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Résumé : régulation globale de la transcription bactérienne

par le surenroulement de ’ADN

L’ADN est le porteur de 'information génétique permettant le développement, le fonc-
tionnement et la reproduction des cellules. La structure de ’ADN est tres organisée, a
petite échelle avec sa structure en double-hélice, mais également a plus grande échelle. En
effet, chez les bactéries, le chromosome est situé dans le cytoplasme, sous une forme tres
compacte. Cette compaction résulte notamment du surenroulement de I’ADN (SC), c’est a
dire de la déformation torsionnelle de la double-hélice de ’ADN. Cette déformation est
a la fois impliquée et impactée dans les processus biologiques nécessitant la dissociation
des deux brins de la double-hélice, tels que la réplication et la transcription. Selon les
conditions environnementales rencontrées par les bactéries, le niveau de SC peut varier,
principalement sous le controle de la gyrase, qui augmente le niveau de SC, et de la topoi-
somérase I, qui relache I’ADN. La régulation du niveau de SC est tres importante car une
variation de SC impacte I'expression des génes. En effet, il a été montré que le SC est un
régulateur global, ancestral et complexe de I'expression des genes. L'objectif de ma these

est de caractériser la régulation globale de la transcription bactérienne par le SC.

Pour ce faire, j’ai tout d’abord étudié la réponse de la bactérie phytopathogéne Dickeya
dadantii a I'inhibition de sa topoisomérase I par un antibiotique. L'étude de la réponse
transcriptionnelle de cette bactérie a une variation de SC est particulierement intéressante
car, au cours de l'infection des plantes, cette bactérie est soumise a différents stress envi-
ronnementaux qui affectent son niveau de SC. Ainsi, en reproduisant des variations de
SC, nous pourrions améliorer notre compréhension du processus de virulence de cette
bactérie. Jusqu’a présent, chez les bactéries a Gram négatif, 1'effet d’'une modification du
niveau de SC sur la transcription a été étudié en relachant ’ADN, souvent en inhibant la
gyrase. Nous avons obtenu le premier transcriptome d’une bactérie a Gram négatif dont la
topoisomérase I est inhibée par un antibiotique. Pour cela, nous avons traité des cultures
de D. dadantii avec un antibiotique non commercialisé, la séconéolitsine, qui inhibe la
topoisomérase I puis nous avons réalisé une étude RN A-Seq afin de connaitre la réponse
transcriptionnelle des génes a ce traitement. Nous avons alors mis une nouvelle fois en
évidence une régulation globale et complexe de la transcription par le SC. En comparant la
réponse des génes a I'inhibition de la topoisomérase I a celle en réponse a l'inhibition de la
gyrase, nous avons découvert que la réponse des génes a une variation de SC dépend du
niveau d’expression et du contexte génomique de ces genes, de la direction de la variation
de SC et du contexte physiologique de la bactérie.
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Afin de mieux caractériser le lien entre SC et transcription, il est, d'une part, essentiel de
pouvoir analyser un grand nombre de données de différents types et, d’autre part, de
prendre en compte les variations locales du SC. C’est dans ce but que j’ai contribué au
développement d'un package Python, nommé GRATIOSA, facilitant les analyses statis-
tiques reproductibles de données expérimentales et d’annotations dans le cadre de 1’étude
de I'expression d"un génome bactérien selon ses propriétés spatiales. Ce package permet
I'intégration de nombreuses données expérimentales dont des données de type RNA-Seq
et ChIP-Seq. Les données de type ChIP-Seq peuvent notamment apporter des informations
sur le niveau local du SC. En effet, il est connu depuis plusieurs décennies que le niveau de
SC varie localement mais les premieres données de cartographie de ce niveau de SC le long
du chromosome de Escherichia coli n’ont été publiées que récemment. Parmi ces données
se trouvent des signaux de fixation de topoisomérase I et de gyrase. En effet, laffinité des
topoisomérases dépendant du niveau de SC, ces données refletent le niveau de SC local.
En analysant ces données avec le package GRATIOSA, j'ai pu, dans un premier temps,
observer 'effet de la transcription sur le niveau de SC a une échelle de 10 kb autour des
unités de transcription. A cette échelle, j’ai pu faire des observations conformes au modele
du Twin-supercoiled domain, qui propose une accumulation de supertours négatifs et posi-
tifs, respectivement en amont et en aval de I’ARN polymérase en cours de transcription.
Dans un second temps, j’ai pu observer une organisation en domaines de 100-200 kb dans
lesquels le niveau de SC serait corrélé. Ces observations pourront étre approfondies, en
utilisant le package GRATIOSA, lorsque de nouvelles cartographies précises du SC local
seront publiées.

En résumé, mes travaux de these ont permis de contribuer a la caractérisation de la ré-
gulation de I'expression des génes par le SC, de partager un outil informatique facilitant
les analyses du lien entre transcription et structure du chromosome, et d’améliorer nos
connaissances de la structure du chromosome bactérien en confirmant le modele du Twin-
supercoiled domain et en apportant un nouvel apercu d"une organisation du chromosome a
'échelle de 100 kb environ.
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Abstract: Global regulation of bacterial transcription by

DNA supercoiling

DNA carries the genetic information necessary for the development, survival, and re-
production of cells. The DNA structure is highly organized, both at small scale with its
double-helix structure and at larger scale. In bacteria, the chromosome is located in the cy-
toplasm in a highly compact form. This compaction is mainly a result of DNA supercoiling
(SC), i.e. the torsional deformation of the DNA double helix. This deformation is affected
by and involved in biological processes that require the separation of the two strands of
the DNA double helix, such as replication and transcription.

The level of SC can vary depending on the environmental conditions encountered by bacte-
ria. This level is mainly controlled by gyrase, which increases SC level, and topoisomerase
I, which relaxes the DNA. The regulation of SC level is crucial because variations in SC
can impact gene expression. Indeed, it has been shown that SC is a global, ancestral, and
complex regulator of gene expression. The objective of my thesis is to characterize the
global regulation of bacterial transcription by SC.

To achieve this, I first studied the response of the phytopathogenic bacterium Dickeya da-
dantii to the inhibition of its topoisomerase I by an antibiotic. Studying the transcriptional
response of this bacterium to a variation in SC is particularly interesting because, during
plant infection, this bacterium is exposed to different environmental stresses that seem to
affect its SC level. Thus, by reproducing SC variations, we could enhance our understan-
ding of the virulence process of this bacterium. So far, in Gram-negative bacteria, the effect
of altering the SC level on transcription has been studied by relaxing the DNA, often by
inhibiting gyrase. We obtained the first transcriptome of a Gram-negative bacterium upon
inhibition of its topoisomerase I with an antibiotic. For this purpose, we treated cultures of
D. dadantii with a non-marketed antibiotic, seconeolitsin, which inhibits topoisomerase I,
and then conducted an RNA-Seq study to analyze the transcriptional response of genes
to this treatment. Once again, we highlighted a global and complex regulation of trans-
cription by SC. By comparing the gene response to topoisomerase inhibition to that of
gyrase inhibition, we discovered that the gene response to SC variation depends on the
gene’s expression level, genomic context, the direction of SC variation, and the bacterium’s

physiological context.

To better characterize the interplay between SC and transcription, it is essential, on the one
hand, to be able to analyze a large amount of data of different types and, on the other hand,
to consider local variations in SC. For this purpose, I contributed to the development of a
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Python package named GRATIOSA, which facilitates reproducible statistical analyses of
experimental data and annotations in the study of a bacterial genome’s expression based
on its spatial properties. This package allows the integration of numerous experimental
data types, including RNA-Seq and ChIP-Seq data. ChIP-Seq-type data can provide infor-
mation about local SC level. It has been known for several decades that the SC level vary
locally, but the first mapping data of the SC level along the Escherichia coli chromosome
were only recently published. Among these data are topoisomerase I and gyrase binding
signals. Since topoisomerase affinities depend on SC levels, these data reflect the local SC
level. By analyzing this data with the GRATIOSA package, I was able to, first, observe the
effect of transcription on the SC level on a scale of 10 kb around transcription units. At
this scale, I made observations consistent with the Twin-supercoiled domain model, which
suggests an accumulation of negative and positive supercoils, respectively upstream and
downstream of the transcribing RNA polymerase. Second, I observed an organization
into domains of approximately 100-200 kb where SC levels would be correlated. These
observations can be further explored using the GRATIOSA package when new precise
mappings of local SC become available.

In summary, my thesis work has improved the characterization of gene expression regula-
tion by SC, a computational tool that facilitates the analysis of the link between transcrip-
tion and chromosome structure, and our knowledge of bacterial chromosome structure
by confirming the Twin-supercoiled domain model and providing a new perspective on

chromosome organization at the scale of approximately 100 kb.
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Chapitre 1

Introduction

1.1 Le génome bactérien

1.1.1 Historique de I’étude des bactéries

Les procaryotes sont des micro-organismes unicellulaires omniprésents dans tous les
écosystemes depuis 1’apparition de la vie sur Terre. Des fossiles retrouvés montrent qu’ils
sont présents depuis plus de 3,5 milliards d’années [1, 2] et 'Homme s’y intéresse depuis
plus de 2000 ans. Au premier siecle av. ].-C., Varron et Columelle émettaient '’hypothese
que des étres invisibles, appelés Animalia minuta, provoquaient des maladies par inhalation
ou ingestion. Cette hypothese a été reprise par Roger Bacon au XIII° siécle, puis par
Girolamo Fracastoro a la fin du XV* siecle. Fracastoro précisa que les maladies devaient
étre provoquées par des "semences" ou des "germes" se propageant entre les humains.
La premiere observation de micro-organismes, qu’il appela Animalcules, fut réalisée par
Antoni Van Leeuwenhoek entre les années 1674 et 1676 grace a un microscope qu’il avait
fabriqué en utilisant une lentille maintenue entre des plaques d’argent [3, 4]. Il observa

ainsi des protozoaires, des bactéries et des levures [5].

Depuis, nos connaissances des micro-organismes n’ont cessé de croitre notamment grace
au développement des premiers milieux de culture liquides par Louis Pasteur puis solides
par Robert Koch au XIX® siecle [6, 7]. C’est a ce siecle que sont apparus les termes de Protista
puis de Bacteria afin de classifier les micro-organismes n’appartenant, ni au réegne animal,
ni au regne végétal, notamment grace aux travaux de Christian Gottfried Ehrenberg et
de Ferdinand Cohn [8]. Cette classification fut affinée au siecle suivant, lorsque, en 1957,
André Lwoff établit la distinction entre virus et bactérie [9], puis lorsque, en 1962, Roger
Stanier et Cornelis van Niel, définirent la bactérie comme une entité cellulaire dépourvue

d’organite membrané et notamment de noyau [10].
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2 Chapitre 1. Introduction

1.1.2 Les bactéries
La composition des cellules bactériennes

Les bactéries sont composées d’'une membrane cellulaire qui entoure leur cytoplasme,
ou se trouvent notamment I’ADN bactérien et les ribosomes (Fig. 1.1). Contrairement
aux eucaryotes, les bactéries ne possedent pas de noyau. Leur ADN se situe, au sein du
cytoplasme, dans une région non délimitée par une membrane, appelée le nucléoide. A
leur surface, les cellules bactériennes peuvent avoir des flagelles, structures facilitant leurs
déplacements, ou des pili, aidant a leur adhésion a des surfaces [11]. Bien plus petites
que les cellules eucaryotes qui mesurent généralement entre 10 et 100 pm, les cellules
bactériennes ont généralement un diametre compris entre 0,4 et 2 pm et une longueur de
0,5 a 5um [12]. Cette petite taille complique leur isolement, leur observation et I'extraction
de leur contenu.

Outer membrane

Peptidoglycan
Periplasm
Gram - P
Inner membrane
RNAP Transcription
Cytosol
DNA
mRNA
Cytosol Translation
Gram +
Peptidoglycan
Periplastic space
Plasma membrane
Cytosol

FIGURE 1.1 — Schématisation d"une cellule bactérienne. Les bactéries ne possedent pas de noyaux,
leur nucléoide se trouve dans le cytoplasme, ot1 les processus de transcription et de traduction sont
couplés (partie gauche de la figure). Les bactéries peuvent présenter deux types de membranes :
les bactéries a Gram négatif (Gram -) possédent deux couches de membranes, séparées par une
fine couche de peptidoglycanes, tandis que les bactéries & Gram positif (Gram +) ont une unique
membrane entourée d'un mur épais de peptidoglycanes (partie droite de la figure). Schéma réalisé
sur bioRender.

La membrane bactérienne est constituée de phospholipides, de protéines et de polysac-
charides. On distingue principalement deux types de structures : (1) deux membranes
plasmiques séparées par une fine couche de peptidoglycanes, ou (2) une unique membrane

plasmique entourée d"une épaisse couche de peptidoglycanes. La perméabilité de la cellule
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1.1. Le génome bactérien 3

est dépendante de 1'épaisseur de cette couche de peptidoglycanes [11]. Cette distinction
est a 'origine de la classification des bactéries en Gram négatif (1) et Gram positif (2)
selon leur réaction a un test de coloration. Ce test, nommé d’apres son inventeur Hans
Christian Gram, consiste a colorer les bactéries avec du violet de gentiane en présence
d’une solution d’iode, puis a les décolorer avec de 1'alcool. Etant plus perméables avec leur
fine couche de peptidoglycanes, les bactéries a Gram négatif seront davantage décolorées
que les bactéries a Gram positif. Ainsi, les bactéries a Gram négatif apparaissent roses
apres décoloration puis contre-coloration avec une solution de safranine, tandis que les
bactéries a Gram positif restent violettes [13, 14]. Cependant, cette classification présente
des limites puisque certaines bactéries ne sont pas cultivables et ne peuvent donc pas étre
testées [15] tandis que d’autres bactéries ne semblent correspondre a aucune de ces deux
catégories. C’est notamment le cas de Mycoplasma pneumoniae, Anaplasma phagocytophilum
et Ehrlichia chaffeensis qui ne contiennent pas de peptidoglycane [16].

Mes modeéles d’étude

Les deux modeéles d’études utilisés pendant ma theése sont les bactéries a Gram négatif
Escherichia coli et Dickeya dadantii.

E. coli est un bacille appartenant a la famille des Enterobacteriaceae. Présente dans la mi-
croflore digestive des animaux a sang chaud, la souche E. coli K-12 a été isolée pour la
premiére fois a partir d’un patient convalescent de la diphtérie en 1922 et est utilisée
comme organisme modele depuis les années 1940 [17]. Son génome a été séquencé pour la
premiere fois en 1997 [18]. En raison de sa facilité de culture, de sa croissance rapide, de sa
manipulation aisée et de sa stabilité génétique, E. coli est le modele d’étude classique des
bactéries a Gram négatif. Elle a joué un role clé dans la compréhension de la génétique, de
I’évolution, de la biologie moléculaire et de la pathogénie [19]. E. coli est également une
bactérie privilégiée pour les applications biotechnologiques telles que la surproduction de
protéines dont elle permet un rendement élevé [20].

Le modele d’étude plus spécifique de ma these est la bactérie phytopathogéne Dickeya
dadantii (Fig. 1.2A). Les bactéries du genre Dickeya sont des phytopathogenes nécrotrophes,
c.-a-d. qui tuent leur hote et se nourrissent de leurs tissus morts. Elles infectent un large
spectre d’especes végétales, dont certaines d’'intérét agronomique comme la pomme de
terre, la banane et la tomate [21]. Cantonnées principalement aux pays tropicaux jusqu’en
2000, les échanges de marchandises et le changement climatique en font une menace
croissante en Europe. Des infections ont déja été reportées dans un grand nombre pays
européens dont la Pologne, la Grece, la Finlande, la Bulgarie et la France (Fig. 1.2C) [22, 23,
24,25]. Le symptome le plus caractéristique de Dickeya spp. est la pourriture molle : une
lésion gluante, humide, de pourriture noire qui se propage (Fig. 1.2B) [26, 27]. En raison de
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4 Chapitre 1. Introduction

leur impact sur la qualité et les rendements agricoles, et pourleur intérét scientifique, elles
tigurent parmi les 10 bactéries phytopathogénes de plus grande importance scientifique et
économique [28].

A C ® Dickeya solani
O Dickeya dianthicola
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FIGURE 1.2 — (A) Dickeya dadantii 3937 observée au microscope électronique [29]. (B) Symptomes
de pourriture molle provoqués par des bactéries du genre Dickeya sur différents végétaux [27]. (C)
Distribution des deux especes du genre Dickeya responsables des plus grandes pertes économiques
actuellement en Europe. Les ronds pleins indiquent les pays dans lesquels des infections de
Dickeya solani ont été recensées (données actualisées en octobre 2022 [30]). Les hexagones vides
correspondent a Dickeya dianthicola (données de janvier 2023 [31]).

Les bactéries du genre Dickeya sont également des Enterobacteriaceae facilement cultivables
et génétiquement manipulables. A ce jour, douze espéces du genre Dickeya ont été isolées,
dont neuf sont des phytopathogeénes de plantes (Dickeya chrysanthemi, D. dadantii, Dickeya
dianthicola, Dickeya fangzhongdai, Dickeya oryzeae, Dickeya parazeae, Dickeya poaceaphila, Di-
ckeya solani et Dickeya zeae), tandis que les trois autres ont été isolées a partir d’eau de
rivieres ou de lacs (Dickeya aquatica, Dickeya lacustris et Dickeya undicola) [21, 32]. Parmi les
souches de ce genre, Dickeya dadantii 3937 est le principal modele utilisé pour les études
génétiques et transcriptomiques car son génome a été le premier séquencé et annoté [33,
34]. Une présentation plus détaillée du modele Dickeya se trouve au Chapitre 2, en section

2.1 (a partir de la page 59).

1.1.3 Les découvertes de ’ADN

Comme décrit par Roger Stanier et Cornelis van Niel, les bactéries ne possedent pas de
membrane nucléaire. Contrairement a celui des eucaryotes, ’acide désoxyribonucléique
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1.1. Le génome bactérien 5

(ADN) bactérien est présent dans le cytoplasme. Il est classiquement sous la forme d'un
unique chromosome circulaire. Cet ADN est le porteur de I'information génétique per-
mettant le développement, le fonctionnement et la reproduction des organismes. Il est
composé de genes, qui peuvent étre transcrits en ARN (acide ribonucléique), et de régions
non transcrites. Les ARN synthétisés peuvent ensuite étre traduits en protéines. Chez les
bactéries, la traduction d"'un ARNm peut commencer avant méme que sa synthése ne soit
terminée (Fig. 1.1 en page 2) [11].

3'end

Sugar-phosphate

o)
backbone H_|3.
. HA NH .
Nitrogen base (HEHM——— Deoxyribose
oH:X5
|
0 P —
0=p—0~
HR5
Major groove H\T

B>

Minor groove

O—?—O'

3'end 5'end
FIGURE 1.3 — La double hélice de I’ADN telle que proposée par James Watson et Francis Crick.
Chacun des deux brins de la double hélice d’ADN est constitué d’un enchainement de nucléotides.
Un nucléotide est composé d'un désoxyribose, d'un groupement phosphate et d"une base azotée
parmi I'adénine (A), la cytosine (C), la thymine (T) et la guanine (G). Les désoxyriboses et les
groupements phosphates forment le squelette de chaque brin tandis que les bases relient les deux
brins. Les bases A et T s’apparient par deux liaisons hydrogenes, les bases G et C par trois liaisons
hydrogenes. L'hélice forme une alternance de sillons étroits (minor groove) et de sillons larges (major
groove). Figure adaptée de [35].

L’ADN, nommé alors nucléine, fut isolé pour la premiére fois a la fin des années 1860 par
Johann Friedrich Miescher [36]. En 1881, Albrecht Kossel précisa la composition de cette
molécule en décrivant un acide nucléique composé de 5 bases azotées : '’adénine (A), la
cytosine (C), la guanine (G), de la thymine (T) ou 1'uracile (U) [37]. Au début du XX° siecle,
les travaux de Phoebus Levene permirent de préciser les trois composants d"un nucléotide :
une base (ATGC pour ’ADN ou AUGC pour I’ARN) mais également un désoxyribose
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6 Chapitre 1. Introduction

(dans le cas de I’ADN) ou un ribose (dans le cas de ’ARN) et un groupe phosphate [35,

38]. L’assemblage de ces nucléotides restait alors a déterminer.

En 1930, des études biochimiques menées par Erwin Chargaff révélerent que 1’ADN
contient autant de G que de C et autant de A que de T. Puis, au début des années 1950,
Rosalind Franklin et Maurice Wilkins proposérent, grace a des études de diffraction des
rayons X, une structure en double hélice. Enfin, en combinant ces informations clées sur
la structure de I’ADN, James Watson et Francis Cricks décrivirent ’actuel modele de la
double hélice de ’ADN : deux chaines antiparalleles de nucléotides, appariés deux a deux
par des liaisons hydrogenes, enroulées autour d'un axe central [35, 11] (Fig. 1.3). En raison
de la géométrie des bases et de la torsion de la double hélice, ces chaines forment un sillon
large (sillon majeur, major groove) et un sillon plus étroit (sillon mineur, minor groove) [11]
(Fig. 1.3).

1.1.4 L'organisation du chromosome circulaire chez les bactéries

L’organisation du chromosome circulaire (Fig. 1.4A) est tres conservée chez des bactéries

méme éloignées phylogénétiquement comme E. coli et Bacillus subtilis [39].

La réplication du chromosome bactérien est initiée a I’origine de réplication (OriC chez
E. coli) et se déroule de maniere bidirectionnelle, avec deux fourches de réplication qui
se rencontrent au site dif. Les sites Ori et dif divisent le chromosome en deux réplichores,
le réplichore gauche et le réplichore droit (Fig. 1.4A). Lors de la réplication, les fourches
sont créées au niveau du site Ori et progressent vers le site de dif grace aux hélicases qui
séparent les deux brins, créant un stress torsionnel en amont des fourches de réplication.
Au sein de ces fourches, un brin d’ADN, le brin direct (leading strand), est synthétisé de
maniére continue et le brin complémentaire, le brin indirect (lagging strand), est synthétisé
de maniere discontinue. La synthése du brin direct est réalisée par ’ADN polymérase III
qui ajoute des désoxyribonucléotides a 1’extrémité 3" du brin en formation. La synthése du
brin indirect est plus complexe du fait du sens unique, du 3" vers le 5, de déplacement de
I’ADN polymérase III sur le brin modéle. Pour ce brin indirect, la réplication est réalisée
en plusieurs fragments, nommés fragments d’Okazaki, synthétisés du 3’ vers le 5’. Chaque
fragment est formé d'une amorce ARN synthétisée par une primase suivie d"un segment
d’ADN synthétisé par I’ADN polymérase IlI, a partir de I'amorce ARN. L’amorce ARN est
ensuite retirée par I’ADN polymérase I et remplacée par de ’ADN. Enfin, les fragments
ainsi créés sont joints par une ligase afin de former le brin indirect complet. Le stress
torsionnel créé en amont de la fourche de réplication se propage a travers la fourche et
provoque la torsion des brins nouvellement formés autour du brin modeéle, formant ainsi

des caténanes qui sont décaténés a la suite de la réplication [11].
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FIGURE 1.4 — L'organisation du génome bactérien. (A) Le génome bactérien est divisé en deux
réplichores délimités par 1'origine de réplication et par le site dif ot les fourches de réplication
se rencontrent. Lors de la réplication, le brin synthétisé en continu est appelé brin direct (Leading
strand, vert), tandis que le brin synthétisé en discontinu est appelé brin indirect (Lagging strand,
rouge). Le schéma, adapté de [39], présente également la répartition hétérogene des genes sur le
génome. (B) La classification des régions génomiques selon l'orientation des génes adjacents. Entre
deux geénes situés sur des brins différents, une région est considérée convergente si la transcription
des génes adjacents se fait de maniére frontale et divergente si la lecture de ces genes se fait dans la
direction opposée a la région centrale. Si les genes adjacents sont situés sur le méme brin, la région
entre ces genes est tandem.

