal de matl optimisant la formation de 1'empreinte (Dalgaard and Klar,
2001). Tout comme a MPS1, le complexe Swil et Swi3 stabilise la fourche bloquée a R7S/
(Dalgaard and Klar, 2000). Un crible permettant d'isoler des mutants affectant R7S/7 a révéle
qu'un des alleles mutant du gene swil impacte RTS! et non MPS1. Cette observation montre
que swil joue deux fonctions séparées dans le contrdle de la réplication a matl (Dalgaard and
Klar, 2000). D'autre part, les protéines Rtfl et Rtf2 (Replication Termination Factors 1 et 2)
participent a la terminaison de la réplication a R7S/ (Eydmann et al., 2008; Inagawa et al.,
2009). Il est propose¢ que Rtf1, en se liant a plusieurs sites a 'intérieur des répétitions définissant
RTS1, bloque la progression de la fourche (Eydmann et al., 2008). Puis, en aval de cette
réaction, Rtf2 convertirait la barriere de réplication en une terminaison de la réplication en

stabilisant la fourche (Inagawa et al., 2009).

3.2.5 Le modé¢le de la réplication du locus sexuel aujourd'hui

En absence d'empreinte a mat 1, la réplication de ce locus peut étre imaginée comme représentée
dans la figure 13. Le complexe protéique Lsd1-Lsd2 est recruté a l'intérieur de 1'allele matiM
et permet la pause de la fourche de réplication a MPS1. Swil-Swi3 arrivant avec la machinerie
de réplication stabilisent la fourche en pause a MPSI. Au redémarrage de la réplication,
'empreinte est formée a la jonction de la boite H1 et de matiM. La fourche du c6té centromeére
proximal est bloquée a RTS! et stabilisée par deux complexes, Swil-Swi3 et Rtfl-Rtf2. A
l'issue de la réplication a travers le locus sans empreinte, une des deux cellules filles porte la
marque épigénétique. Les acteurs en trans contrélant la pause quand 1'alléle P est a matl ne

sont pas définis.
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Figure 13 : Le modéle et les acteurs de la premiere réplication du locus sexuel

La réplication du locus matl ne portant pas d'empreinte est schématisée. Les sites de contrdle
de la fourche, MPSI et RTSI sont indiqués. Les acteurs agissant en trans sont €galement
annotés. Le potentiel de CTS des cellules est schématisé sur la gauche.

Rtf1 Rtf2

3.3 Les arréts de fourches et les acteurs du CTS

La fourche de réplication progresse le long du génome jusqu'a ce qu’elle rencontre une autre
fourche ou un obstacle. Différents types d'obstacles présents sur la chromatine impactent la
progression de la fourche, comme des protéines liées a la chromatine, des structures secondaires
de la molécule d'ADN, des Iésions dans I'ADN ou encore la transcription active de certains loci.
Chez S. pombe, des blocages de fourche indépendant du CTS ont été observés. Leur controle a
mis en cause des protéines importantes pour le CTS, soulevant la question de leur réle au niveau

de la réplication a mat|.
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3.3.1 Les pauses au niveau des LTRs et de I'ADNr : les protéines Sap1 et Abp1

La réplication de chaque unité de ' ADN ribosomique est unidirectionnelle, tout comme a mat/
(Kim and Huberman, 1998; Sanchez et al., 1998). Dans chaque unité de ' ADNr, une origine de
réplication est présente ainsi qu'une série de barriéres pour la fourche de réplication. Les
fourches de réplication sont arrétées de facon polaire au niveau de 'ADNr. La direction de la
fourche est de par ce fait la méme que la direction de la machinerie de transcription. Il est
suppos¢ que la polarité de la réplication de ce locus empéche la collision de la fourche
réplication avec la machinerie de transcription. Plusieurs protéines contrdlent les arréts de
fourche au niveau de 1'ADNr, et notamment une protéine recrutée a matl : Sapl (Switch
Activating Protein 1) (Krings and Bastia, 2005; Mejia-Ramirez et al., 2005). Isolée comme un
facteur du CTS, Sapl est une protéine spécifique de S. pombe (Arcangioli et al., 1994a). Par
ailleurs, Sap1 participe également a la pause des fourches de réplication au niveau des LTRs
(Zaratiegui et al., 2011). En outre, la protéine Abpl (4RS Binding Protein I), homologue de la
protéine CENP-B (Centromeric Protein B), permet le redémarrage de la fourche de réplication
a travers la barriére imposée par Sapl au niveau des LTRs (Zaratiegui et al., 2011). La protéine
CENP-B contient trois homologues chez S. pombe : Abp1, Cbhl et Cbh2 (CENP-B Homologue
1 and 2). Le double mutant abpIA cbhIA a une croissance lente et une mutation ponctuelle
dans le gene sapl (sapl-c) supprime en partie ce phénotype (Zaratiegui et al., 2011). Les
protéines Abpl et Sapl sont toutes deux composées de domaines de liaison a I'ADN et semblent
jouer un role antagoniste sur le controle de la réplication (figure 14).

Abpl et Sapl sont recrutées a matl (Arcangioli and Klar, 1991; Zaratiegui et al., 2011). Sapl
se lie du coté centromere distal de matl au niveau du site SAS/ a environ 160 pb du site de
'empreinte in vitro (Arcangioli and Klar, 1991). Le site consensus, TAACG, de recrutement de
Sapl a matl est retrouvé dans la s€quence de Terl qui bloque la fourche a I'ADNr (Arcangioli
et al., 1994b; Krings and Bastia, 2005, 2006). Bien que Sapl soit recrutée au niveau de deux
loci imposant des arréts de fourche, son réle est distinct puisqu’a contrario de Ter/, le site SAS1
a matl ne semble pas important pour l'activité¢ de MPSI. En effet, des délétions comprenant se
site n'affectent pas l'efficacité de la pause (smt-0 et Al17). Abpl est également observée au
niveau du locus matl et son rdle au niveau de ce locus sera détaillé dans la partie résultat
(Zaratiegui et al., 2011).

Ainsi, deux autres acteurs, Sapl et Abpl, impliqués de fagon plus ou moins directe dans le
CTS, impactent la réplication d'autres régions génomiques. A matl, bien que le site de fixation
de Sapl ne soit pas nécessaire a I'activité de MPS1, il est probable que son recrutement optimise

le CTS. Quant a la protéine Abpl, son action sur la réplication a matl n'a pas été étudiée.
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Figure 14 : Les domaines des protéines Abp1 et Sap1
Représentation schématique des protéines Abpl et Sapl et de leurs domaines. Les domaines de
liaison a I'ADN sont représentés en vert et ceux de dimérisation en jaune. Le domaine
transposase d'Abpl est inactif et est dessiné en bleu. Les positions des résidus sont indiquées.
La position de la mutation sap-c est également annotée.

3.3.2 La collision réplication / transcription : un autre exemple d'arrét de fourche

Souvent décrit comme "obstacles naturels" la collision entre la machinerie réplicative et
transcriptionnelle entraine un stress réplicatif bloquant la fourche (Alzu et al., 2012; Azvolinsky
et al., 2009; Deshpande and Newlon, 1996; Dutta et al., 2011; Merrikh et al., 2011). Plus
particuliérement, chez S. pombe il a ét¢ montré qu'au niveau des loci sujets a cette collision,
I'"ARN polymérase II (Pol II) s'accumule. Cette accumulation de la Pol I combinée a 'arrivée
de la machinerie de réplication peut résulter en des contraintes topologiques (Bermejo et al.,
2012). Ces contraintes pourront entrainer la formation de structures impactant la stabilité
génomique comme la régression de la fourche de réplication ou l'accumulation de R-Loop
(hybride ADN:ARN). Le déplacement de la Pol II est donc requis pour le redémarrage de la
réplication. Plusieurs mécanismes existent pour déplacer la Pol II entrainant la terminaison de
la transcription. Par exemple, des signaux de séquence au niveau du Poly(A) ont ét¢ montrés
comme participant a la terminaison (Birse et al., 1997). Par ailleurs, le facteur d'élongation de
transcription TFIIS déclenche 1'activité nucléase intrinseque de la Pol II permettant la coupure
de I'ARN messager (Izban and Luse, 1992; Reines, 1992; Wang and Hawley, 1993). D'autre
part, I'étude de la Pol II a révélé que la phosphorylation du son domaine C-terminal permet le
recrutement de facteurs de terminaison. Chez S. pombe, il a ét¢ montré récemment que la
protéine Dicer permet le déplacement de la Pol Il au niveau des génes hautement transcrits
sujets a la collision entre la machinerie de réplication et de transcription (Castel et al., 2014;

Zaratiegui et al., 2011).
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De facon générale, les génes hautement transcrits seront donc des lieux ou ce type de collisions
sera le plus souvent observé. A ce jour, la régulation des fourches de réplication au niveau de
ces genes n'est que peu €tayée. Il est possible qu’un mécanisme de controle des fourches soit
requis a ces loci par analogie a ce qui est observé au niveau de I'ADNTr. En effet, la direction de
la fourche de réplication et de la transcription est la méme au niveau de ' ADNr empéchant une
collision. Ce phénomeéne a probablement été favorisé au cours de I'évolution pour empécher de
perturber la fourche de réplication qui pourrait réarranger la région et entrainer la perte des

copies de I'ADNT.

3.4 Qu'advient-il d'une fourche bloquée ?

Plusieurs mécanismes permettent de redémarrer une fourche bloquée afin d'achever la
réplication. Pour une vision exhaustive de ces mécanismes, se référer a : (Berti and Vindigni,
2016; Brewer, 1988; Deshpande and Newlon, 1996; Magdalou et al., 2014; Neelsen and Lopes,
2015).

Au niveau d'un locus répliqué bidirectionnellement, l'arrivée d'une fourche en sens opposé¢ de
celle bloquée permet de terminer la réplication. D'autre part, au niveau des sites de collision
entre la réplication et la transcription, il a été montré que la Pol II doit étre relachée pour
permettre a la fourche de réplication de poursuivre son avancée. La persistance de la liaison de
la Pol II est un signal de dommage de 'ADN entrainant le recrutement de Rad52, une protéine
importante pour la réparation de 'ADN via la recombinaison homologue (Castel et al., 2014;
Svejstrup, 2010; Zaratiegui et al., 2011a).

Au niveau de loci répliqués unidirectionnellement comme '"ADNr ou mat!, aucune fourche en
direction opposée ne peut terminer la réplication. Le mécanisme utilisé pour pallier la
terminaison précoce de la réplication observée a I'ADNTr est la recombinaison homologue (RH).
Au niveau du locus sexuel en absence d'empreinte, la fourche bloquée a MPSI redémarre et
permet le dépot de 1'empreinte sur le brin retardé néo-synthétisé (Holmes et al., 2005). Les
acteurs impliqués dans ce redémarrage ne sont pas décrits a I'heure actuelle. Ce redémarrage ne
nécessite pas les enzymes importantes pour la RH, suggérant que la pause n'est pas
recombinogene. A contrario, en présence de l'empreinte, la fourche de réplication a mat! sera

réparée par RH. Les détails de cette étape seront décrits dans la partie suivante.
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4. L'empreinte et son potentiel recombinogéne

L'empreinte créée a matl en phase S est maintenue durant le cycle cellulaire. Cette
caractéristique suggere que cette empreinte est protégée. La réplication du locus mat! portant
I'empreinte entraine la formation d'une CDB polaire. Cette cassure permet l'initiation de la RH
qui conduit au changement de l'all¢le a mat1. Les €léments connus qui déstabilisent I'empreinte

ainsi que le mécanisme de conversion génique seront détaillés dans cette partie.

4.1 La formation/maintenance de l'empreinte

4.1.1 Les acteurs formant et stabilisant I'empreinte

Précédemment, des mutants impactant la pause a MPS|I ont été introduits. Pour résumer, ces
mutants sont : les complexes protéiques Lsd1-Lsd2, Swil-Swi3 ainsi que les séquences SS2 et
mut3 (figure 11). Cette classe de mutants impacte également l'empreinte et est épistatique aux
autres mutants du CTS. Différentes ¢tudes ont permis de caractériser un groupe de mutant
n'impactant que l'empreinte (Beach, 1983; Egel et al., 1984; Egel and Gutz, 1981; Engelke,
1987; Kaykov et al., 2004; Klar et al., 1991; Sayrac et al., 2011). A l'intérieur de ce groupe, je
ne pourrai que trés rarement faire la distinction entre les acteurs agissant sur la formation de
'empreinte de ceux agissant sur son maintien. En effet, la facon de tester un mutant affectant le
niveau de I'empreinte consiste a faire un Southern-Blot et d'analyser le niveau de cassure sur
une population en croissance. Afin de distinguer les acteurs impliqués dans la formation de
I'empreinte de ceux impliqués dans sa maintenance, il faudrait par exemple suivre au cours du
cycle cellulaire le niveau de I'empreinte. D'un c6té, les mutants déficients pour la formation de
I'empreinte devraient avoir un niveau d'empreinte constant et faible durant tout le cycle. D'un
autre coté, les mutants impliqués dans le maintien de 1'empreinte devraient avoir un niveau
d'empreinte qui augmente en phase S, puis qui diminue. Ce type d'expérience n'a été réalisé
qu'avec quelques-uns des mutants isolés. Je parlerai donc dans la plupart des cas de mutants
impliqués dans la formation et/ou maintenance de I'empreinte.

Tout d'abord, une mutation dans le géne swi7 (sous unité catalytique de la Pol o) abolit la
formation/maintien de I'empreinte (Egel et al., 1984). Cet élément ajouté au caractere
unidirectionnel de la réplication du locus souléve I'importance que le brin Watson soit le brin
retardé pour 1'établissement de I'empreinte. Le role de la sous-unité catalytique de la Pol o dans
la formation de I'asymétrie n'a cependant pas été étayé. La cartographie des sites initiateurs de
la réplication a montré que 'ARN synthétisé par la primase de la Pol o ne semble pas étre a

l'origine de I'empreinte. Deux études ont analysé 1'extrémité 5' du dernier fragment d'Okazaki
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dans la région de I'empreinte. La premiére a estimé la position du 5' a 342-345 pb de I'empreinte
(Vengrova and Dalgaard, 2004) et la seconde 1'a estimé a 30 pb (Sayrac et al., 2011). Les
conclusions tirées sont que I'empreinte serait formée durant la polymérisation ou de fagon post-
réplicative.

A ce jour, le mutant de la sous-unité catalytique de la Pol o est le seul connu impactant la
formation de I'empreinte sans influencer la pause de la fourche a MPSI. Au locus matl, une
autre protéine est recrutée du coté centromere distal : la protéine Sapl (Switch Activating
Protein 1) (figure 15). Le site de recrutement de Sapl, SAS/, est impliqué dans la maintenance
de l'empreinte. Sapl pourrait au travers de SAS/ participer a la formation/maintenance de
I'empreinte. La délétion de sapl étant 1¢tale, son role dans le CTS n'a pas ¢été clairement
déterminé. Comme décrit précédemment, Sap1 participe a la pause de la fourche de réplication
au niveau des LTRs et de 'ADNr. Au contraire, la délétion ou la mutation de son site de
recrutement n'altére pas l'activité de MPS1 (smt-0 et Al17) a matl. Aujourd’hui, nous ne savons

toujours pas pourquoi l'activité de Sap1 a mat! différe de celle observée aux LTRs ou a ' ADNr.

Par différentes techniques, des sites ont été décrits comme affectant le niveau de I'empreinte
(Arcangioli and Klar, 1991; Engelke, 1987; Kaykov et al., 2004; Styrkarsdottir et al., 1993).
Nous pouvons extraire de ces €tudes quatre éléments aidant a la compréhension de la formation
et de la maintenance de l'empreinte : (figure 15)

Premiérement, deux larges délétions du coté centromere distal de mat/ inhibent la formation
de I'empreinte et le CTS : sm#-0 et A17. Ces délétions ont été établies avec l'allele M a matl et
avec l'allele P a matl, respectivement. Elles sont ainsi appelées M smt-0 et P A17. Des éléments
de controle de la formation de l'empreinte sont donc présents du c6té centromere distal de
I'empreinte, indépendamment de 1'allele présent a mat!.