La localisation des genes sur le chromosome circulaire bactérien n’est pas homogene. Tout
d’abord, il a été remarqué que la région autour du site Ori est enrichie en genes hautement
exprimés pendant la croissance bactérienne (Fig. 1.4A). Cet enrichissement s’explique par
la faculté des chromosomes bactériens a réaliser plusieurs cycles de réplication simulta-
nément. En effet, en phase de croissance rapide, un nouveau cycle de réplication peut
démarrer avant la fin du cycle précédent, ce qui entraine une sur-représentation des genes
proches du site Ori [39]. Par ailleurs, il a été démontré que le brin direct est plus riche
en genes essentiels que le brin indirect [40]. Cette préférence s’explique par la fréquence
plus élevée et les conséquences plus graves des collisions entre les ADN polymérases
répliquant un brin d’ADN et les ARN polymérases transcrivant ce méme brin sur le brin
indirect. Sur le brin direct, la transcription se fait dans la méme direction que ’avancée
de la fourche de réplication. Tandis que sur le brin indirect, la transcription se fait dans
la direction opposée a celle de I’avancée de la fourche de réplication, les collisions entre
ADN polymérase et ARN polymérase y sont donc frontales et par conséquent plus graves
que les collisions qui ont lieu sur le brin direct [41, 39]. Enfin, il a également été observé
que le brin direct est souvent plus riche en G et le brin indirect plus riche en C [42, 39].
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8 Chapitre 1. Introduction

Plus localement, il a été démontré que des genes codant pour des fonctions similaires,
comme par exemple des enzymes appartenant a une méme voie métabolique, ont tendance
a étre co-localisés sur le chromosome et peuvent former une unité polycistronique, un
opéron. Un opéron est constitué d’une succession de genes disposés sur le méme brin et
dont I'expression est contrdlée par le méme promoteur. Cette co-localisation facilite leur

expression simultanée ainsi que leur régulation commune [43].

Une région entre deux génes peut étre caractérisée selon 1’orientation des génes qui
I'entourent, c’est a dire selon les brins (brin direct ou brin indirect) sur lesquels sont situés
ces genes. Pour cette caractérisation, nous utilisons les criteres suivants (Fig. 1.4B) : (1) si
les deux genes voisins sont sur le méme brin, la région est appelée tandem, (2) si les genes
sont situés sur des brins différents et si leur transcription se fait en direction de la région
centrale, cette région est convergente, et (3) si les génes sont sur des brins différents et si
leur transcription se fait dans la direction opposée a la région centrale, cette région est
divergente. Dans un complexe de 3 genes, 1'orientation du géne central par rapport a ses

voisins peut également étre définie avec ces mémes critéres.

1.1.5 La compaction de la chromatine

Les génomes bactériens sont plus petits et moins complexes que ceux des eucaryotes, avec
généralement une unique copie de chaque gene (haploidie) [11]. Un génome bactérien
modeéle comporte environ 5 millions de paires de bases (Mpb) et code pour environ 5000
protéines [44] mais ces nombres peuvent varier grandement d’une espéce a une autre
(Tableau 1.1) . Les brins d’ADN bactériens mesurent environ 1 mm (0,34 nm par pb) [11].

TABLEAU 1.1 — Les tailles des génomes bactériens

Organisme Taille Nb de genes codants Source
du génome  pour des protéines

Nasuia deltocephalinicola 0,1 Mbp 137 [45]

Mycoplasma genitalium 0,6 Mbp <500 [46]

Escherichia coli K-12 MG1655 4,6 Mpb Environ 4300 [47]

Dickeya dadantii 3937 4,9 Mpb Environ 4500 [33]

Sorangium cellulosum So0157-2 15 Mbp Environ 11000 [48]

Il est estimé d’aprés un modele biophysique qu'une molécule d’ADN non compactée
représente un volume environ 1000 fois plus grand que le volume typique d’une cellule
et pourtant des observations au microscope ont montré qu’elle n’occupe qu’environ 20%
de la cellule [49, 50] (Fig. 1.5). Il est donc indéniable que ’ADN est compacté dans les
cellules bactériennes et cette compaction a lieu dés la réplication de ’ADN, ce qui facilite
notamment la distribution des molécules d’ADN synthétisées dans les cellules filles [11].
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1.1. Le génome bactérien 9

A B C

500 nm 500 nm

FIGURE 1.5 — Analyse par microscopie électronique en transmission de la morphologie du nucléoide
de E. coli. (A) Dans une souche E. coli sauvage, le nucléoide (zone plus claire) est compacté au centre
de la cellule. (B) Lorsque les genes hupA et hupB, codant pour la protéine associée au nucléoide
HU, sont délétés, le nucléoide est décondensé et semble occuper un espace plus grand (voir section
1.1.6). (C) Le nucléoide isolé d"une bactérie lysée, coloré a 1’acétate d'uranyle, représente une surface
beaucoup plus grande que celle d"une cellule. Images issues de [51, 52].

La compaction du chromosome bactérien a grande échelle : les macrodomaines identifiés

chez E. coli

Chez les bactéries, la structuration du chromosome a grande échelle a principalement
été étudiée chez E. coli ou 4 macrodomaines, d’environ 1 Mpb, complétés par 2 régions
non structurées ont été identifiés (Fig. 1.6A) [53, 54]. Les deux premiers macrodomaines
ont été observés grace a la méthode FISH (Fluorescence in situ hybridization). Cette
méthode permet de localiser des segments d’ADN au sein d"une cellule grace a des sondes
fluorescentes spécifiques des segments d’ADN ciblés. Niki et al. ont ainsi observé que les
segments autour du site OriC co-localisent et de méme pour les segments autour du site
dif. Ils ont également montré que, durant la réplication, les deux réplicats du domaine
incluant OriC migrent vers les extrémités des cellules tandis que le domaine autour du site

dif se positionne au centre de la cellule [53].

Deux autres macrodomaines et deux régions non structurées ont été identifiés par Valens
et al. avec un systeme de recombinaison détectable qui permet d’estimer la proximité
spatiale de sites distants sur le chromosome selon leur fréquence de recombinaison. Des
sites proches recombinent a une fréquence plus élevée que des sites éloignés spatialement.
Cette méthode permet donc de localiser des régions dans lesquelles les segments d’ADN
sont spatialement proches et forment un macrodomaine. Quatre régions de ce type ont été
identifiées : le macrodomaine autour du site OriC, le macrodomaine autour du site dif et
deux macrodomaines (macrodomaine gauche et macrodomaine droite) situés de part et
d’autre de ce dernier. D’apres leur étude, les régions comprises entre le macrodomaine
contenant OriC et les macrodomaines gauche et droite sont des régions moins structurées,
dont les segments peuvent étre spatialement proches des autres macrodomaines (Fig.
1.6A) [54]. Depuis, la mobilité de ces domaines a pu étre observée en marquant par

fluorescence des loci appartenant aux différents macrodomaines et il a été montré que
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10 Chapitre 1. Introduction

les macrodomaines ont une mobilité dans la cellule plus limitée que les régions non

structurées [55].
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FIGURE 1.6 — L'étude des macrodomaines de E. coli par Hi-C. (A) Carte génétique des quatre macrodomaines
(rouge, cyan, bleu et vert) et des deux régions moins structurées (pointillés noirs) du chromosome circulaire
de E. coli identifiés par Valens et al. [54]. (B) Schéma du protocole Hi-C issu de [56]. (1) Les fragments d’ADN
(courbes bleu et orange) interagissant au sein de la cellule sont pontés lors de I'ajout du formaldéhyde. Ces
fragments sont liés par des liaisons covalentes ADN-protéines (représentées en cyan et bleu). (2) L'ADN est
fragmenté par des enzymes de restriction. (3) Les extrémités des fragments sont biotinylées (points violets).
(4) Les fragments de chaque paire sont ligués entre eux, avec le marquage a la biotine sur leur site de jonction.
(5) ADN est purifié, fragmenté, puis les fragments contenant les jonctions biotinylées sont sélectionnés par
affinité sur des billes de streptavidine. (6) Les fragments isolés sont séquencés afin d’identifier les loci du
chromosome interagissant. (C) Carte des contacts chromosomiques de E. coli et analyse des macrodomaines
réalisées par Lioy et al. [57]. (1) La carte normalisée des contacts présente la fréquence d’interaction entre
deux positions du génome (coordonnées génomiques sur les axes x et y). Sur cette carte, plus les contacts sont
fréquents, plus le croisement des positions est de couleur violette foncée. (2) Représentation en scalogramme
de la fraction des contacts effectués par chaque région au sein de fenétres de tailles croissantes. La taille de la
fenétre autour de la région considérée est présentée sur 1’axe y et la fraction des contacts est indiquée par la
couleur : le bleu foncé correspond aux fractions comprises entre 0 et 15%, le rouge aux fractions comprises
entre 75 et 100%, les autres couleurs correspondent aux fractions intermédiaires présentées sur I'échelle
a droite du scalogramme. (3) et (4) Comparaison des positionnements des quatre macrodomaines et des
deux régions moins structurées sur le chromosome de E. coli d"aprés I'étude Hi-C (3) et d’apres les études
précédentes (4, également présenté en A). NSL et NSR correspondent aux deux régions moins structurées.
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1.1. Le génome bactérien 11

Enfin, la localisation de ces macrodomaines a pu étre précisée grace au développement
des méthodes de détection des contacts chromosomiques. Les méthodes de microscopie
permettent d’étudier quelques loci uniquement tandis que les techniques de capture de la
conformation du chromosome (3C) permettent d’étudier I’ensemble des interactions du
chromosome. Le Hi-C est une extension de ces méthodes 3C (Fig. 1.6 B et C). Le Hi-C est
capable de détecter ces interactions avec une haute résolution, y compris les interactions a
longue distance [56]. Pour ce faire, les cellules a analyser sont fixées par du formaldéhyde
afin de ponter les loci interagissant via des liaisons covalentes ADN-protéines (Fig. 1.6 B).
L’ADN est ensuite extrait et fragmenté avec des enzymes de restrictions. Grace au pontage,
les fragments interagissant restent associés par paires. Les extrémités des fragments sont
marquées avec de la biotine puis liguées dans des conditions favorisant la ligation des
paires de fragments pontés. Les extrémités des fragments sont ainsi liées de manieres
covalentes par paire, avec une insertion de biotine au niveau de leurs deux sites de
jonction (Fig. 1.6B, étape 4). La librairie de produits de ligatures est ensuite purifiée puis
de nouveau fragmentée. Enfin, seuls les fragments contenant de la biotine sont isolés grace
a une sélection par affinité sur billes de streptavidine. Ces fragments sont séquencés afin
d’identifier les loci qui étaient en contact dans la cellule. En utilisant cette méthode, Lioy
et al. ont pu observer des régions présentant un grand nombre d’interactions au sein des
régions et peu d’interactions avec les autres régions (Fig. 1.6 C). Ces régions correspondent

aux macrodomaines précédemment identifiés.

La compaction du chromosome bactérien a moyenne et petite échelles

A l’échelle d’environ 10% - 10° pb , I’ADN est structuré en domaines topologiques nommés
chromosomal interaction domains (CIDs) [58]. Tout comme les macrodomaines, les CIDs sont
caractérisés par une haute fréquence de contacts au sein d"une région chromosomiques. La
différence avec les macrodomaines est la taille de ces régions puisque les CIDs identifiés
chez différentes bactéries grace a la technologie Hi-C présentée précédemment (Fig. 1.6),
ont une taille de I'ordre de 10 a 100kb (Tableau 1.2).

TABLEAU 1.2 — Les domaines d’interactions chromosomiques

Organisme Nombre de CIDs identifiés Taille des domaines Source
Escherichia coli 31 40 a 300 kb [57]
Caulobacter crescentus 23 30 a 420 kb [59]
Bacillus subtilis Environ 20 50 a 300 kb [60]
Mycoplasma pneumoniae 44 15433 kb [61]

Les mécanismes a 'origine de la formation de ces domaines sont encore méconnus mais

semblent impliquer les protéines de maintenance structurelle du chromosome (SMC) (plus
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12 Chapitre 1. Introduction

de détails au paragraphe 1.1.6). Il a par ailleurs été remarqué que les frontieres entre ces

domaines sont enrichies en genes fortement exprimés [57].

A plus petite échelle, la compaction de I’ADN est obtenue grace aux roles conjoints
du surenroulement de ’ADN (SC), des protéines associées au nucléoide (NAPs) et des
protéines SMC [58, 62, 63]. Ces acteurs, détaillés dans le paragraphe 1.1.6, organisent
dynamiquement le génome avec des torsions, des boucles et des raidissements, afin de

faciliter les processus vitaux comme la réplication et la transcription.

Ainsi, ces différentes échelles de compaction du chromosome bactérien permettent de
réduire le volume occupé par le nucléoide dans la cellule et participent a de nombreux
processus cellulaires. La disposition a grande échelle de certaines régions du chromosome
facilite par exemple la réplication. L'organisation a petite échelle de ’ADN permet quant
a elle de rendre certaines régions plus accessibles par les protéines comme les ARN
polymérases pour faciliter la transcription des génes situés dans ces régions par exemple

(voir section 1.4).

Les différentes échelles de la compaction du chromosome eucaryote

Dans les noyaux des cellules eucaryotes, I’ ADN est également compacté a différentes
échelles (Fig. 1.7A). Chaque chromosome occupe son propre territoire et forme des com-
partiments. Les deux compartiments principaux sont ’hétérochromatine, contenant géné-
ralement les régions les moins transcrites, et 'euchromatine, contenant les plus transcrites
[64].

A moyenne échelle (Fig. 1.7Aiii), similairement au CIDs bactériens, ’ADN est structuré
en domaines topologiques, nommés topologically associated domaines (TADs) [58, 65]. Ces
TADs mesurent de ’ordre de 10° - 10° pb. Leur plus grande taille, en accord avec la plus
grande taille de leur génome, a permis leur identification avant celle des CIDs bactériens.

A plus petite échelle (Fig. 1.7Ai), I’ADN est également compacté par des protéines de tailles
nanométriques qui se lient a I’ADN et modifient sa géométrie [58]. Chez les eucaryotes,
ces protéines bien connues sont les histones, octameres de protéines autour desquelles 145
a 147 pb peuvent s’enrouler afin de former un nucléosome [66].
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A. Eukaryotes B. Bacteria

(TADs) (CIDs)

FIGURE 1.7 — L'organisation des chromosomes eucaryotes (A) et bactériens (B) a différentes échelles.
(A, i) Chez les eucaryotes, ’ADN double brin est enroulé autour des histones pour former des
nucléosomes. (B, i) L”ADN double brin des bactéries est structuré par les protéines associées au
nucléoide (voir section 1.1.6) qui peuvent le courber, le raidir ou former des ponts entre différents
segments d’ADN. (A,ii) A plus grande échelle, ’ADN des eucaryotes forme des boucles, soit par
pontage, soit par extrusion. (B, ii) L’ADN bactérien est soumis a des déformations torsionnelles, il
est surenroulé négativement (voir section 1.1.6). Similairement aux eucaryotes, des boucles peuvent
également étre formées. (A et B, iii) Que ce soit au sein des chromosomes bactériens ou eucaryotes,
des domaines caractérisés par une haute fréquence de contacts au sein du domaine ont été identifiés.
(A et B, iv) Au dela des domaines d’interactions, les chromosomes eucaryotes et bactériens sont
divisés en compartiments ou macrodomaines. (A, v) Les chromosomes eucaryotes occupent chacun
un territoire au sein du noyau. (B, v) Le chromosome bactérien, appelé nucléoide, n’est a priori pas
compartimenté, il est condensé au centre du cytoplasme. Schéma issu de [58].
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1.1.6 Les acteurs de la compaction de la chromatine bactérienne
Les protéines associées au nucléoide

Les protéines associées au nucléoide (NAPs) organisent la structure de ’ADN de maniere
dynamique, en y formant des ponts entre des brins (bridging), des courbures (bending,
wrapping) ou a l'inverse des raidissements (stiffening) (Fig. 1.8) [63]. Toutes les especes
bactériennes ont au moins une NAP [67].

A. DNA bending

Nucleoid Associated
Proteins (NAPs)

FIGURE 1.8 - La structuration de I’ADN (courbes grises) par les protéines associées au nucléoide
(NAPs, spheres bleues). Les NAPs peuvent (A) courber I’ADN, (B) le raidir, ou (C) faire des ponts en
se liant simultanément a une paire de segments d’ADN, adjacents ou non. (D) La multimérisation
latérale de NAPs peut permettre de rassembler différents segments d’ADN. (E) Lorsque plusieurs
NAP courbant I’ADN se lient a des sites adjacents, I’ADN s’enroule autour de celles-ci. Figure issue
de [68].

Au moins 12 NAPs ont été identifiées chez E. coli, parmi elles HU (Histone-like protein from
E. coli strain U93), FIS (Factor for Inversion Stimulation), IHF (Integration Host Factor), H-NS
(Histone-like Nucleoid-Structuring protein) et Dps (DNA-binding protein from starved cells)
sont les plus étudiées [68]. L'abondance de chacune de ces NAPs dépend de la phase de
croissance d’E. coli (Fig. 1.9A).

HU est I'une des protéines les plus abondantes chez E. coli et dans les souches qui en
sont dépourvues, le nucléoide est décondensé (Fig. 1.5B). A faible concentration (moins
de 100 nM), HU se lie de maniere stable a I’ADN en formant des courbures (Fig. 1.8A
bending, Fig. 1.9B), tandis qu’a des concentrations plus élevées, HU forme des filaments
rigides qui entrainent I’aplatissement de I’ADN (Fig. 1.8B, stiffening) [69]. Ces filaments
peuvent ensuite se regrouper lorsque les HU se multimérisent (Fig. 1.8D bunching). Des
filaments rigides similaires peuvent également étre créés lorsque H-NS se propage le
long des séquences d’ADN riches en AT, tant que la concentration de magnésium est
inférieure a 2 mM. En présence de plus de 5 mM de magnésium, H-NS forme des ponts
entre différents segments d’ADN, adjacents ou distants (Fig. 1.8C bridging, Fig. 1.9B) [70].
IHF et FIS se lient préférentiellement a des séquences spécifiques de ’ADN et y courbent
la double hélice (Fig. 1.8A bending, Fig. 1.9B). IHF courbe I’ADN avec un angle de plus de

160° (sharp bending). Bien qu’absente en phase stationnaire, FIS est aussi abondante que
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1.1. Le génome bactérien 15

HU en début de phase exponentielle de croissance. Du fait de cette abondance, elle se lie
également de maniére non spécifique a I’ADN et peut former des ponts entre différents
segments de I’ADN (Fig. 1.8C, bridging) [68].

A. Cellular levels of NAPs B. Structural influence of NAPs

Hig HNS

Fis

‘;({

FIGURE 1.9 — (A) Niveau intracellulaire de différentes NAPs pendant les phases de croissance d’E.
coli. (B) Impact des NAPs sur la structure de I’ADN. Figure issue de [71].
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Chez D. dadantii, H-NS, Fis et IHF sont également présentes et régulent I'expression de
divers genes. Des expérimentations sur des souches de D. dadantii mutées au niveau de 1'un
des genes codant pour ces NAPs ont montré que ces trois NAPs jouent un role important
dans le processus infectieux. En effet, ces NAPs impactent I’expression de facteurs de
virulences majeurs dont les genes pelD et pelE. Ces geénes codent pour des pectinases,
enzymes de dégradation de la paroi cellulaire des plantes, et leur expression est essentielle
a la réussite du processus infectieux par cette bactérie (voir Chapitre 2 section 2.1.2 a partir
de la page 61) [72, 73, 74, 75].

Les protéines de maintenance structurelle du chromosome (SMC)

Chez de nombreux eucaryotes et procaryotes, des grands complexes protéiques ont été
caractérisés et semblent essentiels a la ségrégation et a la compaction des chromosomes.
Ces complexes se reconnaissent a leurs longues sous-unités protéiques en super-hélices
(coiled-coil), nommées protéines de maintenance structurelle du chromosome (SMC), qui
modifient la topologie de I’ADN en hydrolysant de I’ATP [76]. Chez les procaryotes, les
protéines SMC s’assemblent avec des sous-unités additionnelles pour former ScpAB dans
le cas de B. subtilis ou MukBEF dans le cas de E. coli (Fig. 1.10) [77]. Chez les eucaryotes, les
complexes SMC sont formés a partir d’hétérodimeres de différentes sous-unités SMC afin
de former différents complexes ayant des fonctions distinctes : la cohésine, la condensine
et le complexe Smc5/6 [78]. La cohésine participe a la formation des TADs et au maintien

de l'association entre les chromatides soeurs tandis que la condensine participe a la
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16 Chapitre 1. Introduction

compaction et a I'individualisation des chromatides pour faciliter leur ségrégation. Les
complexes Smc5/6 participent a la réparation des dommages de I’ADN et a la résolution
des problemes topologiques liés a la réplication de I’ADN [76].

Core Accessory
subunits subunits
B. subtilis SMC SMC
E. coli MukB MukB 1 MukE WHD

Smc5/6 Smc6 Smch I Nse3 Nsef
Cohesin Smc3 Smct Pds5* Scc3
Condensin Smc2 Smc4

FIGURE 1.10 — Le complexe SMC forme une boucle composée de deux sous-unités SMC identiques
(en bleu et en rouge) et d"une sous unité "Kleisin" (en vert). Chacune des deux sous-unités SMC
contient une longue chaine en super-hélice (coiled-coil, une extrémité globulaire et une extrémité
qui constitue la charniéere lors de 1’association des deux sous-unités. Le tableau a droite de la figure
présente la composition des complexes SMC de B. subtilis, E. coli et de S. cerevisiae (trois dernieres
lignes). Figure issue de [76].

Les protéines SMC sont généralement constituées de plus de 1000 acides aminées et com-
portent cinq domaines [79] disposés de maniere symétrique : deux domaines globulaires
aux extrémités (N-terminale et C-terminale), deux longues chaines en super-hélices (coiled
coil) et un domaine globulaire charniére a la jonction des deux longues chaines (Fig. 1.10).
Les deux extrémités N- et C-terminales contiennent les sites de liaisons et d’hydrolyse de
I’ATP et sont reliées par une sous unité nommée "Kleisin". La structure ainsi formée a la

forme d"une boucle fermée pouvant encercler I’ADN [76, 79].

Différents mécanismes d’extrusion de boucles par les complexes SMC sont toujours a
I'étude. L'un d’entre eux, particulierement étudié chez les procaryotes, est présenté en Fig.
1.11. D’apres ce mécanisme, le complexe SMC, recruté par ParB, se lie a ’ADN au niveau
d’un site parS [80]. Le complexe SMC adopte ensuite alternativement une conformation
ouverte et une conformation fermée afin de réaliser 1’extrusion d"une boucle d’ADN. En
conformation ouverte, le complexe peut piéger une boucle d’ADN entre les deux longues
chaines du complexe, dans un espace nommé Pro-chamber. L'hydrolyse d’ATP provoque
ensuite la déstabilisation de la conformation ouverte et sa fermeture a partir de la charniere.
La boucle d’ADN piégée est alors poussée vers un espace, nommé Meta-chamber, formé
entre le fragment "Kleisin" et les extrémités globulaires N- et C-terminales. Avec ces deux
compartiments, le complexe SMC peut ainsi piéger de nouvelles boucles d’ADN dans la
Pro-chamber puis les ajouter a la boucle accumulée dans la Meta-chamber [81, 76].
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FIGURE 1.11 — Modéle proposé d"un mécanisme d’extrusion de boucle par un complexe SMC a
double chambres, appliqué a B. subtilis. Le mécanisme peut étre décomposé en deux parties : la
capture d’une section du chromosome (A) et I’extrusion de la boucle (B). (A) Le complexe peut
adopter une conformation fermée et une conformation ouverte. En conformation ouverte, une
boucle d’ADN peut étre capturée dans 1’espace formé entre les deux longues chaines (pro-chambre).
Au niveau d’un site parS, 1’association ParB/parS (en vert sur la figure) se lie au complexe SMC
ouvert puis ’hydrolyse d’ATP provoque le changement conformationnel du complexe SMC. La
pro-chambre est fermée et I’ADN est poussé dans la méta-chambre formée entre les extrémités
N- et C-terminales des sous-unités SMC et le fragment "Kleisin". (B) La succession de cycles de
capture de boucles d’ADN adjacentes et de changements conformationnels aboutit a 1’extrusion
d'une grande boucle d’ADN dans la méta-chambre. Figure issue de [81].
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18 Chapitre 1. Introduction

Le surenroulement de ’ADN

Le surenroulement de I’ADN (SC) désigne la déformation torsionnelle de la double hélice
de ’ADN, par rotation de 1’axe de la molécule d’ADN (vrillage, writhe) ou autour de cet
axe (torsion, twist) (Fig. 1.12) [82]. Cette déformation torsionnelle joue un rdle essentiel
dans la compaction du chromosome bactérien et peut a la fois impacter et étre impactée
par tous les processus biologiques nécessitant la dissociation des deux brins de la double
hélice de ’ADN.