Deuxiemement, des mutations/délétions plus courtes présentes dans la délétion smt-0 (mut5,
mut7, smt-s, SASI et SAS2) diminuent le niveau de l'empreinte. Ces mutations sont décrites
comme ayant un impact sur la stabilisation de l'empreinte. Plus particulierement, quand la
substitution mut7 est présente, l'empreinte n'est pratiquement pas détectable durant le cycle
cellulaire, excepté en phase S ou son niveau est multiplié¢ par deux (Kaykov et al., 2004). La
substitution mut7 consiste a I'échange de 5 pb situées a 55 pb du site de I'empreinte par le site
de restriction Pst!.

Troisiémement, a l'intérieur de matIM, la délétion SS73 impacte la formation/maintenance de
I'empreinte (figure 115). De facon intrigante, la substitution de la séquence SSI/3 par une

séquence sans homologie permet de récupérer 72 % du niveau de I'empreinte comparé a une
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souche sauvage (figure 15 S525). En absence de cette région, Sayrac et ses collaborateurs
montrérent qu'un site initiateur de la réplication normalement présent a 30 pb du coté
centromere distal n'était plus utilis€ (Sayrac et al., 2011). L'absence de cette séquence
empécherait le positionnement correct de l'initiation de la réplication et donc la
formation/stabilité de 1'empreinte.

Quatriemement, nous pouvons noter que les s€quences impliquées dans la formation/maintien
sont situées de part et d'autre de celle importante pour la pause (figure 15). Les séquences les
plus proches du site de I'empreinte controlent la réplication ainsi que l'empreinte alors que celles
plus distantes controlent la formation/maintenance de 1'empreinte. Des deux cotés du site de
I'empreinte, des séquences participent a sa stabilisation, ce qui suggere qu'une structure
particuliére autour de celle-ci est formeée. Cette structure pourrait participer a son maintien au

cours du cycle cellulaire.
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SS13 SS25 SS2 mut3 smt-0 mut5 PA17 smt-s mut7 SAS2 SAS1
Position -318/-114| -318/-114 11/-1 +16/+21| 423/4285  +36/+41|  +59/477|  451/+77|  +56/+61| +60/+123| +140/+168|
Taille 204 204 110 5 263 5 122 27 5 64 4et11
Pause MPS1 64% 80% ND ND 100% 100% 100% 100%
Empreinte ND 72% ND ND ND x ND x X M x
Recrutement Lsd1-Lsd2| Swil-Swi3 Sap1

Figure 15 : Les éléments
contrélant la
formation/stabilisation
de I'empreinte.

A) Schéma du locus
matIM. B) Zoom sur la
région autour du site de
I'empreinte. Les acteurs en
cis et en trans impliqués
dans l'activit¢ de MPSI
sont en gris. Les sites des
séquences supprimées,
importantes ~ pour la
formation et maintenance
de l'empreinte, sont en
rouge. Les sites des
séquences substituées sont
indiqués en vert. La
protéine Sapl et son site de
recrutement sont annotés.
C) Tableau résumant les
phénotypes des différents
sites. "ND" signifie non
détectable et la fleche
descendante signifie qu'il y
a une diminution. Des
cases ne sont pas remplies,
car les données ne sont pas
disponibles.
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4.1.2 MPS1 est actif avec et sans empreinte

Par Southern-Blot, 40 a 50 % des molécules a matl cassent durant la préparation d'ADN. Ce
pourcentage refléte globalement le pourcentage de cellules avec une empreinte. Une population
de S. pombe sauvage est donc composée d'un mélange de cellules avec et sans empreinte en
quantité équivalente. Ainsi, la fourche de réplication passant au locus sexuel rencontre dans
environ 50 % des cas une empreinte. La découverte de mutants dans lesquels la pause est active,
mais I'empreinte est absente indique que I'empreinte n'est pas a 1'origine de l'activité¢ de MPS].
Par exemple, dans le mutant M smt-0, la pause est effectuée, mais l'empreinte n'est pas

détectable. La fourche fait une pause a MPS!I indépendamment de la présence de 'empreinte.

4.2 Le résultat de la réplication a travers l'empreinte

Le modele de la réplication du locus mat ! portant I'empreinte peut étre illustré comme le montre
la figure 16. La fourche de réplication arrive au locus mat! qui porte I'empreinte et la convertit
en CDB polaire, puisqu'une seule extrémité double brin est présente (figure 16). Cette CDB
polaire, toxique pour la cellule, est réparée en utilisant 1'un des deux donneurs silencieux comme
matrice. Plusieurs observations valident ce modele : La premiére est que lorsque des mutations
sont introduites dans I'un des deux donneurs, elles se retrouvent au niveau du locus matl
(Beach, 1983; Egel and Gutz, 1981). La seconde est qu'un intermédiaire de réplication formeé
entre matl et I'un ou l'autre des donneurs peut étre capturé en phase S par PCR (Arcangioli and
de Lahondes, 2000). La troisieme est que les deux brins d'ADN du locus mat! qui change
d'alléle sont néo-synthétisés (Arcangioli, 2000). A la différence du reste du génome, le locus
matl échappe donc a la réplication semi-conservative. D'autre part, bien que la réplication a
travers I'empreinte entraine la formation d'une CDB polaire, elle permet a nouveau la formation
de la marque chromosomique sur le brin retardé. Ce fait explique la "loi consécutive" qui
montre que la cellule sceur de celle qui vient de changer de type sexuel a acquis le potentiel de

changer de type sexuel a son tour.
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Figure 16 : L'empreinte est convertie en cassure double brin polaire par la fourche de
réplication.

Schéma représentant la réplication du locus mat! portant I'empreinte. La fourche de réplication
est unidirectionnelle. A son passage, la CDB est formée ainsi que I'empreinte sur le brin retardé.
La CBD est réparée par RH avec I'un des donneurs. A la fin de la division cellulaire, deux
cellules de type sexuel opposé sont formées. La cellule qui n'a pas changé de type sexuel porte
'empreinte.

4.3 La réparation de la CDB

4.3.1 Dans un contexte 790

Une autre classe de mutants affectant le CTS a été isolée lors du crible initial réalisé par Richard
Egel en 1984 (Egel et al., 1984). Ces mutants ne présentent ni défaut de pause ni défaut
d'empreinte, mais produisent des réarrangements de la région mat avec une fréquence plus
¢levée que le sauvage. Les génes mutés codent pour des protéines impliquées dans I'é¢tape de

résolution de la conversion génique responsable du CTS.
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Tout d'abord, la protéine Rad52 de pombe (synonyme de Rad22) est essentielle pour les souches
h90 (homothallique, changeant de type sexuel) et non pour les souches hétérothalliques (ne
changeant plus de type sexuel) (Ostermann et al., 1993; Schmidt et al., 1989). Cette observation
montre que l'empreinte est réparée via la RH, et plus particulierement via Rad52. D'autre part,
quatre protéines sont importantes pour la réparation de I'empreinte. Premi¢rement, le complexe
Swi4-Swi8, (MutS homologue 3 et MutS homologue 2) impliqué dans le mécanisme de
réparation des mésappariements permet de stabiliser les intermédiaires de réplication formeés
lors de I'initiation et de la résolution de la RH (Fleck et al., 1994; Hanada et al., 2007; Roseaulin
et al., 2008; Vagin et al., 2000).

Deuxieémement, le complexe Swi9-Swil0O (homologue des protéines mammiferes XPF et
ERCCI) participe aux étapes de clivage des intermédiaires de RH formés. Ce complexe
appartient a la famille des endonucléase flap. Il clive le squelette de I'ADN a Ia jonction
spécifique entre I'ADN double brin et 'ADN simple brin. Swi9-Swil0 participe a 1'étape de
résolution de la RH entre mat! et I'un des donneurs. Le modele est basé sur le fait que le brin
d'ADN a matl envahit I'un des donneurs en utilisant la boite d'homologie H1. Ce brin est
stabilis¢ par le complexe Swi4-Swi8. L'ADN est ensuite synthétisé jusqu'a la premicre
homologie, a savoir la boite d'homologie H2. L'intermédiaire de recombinaison formé est
stabilisé par Swi4-Swi8 et clivé par le complexe Swi9-Swil0, permettant l'invasion de la boite
H2 de matl (Roseaulin et al., 2008). Ce modele permet d'expliquer la transposition d'un des

alléles donneurs a mat!.