/ Twist
SC increase Wi
rith
_><— é“‘”ﬂf;t °
relaxed i supercoiledy SO~ SV
DNA relaxation DNA /. gt

FIGURE 1.12 - Différents niveaux de surenroulement (5C) d"un plasmide observés par microscopie
électronique. Le plasmide a gauche est relaché et son niveau de SC augmente sur les images de
droite. A I’échelle locale, ce surenroulement prend la forme de torsions (twist) et de vrillages (writhe).
Schéma adapté de [83] et images issues de [84].

L’ADN bactérien est généralement surenroulé négativement, c’est a dire que des supertours
négatifs (dans le sens opposé de I'hélice) sont présents dans la double-hélice a hauteur de
1 supertour négatif par 300 pb en moyenne [11]. En comparaison a un ADN dit relaché,
I’ADN négativement surenroulé a moins de tours d’hélice et donc plus de pb par tour
d’hélice.

Le surenroulement peut étre décrit numériquement par le nombre de liaisons (Linking
number, Lk), qui représente le nombre de croisements qu'un brin simple d’ADN effectue
avec l'autre brin dans une molécule d’ADN circulaire. Ce nombre est la somme des
torsions (nombre de tours d'hélice, voir Twist sur la Fig. 1.12) et des vrillages (nombre de
croisements de 'hélice avec elle-méme, voir Writhe sur la Fig. 1.12)). Tant que les brins
d’ADN ne sont pas coupés, le nombre de liaison (Lk) reste constant dans une molécule
d’ADN circulaire, bien que des torsions puissent se transformer en vrillages et vice-versa
[85].

Le Lk d"une molécule d’ADN circulaire relachée est défini par Lkg = % avec N le nombre

de pb dans la molécule et y le nombre de pb par tour d’hélice (10,5 pb en moyenne). Une

molécule d’ADN surenroulée positivement (5C+) a moins de pb par tour d’hélice, ce qui
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1.1. Le génome bactérien 19

se traduit par un Lk supérieur & Lkg. A I'inverse, une molécule d’ADN surenroulée négati-
vement (SC-) a un nombre de liaison (Lk) inférieur a Lky. Ainsi, on parle de relachement
de I’ADN lorsque le Lk s’approche de Lkg, d’augmentation du niveau de SC+ lorsqu'un
Lk supérieur a Lky augmente et d’augmentation du niveau de SC- lorsqu’un Lk inférieur
a Lk diminue. La mesure la plus couramment utilisée pour évaluer le surenroulement

d’une molécule d’ADN est la densité de surenroulement ¢ = LkL_kﬁkO [86]. Cette mesure

permet de quantifier le niveau de surenroulement d’'une molécule d’ADN par rapport a
son état relaché. L’ADN bactérien a généralement une densité de surenroulement globale
comprise entre ¢ = -0.03 et o =-0.09 [87, 86] selon les conditions environnementales et la

phase de croissance.

La théorie permet, pour un modele donné d’ADN nu dans un solvant, de connaitre le
temps nécessaire au relachement d’une molécule d’ADN surenroulée de taille connue.
Dans la cellule, ’ADN n’est cependant pas nu, des barrieres topologiques empéchent la

propagation des supertours a longue distance, ce qui complique son étude [11].
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20 Chapitre 1. Introduction

1.2 La transcription bactérienne

Le processus de I'expression des genes est composé de deux étapes : la transcription des
genes en ARN puis la traduction de certains ARN en protéines. Lors de la premiere étape,
différents types d’ARN sont synthétisés, les ARN ribosomaux (ARNr), les ARN messagers
(ARNm) et les ARN de transfert (ARNTt). La collaboration de ces trois types d’ARN permet
ensuite la synthese des protéines. En effet, les ARNm portent les informations codées par
les genes jusqu’aux ribosomes, qui constituent la machinerie de la synthese protéique. Au
sein du ribosome, la traduction de ’ARNm en protéine, est réalisée par 1'intermédiaire
des ARNt, qui vont associer chaque séquence de 3 nucléotides (un codon) de 'ARNm a
un acide aminé spécifique. L'enchainement de ces acides aminés constitue la protéine. Du
fait de I’absence de noyau dans les cellules bactériennes, la traduction d'un ARNm peut

commencer avant que sa synthese ne soit terminée (Fig. 1.1, partie gauche) [11].

1.2.1 L’ARN polymérase

E5@ a/@

- UP element -—SPACER—- DISC @ DSDNA |

CONS AAAWWTWTTTNNN. TATAATNNNNNN- - ANNNNNNNNNNN

FIGURE 1.13 — Schématisation des interactions d'une ARN polymérase avec une séquence promo-
trice consensus. Le coeur de I’ARN polymérase est constitué de deux sous-unités « identiques, de
deux sous-unités tres larges et f” ainsi que d’une sous-unité w. A ces cinq sous-unités s’ajoute,
pour former ’holoenzyme, le facteur o lui méme composé de plusieurs domaines interagissant avec
des séquences spécifiques. La séquence CONS présentée est une séquence promotrice consensus.
Elle contient les éléments UP (upstream), -35, -10 et -10 étendu (EXT). La région séparant 1’élément
-35 et le -10 étendu est appelée spacer. Celle située entre le -10 et le site de début de transcription
(+1) est le discriminateur (DISC) [88].

Contrairement aux eucaryotes, les bactéries ont une unique ARN polymérase (ARNDP)
pour synthétiser tous leurs ARN, a l'exception des amorces d’ARN utilisées lors de la
réplication. Chaque cellule bactérienne contient environ 2000 ARNP en phase lente de

croissance, plus encore en phase exponentielle [11]. Chez E. coli, il a été déterminé que le
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1.2. La transcription bactérienne 21

nombre total d’ARNP par cellule augmentait de 1500 a 11400 entre les phases de croissance
lente (0,6 doublement par heure) et rapide (2,5 doublements par heure) [89].

La séquence et la composition de I'enzyme coeur de I’ARNP sont conservées chez les
bactéries. Bien que les ARNP des eucaryotes et des archées aient plus de sous-unités et des
séquences tres différentes, leur structure basique est trés similaire a celles des bactéries
[90].

L’enzyme cceur de ’ARNP est composée de (1) deux sous-unités « identiques, (2) deux sous
unités tres larges, B et ', qui forment une pince autour du site actif, et (3) d'une sous-unité
w, qui aide leur assemblage [88, 11] (Fig. 1.13). Cette enzyme coeur s’associe a une sous-
unité o (facteur o) pour former I'holoenzyme. Ce facteur o, composé de plusieurs domaines
reliés de maniére flexible, est chargé de la reconnaissance spécifique des promoteurs.
Différents facteurs o existent, 19 chez Bacillus subtilis, 60 chez Streptomyces coelicolor, 7 chez
E. coli (voir section 1.2.3) [91, 92].

Ces facteurs o reconnaissent des séquences promotrices consensus grace a leurs différents
domaines qui interagissent généralement avec les régions centrées autour des régions -35 et
-10, & 'exception des facteurs de la famille de c>* qui interagissent au niveau des positions
-24 et -12 [92]. La séquence consensus la plus commune chez E. coli est celle reconnue par
le facteur o7g. Cette séquence type contient deux courtes régions riches en AT, les éléments
-10 et -35, centrés respectivement environ 10 pb et 35 pb en amont du site de début de
transcription (TSS). L'élement -10 est reconnu par les domaines 0> 3 et 03 4, I’élement -35
par le domaine 0y ;. Ces deux éléments sont séparés par un spacer d"une taille d’environ
17 pb, ce qui correspond a l’écart entre les domaines 073 et 045 [88, 11]. Juste avant
I'élément -10, I’élément -10 étendu interagit également avec le facteur ¢ (domaine 3 ) et
est particulierement important pour la reconnaissance des promoteurs dont I’élément -35
est mal reconnu [93]. Entre I'élément -10 et le TSS se situe le discriminateur, une séquence
de 5 a 8 pb, également liée par le facteur o (domaine o7 ) [94]. Le domaine ¢y ; ne semble
pas interagir avec la séquence consensus mais joue un role essentiel puisqu’il inhibe la
liaison des facteurs o a I’ADN en absence d’ARNP coeur [88].

Outre les interactions directes entre le facteur ¢ et la séquence consensus promotrice
présentées ci-dessus, d'autres interactions peuvent faciliter la reconnaissance et la liaison de
I’ARNP au promoteur. Ces interactions peuvent impliquer des facteurs de transcription ou
I"'une des sous-unités de I’ARNP cceur. C’est notamment le cas de l'interaction stabilisante

entre la sous-unité o de 'enzyme cceur de I’ARNP avec I'élément UP (upstream) [11, 95].
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1.2.2 Les étapes de la transcription bactérienne

Le cycle de la transcription comporte trois grandes étapes : 'initiation, I’élongation et la

terminaison (Fig. 1.14).
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FIGURE 1.14 - Les étapes du cycle de la transcription bactérienne. Un cycle débute avec la re-
connaissance du promoteur par I’ARN polymérase (ARNP) grace au facteur . L'ARNP liée a de
I’ADN double brin, au niveau d'un promoteur, forme le complexe fermé. Cette liaison provoque le
changement conformationnel de I’ARND, ce qui aboutit a la séparation des brins de ’ADN autour
du site de début de transcription. Le complexe est alors ouvert. La synthese de I’ARN en copie
complémentaire de la matrice ADN débute mais les premiers ARN synthétisés ne dépassent pas les
10 nt (transcription abortive). Apres quelques cycles abortifs, la synthese des ARN complets devient
possible. L’ARNP quitte le promoteur, se dissocie du facteur ¢ et la phase d’élongation débute,
les ARN sont synthétisés. La phase d’élongation se termine lorsqu’un signal de terminaison de la
transcription est présent sur I’ARN synthétisé. Deux types de terminaisons sont décrits chez les
bactéries : la terminaison intrinseque et la terminaison p dépendante. A 1'issue de ce cycle, I’ARNP
se dissocie de ’ADN et I’ARN est libéré. L’ARNP peut alors recommencer un cycle de transcription.
Schéma adapté de [96].

L’'initiation de la transcription

L'initiation de la transcription peut étre divisée en trois événements : la reconnaissance du

promoteur, 'isomérisation et 'initiation de la synthese de I’ARN.
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Tout d’abord, I’ARNP se lie au facteur o pour former 1’holoenzyme. Ce facteur ¢ reconnait
les séquences promotrices et guide I’ARNP jusqu’a ces séquences. L’ARNP se lie alors a
I’ADN double brin et forme ainsi un complexe fermé [97, 88].

La liaison de I’ARNP a I’ADN provoque un changement conformationnel de ’ARNP. La
pince formée par les deux sous-unités § et B’ se ferme et forme un canal, contenant le site
actif de I’ARNP, autour de ’ADN et plus particulierement autour du TSS. Ce changement
conformationnel permet ensuite la séparation des deux brins de I’ADN entre les positions
-11 et +2 ou +4 par I’ARNP : le complexe fermé devient ouvert [97, 11]. L'ouverture de
cette région de I’ADN pour former une bulle de transcription est une étape critique car
cette ouverture demande beaucoup d’énergie. La quantité d’énergie nécessaire dépend

notamment du contenu en GC du discriminateur situé entre 1’élément -10 et le +1 [98].

La séparation des brins a rendu les bases de ’ADN accessibles. L'ARNP peut donc dé-
buter la synthése de la copie complémentaire de I’ADN : I’ARN. Les ribonucléosides
triphosphates (rNTPs) entrent dans le complexe et seuls les INTPs complémentaires de
la séquence matrice sont retenus. L'ARNP catalyse 1’attachement du 5 phosphate d"un
ribonucléotide avec le 3" hydroxyl du précédent, formant ainsi la chaine d”ARN. Le début
de cette synthese est critique. En effet, lorsque 10 ribonucléotides environ ont été assemblés,
I'un des domaines du facteur ¢ bloque le canal de sortie des ARN et provoque ainsi 'arrét
de la transcription et la libération d’'un ARN de 10 nt environ. Cette initiation abortive
se reproduit jusqu’a ce que ce domaine bloquant soit poussé hors du canal par un ARN
synthétisé, provoquant généralement la séparation du facteur ¢ du reste de I’ARNP et le
déplacement de I’ARNP au dela du promoteur [11, 88].

L’élongation

Une fois que I’ARNP a quitté le promoteur, le complexe est stabilisé, ce qui permet a
I’ARNP de poursuivre la synthese de I’ARN, en copie complémentaire de ’ADN. Au sein
de la bulle de transcription, I’ARN en cours d’élongation s’hybride sur environ 9 nt avec
I’ADN matrice avant que ’ARN sorte du canal et que ’ADN se referme. L’ARNP peut
transcrire de longs segments d’ADN (> 10kb), en synthétisant 30 a 100 nt par seconde
mais sa vitesse n’est pas constante [97, 11]. En effet, elle peut étre interrompue par divers
obstacles imposés par la séquence ou la topologie de I’ADN matrice, par des lésions dans
I’ADN matrice, par des protéines de liaison a ’ADN, par les machineries de réplication
ou de réparation de I’ADN, par les ribosomes, par des facteurs de transcription ou encore
des petites molécules comme le guanosine tetraphosphate (ppGpp) [97]. Fréquemment,
I’ARNP est également interrompue a cause d’une structure secondaire tige-boucle formée

dans un ARN synthétisé contenant une séquence inversée répétée. Ces pauses réduisent la
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vitesse globale de la transcription mais peuvent faciliter le repliement des ARN synthétisés

et des protéines en cours de traduction le long d'un ARN en cours de synthese [11].

La terminaison

L’élongation se termine a la rencontre d"un signal de terminaison. Deux mécanismes ont
été décrits chez les bactéries : un mécanisme intrinséque et un mécanisme dépendant d'un

facteur de terminaison.

Un terminateur intrinséque contient typiquement une séquence inversée répétée, riche en
G et C, a environ 7-8 nt de I'extrémité 3’ du transcrit, suivie d’une chaine de 7 a 9 uracile.
La synthese de cette chaine de U provoque des pauses de I’ARNP, laissant ainsi le temps
a la séquence riche en G-C de se replier en structure tige-boucle [97, 99]. Cette structure
déstabilise 1'hybride ADN-ARN et semble conduire a la dissociation du complexe de

transcription [11].

Le facteur de terminaison retrouvé dans la plupart des bactéries est le facteur Rho (p). La
protéine hélicase Rho forme un anneau composé de 6 sous-unités codées par le gene rho.
D’apres le modele standard, cet anneau se lie a un site rut sur I’ARN, puis ’ARN passe a
travers I'anneau. Rho se déplace ensuite du 5" vers le 3’ et rattrape I’ARNP lorsque celle-ci
fait des pauses sur des sites de terminaison Rho-dépendante. Avec son activité hélicase,
Rho dissocie alors I'hybride ARN-ADN, ce qui met fin a la transcription et conduit a la
dissociation de ’ARNP de son ADN matrice et de I’ARN synthétisé [99, 11]. Certains
détails de ce mécanisme sont cependant remis en questions et restent a élucider [100]. Il
semblerait notamment que Rho, a I’aide des co-facteurs NusA et NusG, se lie a ’ARNP au
cours de I'élongation, formant un complexe de pré-terminaison. Ce complexe permettrait

a Rho de rechercher en continu un signal de terminaison sur les ARN synthétisés [100].

1.2.3 Les modeles standards de régulation de l'initiation de la

transcription

La transcription est un processus essentiel qui requiere beaucoup de ressources et d’éner-
gie. Sa régulation selon les conditions rencontrées par la bactérie est essentielle a son
adaptation et a sa survie. En effet, cette régulation permet a la fois de transcrire en grande
quantité les genes utiles dans un environnement, tout en diminuant 1’expression des genes
qui conduiraient a une accumulation de protéines inutiles. Cette régulation est essentielle
du fait de la quantité limitée d’ARNP et d’énergie que peut y consacrer la cellule [92].
Cette régulation se fait en grande partie deés l'initiation du processus de transcription,
ce qui permet de limiter les dépenses inutiles d’énergies et de ressources. De nombreux

mécanismes sont impliqués dans cette régulation, en affectant I'affinité de ’ARNP pour un
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promoteur ou l'activité de I’ARNP directement. Les plus étudiés sont les facteurs de trans-
cription et les facteurs ¢ alternatifs mais d’autres mécanismes complémentaires affectent
la transcription, notamment la fixation de petits ligands, le surenroulement de I’ADN
(SC, Chapitre 1 partie 1.4) ou des modifications de certaines bases de ’ADN. Ce dernier
mécanisme implique généralement la méthylation d"une base, fréquemment 1’adénine, ce
qui provoque un changement d’affinité de I’ ARNP ou des facteurs de transcriptions pour
le segment d’ADN modifié.

Les facteurs de transcription

La régulation de la transcription se fait en grande partie par des protéines appelées facteurs
de transcription, qui se lient de maniere spécifique a I’ADN, souvent avec un motif hélice-
coude-hélice ou, plus rarement, avec un motif ruban-hélice-hélice. Ces facteurs peuvent
réguler négativement (répresseur) ou positivement (activateur) la transcription. Une méme
protéine peut étre répresseur ou activateur selon les conditions et le site ot elle se lie [92].
Le génome d’E. coli contient plus de 300 genes qui semblent coder pour des facteurs de
transcription. Certains contrdlent I’expression d'un grand nombre de génes mais environ

1/5 d’entre eux ne contréle qu'un promoteur unique [101, 102].

Il existe trois mécanismes généraux pour l'activation des promoteurs. Les activateurs de la
classe I se lient en amont de 'élément -35 du promoteur et interagissent avec les extrémités
C terminales des sous-unités &« de ’ARNP pour la diriger vers ce promoteur (Fig. 1.15A).
CRP (cAMP receptor protein) est un exemple d’activateur de cette classe chez E. coli. En
réponse a une concentration élevée de AMPc, le complexe AMPc-CRP se forme et active la
transcription d’un grand nombre de promoteurs, y compris le promoteur lac, en se liant a
une séquence consensus de I’ADN en amont du promoteur et en interagissant avec ’ARNP
[104]. Les activateurs de la classe II se lient & une séquence chevauchant I'élément -35 et
interagissent directement avec le facteur ¢ (Fig. 1.15B) afin de recruter I’ARNP associée
[103]. Dans le troisieme mécanisme, les activateurs se lient au niveau des éléments du
promoteur, généralement les éléments -10 et -35 et modifient la conformation du promoteur
afin de réorienter ces éléments pour améliorer la reconnaissance de ces promoteurs par
le facteur ¢ (Fig. 1.15C) [92, 103]. Les activateurs de la famille de MerR appartiennent
a cette troisieme catégorie. Identifiés chez différentes organismes dont B. subtilis, E. coli,
Pseudomonas aeruginosa et Streptomyces lividans, ces activateurs se lient entre les éléments
-10 et -35 et provoquent la distorsion de ’ADN dans cette région. Cette distorsion permet
aux éléments -10 et -35 d’étre alignés de telle sorte que I’ARNP puisse s’y fixer [103, 105].

Trois principaux mécanismes de répression ont été décrits. Le premier est I'encombrement
stérique, provoqué par la liaison d"un répresseur au niveau d’éléments clés du promoteur,
qui empéche la liaison de I’ARNP a ce promoteur (Fig. 1.15D). Ce mécanisme est impliqué
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FIGURE 1.15 — Les mécanismes des facteurs de transcription, a gauche les activateurs (spheres
vertes) et a droite les répresseurs (spheres rouges). Les principaux mécanismes des activateurs
sont la liaison (A) en amont ou (B) au niveau du promoteur pour y guider I’ARNP, et (C) la
réorientation des éléments du promoteur pour permettre une meilleure reconnaissance par ’ARNP.
Les répresseurs peuvent agir (D) en se liant au promoteur pour générer un encombrement stérique
qui bloque ’ARNP, (E) en se liant en multimere sur deux segments d’ADN autour du promoteur
afin de courber cette région et la rendre inaccessible pour I’ARNP, ou (F) en bloquant I’activité dun
activateur. Schéma adapté de [103].

dans la régulation tres étudiée du promoteur lac. En effet, en absence de lactose, le répres-
seur Lacl se lie spécifiquement au site opérateur de I'opéron lac et empéche ainsi la fixation
de I’ARNP et par conséquent 1’expression de cet opéron [106]. Le second mécanisme
implique les fixations de plusieurs molécules de répresseur sur des sites distants. Ces
fixations peuvent courber I’ADN, provoquer la formation de boucles, et ainsi empécher
la transcription des promoteurs situés au sein de ces boucles (Fig. 1.15E) [103]. Dans le
troisiéme mécanisme, le répresseur joue un rdle d’anti-activateur en interagissant avec un
activateur pour 'empécher d’activer la transcription (Fig. 1.15F). Ce troisiéme mécanisme
peut étre illustré avec le répresseur CytR. En absence de cytidine, CytR interagit avec CRP,
or CRP ne peut interagir simultanément avec CytR et I’ARNP. Par conséquent, CytR est
un anti-activateur de CRP [107]. D’autres mécanismes de répression, n'impliquant pas la
fixation de I’ARNP au promoteur mais 'initiation du déplacement de I’ARNP sur ’ADN
ont été décrits. Un facteur de transcription peut par exemple se lier en aval de ’ARNP, ou
interagir tres fortement avec I’ARNP et I’ADN, et ainsi empécher ’ARNP de progresser le
long de I’ADN.
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Similairement aux facteurs de transcription, les NAPs peuvent également participer a la
régulation de la transcription en induisant des modifications topologiques au niveau des
promoteurs. En formant des ponts entre des fragments d’ADN distants, H-NS peut par
exemple piéger des ARNP ou des séquences promotrices au sein de boucles, réprimant

ainsi 'expression des genes associés [108].

Les facteurs ¢ alternatifs

Pour pouvoir initier la transcription d'un géne, I’ ARNP doit s’associer avec une sous-unité
0 qui reconnait une séquence promotrice, y guide ’ARNP puis facilite 'ouverture de la
double hélice de I’ADN proche du TSS [103]. Différents facteurs sont en compétition pour
I'association avec les ARNP (voir paragraphe 1.2.3), disponibles en quantité limitée [92].
En effet, bien qu’il y ait de I'ordre de 1000 a 10000 ARNP selon la phase de croissance dans
chaque cellule [89], le nombre d’ARNP libres, c’est a dire n’étant ni impliquées dans un
processus de transcription, ni liées a I’ADN de maniére non-spécifique, est plus limité.
D’aprés un modele physique le nombre d’ARNP libre par cellule a été estimé a environ
100 en phase lente de croissance et a 1000 en phase rapide de croissance [109].

Cette compétition entre les facteurs ¢ est importante dans la régulation de la transcription
car ces facteurs permettent de provoquer des changements globaux de I’expression des
genes, généralement en réponse a des stress. Il semble d’ailleurs y avoir une corrélation
entre le nombre de facteurs ¢ alternatifs et la diversité des environnements rencontrés
par les bactéries [103]. Chez E. coli, le principal facteur ¢’ permet la reconnaissance et la
transcription de la majorité des promoteurs mais, selon les conditions rencontrées, des

facteurs o alternatifs sont présents en grande quantité (Tableau 1.3).

TABLEAU 1.3 — Les facteurs ¢ de E. coli. Tableau adapté de [110]. Les facteurs ¢ sont généralement
nommés selon leur taille, le facteur ¢”° a par exemple une masse moléculaire de 70 kDa [11].

Facteur o Fonction

o0 /P Transcription de la majorité des génes en phase exponentielle
o/ oN Transcription des genes régulés par ’azote

o8 /oS Expression des génes en phase stationnaire

o2 /ot Transcription des genes de réponse aux chocs thermiques

o/ of Expression des geénes de motilité

o /o Réponse aux stress extracytoplasmiques et aux températures extrémes
o9 / gfecl Régulation des genes fec pour le transport du citrate de fer

C’est le cas du facteur o7, qui, aprés un choc thermique (températures élevées), permet la

transcription des génes codant pour les protéines essentielles a la réponse a ce choc. La
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quantité de facteur o°

varie également fortement selon les conditions de croissances et de
stress. Ce facteur impacte plus de 20% des genes d’E. coli et joue un role particulierement

important en phase stationnaire [92].

Les petits ligands : exemple de ppGpp

L'interaction de I’ARNP avec des petits ligands permet également de moduler la trans-
cription des genes selon les conditions environnementales. C’est par exemple le cas de
ppGpp (guanosine tetraphosphate), une alarmone présente chez un grand nombre de
bactéries, qui semble pouvoir affecter positivement et négativement la transcription, en
se liant proche du site actif de I’ARNP et en interagissant avec les sous-unités f et f’ de
I’ARNP. Synthétisée par une enzyme appelée RelA, la concentration de ppGpp augmente
en réponse a des stress métaboliques, quand la disponibilité des acides aminés est réduite,
notamment lorsque la croissance bactérienne est ralentie, aprés un stress ou en phase
stationnaire [92, 103]. ppGpp est notamment capable de déstabiliser les complexes ouverts
formés au niveau des promoteurs afin d’inhiber la synthese des ARNr et des ARNt [11].

1.2.4 Les techniques d’analyse du transcriptome

Le transcriptome est I'ensemble des transcrits (ARN) présents dans une cellule a un instant
donné. Selon les conditions spécifiques dans lesquelles les cellules se trouvent, telles que la
phase de croissance et les variations de conditions environnementales, le transcriptome su-
bit des changements, qu’il est intéressant d’étudier. Parmi les méthodes transcriptomiques
couramment utilisées, le RNA-Seq est largement prédominant actuellement et a remplacé

en grande partie les puces a ADN.

Les puces a ADN

Les puces a ADN sont utilisées depuis la fin des années 90 pour analyser des séquences
d’ADN et I'expression de genes [111, 112]. Le principe des puces a ADN repose sur
I'hybridation des brins d’ADN complémentaires.

La derniere génération des puces a ADN sont des surfaces solides sur lesquelles des
sondes contenant des séquences d’ADN spécifiques sont positionnées. Pour analyser
un échantillon d’ARN, celui-ci est rétro-transcrit en ADN complémentaire puis marqué,
généralement par fluorescence. L’échantillon a analyser est ensuite incubé au contact de
la puce (Fig. 1.16). Les fragments complémentaires des sondes s’hybrident de telle sorte
que seuls ces fragments sont retenus lorsque la puce est lavée. Le marquage des fragments

est ensuite révélé afin de connaitre la quantité de fragments complémentaires de chaque
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sonde. Cette quantité reflete 'expression des genes correspondant aux séquences présentes

sur les sondes [113].

Les puces a 2 canaux permettent de comparer I'expression des génes dans deux conditions
différentes en marquant différemment chaque échantillon, généralement avec les colorants
fluorescents Cy3 et Cy5 (Fig. 1.16). Ces puces permettent d’étudier simultanément 1'ex-
pression différentielle d'un grand nombre de génes entre deux conditions. L'utilisation
des puces a ADN nécessite de connaitre la séquence de 1’ensemble du génome pour créer
les sondes. De plus, le signal de fond et le manque de spécificité de certaines sondes en
font une méthode d’assez basses spécificité et sensibilité en comparaison aux nouvelles
technologies disponibles aujourd’hui comme le RNA-Seq [114].

Sample 1 Sample 2
Annotated genomic structure
Extract total RNA
. NN TN AN
v PV Image analysis
AV 474
PCR amplify probes N P
B s o Raw images of each channel
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el » Scan emitted
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FIGURE 1.16 — Protocole expérimental d’analyse transcriptomique avec une puce a ADN. La puce
a ADN est préparée en ajoutant des sondes d’ADN spécifiques d'une séquence génomique sur une
surface solide. Pour comparer 1’expression des genes dans deux conditions, les ARN de chaque
échantillon sont extraits puis marqués par fluorescence avec des marqueurs distincts. Les ARN
marqués sont ensuite ajoutés sur la puce afin que les ARN complémentaires de chaque sonde
s’y hybrident. La quantité relative d”ARN hybridés entre les deux conditions sur chaque sonde
peut ensuite étre estimée par fluorescence sous excitation d'un laser. Cette quantité relative reflete
l'expression différentielle, entre les deux conditions testées, du géne ciblé par chaque sonde. Schéma
tiré de [115].

Le RNA-Seq

Le développement des technologies de séquengage nouvelle génération (NGS) a marqué
un tournant pour les études transcriptomiques car elles permettent d’obtenir des données

sur 'ensemble des transcrits en tres peu de temps et avec une tres bonne sensibilité.
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Le RNA-Seq est aujourd’hui la méthode de choix pour I’étude des transcriptomes mais

également pour la recherche de nouvelles séquences ou de nouveaux génes [114].

mRNA
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FIGURE 1.17 — Protocole d’analyse transcriptomique par RNA-Seq. Les ARN sont convertis en une
banque de fragments d’ARN ou de cDNA puis des adaptateurs (bleu et orange) sont ajoutés a leurs
extrémités. Un appareil de séquencgage haut-débit est ensuite utilisé pour obtenir les séquences de
chaque fragment. Les séquences (lectures) ainsi obtenues sont ensuite alignées sur le génome de
référence. Dans cet exemple de RNA-Seq appliqué a un eucaryote, une lecture peut correspondre a
un unique exon (exonic reads), a plusieurs exons successifs (junction reads) ou a la queue poly-A
présente a 'extrémité de chaque ARNm (poly(A) end reads, en rouge). Schéma copié de [114].

Pour analyser un transcriptome par RNA-Seq (Fig. 1.17), les ARN doivent tout d’abord
étre rétrotranscrits en ADNc puis fragmentés. Selon la méthode utilisée, des adaptateurs
sont ensuite ajoutés a 'une ou aux deux extrémités de chaque fragment avant de soumettre
ces fragments a un séquencage haut-débit. Les séquences fournies par le séquenceur sont
appelées lectures. Selon 1'appareil utilisé, ces lectures peuvent étre plus ou moins longues,
de 50 pb a plusieurs dizaines de kb, sachant que le séquengage de longs fragments facilite

ensuite 'assemblage des lectures mais peut présenter plus d’erreurs que le séquengage de
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courts fragments [114]. Dans le cadre des études transcriptomiques classiques, les lectures
sont alignées sur un génome de référence puis le nombre de lectures correspondant a
chaque géne est dénombré pour chaque condition.

Pour pouvoir comparer les nombres de lectures entre les différents genes et entre les
différentes conditions, des normalisations sont effectuées afin de notamment prendre en
compte la taille des génes et la profondeur du séquencage. De nombreux outils informa-
tiques ont été développés pour automatiser ces étapes d’analyse. Dans le cadre des études
transcriptomiques bactériennes que j'ai effectuées pendant ma these, j’ai utilisé les outils
standards Bowtie 2 [116], htseq-count [117] et DeSeq2 [118]. Bowtie 2 effectue 1’alignement
des lectures sur le génome en identifiant la région du génome ayant la séquence la plus
similaire a celle de la lecture [116]. htseq-count permet ensuite de dénombrer le nombre
de lectures associées a chaque géne [117]. Enfin DeSeq2 réalise la normalisation et la com-
paraison des nombres de lectures. DeSeq2 génere un fichier contenant notamment, pour
chaque gene, un ratio d’expression normalisé (Fold change, FC) et la valeur p du test de
Wald ainsi que sa correction effectuée d’apres la méthode de Benjamin-Hochberg (valeur
p ajustée) [118]. Dans mes études transcriptomiques, j’ai considéré que les génes ayant
une valeur p ajustée inférieure a 0,05 sont différentiellement exprimés. Ceux ayant un FC
supérieur a 1 (c.-a-d. un log2(FC) négatif) sont considérés activés tandis que ceux ayant
un FC supérieur a 0 (c.-a-d. un log2(FC) positif) sont réprimés.

Une fois cette classification des genes effectuée, différentes analyses peuvent étre réalisées
selon le cadre de I’étude. L'une des plus courantes est I’analyse de 'enrichissement fonc-
tionnel. Elle consiste a identifier des fonctions sur-représentées au sein des genes activés
ou des genes réprimés. Pour ce faire, une annotation fonctionnelle de I'ensemble des genes
est nécessaire. Dans mes études transcriptomiques, j’ai utilisé ’annotation Gene Ontology
[119], qui associe chaque géne a un ou plusieurs processus biologique(s) (par exemple
motilité et motilité dépendante des flagelles), une ou plusieurs fonction(s) moléculaire(s)
(par exemple activité catalytique et activité motrice du cytosquelette) et une ou plusieurs
localisation(s) (par exemple membrane et flagelle). D’autres annotations peuvent étre
utilisées pour effectuer d’autres analyses, notamment le brin sur lequel le gene est situé,
la proximité a un site de fixation d’une enzyme particuliere, la localisation au sein de

domaines chromosomiques préalablement identifiés, etc.
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1.3 Les variations du niveau de surenroulement de ’ADN

Des processus biologiques essentiels tels que la réplication et la transcription nécessitent
I'ouverture de la double hélice de ’ADN. La séparation des deux brins de ’ADN pro-
voque un stress torsionnel, qui peut diffuser le long du chromosome jusqu’a la rencontre
d’une barriere topologique, par exemple une protéine fixée sur I’ADN. L'accumulation
de ces stress torsionnels constitue le surenroulement de I’ADN (SC). L’ADN bactérien est
généralement surenroulé négativement, a une densité ¢ = —0.06 en phase exponentielle
chez E. coli [86]. Le niveau de SC est finement régulé, selon les conditions physiologiques
(phases de croissances) et environnementales (stress environnementaux) rencontrées par
les bactéries (Fig. 1.18).

Environmental stress

[ATPJ[ADP] ratio ) )
Topoisomerases l Signal transduction
NAPs

Global supercoiling changes
ATP_ 5 ADP

)

“%.. DNAgyrase i
", I "‘ 3
Relaxed Topoisomerase | Supercoiled

FIGURE 1.18 — La régulation du surenroulement de I’ADN en réponse aux stress environnementaux.
Schéma issu de [83].

1.3.1 Larégulation du surenroulement par les topoisomérases

Les acteurs clés de cette régulation sont les topoisomérases. Elles sont présentes chez
tous les organismes. Ces enzymes peuvent modifier le nombre de supertours en quelques
étapes seulement : elles se lient a I’ADN, coupent 1'un ou les deux brins, permettent le
passage d'un brin d’ADN a travers la coupure puis religuent le ou les brins coupés (Fig.
1.22 et 1.20) [120, 11]. Selon le nombre de brins coupés, les topoisomérases sont classifiées
en deux catégories : type I lorsqu'un unique brin est coupé, type II lorsque les deux brins
sont coupés [86]. Les topoisomérases peuvent ensuite étre divisées en sous-catégories (type
IA, IB, IC, IIA et IIB) selon leurs propriétés structurelles et mécaniques [121] (Tableau 1.4).

Les topoisomérases de type I

Les topoisomérases de type I introduisent des cassures simple brin dans ’ADN. Chez les

bactéries, deux topoisomérases de type I sont généralement présentes : la topoisomérase
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I (topol) et la topoisomérase III (topolll) [86]. Deux autres topoisomérases de type I, la
topoisomérase V (topoV) et la reverse gyrase, ont également été identifiées, principalement
chez les archées [121].

Type lA
[ T T T 1 E. colitopo |
E9 K13 D111,113 Y319 H365 Zn ribbon domains
/ Domainll \ Domain Vv
E. coli topo lll
E7 K8 0103,105. Y32§330H381 decatenation loop
Domain | Domain Il Archaeoglobus fulgidus
ATPase domain topoisomerase domain reverse gyrase

r L T . 1

| RecA domain 2 F512,K516 |D631,633 Y809

Zn ribbon 1 Zn ribbon 2

TypelB

| 1 I N uman topo |

RA488 K532 R590 K632 Y723
NTD corel corelll linker CTD
Type IC . .
P linker helix
l [ T 1 | 1 [T [ | I | Methanopyrus kandleri
I Y226 I ¢ Y ) topoV
HTH HhH motifs

topoisomerase domain

FIGURE 1.19 - Structures principales des topoisomérases de type I. Les barres verticales noires
indiquent les résidus catalytiques dont la tyrosine (Y) catalytique, qui forme une liaison covalente
avec le simple brin d’ADN clivé. Pour le type IB, NTD et CTD correspondent respectivement aux
domaines N-terminal et C-terminal. Dans la structure du type IC, HTH indique le motif hélice-
coude-hélice et HhH correspond au motif hélice-épingle-hélice. Schéma issu de [121].

La topol, initialement nommée protéine w, est présente chez les procaryotes et les euca-
ryotes. Elle peut relacher le surenroulement, et caténer et décaténer de I’ADN clivé. La
topol eucaryote, classifiée dans le type IB, peut relacher le surenroulement négatif (5C-) et
positif (SC+) tandis que la topol bactérienne, de type IA, ne relache que le SC- (Tableau
1.4) [121]. Chez E. coli, 1a topol, codée par le géne topA, relache ’ADN SC- a une vitesse
d’environ 5 Lk/min, sans consommer d’énergie [122]. D’apres le modele enzyme-bridging,
le mécanisme de la topol, présenté en figure 1.20, est le suivant : la topol clive un simple
brin d’ADN et crée ainsi une ouverture permettant le passage du simple brin intacte.
Apres le passage, le simple brin clivé est religué et la molécule a ainsi été relachée d'un
supertour négatif (Lk augmenté de 1). Pendant ce processus, la topol adopte deux confor-
mations : une conformation fermée dans laquelle la topol reconnait le brin d”ADN, puis
une conformation ouverte qui lui permet de créer un pont en coupant I'un des brins et

enfin de nouveau la conformation fermée afin de religuer le brin coupé [121, 123, 124].
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(2) The single-strand DNA (3) Nucleophilic attack by the active-site
is in the active site tyrosine leads to formation of a

phosphotyrosine covalent adduct

(4) Intact strand enters the enzyme cavity

(1) A single-stranded
region in the DNA is
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resealing of the cleaved DNA strand

FIGURE 1.20 — Le mécanisme de relachement de ’ADN par la topoisomérase I. (1) Une région
simple brin d’une molécule d’ADN surenroulée négativement est reconnue par la topol. (2) La
topol s’ouvre partiellement pour permettre a 1’ADN de se lier proche du site actif. (3) La topol
clive le brin, via une attaque nucléophile du squelette phosphodiester de ’ADN par la tyrosine
du site actif de la topol. La topol adopte alors une conformation ouverte, tout en formant un
complexe covalent ADN - topol, pour former un pont entre les 2 extrémités de I’ADN coupé. (4)
Cette ouverture permet le passage du second brin, ce qui modifie le Lk. (5) La topol se referme
pour religuer les deux brins. (6) La topol adopte de nouveau une conformation ouverte pour libérer
le double brin relaché. Schéma issu de [123].

La topolll appartient au type IA et peut étre trouvée chez les procaryotes, eucaryotes
et les archées. De structure trés proche de la topol bactérienne (Fig. 1.19), la topolll
bactérienne peut également relacher le SC- par incrément de 1 Lk et décaténer I’ADN
[121]. En comparaison a la topol d’E. coli, la structure de la topolll d’E. coli présente une
boucle supplémentaire, connue comme la boucle de décaténation, qui semble lui permettre
de décaténer efficacement des caténaires multiples [121, 125]. Ainsi, contrairement a la
topol dont la fonction premiere semble étre le reldichement de ’ADN SC-, la topolll est
principalement impliquée dans la décaténation des chromosomes, en particulier apres la

réplication [86].

Identifiée chez les archées, la topoV a tout d’abord été classifiée dans le type IB du fait de
ses similarités avec la topol eucaryote, notamment sa capacité a relacher le SC- et le SC+
(Tableau 1.4). Cependant, sa structure étant tres différente, y compris la position de son site
actif tyrosine (Fig. 1.19), elle est dorénavant classifiée dans une nouvelle classe, le type IC

[121]. La topoV relache I’ADN en coupant I'un des deux brins de ’ADN afin que celui-ci
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puisse pivoter autour de l’autre brin jusqu’a religation du brin clivé. Ce mécanisme de

rotation permet de modifier le Lk par des incréments supérieurs a 1 [126].

La reverse gyrase, classifiée dans le type IA, a été identifiée chez quelques eubactéries et
archées. Cette enzyme peut relacher ’ADN SC- et introduire des supertours positifs dans
I’ADN, en consommant de I’ATP [121, 127].

Les topoisomérases de type II

Les topoisomérases de type II coupent les deux brins de ’ADN et modifient ainsi le Lk
par incrément de 2. Deux topoisomérases de type II sont généralement présentes chez
les bactéries : la gyrase, et la topoisomérase IV (topolV). La topoisomérase II eucaryote
(topoll) et la topoisomérase VI archée (topoVI) appartiennent également a cette famille de
topoisomérases [121].

Type llA
top2
- Saccharomyces cerevisiae
topo Il (A,)

Y5 G139, K367 E449 D526, D528 Y782 1833
G143, G145

gyrB gyrA

E. coliDNA gyrase

Y5 G114, K337 E424 D500,D502 Y122 1174 e A,B
G117, G119 Gyr A box (A;B,)

parE parC

1 L
r 1
I E. coli topolIV
G110, K334 E418 D492, D494 A.B
e Y120 1172 (A,B,)
TOPRIM WHD tower coiled coil
Type lIB
ro,:‘)EB toplﬁA
' '_‘ Methanosarcina mazei
6111, Ka3s Y105 topo VI (A;B,)
G114, G116
H2tH lg WHD TOPRIM

(some)

FIGURE 1.21 - Structures principales des topoisomérases de type II. Les barres verticales noires
indiquent les résidus catalytiques dont la tyrosine (Y) catalytique. GHKL correspond au domaine
ATPase, TOPRIM au domaine topoisomérase/primase, WHD au domaine winged-helix, CTD au
domaine C-terminal, H2tH au domaine hélice-hélice-coude-hélice et Ig a un repliement de type
Immunoglobuline. Schéma issu de [121].

L’ADN gyrase est une topoisomérase de type IIA qui permet d’introduire des supertours
négatifs dans une molécule d’ADN double brin mais nécessite pour cela I'hydrolyse d’ATP.
La gyrase peut également, en présence d’ATP, relacher I’ADN SC+ et décaténer ’ADN
(Tableau 1.4) [121]. La gyrase est un tétrameére constitué de deux sous-unités GyrA, codées
par le gene gyrA, et de deux sous-unités GyrB, codées par gyrB. La sous-unité GyrA
consitue la grande partie du site de liaison a I’ADN, elle permet le clivage de ’ADN et le
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maintien des extrémités coupées pendant le passage d"un autre segment d’ADN double
brin. La sous-unité GyrB, avec son site de liaison a I’ATP, est dédiée a la transduction
d’énergie nécessaire au processus [128, 122]. Le mécanisme d’introduction des supertours

négatifs dans ’ADN par la gyrase est présenté en Figure 1.22.

N-gate GyrB open dimer - open gate
GyrA closed dimer
DMA gate and C-gate closed

* ¥
+2f17

All gates closed

N-gate closed
DNA gate closed
C-gate open
@ N-gate closed
- ADP GyrA open dimer

open DNA gate
C-gate closed

FIGURE 1.22 — Le mécanisme de surenroulement de I’ADN par la gyrase. (1) La gyrase se lie a
un premier segment d’ADN double brin (en rouge) a l'interface entre les sous-unités GyrA (en
bleu) et GyrB (en orange) et ’ADN double brin contourne le domaine C-terminal de GyrA. (2) Le
segment du double brin ayant contourné ce domaine passe entre les deux sous-unités GyrB, qui
sont alors écartées. (3) Avec la liaison de 2 ATP sur les sous-unités GyrB, ces deux sous-unités se
rapprochent, piégeant ainsi les deux segments du double brin d’ADN. (4) Le premier segment
d’ADN est clivé par le site actif de la gyrase, situé dans GyrA, ce qui permet au second segment
d’ADN double-brin de passer a travers. Cette action consomme un ATP. (5) En consommant un
second ATP, le double-brin est religué avec le rapprochement des sous-unités GyrA puis le brin est
relaché [128].

D’aprés ce mécanisme, un segment d’ADN, nommé segment G, se lie et s’enroule autour du
domaine N-terminal de I'une des deux sous-unités GyrA. La liaison de ce segment induit
un mouvement du domaine C-terminal de la seconde sous-unité GyrA, ce qui provoque
I'enroulement d’un segment d’ADN adjacent autour de ce domaine C-terminal. L'en-
roulement de ces deux segments d’ADN autour des domaines C-terminal et N-terminal
permet de positionner un troisiéme segment, nommé segment T, entre les sous-unités GyrB,

au croisement du segment G. Suite a ce positionnement, des molécules d’ATP se lient
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aux domaines N-terminaux des deux sous-unités GyrB, ce qui provoque un changement
conformationnel de I'enzyme : la "porte" formée par les deux sous-unités GyrB se ferme et
piege le segment T dans le complexe. Les tyrosines catalytiques forment alors des liaisons
avec le segment G, clivant ainsi le double brin, ce qui permet le passage du segment T. Le

segment G est ensuite religué et le segment T est libéré [121, 128].

La topolV est une enzyme de type IIA qui hydrolyse de I’ATP pour décaténer les chro-
mosomes suite a la réplication et pour relacher I’ADN SC- ou SC+ (Tableau 1.4) [86, 121,
129]. Chez de nombreuses bactéries dont E. coli, Salmonella typhimurium et D. dadantii,
cette enzyme est un hétérotétramere composé de deux sous-unités codées par parC et
de deux sous-unités codées par parE [130]. Les sous-unités ParC et ParE de la topolV
sont homologues aux sous-unités GyrA et GyrB mais présentent quelques différences
structurelles (Fig. 1.21) [121]. Chez E. coli, la topolV relache I’ADN a une vitesse de 0.8
Lk/min donc plus lentement que la topol. Contrairement a la gyrase, elle ne permet pas
d’introduire des supertours négatifs dans I’ADN. Elle est cependant 100 fois plus active

dans la décaténation que la gyrase [122, 131].

La topoll appartient également au type IIA et est trouvée dans un grand nombre d’eu-
caryotes dont 'Homme, S. cerevisae et Drosophila melanogaster [132, 133, 121]. Elle peut
relacher le SC+ et le SC- en présence d’ATP et de Mg?*, caténer et décaténer I’ADN (Ta-
bleau 1.4). La topoll peut ainsi assurer la condensation, la maintenance de la structure et la
ségrégation des chromosomes apres la réplication [132, 134]. La plupart des eucaryotes
supérieurs en possedent deux isoformes (topolla et topollB) dont I’expression semble

dépendre de 1'étape du cycle cellulaire et du type de cellule [135, 136].

La topoVI semble étre présente dans toutes les archées, dans certaines plantes ainsi que
dans un parasite protozoaire, le Plasmodium [121, 137, 138, 139]. La topoVI peut décaténer
I’ADN et relacher du SC+ et du SC- [137]. Bien qu’elle comporte un domaine ATPase et un
domaine topoisomérase/primase (Fig. 1.21), sa structure et sa séquence sont différentes de
celles des autres topoisomérases de type IIA, d’ot1 sa classification dans le type IIB.

Dans le cadre de mon étude sur la régulation de la transcription bactérienne par le suren-
roulement de ’ADN, les principales topoisomérases considérées sont la topol, pour son
activité de relachement de ’ADN, et la gyrase, pour sa faculté a ajouter des supertours
négatifs dans 1’ADN. Bien que la topolV relache I’ADN moins efficacement que la topol, il

est important de ne pas négliger son role dans le processus de régulation du niveau de SC.
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1.3.2 Les méthodes de mesure du niveau global de surenroulement de
I’ADN

Les principales méthodes de mesure du niveau global de SC, i.e. du niveau de SC moyen
sur ’ensemble d"une molécule d’ADN, repose sur les différences de migration de I’ADN,
a travers un gradient de sucrose ou lors d'une électrophorese en gel d’agarose. Ces diffé-
rences de migrations dépendent de la structure 3D de I’ADN [140].