4.3.2 En absence des donneurs

En absence des donneurs, I'empreinte est formée et réparée par RH en utilisant la chromatide
sceur (Klar and Miglio, 1986; Nielsen and Egel, 1989; Roseaulin et al., 2008). Cette observation
permet notamment d'utiliser des souches présentant un type sexuel stable, mais sans défaut de
pause ou d'empreinte. Dans ces fonds génétiques, les donneurs mat2P et mat3M ainsi que la
région K ont été remplacés par le géne LEU2 de S. cerevisae (Klar and Miglio, 1986). Ces
souches sont appelées matIM A2-3 et matlP A2-3. En absence des donneurs, il a ét€ montré
que la chromatide sceur est utilisée pour la réparation de la CDB. A la différence de ce qui est
observé dans une souche 490, les endonucléases Mus81-Emel sont utilisées pour résoudre
l'intermédiaire de RH au lieu du complexe Swi9-Swil0 (Hanada et al., 2007; Roseaulin et al.,
2008). Dans un contexte sauvage, un mécanisme permet que la RH soit préférentiellement
initiée au niveau du donneur portant I'information opposée a celle présente a matl. Nous verrons

par la suite que la structure chromatinienne de la région des donneurs participe a ce choix.
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4.4 La chromatine dans la région mat

Bien que dans une cellule sauvage les deux alleles M et P soient présents au niveau des
donneurs, seul l'allele présent a mat! est exprimé (Egel, 1984b). Par ailleurs, un géne rapporteur
inséré dans la région des donneurs n'est pas exprimé (Grewal and Klar, 1996; Thon and Klar,
1992). Les loci mat2P et mat3M sont séparés physiquement par 11 kbp, ce qui en moyenne,
devrait correspondra a une distance génétique d'environ 3 cM (Nakaseko et al., 1986). Or, sur
17 000 clones sélectionnés, aucun ne présente de conversion génique entre des marqueurs
adjacents a ces loci (Egel, 1984b). La région contenant les donneurs est donc un point froid de
recombinaison. En utilisant ces caractéristiques, des acteurs en cis et en frans qui modulent le
CTS ont été isolés. Ces acteurs ont ensuite €t€ montrés comme participant de fagon globale a
la spécification de la chromatine chez S. pombe. Ces expériences ont déterminé le rdle de la

structure chromatinienne dans le CTS.

4.4.1 L'hétérochromatine au niveau des donneurs

La nature de 'hétérochromatine au niveau des donneurs est similaire a celle retrouvée au niveau
des télomeres, des centromeres et de ' ADNr (Grewal, 2000; Thon and Verhein-Hansen, 2000).
Les modifications épigénétiques communes aux régions hétérochromatiques sont présentes au
niveau des donneurs, notamment une hypoacétylation des lysines 9 et 14 de 1'histone H3, une
hypométhylation de la lysine 4 de I'histone H3, ainsi qu'une méthylation spécifique de la lysine
9 de I'histone H3 (Noma et al., 2001) (figure 17).

La formation de 1'hétérochromatine chez S. pombe nécessite l'action de différentes enzymes.
Cela inclut, des histones déacétylases (HDACs) comme Clr3, Clr6 et Sir2 ainsi que la méthyle
transférase Clr4 qui méthyle H3K9. En outre, les protéines a chromodomaine Swi6, Chp2
(homologues de HP1) et Chp1 qui se lient spécifiquement a H3K9 di- ou triméthylée sont aussi
nécessaires. Par ailleurs, la machinerie d'ARN interférence (ARN1) participe a la formation et
a la maintenance de I'hétérochromatine. Les petits ARN (ARNi1) sont présents dans le complexe
RITS (RNA-Induced Transcriptional Silencing) avec les protéines de liaison a Argonaute. Ce
complexe utilise la complémentarité des bases de I'ARNi pour guider son association a des
ARN naissants. Cette association est stabilisée par la liaison de RITS a H3K9me. La présence
de ces deux activités dans le complexe RITS, la reconnaissance des ARN naissants
complémentaires et la liaison a H3K9me, permet la formation de I'hétérochromatine en
collaboration avec les autres facteurs énoncés précédemment. Pour revue sur la formation de

I'hétérochromatine chez S. pombe se référer a : (Allshire and Ekwall, 2015; Martienssen and
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Moazed, 2015; Meller et al., 2015; Mizuguchi et al., 2015; Nikolov and Taddei, 2016)
(figure 17).

De surcroit, cette identit¢ chromatinienne est nécessaire au CTS puisque des mutants impactant
la formation de cette structure diminuent également l'efficacité du CTS. Par exemple, une des
premicres mutations isolées affectant le CTS touche le geéne swi6 (Egel et al., 1984). Le géne
swi6 produit une protéine homologue a HP1 (Heterochromatin Protein 1) qui lie H3K9me et
participe a la répression transcriptionnelle (Bannister et al., 2001; Lachner et al., 2001). Cette
protéine est conservée de I'Homme a la levure. Par exemple, 1'allele M317 de la souris peut
remplacer l'allele swi6 de S. pombe (Eissenberg and Elgin, 2000; Ma et al., 2001; Wang et al.,
2000). Chez S. pombe en absence de swi6 les donneurs mat2P et mat3M sont exprimés et la
recombinaison dans cette région n'est plus réprimée (Klar and Bonaduce, 1991; Lorentz et al.,
1992; Lorentz et al., 1994; Nakayama et al., 2000). En outre, en absence des protéines Clr3,
Clr6 et Sir2 (HDAC:S) les donneurs sont exprimés (Bjerling et al., 2002; Ekwall and Ruusala,
1994; Olsson et al., 1999; Shankaranarayana et al., 2003; Thon et al., 1994). Par ailleurs, la
méthyle transférase Clr4 ainsi que la protéine Rikl controlent la localisation de Swi6 et par
conséquent la répression transcriptionnelle de cette région (Ekwall et al., 1996, Ekwall and
Ruusala, 1994; Ivanova et al., 1998; Thon et al., 1994; Zhang et al., 2008a). Enfin, la machinerie
d'ARNI participe aussi a formation de 1'hétérochromatine au niveau des donneurs (Hall et al.,
2002; Noma et al., 2004).

Sachant que la pause de la fourche de réplication a MPSI est contrdlée par des séquences
internes a matIM et matIP, il serait attendu que la fourche pause également au niveau des deux
donneurs. Or, aucune pause de la fourche de réplication n'est observée au niveau de mat2P et
mat3M (Sayrac et al., 2011; Vengrova and Dalgaard, 2004). Cet ¢lément suppose que soit
I'hétérochromatine soit I'incapacité de recruter des acteurs protéiques réprime l'activité de pause
de la fourche au niveau des donneurs. La réplication dans des mutants qui affectent la formation
de 1'hétérochromatine, par exemple Clr4 ou Swib6, n'a pas été étudi¢e. D'autre part, il est aussi
possible que la direction de la fourche de réplication au niveau des donneurs ne permette pas la

formation de la pause.

46



Répression épigénétique
Chromatine Active ) Chromatine Inactive

Déacetylation par les HDACs Méthylation de H3 Lys9 Swib6 se lie a H3K9me

.@ :> =D r::> [Suis

Swig qus Sms Swib

UJUUJJJJUJ L]

Figure 17 : L'assemblage de 1'hétérochromatine chez S. pombe.

Schéma adapté de (Grewal and Elgin, 2002) et de (Allshire and Ekwall, 2015). Les protéines
ClIr3, Clr6 et Sir2 participent a la déacétylation de H3K9 et H3K4. La protéine Clr4 en complexe
avec Rikl permet de méthyler H3K9. Les protéines Swi6 et Chp2 sont recrutées au niveau de
H3H9me. Le complexe RITS se lie via AGO1 (Argonaute) a I'ARN naissant synthétisé par la
Pol II participant ainsi a la formation de I'hétérochromatine.