Les premieres analyses du niveau de SC ont été effectuées par sédimentation sur un gra-
dient de densité de sucrose. Pour cette analyse, les cellules étaient traitées radioactivement
afin de marquer leur chromosome puis ces cellules étaient lysées et centrifugées afin d’en
extraire les chromosomes. Les molécules d’ADN extraites étaient ensuite séparées, selon
leur niveau de SC, par sédimentation sur un gradient de sucrose contenant du bromure
d’éthidium (EtBr). Différentes fractions de ce gradient étaient ensuite collectées puis leur
radioactivité était mesurée afin de déterminer la quantité d’ADN présente dans chaque
fraction [141, 142]. Cette méthode a depuis été remplacée par des méthodes de mesure,
plus simples, par électrophorese sur gel d’agarose.

Dans un gel d’agarose, I’ADN migre également selon son niveau de SC. Une molécule
d’ADN surenroulée migre plus rapidement donc plus loin sur le gel qu'une molécule
d’ADN relachée. Pour faciliter cette étude, un plasmide est électroporé dans la bactérie
dont on souhaite analyser le niveau de surenroulement de son chromosome, en considérant
que le niveau de surenroulement du plasmide refléte le niveau de surenroulement global
du chromosome. Ce plasmide est ensuite extrait puis déposé dans le gel d’agarose. Pour
améliorer la résolution des topoisomeres de méme poids moléculaire, cette électrophorese
est souvent réalisée en présence d'un agent intercalant. L’agent intercalant utilisé dans les
premiéres études était 1'EtBr, les études actuelles privilégient la chloroquine [143, 144, 140]
(Fig. 1.23B). L’EtBr s’intercale dans I’ADN a chaque supertour et affecte ainsi le poids et la
taille de la molécule, et par conséquent sa migration dans le gel. Sur ce type de gel, deux
bandes successives correspondent a des topoisomeres dont le Lk differe de 1, c’est a dire
d’un supertour [143]. L'intercalation d"EtBr s’est cependant révélée étre trop sensible aux
variations mineures des conditions expérimentales dont la quantité d’ADN déposée dans
chaque puit. Cet intercalant a donc été substitué par la chloroquine, un ligand de plus
faible affinité pour 1’ADN [144]. Similairement a 'EtBr, la chloroquine permet la séparation
distincte des topoisomeéres selon leur niveau de surenroulement. Cette méthode, avec
une concentration constante de chloroquine, ne permet cependant pas la distinction des
molécules surenroulées positivement et des molécules surenroulées négativement. Pour
cette distinction, la méthode la plus fiable est 1’électrophorese 2D. Cette méthode repose sur
deux migrations, une premiere, généralement dans un simple gel d’agarose, pour séparer

les topoisomeres selon leur densité puis une seconde migration perpendiculairement, en
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présence d’une concentration de chloroquine permettant la séparation des topoisomeres
SC+ et des topoisomeres SC- (Fig. 1.23C) [145].
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FIGURE 1.23 — Les méthodes d’étude du niveau de surenroulement global par électrophoreése. (A)
Electrophorese 1D sur gel d’agarose de plasmides surenroulés positivement traités avec de la gyrase
purifiée de Staphylococcus aureus pendant des durées croissantes. Evolution du plasmide surenroulé
positivement vers une forme surenroulée négativement selon la durée d’incubation avec la gyrase.
(B) Schématisation de la migration des topoisoméres selon leur niveau de surenroulement lors d"une
électrophorese a 2 dimensions, avec une migration sans chloroquine puis une migration avec ajout
de chloroquine. Les molécules partiellement surenroulées négativement migrent entre la bande
relachée et la bande (-)SC. Les molécules partiellement surenroulées positivement migrent entre la
bande (+)SC et la bande relachée. (C) Electrophorése 2D de plasmides surenroulés positivement
traités avec de la gyrase purifiée de Staphylococcus aureus pendant des durées croissantes. Sur
ces figures les positions des topoisomeres relachées sont indiquées par Rel, les topoisomeres
surenroulées positivement par (+)SC et les topoisomeres surenroulées négativement par (-)SC. Les
couleurs indiquent la correspondance entre la figure A et la figure C. Figures issues de [146].

Plus récemment, de nouvelles méthodes de mesures du niveau global de surenroulement
in vivo utilisant la fluorescence ont été développées. L'une d’entre elles, la méthode FEDS
(Fluorescent evaluation of DNA supercoiling), proposée par Duprey et al., repose sur
'utilisation d"un plasmide porteur (1) d'un gene codant pour une protéine fluorescente
verte associée a un promoteur dont le niveau d’expression dépend exclusivement du
niveau de SC et (2) d’un gene codant pour une protéine fluorescente rouge transcrit a
partir d’un promoteur constitutif, qui servira de standard interne (Fig. 1.24) [147]. Au
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sein d'une cellule, I'hypothese est faite que le niveau de SC de ce plasmide reflete le
niveau de SC du chromosome. Le niveau de SC du plasmide est ensuite mesurable grace

aux fluorescences. Ainsi, cette méthode permet d’analyser le niveau de SC d"une cellule

unique.

constitutive repressed

LAg—F—p—

mRNA abundance
mRNA abundance

supercoiling supercoiling

supercoiling
sensor

internal
standard

FIGURE 1.24 — Carte du plasmide rapporteur du SC : pSupR. Le plasmide comporte un promoteur
constitutif (pss;) et un promoteur exclusivement réprimé par le SC (py454). Chaque promoteur
permet la transcription d"un gene codant pour une protéine fluorescente, respectivement rouge
et verte. Le géne bla apporte une résistance a I’ampicilline. Les graphiques en haut indiquent
I’'abondance des ARNm issus des genes rouges et verts selon le niveau global de SC. Figure issue
de [147]

1.3.3 L’impact des conditions environnementales

Selon les stress environnementaux rencontrés, le chromosome bactérien peut se relacher
ou a l'inverse avoir une augmentation du niveau de surenroulement, généralement passa-
gere (Tableau 1.5). Des variations de surenroulement ont été observées en réalisant des
électrophoréses de plasmides insérés dans des bactéries soumises a différents stress chez
nos deux modeles d’études E. coli (Tableau 1.5) et D. dadantii (Fig. 1.25) mais également
chez des especes phylogénétiquement éloignées comme B. subtilis et S. typhimurium [83, 34,
148, 149]. Les gels présentés en Figure 1.25 montrent par exemple que I’ADN des bactéries
D. dadantii soumises a un stress acide (provoqué par l’ajout d’acide malique) ou a un stress
oxydatif (obtenu en ajoutant de 1’H>O,) est plus relaché que I’ADN des bactéries non
traitées [72].

Ces variations de niveau de surenroulement sont dues a des modifications de 'activité
des topoisomérases selon les conditions environnementales. Selon les stress rencontrés,
la charge énergétique de la cellule peut étre modifiée, ce qui affecte I'activité de la gyrase
puisque celle-ci nécessite cette énergie sous forme d”ATP. Lorsque le ratio [ATP]/[ADP]
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augmente, la gyrase est plus active et relache donc le chromosome davantage [150].
D’autres mécanismes de la régulation de l'activité des topoisomérases impliquent des
NAP ou la régulation au niveau transcriptionnel des genes topA, gyrA et gyrB [83, 34, 72]
(Tableau 1.5).

TABLEAU 1.5 - La variation du niveau de surenroulement du chromosome de E. coli en réponse a

un stress environnemental. Les stress rencontrés provoquent des augmentations du niveau de SC-
(Aug) ou des relachements (Rel) de ’ADN. Tableau adapté de [83].

Choc Variation Mécanisme Source
du SC
Chaud Rel Modification des activités de la gyrase et de la topol ~ [151]
Froid Aug Augmentation de l'activité de la gyrase, HU [152]
Acide Rel Diminution de 'activité de la gyrase [153]
Osmotique Aug Augmentation du ratio [ATP]/[ADP] [150]
Oxydatif Rel Activation de I'expression de topA par Fis [154]
Anaérobie Rel Diminution du ratio [ATP]/[ADP] [150]
A. acidic stress B. oxidative stress
-+ -+
S
(000 0]

FIGURE 1.25 — Effets des chocs acide et oxydatifs sur le surenroulement de I’ADN de D. dadantii
observés apres électrophorese sur un gel d’agarose contenant de la chloroquine. Des bactéries D.
dadantii, préalablement électroporées avec le plasmide pUC18 ont été soumises pendant 15 min
a (A) un stress acide avec I'ajout de 30 mM d’acide malique pour obtenir un pH de 4,3 et (B) un
stress oxydatif provoqué par 'ajout de 500 ptM d’H»O;. En paralléle, une culture sans stress de
ces bactéries contenant pUC18 a également été effectuée. Les plasmides de chaque condition ont
ensuite été extraits puis déposés sur un gel d’agarose a 1% contenant 2,5 ng/mL de chloroquine.
Etant donné que plus un plasmide est surenroulé, plus il migre loin dans le gel, et que si l’'on admet
que le surenroulement du plasmide reflete celui du chromosome bactérien, ces gels montrent que
les deux stress testés provoquent le relachement du chromosome de D. dadantii. Images issues de
[72].

Dans le cas du choc froid par exemple, Mizushima et al. ont analysé, par des électrophoreses
sur gel d’agarose en présence de chloroquine, I'effet de ce choc sur le SC de E. coli sauvage
sans traitement, sauvage apres traitement avec un inhibiteur de gyrase et dans une souche
n’exprimant pas la protéine HU (Fig. 1.26) [152]. Ils ont observé que le choc froid provoque
une augmentation du SC de la souche sauvage sans traitement mais que cette augmentation

n’est pas visible lorsque la gyrase est inhibée par un antibiotique (Fig. 1.26A) et est
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diminuée dans le mutant n’exprimant pas HU (Fig. 1.26B). D’apres ces constats, Mizushima
et al. ont conclu que la modification du niveau de SC en réponse a un choc froid dépend
de l'activité de la gyrase et de la liaison de la protéine HU [152].

hupA, hupB
A No drug Nalidixic acid B WT mutant
0 2 16 0 2 16 (min) 0 2 16 0 2 16 (min)

FIGURE 1.26 - Effet d"un choc froid (6°C) sur le surenroulement de ’ADN de E. coli (A) apres un
traitement avec un inhibiteur de gyrase (200 pg/mL d’acide nalidixique pendant 10 minutes) et (B)
dans un mutant n’exprimant pas HU. Des bactéries E. coli en phase exponentielle de croissance a
42°C, préalablement électroporées avec le plasmide pUC118, ont été incubées a 6°C pendant 0, 2
et 6 minutes. Les topoisomeres des plasmides extraits de chaque condition ont été séparées par
électrophorese sur un gel d’agarose a 1% en présence de 25 pg/mL de chloroquine. Gels issus de
[152].

L’étude de la réponse de E. coli a un stress oxydatif a été réalisée par Weinstein-Fischer
et al.. Leur premiere étape a été 1’analyse du niveau de SC par électrophorese sur gel
d’agarose en présence de chloroquine apres avoir traité les bactéries avec du peroxyde
d’hydrogene [154]. Des 2 minutes et jusqu’a 15 minutes aprés le traitement, ils ont ainsi
observé un relachement de I’ADN. Dans un second temps, ils ont étudié 1'expression
du gene topA (codant pour la topol) suite a ce méme traitement, en évaluant la quantité
d’ARNm issus du gene topA par une méthode d’extension d’amorces. Ils ont alors mis en
avant l'induction de 1’expression de topA provoquée par ce choc. Pour finir, ils ont réitéré
cette méme analyse dans des mutants des NAPs Lrp, IHF, H-NS et Fis et ont observé
que l'induction de topA ne se produit pas en absence de Fis. En conclusion, leur étude a
montré que le stress oxydatif, induit par un traitement au peroxyde d’hydrogene, active
I'expression de topA uniquement en présence de Fis et conduit & une augmentation du
niveau de SC [154].
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1.4 Larégulation de la transcription bactérienne par le sur-
enroulement de I’ADN

Les modeles standards de la régulation de la transcription décrivent principalement
les mécanismes liés aux facteurs de transcription, capables d’activer ou de réprimer
I'expression d"un ou de plusieurs genes (Section 1.2.3). Cependant, plus de la moitié des
promoteurs d’E. coli ne sont reconnus par aucun facteur de transcription [155] et certains
organismes semblent en étre dépourvus [156, 157]. D’autres mécanismes de régulation
complexes existent, dont le surenroulement de ’ADN, reconnu comme un régulateur

global et ancestral de la transcription bactérienne [83].

1.4.1 Les études in vitro sur plasmide

Pour étudier I'effet du surenroulement sur la transcription, I'idéal serait de contrdler le
niveau de surenroulement local, au niveau d"un promoteur particulier sur le chromosome,
et de quantifier 'expression des genes correspondants dans chaque condition. Une telle
étude ne peut actuellement étre réalisée que sur un plasmide car il n’existe pas de méthode
suffisamment précise pour contrdler le niveau de surenroulement d'un chromosome a
I"échelle locale.

Une gamme de plasmides avec des niveaux de surenroulement différents peut étre prépa-
rée en incubant les plasmides avec de la topol purifiée et différentes quantités de bromure
d’éthidium [158, 159, 160, 72]. Ce plasmide peut étre porteur du promoteur a étudier
associé avec un gene rapporteur. Ainsi, la préparation d"'une gamme de ce plasmide avec
différents niveaux de surenroulement permettra d’étudier 'effet des variations de SC sur

I'expression de ce promoteur.

A. pelE (D. dadantii) B. galP (E. coli)
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FIGURE 1.27 - Etudes sur plasmide de I'effet d"une variation de surenroulement sur la transcription
(A) du gene pelE, codant pour une pectinase, chez D. dadantii, et (B) de 'opéron gal, codant pour
les enzymes du métabolisme du galactose, chez E. coli, en présence et en absence de sa protéine
régulatrice GalR. Figures issues de [72, 158]

Cette thése est accessible a I'adresse : https://theses.insa-lyon.fr/publication/2023ISAL0091/these.pdf
© [M. Pineaul], [2023], INSA Lyon, tous droits réservés
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Cette méthode a permis de montrer, chez D. dadantii (Fig. 1.27A) [72] et chez E. coli (Fig.
1.27B) [158, 159, 160], que le niveau d’expression de certains promoteurs est fortement
modifié selon le niveau de surenroulement.

1.4.2 Les études transcriptomiques in vivo

S’iln’est pas possible de controler le niveau de SC a 1’échelle locale sur un chromosome, une
modification globale du niveau de SC est possible en soumettant les bactéries a des stress
ou en affectant l’activité des topoisomérases. Pour réaliser une étude transcriptomique de
la réponse d"une variation du niveau de SC, il est essentiel de pouvoir distinguer les effets
liés a la variation du niveau de SC des autres effets. Dans le cas des bactéries soumises
a des stress (choc de température, choc de pH, stress oxydatif, etc.), il est compliqué de
différencier les genes dont ’expression est affectée par le SC ou de ceux affectés par le
stress. Une solution alternative pour modifier le niveau de SC est d’agir directement sur
les topoisomérases, en les inhibant avec un antibiotique ou avec une mutation [161, 122,
162, 163, 62]. Le traitement avec un antibiotique présente les avantages (1) d’étre peu
chronophage, (2) de pouvoir étre effectué sur les souches sauvages et (3) de pouvoir étre
utilisé a faible concentration et avec une courte durée d’incubation afin de ne pas affecter
la croissance et pour permettre d’observer uniquement les effets directs de la variation de
SC [83].

La trés grande majorité des études réalisées dans ce but cible les topoisomérases de
type II (gyrase et topolV). Deux classes d’antibiotiques sont principalement utilisées : les
aminocoumarins et les quinolones [164, 165, 166, 163, 34, 72, 167, 62, 152, 157, 168, 169].
Les coumarins, dont la novobiocine et la coumermycine, inhibent I’activité ATPase de la
gyrase et, a haute concentration, de la topoisomérase IV [170, 171, 172]. Les quinolones,
dont l'acide nalidixique, la ciprofloxacine et la norfloxacine, inhibent quant a elles l’activité
de ligase de la gyrase et de la topolV. Ils stabilisent I'intermédiaire enzyme-ADN et
provoquent ainsi des cassures dans I’ADN, soit par dénaturation, soit par interaction avec

la machinerie de réplication

Les topoisomérases étant conservées chez les bactéries [173], ces antibiotiques ont pu étre
utilisés pour réaliser des études transcriptionnelles chez des bactéries phylogénétiquement
éloignées comme E. coli, B. subtilis et Mycoplasma pneumoniae (Tableau 1.6). Dans le cas
de I'étude chez D. dadantii, des bactéries en début de phase exponentielle de croissance
ou en phase de transition vers la phase stationnaire ont été traitées avec 100 ng/mL de
novobiocine pendant 15 minutes. Ce traitement n’affecte pas la croissance de D. dadantii
mais inhibe 'activité de la gyrase et provoque donc le relaichement de ’ADN. Les ARN de
ces bactéries ont ensuite été extraits afin de réaliser une analyse RNA-Seq du transcriptome

de D. dadantii apres ce traitement. La comparaison des données d’expression avec et sans ce
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traitement a révélé que plus de 1200 genes sont significativement (c.-a-d. avec une valeur-p
ajustée inférieure a 0,05) différentiellement exprimés en phase exponentielle et plus de
1650 en phase de transition vers la phase stationnaire. Environ la moitié (630 en phase
exponentielle, 832 en phase de transition) de ces genes sont activés. Ainsi, 'inhibition de
la gyrase par la novobiocine impacte I’expression d"un grand nombre de genes et cette
régulation globale semble étre liée au relachement de I’ADN provoqué par cette inhibition
[166]. De plus, les auteurs de cette étude ont remarqué que la proportion de genes activés
parmi les genes différentiellement exprimés dépend de 1'orientation de ces genes par
rapport a leurs deux voisins (voir classification présentée dans le paragraphe 1.1.4). Les
geénes convergents sont plus activés que les genes divergents [166].

Des études transcriptionnelles similaires, effectuées chez d’autres bactéries en inhibant
la gyrase ou la topol, indiquent que les variations de niveau de SC répriment ou activent
significativement un nombre important de genes (Tableau 1.6). Le SC semble étre un

régulateur global et ancestral de la régulation des genes [83].
[174].

TABLEAU 1.6 — La réponse transcriptionelle bactérienne a une modification de niveau de surenrou-
lement provoquée par l'inhibition d"une topoisomérase par un antibiotique. Tableau adapté de [83].

Espece Variation Antibiotique Nb de génes affectés Source
du SC (% du génome)
Escherichia coli Rel Norfloxacine 613 (15%) [164]
Rel Novobiocine 1957 (48%) [165]
Dickeya dadantii Rel Novobiocine 1249 (28%) [166]
Streptococcus pneumoniae Rel Novobiocine 290 (14%) [167]
Aug Séconéolitsine 545 (27%) [175]
Staphylococcus aureus Rel Novobiocine 280 (11%) [169]
Bacillus subtilis Rel Novobiocine 1075 (24%) [168]
Mycoplasma pneumoniae Rel Novobiocine 469 (43%) [157]

1.4.3 Les mécanismes envisagés

Bien qu’il n’existe actuellement pas de modéle détaillé de la régulation de la transcription
par le SC, plusieurs mécanismes ont été proposés. Ces mécanismes semblent affecter simul-
tanément différentes étapes critiques de la transcription, en particulier la reconnaissance

des promoteurs par ’ARNP et I'initiation de la transcription [83].

La topologie de I’ADN permet a la fois de rapprocher des sites d’ADN et de les orienter,
ce qui peut aider la fixation de facteurs de transcription et de I’ARNP. Par exemple, pour
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étre reconnus par les facteurs o, les éléments -10 et -35 du promoteur doivent étre alignés.
Cet alignement dépend de la taille du spacer (15 a 20 pb, avec un optimal a 17 pb) mais
également du niveau de SC. Le SC joue donc un role de régulateur de la transcription en

modifiant l'orientation de ces éléments essentiels du promoteur [176, 177].

Un second mécanisme expliquant cette régulation est ’ouverture facilitée de la double
hélice de I’ADN par ’ARNP en présence de SC négatif. La quantité d’énergie nécessaire a
cette ouverture dépend du contenu en GC de la séquence promotrice, plus particuliérement
du discriminateur, mais également du SC [178, 160]. En effet, le SC négatif déstabilise la
double hélice et permet ainsi de diminuer fortement le cotit énergétique de son ouverture
[160, 179].

Il a également été montré que le SC pourrait affecter le déplacement de I’ARNP le long de
I’ADN et ainsi perturber I'étape d’élongation [180] mais ce mécanisme reste a démontrer

in vivo.

Plus indirectement, la topologie de I’ADN peut participer a la régulation de la transcription
en impactant les autres mécanismes de régulation comme par exemple les facteurs de
transcription et les NAPs. En effet, dans un premier temps, le niveau de SC peut affecter la
liaison des facteurs de transcription et des NAPs a I’ADN. Puis, le SC peut impacter leur
fonction régulatrice en modifiant 1’état initial de la topologie. Dans le cas des facteurs de
transcription qui activent la transcription en induisant un changement conformationnel
par exemple, selon le niveau de SC, ce changement conformationnel peut ne pas apporter

un alignement adéquat a la reconnaissance des éléments -35 et -10.
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1.5 FEtude du surenroulement de ’ADN a l’échelle locale

Jusqu’a présent les principales méthodes de mesure du niveau de SC permettent de
quantifier le niveau global de SC sur un chromosome en utilisant un plasmide rapporteur
(section 1.3.2). Il a cependant été montré que ce niveau varie localement, selon les activités
locales et dynamiques de la transcription et des topoisomérases [181]. Pour approfondir
I’étude du lien entre transcription et SC, il devient aujourd’hui essentiel d’en obtenir des
cartographies a I’échelle locale et cela devient possible grace a I'émergence de nouvelles
méthodologies qui permettent de mesurer le niveau de SC local au sein d"un chromosome
[182, 183].

1.5.1 Impact de la transcription sur le surenroulement de I’ADN

Du fait de la structure en double-hélice de ’ADN, il est nécessaire que le complexe de
transcription (ARNP, ARN en cours de synthese, protéines associées) tourne autour de
I’ADN ou que ’ADN tourne autour de son propre axe hélicoidal [184]. Dans ce second cas,
I’ARNP agit comme un moteur topologique qui créé une distribution hétérogene du SC en
amont et en aval de cette enzyme, avec davantage de supertours négatifs en amont et de
supertours positifs en aval de sa position [181, 185] (Fig. 1.28). Ces supertours peuvent
diffuser sur plusieurs kb [183] mais cette diffusion est limitée par la présence de barrieres
topologiques sur I’ADN, comme par exemple des protéines liées a I’ADN. Ces supertours
négatifs et positifs s’accumulent donc respectivement en amont et en aval de ’ARNP,
particulierement autour des longs genes ou opérons tres transcrits comme les opérons
ribosomaux [183]. Ce modele a été décrit comme Twin-supercoiled domain par Liu et Wang
en 1987 [181].

negative —> positive
supercoiling supercoiling

N

winding winding

FIGURE 1.28 - Lors de la transcription, ’ARNP agit comme un moteur topologique, provoquant
I'ajout de supertours négatifs en amont et positifs en aval de la région transcrite. La diffusion
de ces supertours est limitée par les barrieres toplogiques (barres marrons) et conduit donc a
une accumulation de supertours négatifs en amont et de supertours positifs en aval de la région
transcrite. Schéma adapté de [186]

Comme présenté précédemment (Section 1.4), le niveau de SC affecte la transcription.
Ce déséquilibre de SC peut donc, d'une part, constituer un frein a la poursuite de la
transcription de ce gene et, d’autre part, affecter I'expression des genes adjacents [187]. La
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régulation de ce déséquilibre joue donc un rdle clé dans la régulation de la transcription
[188]. Des études ont montré que la topol et 'ARNP de E. coli peuvent étre en interaction
directe [189] et co-localisent in vivo sur le chromosome au niveau des régions promotrices
chez S. pneumoniae [190] et E. coli [191]. Ces résultats semblent indiquer le rdle important
des topoisomérases dans la régulation du SC dans les Twin-supercoiled domain [122].

Il existe donc un couplage fort entre la transcription et le SC de I’ADN [192]. L'impact in
vivo de ce couplage est encore méconnu en raison du manque de données expérimentales
sur la distribution locale du SC et pourra étre davantage étudié grace a I'émergence des

nouvelles méthodes de cartographie du SC a l'échelle locale.

1.5.2 Les mesures du niveau local du surenroulement

Il n’existe actuellement pas de méthode permettant la mesure directe in vivo du niveau de
SC du chromosome. Des protéines et des molécules dont 1'intercalation ou la fixation sur
I’ADN dépend du niveau de SC sont cependant connues et ont permis la récente mise au
point de méthodes indirectes de cartographie du SC a 1’échelle locale in vivo. Ces méthodes

reposent sur des techniques proches du ChIP-Seq.

Le ChIP-Seq permet d’identifier les sites d'interaction d"une protéine sur un chromosome
en fixant la protéine ciblée sur ses sites de fixation puis en séquengant uniquement les
régions fixées par la protéine. Plus précisément, dans le cadre de la cartographie du SC
local, les étapes suivantes sont réalisées (Fig.1.29). La protéine étudiée (GapR, topol, gyrase)
ou l'agent intercalant (psoralen biotinylé) est tout d’abord fixé sur ’ADN par pontage.
L"ADN est ensuite fragmenté et les fragments liés par la protéine ou l’agent intercalant
sont sélectionnés par un anticorps spécifique de la protéine ou par une molécule de
haute affinité avec I'intercalant (la streptadivine dans le cas de l'intercalation du psoralen
biotinylé). En parallele, un échantillon de controle est également préparé en réalisant
I'étape de fragmentation sans poursuivre avec la sélection. Les fragments d’ADN sont
ensuite purifiés puis séquencés [193, 183, 191]. La densité de fixation le long du génome
peut étre obtenue a partir du séquengage grace aux outils bioinformatiques en quelques
étapes. Les séquences lues doivent étre alignées sur le génome de référence avec un outil
comme Bowtie2 [116] puis la comparaison entre les alignements dans les échantillons avec
sélection des fragments fixés par la protéine et dans les échantillons sans sélection peut
étre réalisée avec le module bamCompare de 1'outil deepTools [194]. 11 est également possible
d’identifier les pics avec les plus hautes densités de fixation (peak calling) grace a 1’outil
MACS [195].
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FIGURE 1.29 - Le protocole de ChIP-Seq et son adaptation dans le cadre de 1’étude de 'intercalation
d’une molécule dans I’ADN. Dans le but d’identifier les sites de liaison d"une protéine a I’ADN, le
protocole de ChIP-Seq suit les étapes suivantes : (1) la protéine se lie a 1’ADN, (2) la protéine est
fixée sur ’ADN par pontage puis I’ADN est fragmenté, (3) les fragments pontés avec la protéine
sont immunoprécipités a 1’aide d"un anticorps spécifique de la protéine ciblée, (4) les fragments
sélectionnés sont purifiés, dissociés de la protéine, et préparés pour le séquencgage, (5) les fragments
sont séquencés, (6) les séquences lues sont alignées sur le génome de référence afin d’observer
la densité de liaison et de localiser des pics de fixation. Un protocole similaire peut étre suivi
pour localiser les sites d’intercalation d’une molécule, en modifiant 1’étape (3). A cette étape, une
molécule de haute affinité pour l'intercalant est utilisée afin de ne retenir que les fragments pontés
par cet intercalant. Schéma créé a partir d'un modele bioRender [196]

La cartographie des fixations des topoisomérases

Les topoisomérases, en particulier la topol et la gyrase, sont les acteurs clés de la régulation
duniveau de SC. La topol relache ’ADN tandis que la gyrase ajoute des supertours négatifs
[122]. De ce fait, la topol se lie principalement dans les régions surenroulées négativement
tandis que la gyrase se lie davantage dans les régions reldchées. Ainsi, localiser les sites
ciblés par ces deux topoisomérases peut permettre d’avoir une cartographie du SC local
[197, 191]. Sutormin et al. ont pour cela cartographié les sites de liaisons (ChIP-Seq) et les

sites de coupures (Topo-Seq) des deux topoisomérases.

Le principe du Topo-Seq appliqué a la recherche des sites de clivages de la gyrase est le
suivant (Fig. 1.30). Pour introduire des supertours négatifs dans I’ADN, la gyrase se lie
a la double hélice puis clive ses deux brins, créant des extrémités 5 sortantes sur 4 pb.
Les 2 brins clivés sont liés de maniere covalente par des liaisons phosphodiesters aux

résidus de tyrosines catalytiques des sous-unités GyrA. Le complexe ainsi formé peut étre
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piégé par un inhibiteur comme la ciprofloxacine (quinolone). Pour localiser les sites clivés,
I’ADN peut ensuite étre fragmenté et les fragments d’ADN appartenant a un complexe
avec une gyrase sont sélectionnés par immunoprécipitation. Les fragments sont ensuite
purifiés et séquencés. Dans le cadre du Topo-Seq, le but de ce séquengage est d’identifier
les extrémités 5" avec 4 pb sortantes puisque ces extrémités traduisent la présence d’"un
site de clivage de la gyrase [197]. Cette méthode permet donc le positionnement précis des
sites de clivage.

GyrB

l

—DNA
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FIGURE 1.30 — Le principe du Topo-Seq repose sur le piégeage par un inhibiteur (ici de type
quinolone) du complexe covalent entre la gyrase et I’ADN clivé. L’ADN est immunoprécipité afin
de ne retenir que les fragments d’ADN en complexe avec une sous-unité GyrA. L’ADN est ensuite
déprotéinisé et séquencé dans le but de localiser les sites de clivage. Schéma adapté de [197].

La cartographie des supertours positifs par GapR

GapR est une protéine récemment identifiée en tant que NAP chez Caulobacter crescen-
tus [199] et ayant des orthologues chez d’autres a-protéobactéries [200]. Essentielle a la
croissance et a la division cellulaire de cette bactérie [201], GapR semble stimuler les
topoisomérases de type II (gyrase et topo IV) et jouer ainsi un role important lors de la
réplication [193]. D’apres les modeéles actuels (Fig. 1.31) GapR se lie a I’ADN en confor-
mation ouverte (dimeére de dimeres indépendants ou tétrameére ouvert) puis subit un
réarrangement pour entourer ’ADN en formant un tétramere fermé [193, 198, 202]. Les
régions liées par GapR sont des régions riches en AT et surenroulées positivement. Cette
derniére spécificité indique que GapR peut permettre de détecter les supertours positifs
dans I’ADN. Pour ce faire, Guo et al. ont appliqué la technique de ChIP-Seq pour détecter
les sites de liaisons de GapR sur ’ADN chez C. crescentus [193] puis chez E. coli [182].
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FIGURE 1.31 — Les modeles actuels de la liaison de GapR (en vert) a I’ADN (en orange). GapR
s’associe a ’ADN en deux dimeres (modele a gauche) ou en tétramere ouvert (modéele a droite).
Dans les deux cas, GapR s’organise ensuite en un tétramere fermé encerclant I’ADN. Dans cette
conformation, GapR diffuse le long de I’ADN jusqu’a la rencontre d’une région surenroulée
positivement. Cette rencontre provoque le resserrement de GapR autour de cette région et la
création d’'un complexe de forte affinité. Schéma adapté de [198].

La cartographie du surenroulement négatif par le psoralen

A la fin du XX siéecle, des études ont montré que le psoralen permet d’étudier le SC
d"un chromosome, qu’il soit bactérien ou eucaryote [203]. Le psoralen, et en particulier
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son dérivé le 4,5,8-trimethylpsoralen (TMP), sont des molécules planes qui s’intercalent
dans I’ADN, principalement dans les régions surenroulées négativement, et forment des
pontages stables avec les pyrimidines, préférentiellement les thymines, apres exposition a
des UV a une longueur d’onde de 360 nm (Fig. 1.32) [203, 204, 205].
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FIGURE 1.32 — Effet du surenroulement de I’ADN sur la probabilité d’intercalation du 4,5",8-
triméthylpsoralen (TMP) dans I’ADN. (A) Le TMP s’intercale dans ’ADN et, sous radiation UV
a 360 nm, y créé des pontages. Lorsque ’ADN est fragmenté puis dénaturé, seuls les fragments
pontés restent sous forme double brin. (B) Représentation schématique de la probabilité de pontages
par l'intercalation du TMP dans un ADN circulaire, ici le plasmide de 8 kb YCp50, selon son niveau
de SC. Schémas issus de [206].

Plusieurs méthodes utilisant cette propriété d’intercalation spécifique du TMP dans les
régions surenroulées négativement ont été mises au point pour localiser ces régions. Les
premiéres étapes sont communes aux différentes méthodes. Tout d’abord, les cultures sont
traitées avec du TMP avant d’étre soumises a une radiation UV. Le TMP s’intercale dans
les régions surenroulées négativement et, sous UV, y créé des pontages stables. Ensuite,
I’ADN est extrait puis fragmenté (Fig. 1.32A). A cette étape, un fragment issu d"une région
surenroulée sera davantage ponté que ce méme fragment (séquence, contexte génomique
et interactions avec les protéines identiques) dans un contexte relaché. Les étapes suivantes
dépendent de la méthode utilisée (Fig. 1.33).

Pour savoir si une région spécifique est surenroulée négativement, ’ADN fragmenté peut
étre déposé sur un gel d’agarose dénaturant (Fig. 1.33 partie gauche). La dénaturation pro-
voque la séparation des brins des fragments non pontés (c.-a-d. les fragments dans lesquels
aucun TMP ne s’est intercalé) tandis que les fragments pontés restent sous forme double
brin. Sur ce gel, les fragments simple brin migrent plus rapidement que les fragments
double brin. Les fragments initialement surenroulés négativement (c.-a-d. les fragments
dans lesquels le TMP s’est intercalé et a formé un pontage) migrent plus lentement que les
fragments initialement plus relachés ou surenroulés positivement. En réalisant un southern
blot sur ce gel, il est ensuite possible de détecter si une séquence recherchée se retrouve

davantage parmi les fragments surenroulés négativement ou parmi les autres fragments
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FIGURE 1.33 — Méthodes de cartographie du SC local utilisant les propriétés d’intercalation du
4,5 8-triméthylpsoralen (TMP). Trois méthodes sont présentées sur le schéma.

Dans la premiere (partie gauche de la figure), le TMP est utilisé en intercalant puis, aprés pontage,
extraction de I’ADN et fragmentation, I’échantillon est déposé sur un gel dénaturant. Ce gel permet
de séparer les fragments d’ADN double brin, ayant été pontés par le TMP, des fragments d’ADN
simple brin. A partir de ce gel, des séquences spécifiques peuvent étre recherchées parmi ces
fragments en réalisant un southern blot ou en isolant ’ADN du gel pour ensuite I'analyser sur une
puce a ADN. Dans la deuxieme méthodologie présentée (partie centrale de la figure), les fragments
sont traités dans une solution dénaturante. Suite a ce traitement, lorsque les fragments sont soumis
a une digestion par des exonucléases, les fragments non pontés sont completement digérés et seuls
les fragments pontés subsistent. Les fragments restants peuvent ensuite étre analysés sur puce a
ADN ou par séquencage.

Dans la troisieme méthode (partie droite de la figure), I'intercalant est le TMP biotinylé. Apres in-
tercalation de ce TMP biotinylé puis extraction et fragmentation de ’ADN, les fragments contenant
du TMP biotinylé peuvent étre retenus grace a l'affinité de la biotine pour la streptavidine. Ces
fragments retenus sont ensuite séquencés ou analysés sur puce a ADN. Schéma adapté de [140].
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[207, 208]. Pour analyser plusieurs séquences simultanément, il est possible d’isoler I’ADN
double brin et ’ADN simple brin a partir du gel et d’y rechercher différentes séquences a
I'aide d'une puce a ADN [209].

Pour analyser I’ensemble des régions du chromosome, deux méthodes sont actuellement
utilisées et se distinguent tout d’abord par l'intercalant utilisé : le TMP (utilisé dans le
Chapitre 3, section 3.2.1) [210] et le TMP biotinylé (ou psoralen biotinylé dans le cas du
chapitre 3, section 3.2.3 [183]). Dans le premier cas (Fig. 1.33 partie droite), apres I'étape de
fragmentation de ’ADN, ’ADN est dénaturé dans des solutions dénaturantes ou par choc
thermique. Cette dénaturation provoque la séparation compléete des deux brins consti-
tuant les fragments non pontés et la séparation partielle des fragments pontés puisque
les brins appartenant a ces derniers fragments restent liés au niveau du pontage. Les
fragments séparés sont ensuite digérés par des exonucléases. Ces exonucléases dégradent
I’ADN simple brin du 5 vers le 3’. Ainsi, les fragments ne contenant pas de pontage
sont entierement dégradés tandis que la dégradation des fragments avec intercalation est
interrompue, laissant un simple brin non dégradé de part et d’autre du site de pontage. Ces
fragments restants peuvent ensuite étre séquencés afin de localiser les sites de pontages
et d’obtenir une mesure quantitative du SC de I’ADN. Plus une région est surenroulée,
plus la fréquence de pontages provoqués par l'intercalation du TMP dans cette région est
élevée, moins cette région est dégradée par les exonucléases, plus la région sera retrouvée
en grande quantité lors du séquencage [210]. Dans le second cas (Fig. 1.33, partie droite),
de la biotine est liée au psoralen [211] avant le traitement de la culture. Apres l'extraction
et la fragmentation de ’ADN, la biotine, grace a son affinité avec la streptavidine, permet
de sélectionner uniquement les fragments dans lesquels le psoralen biotinylé s’est intercalé
(c.-a-d. les fragments issus des régions surenroulées négativement). Le séquencage des

fragments sélectionnés permet ensuite de connaitre le niveau de SC des régions [183].

Récapitulatif des méthodes de mesure du SC

Jusqu’a présent les méthodes les plus répandues de mesures du SC étaient des mesures
qui permettaient uniquement d’estimer le niveau global de SC d'un chromosome, géné-
ralement par I'intermédiaire d"un plasmide rapporteur (Tableau 1.7, partie supérieure).
Actuellement, de nouvelles méthodes sont développées et appliquées afin d’obtenir des
cartographies du SC local (Tableau 1.7, partie inférieure). Ces mesures permettront d’ap-

profondir les études de I'impact du SC sur I'expression et la régulation du génome.
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TABLEAU 1.7 — Les méthodes de mesure du SC

Méthode Principe Matrice Niveau  Mesure  Cellule unique?

Gradient de Sédimentation Chromosome Global SC+/-non Non

sucrose dissociable

Gel d’agarose Electrophorése Plasmide Global SC+/-non Non

1D rapporteur dissociable

Gel d’agaroseet  Electrophorese Plasmide Global ~ SC+ et SC- Non

chloroquine 2D rapporteur

FEDS* Fluorescence Plasmide Global SC+ et SC- Oui
rapporteur

ChIP-Seq et Topo- ChIP-Seq Chromosome  Local SC- Non

Seq de topol

ChIP-Seq et Topo- ChIP-Seq Chromosome  Local SC+ Non

Seq de gyrase

Psora-Seq ChIP-Seq Chromosome  Local SC- Non

GapR-Seq ChIP-Seq Chromosome  Local SC+ Non

? Fluorescent Evaluation of DNA Supercoiling
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1.6 Les objectifs de ma these

Le SC est un mécanisme essentiel, complexe et dynamique. Essentiel a la compaction
du chromosome bactérien, il est finement régulé, principalement par les topoisomérases.
L’étude du SC est complexe car sa distribution est hétérogene le long du chromosome et
les variations de son niveau participent a la régulation de la transcription. Les modeles
standards de la régulation de la transcription prennent principalement en compte les
facteurs de transcription et tres peu la thermodynamique liée au SC. Pourtant, le SC affecte
un grand nombre de processus liés a la transcription, a commencer par la séparation
des deux brins d’ADN dont le niveau d’énergie requis dépend du SC, mais également la
liaison de I’ARNP et des facteurs de transcription. Il a déja été montré que le SC est un
régulateur global et ancestral de 1’expression des génes mais il est essentiel de poursuivre
les études en ce sens, afin de montrer que toutes les variations de SC, que ce soient des

augmentations du niveau de SC ou des relachements, affectent 1’expression des genes.

Jusqu’a présent, la majorité des études de la réponse transcriptionelle des génes a une
variation de SC s’est focalisée sur le relachement de I’ADN provoqué par l'inhibition de la
gyrase. Les génes dont 1'expression est significativement affectée par cette inhibition ont
été qualifiés de genes "sensibles au surenroulement” mais qu’en est-il de 'expression de ces
genes lorsque le niveau de SC augmente ? Pour répondre a cette question, je présenterai,
dans le Chapitre 2, le premier transcriptome d’une bactérie a Gram négatif dont la topol
est inhibée par un antibiotique afin d’augmenter le niveau de SC. La comparaison des
données obtenues aprés 1'inhibition de la topol et de la gyrase permet d’approfondir nos
connaissances sur la régulation transcriptionnelle par le SC et de proposer un modéle
qualitatif de la réponse d'un promoteur a une variation de SC. La réalisation de cette étude
chez la bactérie D. dadantii représente un enjeu écologique et économique puisque com-
prendre le role du SC dans le processus infectieux pourrait a terme permettre d’envisager

des nouveaux moyens de lutte contre cet agent phytopathogeéne.

Du fait notamment de l'activité locale et dynamique des topoisomérases ainsi que de la
présence de différentes barrieres topologiques, le niveau du SC est hétérogene le long du
chromosome et affecte donc différemment ’expression des génes selon leur localisation.
Se posent alors les questions suivantes : Comment étudier le niveau local du SC sur
le chromosome ? Comment prendre en compte ces variations locales dans les analyses
transcriptomiques ? Des nouvelles méthodes de cartographie du SC local sont actuellement
développées et nécessitent des calibrations afin d’étre adaptées aux différents organismes.
Je présenterai au Chapitre 3 quelques étapes de calibration de la méthode de Psora-Seq
chez D. dadantii. A terme, ces méthodes permettront l’approfondissement des études
transcriptomiques de I’effet du SC sur la régulation des genes. Pour pouvoir faciliter ce

type d’analyse, nous avons développé un package bioinformatique nommé GRATIOSA.
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Ce package Python, présenté au Chapitre 3, a pour but de faciliter I’étude de 1'expression
du génome bactérien selon 1'organisation du chromosome. Il permet l'intégration de
données de différents types et la réalisation de tests statistiques permettant 1’analyse de
ces données. La mise a jour de ce package développé depuis quelques années permet
d’améliorer 'uniformisation, la reproductibilité et la tracabilité des études réalisées par
les utilisateurs de ce package. Avec ce package, des données nouvelles ou déja publiées
peuvent étre analysées et nous avons ainsi pu approfondir 1’analyse des Twin-supercoiled
domain chez E. coli a partir de données publiées. Cette analyse sera également détaillée au
Chapitre 3.

Enfin, toujours dans le but d’étudier 1'organisation du chromosome bactérien, un nouveau
projet d’étude des interactions chromosomique a débuté chez D. dadantii. Les premiers
résultats obtenus grace a la méthodologie Hi-C sont également présentés dans le Chapitre
3.

Pour résumer, ma these a pour but d’approfondir I’étude de la régulation de la transcription
par le SC chez les bactéries en :
— traitant de nouvelles données novatrices d’expression des génes en réponse a
lI'inhibition de la topol, enzyme régulatrice du niveau de SC,
— développant des outils bioinformatiques facilitant la réalisation d’analyses statis-
tiques de l'expression et de la régulation du génome selon ses propriétés spatiales,

— analysant l'organisation du chromosome de D. dadantii.
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Chapitre 2

Etude de la réponse transcriptionnelle de
Dickeya dadantii a une augmentation du

niveau de surenroulement

2.1 Le genre Dickeya

Pour étudier I'impact du SC sur la transcription, la bactérie phytopathogene D. dadantii est
un modele de choix. En effet, cette bactérie est un modele bien caractérisé génétiquement
[33] et facilement manipulable grace a ses similarités avec E. coli. Elle est décrite par de
multiples analyses transcriptomiques [34]. I a été montré in vitro que les stress rencontrés
par D. dadantii pendant l'infection des plantes affectent le niveau moyen de SC de cette
bactérie et des études in vivo indiquent que de telles modifications du niveau de SC
affectent I'expression de genes essentiels a la réussite de cette infection [72, 26, 212]. Le SC
semble donc étre un mécanisme pertinent dans la recherche de moyen de lutte contre ce
pathogéne. Mieux comprendre le mécanisme de régulation de la transcription par le SC

représente donc un enjeu écologique et économique.

2.1.1 Le cycle infectieux des Dickeya spp.

Les bactéries Dickeya peuvent survivre dans des environnements divers dont le sol, les eaux
souterraines, les rivieres ou les mares [27]. Au sein des cultures agricoles, leur propagation
peut se faire par migration dans le sol, par contact direct d"une plante blessée avec un
outil contaminé ou une autre plante infectée mais également via les eaux de surface et
d’irrigation [27, 213]. Les insectes, dont les pucerons, peuvent également étre impliqués
dans le développement de la maladie, en transportant les bactéries d"une plante malade
vers une plante saine ou en blessant la plante, lorsqu’ils se nourrissent ou déposent leurs
oeufs [27, 213].
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Une fois I'hote rencontré, le cycle infectieux des Dickeya spp. virulentes suit le rythme
des cultures infectées (Fig. 2.1) [27]. Chez les pommes de terre par exemple, les bactéries
du genre Dickeya peuvent étre présentes sur les semences au printemps et peuvent se
propager dans les jeunes tiges et les racines. Pendant 1'été, elles se multiplient dans les
espaces intercellulaires des plantes, dégradent les parois cellulaires et migrent a travers le
sol pour infecter de nouvelles plantes. Pendant I’automne, aprés la récolte, Dickeya spp.
peut continuer de se propager dans de nouvelles plantes en y pénétrant via les blessures
causées lors de la récolte ou de la manutention. Enfin, pendant I'hiver, Dickeya spp. survit

en association avec les résidus de culture dans le sol [27].

SUMMER i,
g

TN R AP AR LS 20 o Bacteria develop in intercellular
Bacleria from infected seed Contaminated plants develop spaces dissolve the plant cell
spread into young stem and soft rot. Emerging bacteria walls and liquefy the tuber innards

Dick ft-rot f
SPRING -:c eya soft-ro ¥
disease cycle on
potatoes ;
infected tuber
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WINTER

Bacteria over winter in association with
crop residue in soil and bacterial
contamination persists in irrigation water

Infection spreads
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Discarded tubers

FIGURE 2.1 - Le cycle de vie de Dickeya spp. en interaction avec les pommes de terre. Au printemps,
les bactéries du genre Dickeya spp. peuvent fréquemment étre trouvées sur les tubercules de
semences. Ces bactéries se propagent dans les jeunes plants en été et peuvent migrer a travers le
sol ou I’eau pour infecter de nouvelles plantes. Les symptomes de pourriture molle apparaissent
lorsque les bactéries dégradent les parois cellulaires des pommes de terre. Lors de la manipulation
et du stockage des pommes de terre, les bactéries peuvent se propager a de nouveaux tubercules
par le biais de toutes les blessures infligées lors de ces opérations, ainsi que par celles causées par
les insectes lors de leur alimentation ou de leur ponte. En effet, les insectes jouent un réle dans
la propagation de l'infection en transportant les bactéries d'une pomme de terre malade a une
pomme de terre saine. Pendant I’hiver, les bactéries survivent en association avec les résidus de
culture dans le sol et peuvent continuer a se propager a travers les eaux de surface et d’irrigation.
Schéma issu de [27].