4.5.2 Les sites IR-L et IR-R ainsi que CENH participent a la formation de
I'hétérochromatine

Deux questions sous-jacentes dans le domaine de 1'épigénétique ont €t¢€ adressées au travers de
la structure de la région mat. La premicre étant de définir le site et les acteurs responsables de
la formation de I'hétérochromatine. La seconde ¢tant de mettre en évidence les éléments
bloquant la propagation de I'hétérochromatine pour qu'elle n'affecte pas I'expression de loci
adjacents.

Tout d'abord, la région K séparant les loci mat2P et mat3M contient le locus CENH qui est
compos¢ de séquences homologues a celle des centromeres (Grewal and Klar, 1997). Cette
région insérée de facon ectopique dans le génome de S. pombe permet la nucléation de
I'hétérochromatine (Hall et al., 2002). De surcroit, une mutation du gene swi6 est épistatique a
la délétion de la région K (Grewal and Klar, 1997; Thon and Friis, 1997). Plusieurs laboratoires
ont ensuite montré que CENH promeut la formation de I'hétérochromatine au travers de la
machinerie ARNI1 et via des protéines de la famille ATF/CREB (Hall et al., 2002; Jia et al.,
2004a; Kim et al., 2004; Noma et al., 2004). CENH potentialise le recrutement des acteurs
hétérochromatiques décrits précédemment (figure 17 et 18). Par ailleurs, deux autres ¢léments
de séquence participent a la formation de I'hétérochromatine : REII et REM3 (Ekwall et al.,
1991; Thon et al., 1994; Ayoub et al., 1999; Ayoub et al., 2000). Ces sites sont situés
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respectivement du coté centromere proximal de mat2P et de mat3M (figure 18). La délétion de
ces sites perturbe la formation de I'hétérochromatine (Ekwall et al., 1991; Thon et al., 1994;
Ayoub et al., 1999; Ayoub et al., 2000).

Enfin, une caractéristique intéressante de cette région est la présence de deux séquences
répétées inversées entourant les loci donneurs : /R-L et /[R-R (Noma et al., 2001). Une des
observations les plus parlantes est le fait que la nature de la chromatine change brutalement a
la bordure de ces régions. En effet, entre ces ¢léments IR, H3K9 est méthylée et H3K4,14 sont
hypoacétylées alors qu'a lI'extérieur de cette région, l'inverse est observé (Noma et al., 2001).
Ces répétitions marquent les limites de la région réprimée. Par la suite, d'autres études ont
montré que la délétion de ces répétitions entraine une perturbation de I'hétérochromatine (Thon
et al., 2002) et que cette délétion combinée a la surexpression de la protéine Swib entraine une
propagation de 1'hétérochromatine (Noma et al., 2006; Noma, 2001). En outre, les facteurs
décrits comme participant aux barrieres hétérochromatiques sont recrutés au niveau de ces
¢léments. Cela inclut, le facteur TFIIIC (facteur de transcription), la protéine Bdf2 (BET family
double bromodomain protein 2, homologue de BRD3 et BRD4 chez I'homme) via Epel/Kdm2
(Jmjc domain chromatin associated protein, homologue des protéines de la famille des lysines
déméthylases chez I'homme) ainsi que les deux composants du complexe de protection des
télomeres, Tazl (human TRF ortholog) et Rafl (RikI-associated factor) (Noma et al., 2006;
Toteva et al., 2017; Wang et al., 2013). De surcroit, le complexe Lsd1-Lsd2 agissant au niveau
de la réplication a mat! a aussi €t€ montré comme participant a 1'établissement de ces barrieres
au niveau de la région des donneurs (Lan et al., 2007) (figure 18). Enfin, il a été montré que la
localisation au niveau de la membrane nucléaire de la région mat dépend des éléments /R-L et
IR-R combinés a l'expression de la protéine Clr4 (Alfredsson-Timmins et al., 2007; Jakociunas
et al., 2013a). Ces observations, suggerent que ces deux séquences participent au maintien du

passage d'une région hétérochromatique a euchromatique.
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Figure 18 : La nucléation et les barriéres de la chromatine dans la région mat.
La région mat est schématisée en haut de la figure. Un agrandissement sur la région des
donneurs est représenté dans le panneau du milieu. Les acteurs décrits dans le texte comme
participant a la nucléation et la délimitation de I'hétérochromatine sont représentés.

4.5 Le choix du donneur

Les expériences de pédigrée réalisées chez S. pombe ont révélé que dans 90 % des cas, la cellule
choisit le donneur portant I'allele opposé a matl pour réparer la CDB polaire (Miyata and
Miyata, 1981; Egel and Eie, 1987; Klar, 1990). Le mécanisme contrdlant cette décision non
aléatoire est appelé "la directionnalité" (Thon and Klar, 1993). Dans des mutants qui affectent
la directionnalité, ni la pause de la réplication a MPSI, ni le niveau de l'empreinte, ni la
réparation ne seront affectés. La premicre expérience clef qui a permis d'envisager un modele
expliquant ce mécanisme est I'¢tude de l'efficacité du CTS dans une souche contenant une
inversion des cassettes donneuses. L'alléle mat3M est placé a la place de l'allele mat2P et
inversement. Dans ce contexte, l'efficacité du CTS est réduite sans que le niveau de I'empreinte
ne soit affecté. Ce phénotype montre, d'une part, que la localisation plutdt que le contenu des
cassettes donneuses dirige la réparation, et, d'autre part, que 1'allele présent a matl détermine
ce choix (Thon and Klar, 1993). Le second résultat important est que la présence de mutations
dans le geéne swi6 ou clr4 entraine un déséquilibre entre les deux types sexuels dans une colonie
(Thon and Klar, 1993). Les colonies swi6A et clr4A sont en majorité¢ composées de cellules de
type sexuel M. Ces résultats suggerent que le type sexuel de la cellule ainsi que des acteurs

protéiques en trans controlent la directionnalité.
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4.5.1 La nature chromatinienne participe a la directionnalité

Initialement, trois mutations qui conduisent a un phénotype attendu s’il affecte la directionnalité
ont €té isolées : swib, swi2 et swis (switch gene 6, 2 et 5) (Egel et al., 1984). L'implication de
la protéine Swi6 (homologue de la protéine HPI1) dans ce mécanisme suppose que
I'hétérochromatine participe a la directionnalité. D'autres éléments ont permis d'étayer cette
hypothése. Par exemple, la disruption de la région K, contenant CENH entraine une utilisation
preférentielle de mat3M lors du CTS. Les colonies contenant cette délétion sont composées en
majorité de cellules de type sexuel M (Grewal and Klar, 1997). Par ailleurs, les protéines Clr4,
Rik1, Clr7 et CIr8 participant a la méthylation de H3K9 et a la localisation de Swi6 ont aussi
¢té décrites comme participant a la directionnalité (Ivanova et al., 1998; Nakayama et al., 2001;
Thon et al., 2005; Tuzon et al., 2004).

Enfin, un autre élément est a souligner, a savoir que la structure de I'hétérochromatine de la
région du donneur varie en fonction du type sexuel. En particulier, des genes rapporteurs
introduits dans cette région sont plus fortement réprimés dans une cellule de type M que P
(Ayoub et al., 1999; Thon et al., 1999). En outre, la protéine Swi6 est enrichie dans le type
cellulaire M (Noma et al., 2001). Ces observations suggerent que le type sexuel participe a la

structure de la chromatine dans la région des donneurs et par ce fait guide la RH.

4.5.2 Le complexe SwiS-Swi2 controle le choix du donneur

Un deuxieme type de protéine impactant la directionnalité a aussi été décrit : le complexe Swi2-
Swi5. Le phénotype de mutants des genes swi2 et swij ressemble a celui du gene swi6,
suggérant que ce complexe joue un role dans la directionnalité au travers de I'hétérochromatine.
Premiérement, la protéine Swi5 peut former deux complexes différents : le premier est composé
de SwiS5, Sfrl (Swi five-dependent recombination mediator) et Rad51 et le deuxieéme de Swi$,
Swi2 et Rad51 (Akamatsu et al., 2003). Le premier complexe contenant Sfrl participe de fagon
générale a la RH, alors que le deuxieme participe spécifiquement au CTS (Akamatsu et al.,
2007; Haruta et al., 2008; Jia et al., 2004).