Cette thése est accessible a I'adresse : https://theses.insa-lyon.fr/publication/2023ISAL0091/these.pdf
© [M. Pineaul], [2023], INSA Lyon, tous droits réservés



2.1. Le genre Dickeya 61

2.1.2 Le processus infectieux de la souche Dickeya dadantii 3937

D. dadantii fait partie des neuf especes phytopathogenes du genre Dickeya identifiées
chez des plantes (voir Chapitre 1, paragraphe 1.1.2 en page 4). En conditions favorables
(température de 30°C environ, humidité élevée, faible disponibilité en oxygene), D. dadantii
peut infecter une culture de végétaux en quelques jours. Cette infection se décompose en
une premiére phase asymptomatique lors de laquelle la bactérie pénetre et colonise les
tissus de la plante puis une seconde phase symptomatique pendant laquelle I'infection

se généralise, provoquant la macération des tissus et conduisant a la mort de la plante
(Fig. 2.2) [27].

Plant cell wall
degradation
by CWDEs
Dickeya @ > \ >
dadantii
Infection penetration colonisation maceration disease generalisation
process asymptomatic phase symptomatic phase

Supercoiling
change relaxation relaxation overtwisting relaxation

FIGURE 2.2 — Les étapes de I'infection d"une plante par D. dadantii. Le processus infectieux com-
porte une phase asymptomatique et une phase symptomatique. Pendant la premiére phase, D.
dadantii pénetre dans la plante puis colonise les tissus. La phase symptomatique se caractérise par
I"apparition des symptdomes de la pourriture molle. Ces symptomes sont dis aux CWDEs, enzymes
qui dégradent les parois cellulaires des végétaux. Pendant ce processus d’infection, les bactéries
sont soumises a différents stress qui affectent leur SC. Schéma adapté de [214, 215].

Un grand nombre de genes de virulence, dont une sélection est présentée en Tableau 2.1,
sont impliqués dans ce processus.
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TABLEAU 2.1 — Sélection de génes de virulences impliqués dans différentes étapes de 1'infection.
Extrait du tableau publié par [27].

Gene(s) Enzyme(s) Role pendant l'infection  Source
bcsABCD Synthese de microfibrilles Adhésion a la surface [216]
de cellulose de la plante
wza-wzb-wzc  Synthése d’exopolysaccharides Adhésion a la surface [217]
de la plante
rhlA Synthese de biosurfactants Colonisation de la surface [218]
de la plante
motAB- Flagelles et chimiotaxie Colonisation de la la surface  [219]
cheAWDRBY de la plante
cfa Synthese d’acides gras Résistance au stress [27]
cyclopropane acide
asr Protéine périplasmique Résistance au stress [27]
acide
sodA-C Superoxyde dismutase Résistance au stress [220]
oxydatif
katG-E Catalase-peroxydase Résistance au stress [217]
oxydatif
acsF-A Synthese d’achromobactine Capture du fer [221]
cbrABCF Systeme de transport Capture du fer [221]
de I'achromobactine
fct-cbsCEBAP Synthese et récepteur Capture du fer [221]
de chrysobactine
pel ABCDEL Pectinases Dégradation de la pectine [222]
des parois cellulaires
celZ Cellulase Dégradation de la cellulase [223]
des parois cellulaires
outC-O Systeme de sécretion Secrétion des pectinases [224]
de type II et de la cellulase
prtABCG Proteases Dégradation des parois [225]
cellulaires
prtDEF Systeéme de sécretion Secrétion des protéases [225]
de typel

La phase asymptomatique

La phase asymptomatique se divise en deux parties, I’adhésion de la bactérie a la plante

afin de pénétrer dans ses tissus puis la colonisation de I'apoplaste.

D. dadantii doit tout d’abord adhérer a la surface des plantes et produit dans ce but des
tibriles de cellulose, qui lui permettent de former des agrégats a la surface de la plante,
ainsi que des biosurfactants, qui augmentent la mouillabilité de cette surface [216, 218, 27].
Une fois sur cette surface, D. dadantii se déplace a 1’aide de ses flagelles vers des points

d’entrées dans la plante (stomates, sites de blessures...) qu’elle peut notamment localiser
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grace a des signaux chimiques tels que ’acide jasmonique, produit par les tissus blessés
[219]. Une fois dans les tissus, D. dadantii utilise les nutriments disponibles (sucres et autres
oligosaccharides présents dans 1’apoplaste) pour se multiplier [26]. Face a cette attaque,
la plante déclenche une réponse de défense en produisant des métabolites secondaires
(alcaloides, phytoalexines) et des molécules oxydantes, réduisant ainsi la disponibilité
en oxygene. Pour survivre a ce stress oxydatif, D. dadantii produit des enzymes qui neu-
tralisent les especes réactives de 'oxygene et réparent les protéines oxydées, tandis que
les pompes a efflux permettent I’exportation des substances toxiques [226, 220, 227, 26].
Par ailleurs, la bactérie doit faire face a des modifications de pH de son environnement
car la région dans laquelle elle se trouve, 'apoplaste, est un environnement acide. Pour y
survivre, la bactérie doit mettre en place des changements métaboliques, tels que 1’aug-
mentation de 'activité des transporteurs de protons et la réduction de la production de
flagelles. La plante, en se défendant, contribue a 1’alcalinisation de I'apoplaste et cela
provoque une diminution de la solubilité du fer, déja peu présent dans l’apoplaste. Le fer
étant un élément essentiel pour ses activités, D. dadantii répond a cette faible disponibilité
en produisant des sidérophores (chrysobactine, achromobactine), qui lui permettent de

capter le fer nécessaire a ses réactions enzymatiques [228, 27, 221, 34].

La phase symptomatique

Lorsque tous les nutriments de I'apoplaste sont consommés et si la densité bactérienne
est suffisamment élevée, la phase symptomatique commence avec l'initialisation de la
synthese d’enzymes dégradant les parois cellulaires des plantes (CWDEs). Ce groupe
d’enzymes est composé d'une cellulase, de protéases et principalement de pectinases, qui
sont a I'origine des symptomes de pourriture molle [229, 223]. D. dadantii posséde 21 genes
codant pour les pectinases (dont les génes pelD et pelE, voir Tableau 2.1), qui vont dégrader
la pectine, un polymere de plusieurs polysaccharides présent dans les parois cellulaires
des plantes [26, 230]. La pectine assure la cohésion et la rigidité des cellules végétales. Sa

dégradation provoque la désorganisation des tissus et leur macération [231, 26].

La production massive et rapide de pectinases (Pels) avant que la plante puisse se défendre
est nécessaire pour la réussite de 'infection par D. dadantii, 'initiation de 1’expression
des genes pels représente donc une étape clé de cette infection [232, 73]. Cette expression
est finement régulée par un systéme complexe, comprenant des NAP, dont H-NS, IHF
et FIS [72], ainsi que plusieurs régulateurs connus qui répondent a différents signaux
environnementaux tels que la présence de pectine (KdgR) [233], 1a carence en fer (Fur)
[234], la température (PecT) [235] et le choc acide (MfbR) [236]. Enfin, lors de la macération

des tissus végétaux, les cellules végétales sont totalement détruites, ce qui libére des
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composants vacuolaires et cytoplasmiques dans ’apoplaste, exposant ainsi les bactéries a

un stress osmotique [26].

2.1.3 Lerdle du surenroulement de I’ADN de Dickeya dadantii pendant

I’infection

Comme détaillé précédemment, D. dadantii est confrontée, pendant l'infection, a un stress
acide puis un stress oxydatif et enfin un stress osmotique (Fig. 2.2). Pour la réussite du
processus infectieux, la bactérie doit détecter et répondre a ces stress grace a une expression
coordonnée de ses genes. Le SC semble impliqué dans cette coordination car, d'une part
ces stress provoquent des modifications du niveau global du SC (voir Fig. 2.2 et la Fig. 1.25
du chapitre précédent) et, d’autre part ces modifications affectent I'expression des genes
[212, 83, 72].

I a été montré que le relachement de I’ADN, obtenu en inhibant la gyrase par un antibio-
tique, la novobiocine, affecte 1’expression d’environ 30% des genes de D. dadantii [166].
Parmi ces genes affectés se trouvent des facteurs clés de la virulence de D. dadantii dont
pelE et pelD, prtB, et celZ qui codent respectivement pour des pectinases, une protéase et
une cellulase (Tableau 2.1). pelE fait partie des 60 génes les plus réprimés par ce traitement,
que ce soit dans les bactéries en phase exponentielle de croissance ou en phase de transition

vers la phase stationnaire [166].

L'impact de la variation opposée de SC, c.-a-d. d"une augmentation du SC, sur 1'expression

des génes n’a cependant pas été étudiée jusqu’a présent chez cette bactérie.
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2.2 L’inhibition de la topoisomérase I de Dickeya dadantii

Pour mieux comprendre le mécanisme de régulation de la transcription par le suren-
roulement, il était nécessaire de compléter les données transcriptomiques de D. dadantii
[166] par de nouvelles données obtenues cette fois en augmentant le niveau de SC. Cette
augmentation de SC peut étre provoquée par des stress, comme un stress osmotique [34],
cependant une telle perturbation active de nombreuses voies métaboliques de réponses
au stress, indépendamment de la régulation par le SC. Pour pouvoir étudier spécifique-
ment le mécanisme de régulation par le SC, il est préférable d’agir directement sur les
topoisomérases. Nous avons donc choisi d'inhiber 1'activité de relachement de la topol de
D. dadantii a I'aide d’un antibiotique, en réalisant un traitement de durée suffisamment
courte et avec une concentration d’antibiotique suffisamment faible pour affecter le SC
sans impacter la croissance bactérienne, et en limitant I'impact sur les voies métaboliques

indépendantes du SC.

2.2.1 Le choix d'un antibiotique inhibiteur de la topoisomérase I

L'inhibition de la topol bactérienne est un axe de recherche pour la lutte des maladies infec-
tieuses humaines [237, 238]. Des recherches sont menées pour identifier des antibiotiques
ciblant la topol bactérienne sans affecter les topoisomérases humaines. Ces recherches
ont permis d’identifier de potentiels inhibiteurs de topol bactériennes qui pourraient étre
utilisés pour inhiber la topol de D. dadantii (Tableau 2.2).

Les méthodes d’identification de nouveaux inhibiteurs de la topol

Une méthode fréquemment utilisée pour identifier des inhibiteurs d"une cible dont la
structure est connue est le criblage in silico de banques chimiques. Les composés naturels
ou synthétiques de la banque sont testés par docking ou par dynamique moléculaire
pour vérifier que l'interaction entre ce composé et la cible est possible. Les structures
cristallographiques des topol de E. coli et M. tuberculosis étant connues, cette méthode a

permis de mettre en avant plusieurs inhibiteurs potentiels de ces topol [239, 240, 241].

L’'inhibition de l'activité de la topol peut ensuite étre testée avec des essais biochimiques
in vitro. La méthode standard est I’observation des différents topoisomeres de plasmides,
traités avec la topol ciblée et I'inhibiteur, séparés par électrophorese sur gel d’agarose [242,
237]. Comme présenté précédemment (Chapitre 1), plus le plasmide est surenroulé, plus il
migre rapidement dans le gel d’agarose. Un plasmide traité avec la topol est plus relaché
et migre donc moins loin que le plasmide surenroulé. Si un inhibiteur de topol est ajouté
lors de ce traitement, l’activité de relachement de la topol sera limitée donc ce plasmide

migrera plus loin que le plasmide relaché par une topol active [243].
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Une fois I'inhibition de la topol confirmée, il est utile de caractériser les propriétés de cette
inhibition in vitro en déterminant la concentration d’antibiotique nécessaire pour réduire
l'activité enzymatique de la topol de 50% (IC50, concentration inhibitrice médiane) [244,
239, 242].

Le choix de la séconéolitsine en inhibiteur de la topol

Pendant les 15 derniéres années, ces méthodes ont permis d’identifier une quinzaine
d’antibiotiques inhibiteurs des topol de E. coli et M. tuberculosis (Tableau 2.2).

TABLEAU 2.2 — ICsp de molécules inhibitrices des topol de E. coli et M. tuberculosis. Tableau issu de
[237].

Molécule ICsg topol de ICsp topol de Source
E. coli M. tuberculosis
Bis-benzimidazole DPA 154 6,6 UM Non déterminée [245]
Bis-benzimidazole PPEF 9,4 uM Non déterminée [246]
Imipramine Pas d’inhibition <0,1 uM [240]
a25uM
Norclomipramine Pas d’inhibition <0,1uM [240]
a25uM
Polyamine 2471-12 7,5 uM 7,5 1M [247]
Polyamine 2471-24 10 uM 7,5 1M [247]
Gold(III) macrocycle 10 5uM 10 uM [244]
Gold(III) chelate 14 1,3 uM 1,3 uM [244]
Fluoroquinophenoxazine 11a 0,48 tM 0,98 uM [248]
Fluoroquinophenoxazine 11g 0,48 tM 0,24 uM [248, 249]
VCC891909 Non déterminée <75uM [241]
Seconeolitsine Non déterminée 5,6 uM [242]
N-méthyl-seconeolitsine Non déterminée 84 uM [242]
Piperidine amide 7 15,6 - 31,3 uM 2 uM [239]
NSC76027 2,2 uM 4 uM [250]

Parmi les antibiotiques identifiés, la séconéolitsine nous a paru étre 1’antibiotique adéquat
pour notre étude transcriptomique de la réponse bactérienne a 1’inhibition de la topol
chez D. dadantii. Ce choix s’explique d'une part par la faisabilité de la synthese de la
séconéolitsine par un procédé publié [124]. Cette synthese s’effectue en quelques étapes
(Fig. 2.3A) a partir de boldine, un alcaloide commercialisé issu de la feuille de 1’arbre boldo.
Nos collaborateurs de I'Institut de Chimie et Biochimie Moléculaires et Supramoléculaires
(ICBMS) ont reproduit cette synthese (Fig. 2.3).

D’autre part, le choix de cet antibiotique a été conforté par les résultats d'une étude
similaire effectuée chez Streptococcus pneumoniae [175]. Cette étude a montré que, chez cette
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bactérie & Gram positif, le traitement par la séconéolitsine augmente le niveau global de

SC et affecte I'expression de 10% de ses genes.
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FIGURE 2.3 - (A) Synthese de la séconéolitsine a partir de la boldine : étapes et rendements obtenus
par nos collaborateurs de I'ICBMS. (B) interactions entre le site de liaison aux nucléotides de la
topol et la N-méthyl-séconéolitsine. Figure issue de [251]

Enfin, d’apres le docking de la séconéolitsine sur la topol de S. pneumoniae, la séconéolitsine
interagit fortement avec le site de liaison aux nucléotides de la topol [251]. Dans ce
site de liaison, la séconéolitsine se place dans la méme orientation et entre les mémes
positions que la N-méthyl-séconéolitsine dont I'interaction est présentée en Fig. 2.3B. Cette
interaction empéche le changement de conformation de la topol et inhibe ainsi son activité
de relachement de I’ADN. Les résidus de la topol de S. pneumoniae en interaction avec la
séconéolitsine sont tres conservés dans les topol de E. coli et de D. dadantii. Ainsi, il est
fortement probable que les topol de ces deux dernieres bactéries puissent également étre

inhibées par la séconéolitsine.

2.2.2 La vérification de l'efficacité de la séconéolitsine sur la topol de

Dickeya dadantii in vitro

Pour vérifier I'effet inhibiteur de la séconéolitsine sur la topol d'une bactérie a Gram
négatif, et plus particulierement sur celle de D. dadantii, nous avons souhaité réaliser
des essais in vitro de relachement de plasmides surenroulés. Certaines topoisomérases
purifiées, comme la topoisomérases IV, la gyrase et la topoisomérase I de E. coli, sont
commercialisées. Ce n’est pas le cas de celles de D. dadantii dont 1’étude est trop peu
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répandue pour justifier cette commercialisation. Pour pouvoir vérifier 'efficacité de la
séconéolitsine sur la topol de D. dadantii in vitro, j’ai donc di procéder a sa surproduction

puis a sa purification (Fig. 2.4A).

La production de la topol de D. dadantii

Pour surexprimer la topol de D. dadantii j’ai utilisé le vecteur de surexpression pQE8OL (Fig.
2.4B). Ce plasmide, outre ses génes de résistance a des antibiotiques, porte le répresseur
lacl ainsi que l'opérateur lacO. Cet opérateur est situé au niveau du promoteur T5, en
amont du site multiple de clonage. En absence d’inducteur analogue au lactose, comme
I'IPTG, le represseur codé par lacl forme un complexe avec I'opérateur lacO et empéche la
transcription des genes dépendant du promoteur T5. En présence d'IPTG, le répresseur se
lie préférentiellement a I'IPTG, ce qui change la conformation du répresseur et empéche
sa liaison avec I'opérateur, rendant le promoteur T5 de nouveau accessible pour ’ARN
polymérase [252, 253]. Ainsi, une induction a I'IPTG est nécessaire pour activer I’expression
du gene inséré a la suite du promoteur T5 dans ce plasmide. Par ailleurs, ce vecteur permet
d’ajouter une queue de six histidines (6xHis) a I'extrémité N-terminale de la protéine

produite, ce qui permettra la purification de la protéine produite avec une résine sélective.

J'ai effectué I'insertion du gene topA de D. dadantii dans ce plasmide par clonage TEDA
[254]. Pour cela, j’ai indépendamment amplifié par PCR le plasmide pQESOL et le gene
topA de maniére a ce que chacun de ces fragments porte une séquence complémentaire
permettant leur appariement. Ces fragments peuvent, en présence de T5 exonucléase,

s’hybrider et sont religués in vivo apres transformation de ce plasmide dans les bactéries.

Pour avoir une surexpression importante de la topol de D. dadantii, nous avons choisi de
réaliser cette production dans la souche E. coli NM522. ]’ai donc transformé ce plasmide
contenant topA dans la souche E. coli NM522 (Fig. 2.4A étape 1) par électroporation. J'ai
ensuite sélectionné les bactéries ayant incorporé le plasmide en les cultivant sur un milieu
gélosé sélectif contenant de I'ampicilline (Fig. 2.4A étape 2). La production de topol est
ensuite réalisée en milieu riche liquide, supplémenté de 100 pg/mL d’ampicilline, avec une
induction a ImM d'IPTG effectuée pendant 2h30 lorsque la culture atteint une DOggoy1n,
de 0,6 (Fig. 2.4A étapes 3 et 4). Les bactéries sont ensuite lysées par lyse enzymatique et
mécanique a l'aide de lysozyme et d"une presse de French (Fig. 2.4A étape 4).

La purification de la topol produite

La purification de la topol produite est facilitée par la présence de la queue 6xHis apportée
par le plasmide pQES8OL lors de 'expression du gene inséré. En effet, cette queue permet de
réaliser une purification par affinité avec une résine Nickel-NTA (acide nitrilotriacétique).
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FIGURE 2.4 — (A) Protocole de la surproduction et de la purification de la topol de D. dadantii,
schématisé avec BioRender. (1) Transformation du plasmide porteur du gene topA de D. dadantii,
détaillé en B, dans la souche E. coli NM522. (2) Sélection des souches porteuses du plasmide grace a
la résistance a 'ampicilline apportée par le plasmide. (3) Culture des souches en milieu riche LB
jusqu’a DOggonm 0,6. (4) Induction de la production de la topol par ajout de 1 mM d'IPTG. (5) Lyse
des cellules a la presse de French, dans un tampon contenant de la lysozyme. (6) Purification des
protéines (étape non détaillée sur le schéma). (7) Vérification de la qualité de la purification sur gel
SDS-Page, présentée en C. (8) Dialyse des élutions les plus pures et concentrées. (9) Vérification de
l'activité de la topol purifiée, présentée en D. (B) Construction du plasmide pQE8OL avec I'insertion
du gene topA. Ce plasmide porte des résistances a I'ampicilline (AmpR) et au chloramphénicol
(CmR) ainsi que l'opérateur et le répresseur lac, qui permettent de conditionner I’expression du
gene inséré a la présence d'IPTG. (C) Gel SDS-PAGE permettant 1’analyse des protéines présentes
dans la culture avant (3) et apres (4) 'induction de la surexpression de la topol par l'ajout d'IPTG,
des protéines insolubles (notées insol.) et solubles (notées sol.) apres la lyse (5) et des protéines
présentes dans les fractions de lavage puis d’élution lors de la purification de la protéine (6). Ce gel

valide la surexpression de la topol, sa pureté apres purification et sa concentration importante dans

les fractions 2, 3 et 4 de I’élution. (D) Vérification de l'activité de la topol de D. dadantii purifiée. 0,5

pg de plasmides pUC18 surenroulés ont été incubés avec la masse indiquée de topol pendant 15

minutes a 27°C. R et S indiquent respectivement les formes relachées et surenroulées du plasmide.
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Le lysat obtenu a I'étape précédente, riche en topol marquées par poly-histidines, est mis
au contact de cette résine avant d’étre purifié sur une colonne de polypropylene. Deux
lavages sont effectués pour éliminer les impuretés puis la topol pure est éluée a 1'aide
d’imidazole dont l'affinité pour la résine est supérieure a celle de la topol marquée (Fig.
2.4A étape 5). L'analyse du profil protéique des élutions sur gel SDS-PAGE (Fig. 2.4C),
confirme la pureté de ces élutions et la forte concentration en topol dans les fractions
d’élution 2, 3 et 4. Les fractions 3 et 4 sont dialysées dans un tampon contenant (1) du
Tris-HCl et du NaCl pour respectivement équilibrer le pH et la concentration en sels afin
de garantir la solubilité et la conservation de I’activité de la protéine, (2) de 'EDTA pour
inhiber les éventuelles protéases, (3) du DTT pour protéger de I'oxydation et (4) du glycérol
pour permettre une cryoconservation de la protéine a -20°C. Deux dialyses sont réalisées
successivement dans de grands volumes de tampon afin de minimiser la concentration
résiduelle des composants présents dans le tampon d’élution, dont I'imidazole. L'ensemble
des tampons utilisés est décrit dans notre article [255]. Les tampons de lyse et d’élution
sont issus de [256]. La réalisation d'un dosage de Bradford de la solution de topol m’a

ensuite permis d’estimer sa concentration a 5 mg/mL.

La vérification de ’activité de la topol et de son inhibition par la séconéolitsine

L’activité de la topol a été controlée in vitro a ’aide de plasmides pUC18 commercialisés
sous forme surenroulée. Ces plasmides ont été traités avec des quantités croissantes de
topol puis déposés sur un gel d’agarose (Fig. 2.4D). Soumises a un voltage moyen (70V pen-
dant 3,5 h), les topoisomeres de ce plasmide migrent selon leur niveau de surenroulement,
permettant ainsi de vérifier que, plus la quantité de topol utilisée dans le traitement du
plasmide est élevée, plus le plasmide est relaché. J’ai également appliqué ce protocole a la
topol commerciale de E. coli afin de vérifier son activité et d’évaluer la quantité d’enzymes
nécessaire au relachement d’environ 50% des topoisomeres des plasmides (IC50). J'ai ainsi
confirmé que les topol de D. dadantii et de E. coli étaient bien actives, avec des IC50 de 4,6
BM pour D. dadantii et 6,7 tM pour E. coli.

L’inhibition de la topol par la séconéolitsine a ensuite pu étre observée in vitro en traitant
les plasmides surenroulés avec la quantité de topol permettant ce relachement de 50%
puis en y ajoutant différentes quantités de séconéolitsine (0 a 20 pM). La migration de ces
plasmides sur gel d’agarose a confirmé qu’en présence de séconéolitsine, la topol semble
inhibée. En effet, la quantité croissante de séconéolitsine (jusqu’a 7,5 ntM chez E. coli et
jusqu’a 15 uM chez D. dadantii) permet d’obtenir une augmentation progressive de la
proportion de topoisomeres sous forme surenroulée [255].
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2.3 Article

La confirmation de l'inhibition de la topol de D. dadantii par la séconéoltisine permet
d’approfondir I’étude du lien entre SC et transcription. En effet, la séconéolitsine, en
inhibant la topol, permet d’augmenter le niveau global du SC. J’ai donc pu analyser le
transcriptome de D. dadantii face a cette modification de SC en réalisant une étude RNA-
Seq. Les résultats sont présentés dans 1'article suivant publiés dans Nucleic Acids Research.