Trois études montrent que le complexe Swi2-Swi5 est recruté au niveau des donneurs en
fonction du type sexuel de la cellule (Aguilar-Arnal et al., 2008; Jia et al., 2004; Matsuda et al.,
2011). Ce complexe est positionné au niveau de mat3M constitutivement, mais se lie a mat2P
seulement dans les cellules M (Aguilar-Arnal et al., 2008; Jia et al., 2004b; Matsuda et al.,
2011). Ce recrutement spécifique est dépendant de la protéine Swi6 ainsi que d'un €lément de
séquence SRE3 situé du coté centromere distal de mat3M (Jia et al., 2004) (figure 19). En outre,

la délétion de swi2 ou de swi5 entraine un déséquilibre entre les deux types sexuels (Aguilar-
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Arnal et al., 2008; Jakociunas et al., 2013b; Matsuda et al., 2011). L'étude de plusieurs colonies
indépendantes a montré qu'en absence de swi2 les colonies sont soit biaisées vers M soit biaisées
vers P. Tandis qu'en absence de swiJ, les colonies sont en majorité biaisées vers M (Jakociunas
et al., 2013). Ces observations supposent que la répartition de ce complexe sur
I'hétérochromatine participe au mécanisme de directionnalité comme le décrit la figure 19. Une
des questions restant en suspens est de déterminer le mécanisme moléculaire controlant la
répartition spécifique de ce complexe. Un des éléments de réponse est que la liaison de Swi2-
Swi5 au niveau de mat2P est dépendante du facteur Mc produit dans des cellules de type M et
de la protéine Abpl (Aguilar-Arnal et al., 2008; Matsuda et al., 2011). Finalement, il a été
montré que le facteur Mc, en collaboration avec la protéine Abpl, permet l'expression d'un
transcrit alternatif du gene swi2 (Yu et al., 2012). 1l a été supposé que ce transcrit forme une
protéine courte de Swi2 (Swi2S) qui en complexe avec la protéine SwiS serait présente au
niveau de mat2P pour favoriser le CTS avec celui-ci (Yu et al., 2012) (figure 19). Le
recrutement de ce complexe spécifiquement au locus mat2P n'a cependant pas encore été étudié.

La technique utilisée pour localiser Swi2 ne permet pas de discriminer la forme de Swi2.
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Figure 19 : Mode¢le de la répartition du complexe Swi2-SwiS en fonction du type sexuel.
Modifi¢ de (Yu et al., 2012a). Le panneau de gauche schématise ce qui se passerait dans une
cellule P. Seul le complexe Swi5-Swi2L (Large) est présent au niveau de mat3M via SRE3. Le
panneau de droite représente ce qui se passerait dans une cellule M. Le facteur Mc ainsi que la
protéine Abpl permettrait l'expression de la protéine Swi2S (Small). Les complexes Swi5-
Swi2S et Swi5-Swi2L diffuseraient jusqu'au donneur mat2P permettant qu'il soit favorisé pour
la recombinaison.

4.5.3 SRE2 et SRE3, des ¢léments de séquences controlant la directionnalité

Deux séquences qui participent au choix du donneur ont été caractérisées finement : SRE?2 et
SRE3 (Jakociunas et al., 2013b; Jia et al., 2004; Yu et al., 2012). Ces deux ¢léments sont situés
du coté centromere distal de mat2P et de mat3M, respectivement (figure 20). Un des résultats
clefs montre qu'une souche présentant une inversion des cassettes donneuses combinée avec
une inversion des éléments SRE2 et SRE3 change de type sexuel de fagon sauvage (Jakociunas
etal., 2013). De plus, la délétion de SRE? résulte en des colonies de type sexuel M et la délétion
de SRE3 entraine la formation de colonies de type sexuel P (Jakociunas et al., 2013). Ainsi,
SRE?2 et SRE3 en collaboration avec Swi2 et Swi6, plus abondantes dans une cellule de type
sexuel M, contrdlent la directionnalité chez S. pombe (figure 20).

L'action exacte des différents acteurs protéiques et génétiques décrits reste encore a étre

précisée. Cela permettra de proposer un modele qui intégre tous les résultats générés jusqu'alors.
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Figure 20 : Les éléments SRE?2 et SRE3.

Tiré de (Jakociunas et al., 2013b). Mode¢le de 1'action des éléments SRE2 et SRE3 en fonction
du type sexuel de la cellule. Dans une cellule M, les protéines Swi6 et Swi2 favoriseraient
l'utilisation de SRE2 comme promoteur de la recombinaison. Dans les cellules P, Swi2 et Swi6
¢tant moins abondantes, SRE3 serait utilis€ comme promoteur de recombinaison.
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5. Le projet : 1a formation et le devenir de l'empreinte chez la levure
S. pombe

Les différentes étapes du mécanisme de CTS ont été étudi¢es depuis de nombreuses années,
mais les éléments responsables de la formation et du maintien de I'empreinte restent encore peu
connus. Le controle de la formation de 'empreinte a mat/ est un modele d'étude pour disséquer
les mécanismes qui participent a la stabilité génétique. Plus particulierement, 1'analyse des
¢léments qui controlent la pause programmée a MPSI puis la formation d'une empreinte
recombinogene permettra de mieux comprendre les relations qui existent entre la réplication et
'épigénétique. A l'instar de ce qu'a apporté 1'étude de la fourche de réplication au niveau de
I'ADNr ou au niveau du site R7S/, l'analyse de l'activité de MPSI a mis en évidence de
nouveaux acteurs qui influencent la progression de la fourche, comme les protéines Lsd1 et

Lsd2.

Les protéines qui influencent les étapes initiatrices du CTS sont multiples. Cette pluralité
suggere que des mécanismes distincts controlent cette division asymétrique. Par exemple, une
des protéines nécessaires a la RH, Rad52, interagit avec le locus sexuel et est nécessaire ou
CTS. D'autre part, Lsd1-Lsd2, des protéines qui modifient les histones, contrdlent 'activité de
MPS]1. La question est de comprendre comment I'empreinte chromosomique a mat! est formée

et est maintenue.

Mon projet a été de déterminer la localisation des protéines Lsd1, Lsd2, Sap1 et Abp1 au niveau
de la région mat. En outre, j'ai caractérisé finement les sites de recrutement des protéines Lsdl
et Sapl. Par ailleurs, j'ai également réalis¢ la premicre analyse du role de la protéine Abpl au
niveau du locus sexuel.

L'analyse a haut débit des sites préférentiellement enrichis en Lsd1, Lsd2, Sapl et Abpl m'ont
permis de suggérer un role plus général de ces protéines sur le contrdle de la réplication.

De plus, en cartographiant I'empreinte par séquengage a haut débit, j'ai pu analyser la structure
chromatinienne formée au locus sexuel.

Enfin, j'ai également participé a un projet visant a identifier I'implication de la protéine Lsdl
dans la stabilité génétique. J'ai analysé de nouveaux sites de pause pour la fourche de réplication

potentiellement contrdlés par la protéine Lsdl.
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1. Comment tester l'efficacité des différentes étapes du CTS

Comme décrit précédemment le mécanisme de CTS comporte trois étapes majeures qui sont la
pause de la fourche de réplication a MPS1 (Matl Pause Site 1), la formation/maintenance de
I'empreinte et le remplacement de I'allele a matl par conversion génique. Durant ma thése, j'ai
analysé I'efficacit¢ du CTS en testant I'efficacité de ces étapes dans différents fonds génétiques.
Les techniques utilisées, ont plus la plupart, été mises au point par plusieurs laboratoires
travaillant dans le domaine au cours des trente dernieres années. Je ne présenterai ici que les
étapes spécifiques a cette étude.

Les gels bidimensionnels d'ADN permettent de mesurer 1'efficacité du site MPSI. L'empreinte
est, quant a elle, analysée par Southern Blot. Enfin, I'équilibre dans la population des deux types

sexuels est analysé par PCR quantitative (QPCR).

1.1 Quantification de l'efficacité d'une pause de la fourche de réplication : les Gels
2D

La réplication du locus mat! est a I'origine du CTS puisque c'est au redémarrage de la fourche
de réplication en pause au niveau du site MPS1 que I'empreinte est déposée (Dalgaard and Klar,
1999, 2000, 2001; Kaykov et al., 2004). J'ai analysé¢ les intermédiaires de réplications (IR) au
niveau de MPS1 par la technique de gel 2-D (Brewer and Fangman, 1987, 1988; Kaykov et al.,
2004). Sachant que seulement 20 % des cellules sont en réplication dans une culture en phase
exponentielle, une partie minime des cellules répliquera le locus mat/ a un temps t. De plus, les
structures d'ADN formées au cours de cette étape du cycle sont fragiles et facilement perdues
pendant la préparation. Le laboratoire a mis au point un protocole qui permet de préserver et de
s¢lectionner les IR.

Une pré-culture en milieu riche (YES) a 33 °C de S. pombe est réalisée afin d'obtenir 250 mL
d'une culture cellulaire en phase exponentielle & une densité comprise entre 5.10° et 1.107
cellules par mL. Rapidement, la réplication est bloquée en ajoutant du I'azide de sodium a une
concentration finale (Cf) de 0,1 % et un glagon de 40 mL d'EDTA (pH 8, Cf 0,04 M) a la
culture. Cette €tape est réalisée a froid (4 °C). En vue de préserver les IR, I'ADN est préparé et
digéré enzymatiquement en plug d'agarose (Arcangioli, 1998; Schwartz and Cantor, 1984).
2.10% cellules sont utilisées par plug d'agarose de 150 pL. Pour un gel 2-D, 10 plugs d'agarose
(2.10° cellules) sont utilisés. Les plugs contenant les cellules subissent différents traitements
qui permettent la purification de ' ADN (Brewer and Fangman, 1988; Kaykov et al., 2004). Une

fois I'ADN purifié, il est digéré enzymatiquement en plug. Les enzymes de restrictions sont
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choisies en fonction de leur capacité a digérer I'ADN dans ces conditions. Je me référe aux
recommandations du site du fournisseur NEB suivant :
https://www.neb.com/tools-and-resources/usage-guidelines/digestion-of-agarose-embedded-
dna-info-for-specific-enzymes

Pour I'analyse de MPS1, nous utilisons I'enzyme Ndel qui génere un fragment de 3,1 kb.
L'ADN digéré est moins fragile et peut étre extrait des plugs. L'agarose est dissous pendant
10 min a 70 °C puis digéré avec 2 unités/plug de B-agarase I. Les ARN sont digérés pendant
cette étape avec 20 pg/plug de RNase A, pendant 1 h a 37 °C.

Le surnageant est collecté puis dilué¢ 2 fois dans le méme tampon que celui utilis€ pour
1'équilibrage de la colonne de BND-cellulose (10 mM Tris-HCL pH 7,5/ 1 mM EDTA pH 8/
300 mM NaCl). Le surnageant est ensuite doucement chargé sur la colonne de BND-cellulose.
Cette étape permet l'enrichissement en IR. En effet, la BND-cellulose possede de I'affinité pour
I'"ADN simple brin. Les IR de réplication seront plus favorablement liés a la colonne que les
ADN double brin. Pour décrocher les IR, la caféine, un analogue des bases purines, est utilisée
comme compétiteur (Ebrahimi et al., 2013).

Les colonnes de BND-cellulose (Benzoylated Naphthoylated DEA-cellulose, Sigma) sont
préparées de la fagon suivante :

Pour une colonne, 2 g de BND-cellulose sont lavés dans 10 mL d'un tampon hautement
concentré en sel afin d'éliminer les impuretés (10 mM Tris-HCL pH 7,5/ 1 mM EDTA pH 8/
5 M NaCl). Ensuite, une centrifugation de 2 min a 3000 rpm est effectuée. La phase flottante
de BND est ¢éliminée avec la totalité du tampon.

Enfin, la colonne est équilibrée toute la nuit dans le tampon suivant 10 mM Tris-HCL pH 7,5 /
1 mM EDTA pH 8 /300 mM NaCl. La BND-cellulose est ensuite chargée sur une colonne de
chromatographie dans le but d'avoir 1 mL de BND-cellulose compacte utilisable.

L'ADN est chargé sur la colonne. Puis, la colonne est lavée avec 3 mL d'un tampon ayant une
concentration plus élevée en sel (10 mM Tris-HCL pH 7,5/ 1 mM EDTA pH 8/ 800 mM NaCl)
cette ¢tape permet d'é¢liminer 'ADN double brin. Les IR sont ensuite €¢lués avec un tampon a
base de caféine (10 mM Tris-HCL pH 7,5 / 1 mM EDTA pH 8 / 1 M NaCl / 1,8% Caféine
(sigma C-8960)). Des fractions de 500 pL sont récupérées.

Chaque fraction est analysée sur gel d'agarose pour déterminer lesquelles seront utilisées pour

le gel 2D. 10 pL de chacune des fractions sont chargés sur un gel d'agarose de 0,8 % et migrés

pendant 20 min a 100 V (figure 1).
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Figure 1 : Photographie du gel apres migration des fractions.

Les résultats de 2 colonnes de purification sont représentés. La piste O représente ' ADN avant
le passage sur colonne. Les pistes 1 a 6 représentent les fractions de lavage et celles de 7 a 12
les fractions d'élution. Les carrés jaunes représentent les fractions récupérées.

Les IR n'ont pas les mémes propriétés de migration que '"ADN double brin. Comme le montre
la figure 1, les fractions contenant les IR présentent une trainée qui s'étend du puits jusqu'a la
premiére bande la plus intense. Nous remarquons que la plupart du matériel se retrouve dans la
fraction de lavage, d'ou la nécessité d'enrichir en IR.

Les fractions d'intérét sont rassemblées, puis I'ADN est précipité et repris dans 40 pL. de tampon
de migration (10 mM Tris-HCL pH 7,5 /0,1 mM EDTA pH 8 / 10 mM NacCl).

Les 40 uL d'ADN sont déposés et séparés pendant 18 h a 1 V/cm a température ambiante dans
un gel d'agarose de 300 mL a 0,4%. La premiére dimension permet de séparer I'ADN en
fonction de sa taille et non de sa structure.

Pour la seconde dimension, une bande du premier gel d'agarose contenant les fragments
d'intérét est découpée puis placée orthogonalement sur un nouveau support. Pour connaitre la
taille du bloc d'agarose a découper, la piste du marqueur de poids moléculaire est découpée,
colorée au Bromure d'Ethydium (BET) puis photographiée sous UVs. La taille du bloc d'ADN
dépend du fragment de restriction a analyser. Ici, 1'enzyme Ndel donne un fragment de
restriction d'intérét de 3,1 kb. Ce fragment en fin de réplication aura une taille maximale de 6,2
kb. Nous découpons donc la piste comprise entre 1,5 kb et 9 kb. Enfin, un gel d'agarose a 1,1 %
avec 0,3 ug/mL de BET préalablement refroidit a 45 °C est coulé sur la bande du premier gel.
Les ADN sont ensuite séparés pendant 5 h a 5 V/cm en chambre froide. Cette migration permet
de dissocier 'ADN en fonction de sa structure.

Le gel est ensuite traité comme un Southern-Blot en utilisant comme protocole celui décrit par

le volume 2 du livre "Molecular Cloning a laboratory manual" (Sambrook et al, 1989). Le

transfert est effectué par capillarité.
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La membrane obtenue est hybridée avec une sonde radio-marquée par le fragment de Klenow
de 'ADN polymérase I, en utilisant de 'ATP marqué en a-P32. La sonde utilisée est obtenue
par PCR sur de I'ADN génomique d'une souche de S. pombe h90 (préparé par une méthode
classique) en utilisant les oligonucléotides suivant : 5° TTCGGTATTTAAGTCTGGCG 3’ et
5" CCAATTATGCTGTTCGTGTC 3°.

La figure 2 présente le résultat schématique d'un gel 2-D. Un signal fort sur l'arc représente une
accumulation d'IR. Cela signifie que dans une population cellulaire, une partie des cellules
auront une fourche bloquée a ce site particulier. Ainsi, sur I'arc de réplication ce signal résultant
de cette accumulation sera quantifié¢ pour déterminer l'efficacité du site de pause.

Dans une autre partie de ma thése, j'ai aussi analysé la réplication du locus wif9. Pour ce faire,
j'ai utilisé le méme protocole que celui décrit précédemment en changeant les enzymes de
restriction et la sonde. Les différentes enzymes utilisées seront indiquées dans la partie d'intérét.
La sonde utilisée est obtenue par PCR sur de I'ADN génomique d'une souche de S. pombe h90
(préparé¢ par une méthode classique) en utilisant les oligonucléotides suivant

5> GTGACTGAGTAAATAGATCG 3’ et 5 TTATTCTATGGACAGCAGTG 3°.

MPS1

A —=
e e
| — |
B matiM/P_
fragment 3.1kb W
B
20! fourche arrétée

—<

Tardif Y Arc

Précoce

. ¢ .
signal pause Nt
arc + pause

Figure 2 : Résultat schématique d'un gel 2-D.

A) L'enzyme de restriction ainsi que la taille du fragment obtenu sont indiqués. La taille et la
position de la sonde sont indiqués. B) Schéma représentant une pause de la fourche de
réplication aprés analyse par gel 2-D. La fourche en pause est reconnaissable car les IR
s'accumule en un point au niveau de l'arc. La position du point dépend de I'endroit ou se trouve
le site de pause sur le fragment de digestion. L'ADN double brin linéaire est retrouvé sur la
diagonale. La quantification de la pause d'effectue en utilisant le rapport
signal du point / (signal de I'arc + signal du point)
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1.2 Observation de I'empreinte a matl par Southern-blot

L'empreinte a matl engendre une cassure double brin durant une préparation classique d'ADN.
Ce phénomene nous permet d'analyser la quantité d'empreinte par Southern-Blot.
L'ADN génomique est préparé selon la méthode décrite dans l'expérience 17 du livre

"Experiments with fission yeast: A laboratory course manual" (Alfa et al,. 1993).

5 ng de I'ADN ainsi préparé sont digérés par 60 unités de I'enzyme HindIII (NEB).
L'ADN est ensuite séparé dans un gel 0,8 % d'agarose en TAE a 50 V (2 V/cm) pendant 14 h.
Le gel est trait¢é comme le décrit le protocole de Southern-Blot dans le volume 2 du livre

"Molecular Cloning a laboratory manual" (Sambrook et al,. 1989). La membrane est hybridée

avec une sonde radio-marquée par le fragment de Klenow en utilisant de I'ATP marquée en a-
P32 (figure 3). La sonde est obtenue par PCR sur de I'ADN génomique d'une souche de S.
pombe h90 (préparé¢ par une méthode classique) en utilisant les oligonucléotides suivant :
5" TTCGGTATTTAAGTCTGGCG 3’ et 5> CCAATTATGCTGTTCGTGTC 3°. Le résultat
schématique est présenté en figure 3. Le pourcentage de molécules d'ADN portant I'empreinte
est calculé en utilisant le rapport suivant : signal du fragment distal + signal du fragment
proximal / somme des signaux des trois fragments. Cette technique permet d'estimer le nombre
de molécules qui possedent I'empreinte, sachant que dans une population de cellules de S.

pombe selon le modele de CTS, environ 50% des cellules portent une empreinte.

A B

Sans empreinte Avec une empreinte

Hindlll Hindlll Hindlll Hindlll
sonde 9 Kb l l sonde 9 Kb

L/ A mat1 M/P M :ﬁ/ A mat1 M/P \M

3 fragment 10,4 Kb %

|

|

| |

| |

| | |
| |

T T

mat1 proximal 54 Kb mat1 distal 5 Kb

Figure 3 : L'empreinte crée deux sous fragments.

A) Sans empreinte, la digestion enzymatique produit un fragment de 10,4 kb contenant le locus
matl. B) Si I'empreinte est présente le fragment de digestion HindIII de 10,4 kb sera divisé en
deux fragments de 5,4 kb (proximal) et de 5 kb (distal). Le rapport entre le signal du brin
proximal + distal / signal des trois fragments nous donne le pourcentage de molécules d'ADN
ayant I'empreinte.
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1.3 Utilisation de la qPCR pour établir le pourcentage de cellules M et P dans une
population

Le passage de la fourche de réplication au travers de 1'empreinte a mat! crée une cassure double
brin. Cette cassure est réparée en utilisant le donneur portant l'allele opposé a celui de mat|.
Dans un contexte sauvage, le donneur ayant 'allele opposé est choisi dans 90 % des cas (Miyata
and Miyata, 1981). Un des phénotypes de mutants affectant le CTS est un déséquilibre entre la
proportion de chaque type sexuel dans une colonie. Dans le but de quantifier la proportion de
chaque type sexuel, j'ai utilis¢ la PCR quantitative (qPCR). Cette technique permet de
déterminer la quantit¢ d'ADN double brin présente a chaque cycle de PCR. Cette quantification
est basée sur le fait qu'un fluorochrome est ajout¢ au mélange de la réaction de PCR. Ce
fluorochrome a la particularité d'émettre un signal quand il se lie a de ' ADN double brin. Le
signal émis est donc proportionnel a la quantité d'ADN double brin dans le puits de PCR. La
quantité de signal fluorescent est mesuré a chaque cycle. Le mélange utilis¢ dans ce travail est
"eurobio Green qPCR Mix Lo-Rox". La machine de qPCR utilisée est la qTower Jenna A6.
Afin de mesurer la proportion de chaque type sexuel dans une colonie de S. pombe, j'ai extrait
I'ADN avec la méthode dite "extraction par billes". Cette méthode consiste a casser les cellules
en utilisant un broyage mécanique avec des billes de verre. L'ADN est ensuite purifi€, précipité
et resuspendu en suivant une méthode classique. La qPCR est réalisée en utilisant deux couples
d'oligonucléotides, un permettant de doser la quantité de molécule d'ADN contenant I'all¢le P
a matl et 'autre 'allele P a matl (figure 4). La séquence d'oligonucléotide distal est OL198
5" AGGGAAAATTGGAGGGAG 3'. La séquence du primer IM est OL199
5' TGTTTTAGAGGGTGATGCTT  3' et celle de 1P est  OL200
5' AGCGGCTACTGGATTAAC 3'. La méthode des ACq est utilisée pour la normalisation. La
comparaison entre les quantifications des deux couples d'amorces me permet de calculer la
proportion de chaque allele présent a matl. Les barres d'erreurs représentent les déviations

standards de la moyenne. Un t-test non apparié est utilisé pour le calcul des p values.
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Figure 4 : Schéma de la position des oligonucléotides utilisés en qPCR.
La position des couples d'oligonucléotides est indiquée pour chaque allele a matl.
L'oligonucléotide nommé distal, hybride indépendamment de 1'all¢le présent a mat1.

2. Détermination d'un site de recrutement protéique

Durant ma these, j'ai utilisé différentes techniques afin de déterminer le site de recrutement des
protéines Lsdl, Lsd2, Sapl et Abpl sur la chromatine. Dans cette partie je vais décrire
spécifiquement chacune de ces techniques en mettant 1'accent sur les points différents de ce qui

est publié.

2.1 In vitro : La technique de gel retard

La technique de gel retard permet d'analyser in vitro le recrutement d'une ou plusieurs protéines
sur une séquence d'ADN double brin (ADN db). Le principe est que le complexe ADN/protéine
migre dans un gel de polyacrylamide plus doucement que de I'ADN seul.

Pour tester le recrutement de Sapl et Lsd1 a matIM, j'ai utilisé des séquences d'’ADN double
brin recouvrant la région matIM (figure 5). La liste des séquences des ADN db utilisés est
indiquée dans le tableau 1. 50 ng d'un des brins d'ADN est marqué 