Les tableaux supplémentaires sont disponibles en ligne [255].

Dans cet article, nous avons démontré in vitro que la séconéolitsine inhibe 1’activité de
la topol de D. dadantii et que cet antibiotique provoque une augmentation du niveau de
SC in vivo. Nous avons obtenu le premier transcriptome d’une bactérie a Gram-négatif a
I'inhibition de la topol. Ce transcriptome a été obtenu par RNA-Seq en traitant des cultures
de D. dadantii, en phase exponentielle de croissance ou en phase de transition vers la phase
stationnaire, avec une concentration sublétale de séconéolitsine. Environ 10% des geénes ont
été affectés dans chacune des phases de croissance mais peu d’entre eux répondent dans les
deux phases. La réponse d'un gene dépend donc de la phase de croissance mais également
du sens de la variation de SC puisque les genes différentiellement exprimés apres le choc a
la séconéolitsine sont différents de ceux affectés par le choc a la novobiocine, inhibiteur de
gyrase. Nous avons ensuite caractérisé les genes différentiellement exprimés selon leur
niveau d’expression, leur localisation et leur orientation. Nous avons alors pu conclure que
la notion de "géne sensible au surenroulement" est une caractéristique complexe puisque
cette sensibilité dépend de 'activité locale et dynamique des topoisomérases, de 1'état
métabolique des cellules et du contexte génomique. Dans cet article, nous proposons un
modeéle qualitatif de I’expression d'un géne selon le niveau de SC, basé sur des données in
vitro d’expression de promoteurs. Ce modele est cohérent avec les observations obtenues
apres les inhibitions de la gyrase et de la topol.
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ABSTRACT

DNA supercoiling is an essential mechanism of
bacterial chromosome compaction, whose level is
mainly regulated by topoisomerase | and DNA gy-
rase. Inhibiting either of these enzymes with antibi-
otics leads to global supercoiling modifications and
subsequent changes in global gene expression. In
previous studies, genes responding to DNA relax-
ation induced by DNA gyrase inhibition were cate-
gorised as ‘supercoiling-sensitive’. Here, we studied
the opposite variation of DNA supercoiling in the phy-
topathogen Dickeya dadantii using the non-marketed
antibiotic seconeolitsine. We showed that the drug is
active against topoisomerase | from this species, and
analysed the first transcriptomic response of a Gram-
negative bacterium to topoisomerase | inhibition.
We find that the responding genes essentially differ
from those observed after DNA relaxation, and fur-
ther depend on the growth phase. We characterised
these genes at the functional level, and also detected
distinct patterns in terms of expression level, spa-
tial and orientational organisation along the chro-
mosome. Altogether, these results highlight that the
supercoiling-sensitivity is a complex feature, which
depends on the action of specific topoisomerases,
on the physiological conditions, and on their ge-
nomic context. Based on previous in vitro expression
data of several promoters, we propose a qualitative
model of SC-dependent regulation that accounts for
many of the contrasting transcriptomic features ob-
served after DNA gyrase or topoisomerase | inhibi-
tion.

INTRODUCTION

DNA supercoiling (SC) is the product of torsional stress
ubiquitously experienced by the double-helix in all king-
doms of life. In bacteria, the chromosome is maintained
in a steady-state level of negative SC by the interplay
of nucleoid associated proteins (NAPs) and the activ-
ity of topoisomerases. The DNA gyrase (belonging to
class II topoisomerases) introduces negative supercoils by
ATP-dependent double-strand cleavage, whereas topoiso-
merase I (topol, class IA) removes excessive negative su-
percoils through ATP-independent single-strand cleavage,
and topoisomerase IV (topolV, class II) through ATP-
dependent double-strand cleavage (1-3). The activity of
these topoisomerases is finely controlled by cells according
to a homeostasis mechanism (4), and this balance plays a
key role in many cellular functions, and in particular in the
expression of the genome, which is our focus in this study.
The presence of torsional stress in the DNA template
is known to affect the transcription process at several suc-
cessive steps: by modulating the binding of transcriptional
regulators and RNA Polymerase (RNAP) itself, the for-
mation and stability of the open complex (5), promoter
clearance (6), elongation and termination (7,8). As a re-
sult, SC acts as a global transcriptional regulator (9,10), al-
though the precise underlying mechanisms remain contro-
versial. Early studies demonstrated a strong regulatory ac-
tion of SC on the promoters of stable RNAs in Salmonella
enterica and Escherichia coli (5,11), pointing to a role in
growth control (10) consistent with the close relationship
between SC and the cellular metabolism (12). But other
promoters were found to be equally affected (7,13), which
was then confirmed and broadened by high-throughput
transcriptomic methods (14-16). In analogy to the ‘regu-
lons’ of transcriptional factors, these promoters were of-
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ten termed ‘supercoiling-sensitive’, although that notion re-
mains poorly defined, considering the lack of clearly iden-
tified sequence determinants (17,18), and the variability in
the response of many promoters to SC alterations depend-
ing on their context and the experimental protocol of the
assay. For example, the lacP promoter of E. coli is strongly
repressed by DNA relaxation in vitro (7), but is unaffected
in vivo (14,15); the proportion of genes activated by DNA
relaxation in S. enterica varied between 70% in a random fu-
sion assay (19) and 27% in a RNA-Seq transcriptome (20).

In vivo, these responses to SC variations were obtained
by two distinct methods (21). The expression level can be
measured in topoisomerase mutant strains, which usually
exhibit a different SC level than the parental strain (21,22);
however, the difference in promoters’ expression then re-
flects not only the direct regulatory effect of SC, but also
that of the resulting global change in transcriptional reg-
ulatory activity in the mutant strain, and these two con-
tributions are difficult to distinguish. To avoid this issue,
it is often preferred to use a wild-type strain, and induce
a rapid SC variation by applying topoisomerase inhibit-
ing antibiotics (8,21). Commonly used drugs belong to the
coumarin family (coumermycin, novobiocin), inhibiting the
ATPase activity of DNA gyrase (and topolV), and the
quinolone family (norfloxacin, ciprofloxacin, oxolinic acid)
inhibiting the ligase activity of DNA gyrase and topolV
(1,3,23). These drugs induce a sudden DNA relaxation,
whose effect on gene expression can then be measured. The
main shortcoming is that they also trigger SC-independent
stress-response pathways in the cell. In order to characterise
specifically the effect of SC on transcriptional regulation,
it is thus desirable to compare the expression patterns ob-
tained with different methods (15). In this respect, a major
limitation of existing studies is that, since DNA gyrase is
the primary target of all these drugs in Gram-negative bac-
teria, the transcriptomic response was analysed only in one
direction, DNA relaxation, introducing a strong bias in the
analysis of the SC-sensitivity of promoters.

The opposite variation could also be induced, but only
by applying quinolones on engineered strains harbouring
mutations in a gyrase gene, where only the relaxing activ-
ity of topolV is inhibited by the drug (2,24). In wild-type
cells, topol seemed a particularly suitable drug target (25),
both in clinical research as it is the only enzyme of type
1A topoisomerases family in many pathogenic species, but
also as a way to study the effect of SC in transcriptional
regulation, since this enzyme plays a direct role in the han-
dling of torsional stress associated with transcription (26),
while topolV is predominantly involved in replication (27).
In its catalytic cycle, topol binds a stretch of single-stranded
DNA, cleaves it and undergoes a conformational change to
an open conformation, allowing the complementary DNA
strand to pass the gate, followed by the religation of the
DNA backbone with a gain of one linking number (28—
31). In recent years, many compounds were shown to act as
topol inhibitors with unequal effectiveness as antimicrobial
agents (25). In particular, one of them named seconeolit-
sine was shown to be effective against Streptococcus pneu-
moniae and Mycobacterium tuberculosis topol, presumably
by interacting with its nucleotide binding site, preventing
the topol conformational change and thus inhibiting DNA

binding (31). When applied in vivo at low concentration, this
drug induces a transient increase in negative SC associated
with a global change in the transcriptional landscape (32).

Here, we show this drug to be equally effective in Gram-
negative bacteria, and we use it to report the first transcrip-
tomic response to topol inhibition and resulting increase
in negative SC in Gram-negative bacteria, using the phy-
topathogen Dickeya dadantii as a model. The latter con-
tains the same set of topoisomerases as E. coli with a strong
sequence homology, and generally, has a strong proximity
to the enterobacterial models E. coli and S. enterica. Inter-
estingly, SC was shown to be an important regulator of its
key virulence genes (16,33), and SC-affecting environmen-
tal signals are influential in its infection process, in partic-
ular osmolarity variations resulting in an increase in nega-
tive SC (16,33). Deciphering the mechanisms of SC-related
transcriptional regulation in that species is thus important
for our understanding of the mechanisms of virulence, as
well as transcription as a general process.

In the following, we first demonstrate the inhibitory effect
of seconeolitsine on D. dadantii (as well as E. coli) topoiso-
merase I, and its antibacterial action against that species.
We then show that a seconeolitsine shock at low concen-
tration quickly increases the cellular negative SC level. We
analyse the effect of this shock on the expression of the
genome, and in particular, we illustrate the relationship be-
tween gene expression strength and spatial gene organisa-
tion and the response to topol inhibition by seconeolitsine.
By comparing this response with that of the DNA gyrase in-
hibitor novobiocin, we propose a qualitative model explain-
ing many notable features possibly involved in defining the
supercoiling-sensitive property of promoters.

MATERIALS AND METHODS
Seconeolitsine synthesis

Seconeolitsine was synthesised in 13% yield starting from
boldine, following the protocol described in the original
patent (34). In the first step, a reaction of demethylation was
conducted in acidic conditions followed by a reaction with
dibromomethane. The intermediate neolitsine was then re-
acted with chloroethyl chloroformate in dichloroethane fol-
lowed by aromatization and ring opening achieved in re-
fluxing methanol. The product was characterised by high
resolution electrospray ionization mass spectrometry (ESI-
HRMS) (IM + H]J+: computed for CI9H18NO4: 324.1230;
found 324.1220) and its purity was validated by nuclear
magnetic resonance (NMR) (Supplementary Figure S1).

Protein expression and purification

D. dadantii 3937 topA gene was amplified and cloned into
PQESOL plasmid using the TEDA method (35) to over-
produce N-terminally 6xhis-tagged topoisomerase 1. E. coli
NM522 carrying the expression plasmid were grown at
37°C in LB medium until ODggonm reached 0.6. Protein ex-
pression was then induced by adjusting the final concentra-
tion of the culture at 1 mM IPTG. After 2.5 h of induction,
the cells were harvested by centrifugation, resuspended in a
cold lysis buffer (20 mM NaH;POy, 0.5 M NaCl, 20 mM
imidazole, 2.5 mM TCEP (tris(2-carboxyethyl)phosphine),
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1 mg ml! lysozyme, pH 7.4) (36) and disrupted through
a French pressure cell press. After clarification of the ob-
tained lysate by a 15 min centrifugation at 15 000 rpm,
the supernatants were mixed with Sigma HIS-Select Nickel
Affinity Gel (at a ratio of 3:1) equilibrated in lysis buffer
before being added into a polypropylene column (Qia-
gen). After extensive washing with a cold lysis buffer, the
bound topol was eluted with a cold elution buffer (20 mM,
NaH,POy4, 0.5 M NacCl, 500 mM imidazole, 2.5 mM TCEP,
pH 7.4) (36). Dialysis desalination was performed overnight
with a first dialysis buffer (50 mM Tris—HCI, 100 mM NacCl,
0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH 7.5) and 6 h with a storage
buffer (50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 1
mM DTT, 50% glycerol, 0.1% Triton X-100, pH 7.5). The
purity of topol was assessed by SDS-PAGE and the con-
centration of the purified samples was measured with the
Bradford protein assay (37). Comparisons with E. coli topol
were made with a commercial topol (NEB).

In vitro analysis of topoisomerase I, topoisomerase IV and
DNA gyrase inhibition by seconeolitsine

D. dadantii topol concentration required to relax 50% of
pUCIS8 topoisomers was determined after 15 min of incu-
bation at 37°C in rCutSmart Buffer (NEB). For the inhi-
bition assays, topol was first preincubated with seconeolit-
sine and rCutSmart Buffer at 4°C for 10 min. This mix was
then incubated with pUCI8 at 37°C for 15 min. All reaction
products were analysed by electrophoresis on 1.2% agarose
gel at 70 V for 3.5 h. The IC50 was defined as the concen-
tration that reduces topol relaxing activity by 50% (using
the three most migrated bands together as a marker of the
most negatively supercoiled topoisomers). Topoisomerase
IV and DNA gyrase inhibition by seconeolitsine were as-
sessed with the Inspiralis E. coli Topoisomerase IV Relax-
ation Kit and E. coli Gyrase Supercoiling Assay Kit, follow-
ing manufacturer’s instructions.

Minimum inhibitory concentration (MIC) and survival rate
in solid medium

LB Agar plates containing seconeolitsine dissolved in
DMSO (50 mM stock solution) and IPTG (100 mM stock
solution) were prepared to have seconeolitsine final con-
centrations between 0 and 750 pM and IPTG final con-
centrations of 0 or 0.1 mM. D. dadantii 3937, E. coli
NM522 and E. coli NM522 carrying pQESOL::topA plas-
mids were grown at 30°C (D. dadantii) or 37°C (E. coli)
until ODggo nm = 0.3. Cultures were then serial-diluted and
placed on prepared plates. After 20 h of incubation at 30°C,
colonies were counted. The survival rate was calculated as
the ratio between the number of colonies observed on plates
with or without seconeolitsine. The MIC was defined as the
lowest seconeolitsine concentration without visible growth
on the LB plates.

Seconeolitsine inhibitory action in liquid cultures

D. dadantii 3937 were grown at 30°C in microplates contain-
ing Luria-Broth medium and increasing concentrations of
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seconeolitsine dissolved in DMSO (5 or 10 mM stock solu-
tion, keeping the final volume of DMSO below 4%). Opti-
cal densities were recorded every 5 min using an automatic
microplate reader (Tecan Spark), and growth curves were
fitted to a Gompertz equation to estimate growth rates and
time lags (38).

Bacterial cultures for seconeolitsine shock

D. dadantii 3937 were grown at 30°C in M63 supple-
mented with sucrose at 0.2% (wt/vol) until the exponen-
tial (ODgoonm = 0.2) or transition to stationary phases
(ODgponm = 1.1). Cells were then shocked with seconeolis-
tine dissolved in DMSO at 50 pM during 5 min (RT-qPCR
experiments) or 15 min (RT-qPCR and RNA-Seq exper-
iments). An additional control was performed with pure
DMSO for RT-qPCR experiments.

Topoisomer separation in chloroquine—agarose gels

The topoisomer distribution was analysed as previously de-
scribed (39). Reporter plasmids pUCI18 were transformed
into D. dadantii 3937. Fifteen minutes after the shock, plas-
mids were extracted with the Qiaprep Spin Miniprep kit and
migrated on a 1% agarose gel containing 2.5 wg ml~! chloro-
quine at 2.5 V em™! for 16 h. Under these conditions, more
negatively supercoiled migrate faster in the gel. Chloroquine
gels were subjected to densitometric analysis using Image
Lab 6.0 software (Biorad). Distributions of topoisomers
were normalised and quantified in each lane independently.

RNA extraction

Total RNAs were extracted either with the frozen-phenol
method (40) (RNA-Seq experiments) or with the Qiagen
RNeasy Plus Mini Kit, including a bacterial lyse with a
lysozyme solution at 1 mg ml™! and the optional DNase
treatment (RT-qPCR experiments). The absence of genomic
DNA contamination was further verified by PCR ampli-
fication with the Lucigen EconoTaq PLUS GREEN and
ryhB primers (Tab. S1), following manufacturer’s instruc-
tions. When necessary, an additional DNase treatment was
performed using the NEB DNase I to ensure RNA purity.
Extracted RNAs were quantified using a ND-1000 Nan-
oDrop spectrophotometer. RNA quality was checked by
agarose gel electrophoresis.

Quantitative real time PCR

1 pg of total RNAs were reverse transcribed using the
Thermo Scientific RevertAid First Strand cDNA Synthe-
sis Kit. Reaction mixes were incubated at 25°C for 5 min,
42°C for 60 min and 70°C for 5 min.

The quantitative PCR was carried out using the Thermo
Scientific Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix
with the LC480 Lightcycler from Roche and the primers
listed in Tab. S1. The following thermal cycling reactions
were executed: (i) an initial denaturation step at 95°C for 10
min, (ii) 45 amplification cycles at 95°C for 15's, 58°C for 30
s and 72°C for 40 s. The housekeeping gene rpo4 was used
as a normalizer for the gene expression ratios. The unique-
ness of the amplification product is verified with the melting
curve.
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Figure 1. Inhibition of topol in vitro relaxing activity by seconeolitsine.
The specified amount of seconeolitsine was pre-incubated for 10 min with
800 ng topoisomerase I, then 0.5 pg of supercoiled pUCI18 plasmids (p)
was added and incubated for 15 min. The IC50 was estimated at a value of
4 wM (see Materials and Methods).

RNA sequencing

All samples were collected in two biological replicates
(eight samples in total). Steps of ribosomal RNA depletion,
cDNA library preparation and high-throughput sequenc-
ing were carried by the MGX Montpellier GenomiX plat-
form, using the Illumina TruSeq stranded mRNA sample
preparation kit and HiSeq2500 sequencing providing 50-
nt single-end reads. The sequenced reads were deposited
in ArrayExpress under accession number E-MTAB-10134.
They were mapped on the reference genome of D. dadantii
3937 (NCBI NC_014500.1) with Bowtie2 and counted with
htseq-count. Gene differential expression analysis was per-
formed with DESeq2 with a threshold of 0.05 on the ad-
justed P-value.

Statistics and data analysis

All statistical analyses and graphs were made with a home-
made Python code. Error bars are 95% confidence inter-
vals. Proportions of activated genes among differentially ex-
pressed genes were compared with x >-tests. Stars indicate
the level of significance based on the P-value (" P < 0.001;
"0.001 < P < 0.01; "0.01 < P < 0.05). The orientation
of a gene is defined relative to the orientation of its neigh-
bours (either convergent, divergent or tandem). Functional
enrichment was analysed using the Gene Ontology classi-
fication (41). Only functions corresponding to at least four
D. dadantii genes were considered. Chromosomal domains
were previously defined in (16).

RESULTS
Seconeolitsine inhibits D. dadantii topoisomerase I in vitro

The comparison of topA sequences from enterobacteria D.
dadantii and E. coli with those of M. tuberculosis and S.
pneumoniae showed that the topol residues bound by seco-
neolitsine were mostly conserved in the former (Supplemen-
tary Figure S2), suggesting that the inhibitory activity of
the drug might be also effective in enterobacteria. To test
this hypothesis, we synthesised seconeolitsine following the
protocol described in the original patent (34), and the pu-
rity of the product was validated by NMR (Supplementary
Figure S1). Its inhibitory activity against D. dadantii topol
was evaluated by adding increasing concentrations of the
drug to a solution of purified enzymes, resulting in a pro-
gressive reduction of their relaxing activity with an IC50 in
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Figure 2. Antibiotic effect of seconeolitsine on D. dadantii 3937. (A) Sur-
vival rate in the presence of increasing amounts of seconeolitsine in solid
medium. Each bar indicates the proportion of growing colonies with the
specified amount of seconeolitsine in comparison to plates without secone-
olitsine, with a 95% statistical confidence interval (sce Materials and Meth-
ods). (B) Growth curves in the presence of increasing amounts of secone-
olitsine in liquid medium. The linear increase of the lag time with drug
concentration, obtained from a quantitative analysis of growth curves (see
Materials and Methods) is shown in the inset.

the micromolar range (4 wM, Figure 1, Supplementary Fig-
ure S3 and Materials and Methods), slightly lower than that
observed with M. tuberculosis topol (42). We also observed
an inhibitory effect on purified topol from E. coli (Supple-
mentary Figure S3C), suggesting that seconeolitsine might
be effective against topol from a broader variety of bacte-
rial species. The estimated IC50 value was higher in E. coli
(around 7 wM) than in D. dadantii, but this difference may
be affected by experimental differences between these as-
says (different initial topoisomer distributions, Supplemen-
tary Figure S3).

We ran additional tests to find if seconeolitsine might
affect DNA topology through other mechanisms. Inhibi-
tion assays were carried with topoisomerase IV and DNA
gyrase from E. coli (Supplementary Figure S4). We ob-
served an inhibitory activity on topoisomerase IV, but only
at several-fold higher concentrations than with topol (with
the pBR322 plasmids employed in that assay), whereas al-
most no effect was observed with the DNA gyrase. Addi-
tionally, supercoiled plasmids exhibited no variation in mi-
gration distance even with very high concentration of the
drug (data not shown), suggesting that the drug does not
intercalate into DNA.

High concentrations of seconeolitsine impede D. dadantii
growth

We then investigated the antibacterial activity of the drug,
by analysing its effect on D. dadantii growth. In solid
medium, we observed a progressive reduction in bacterial
growth, with a minimal inhibitory concentration (MIC)
of around 500 M (Figure 2A). In liquid cultures in mi-
croplates (Figure 2B), we observed that the drug increas-
ingly impedes growth, with a lag time proportional to the
applied dose in the 100-300 wM concentration range. Al-
together, the antibacterial effect of the drug occurs at much
higher concentrations in D. dadantii than M. tuberculosis
(MIC of 500 M versus 16 wM). Since the in vitro 1Cs
values are comparable for the topol enzymes from the two
species, this strong difference presumably arises from cellu-
lar properties (in particular the membrane structures), re-
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sulting in a different bioavailability of the drug molecules
in the cells. As a comparison, E. coli cells were inhibited
by lower concentrations of seconeolitsine than D. dadantii,
with a MIC of around 250 wM (Supplementary Figure S5),
whereas the growth of the Gram-positive bacterium Bacil-
lus subtilis is impeded already at concentrations around 20
wM, comparable to those of S. prneumoniae (Supplementary
Figure S6).

The in vitro data above suggested that topol is likely the
primary target of seconeolitsine in D. dadantii cells, but
since topolV was also inhibited at higher drug concentra-
tion (Supplementary Figure S4), we ran several tests to con-
firm it. We checked by microscopy that D. dadantii cells
grown at a partially inhibitory concentration of seconeolit-
sine do not exhibit any filamentation, a phenotype typical
of topolV inhibition (due to SlmA-induced lack of DNA
segregation, data not shown). We also verified that sev-
eral genes (cysJ/ N, rhsA) specifically induced in response to
topolV inhibition (O. Espéli, pers. comm.) were unaffected
or repressed by seconeolitsine treatment (see transcriptome
below). Conversely, we analysed the effect of overexpress-
ing topol on cell survival, in a medium containing the drug
at a partially inhibitory concentration (Supplementary Fig-
ure S7). While the survival rate is around 30% in absence
of the inducer, it is significantly higher (73%, P = 0.0015)
when topol is overexpressed, suggesting that at least a sig-
nificant fraction of the seconeolitsine molecules are indeed
targeted to topol. Altogether, we conclude that topol in-
hibition is presumably the dominant mechanism of action
of the drug in vivo, although other mechanisms such as an
effect on topolV at high concentration cannot be excluded
(see Discussion).

Seconeolitsine shock increases DNA superhelicity in D.
dadantii cells

Based on the previous observations and in line with previ-
ous studies (32), we anticipated that a seconeolitsine shock
at sublethal concentration might induce a rapid increase in
negative SC by transiently inhibiting the activity of topol
in D. dadantii cells. Indeed, a concentration of 50 wM in-
duced a significant shift in the distribution of topoisomers
of the pUC18 plasmid extracted 15 min after the shock (Fig-
ure 3A, this time delay was previously chosen to monitor
the impact of novobiocin in D. dadantii). This concentra-
tion was used in all further experiments, because at the same
time, it was sufficiently weak to avoid any observable effect
on the growth of exponentially growing cells (Supplemen-
tary Figure S8), thus minimising general physiological side-
effects of the shock versus the direct regulatory effect of
DNA SC that we investigate. Note that in S. pneumoniae,
relatively higher concentrations were used in transcription
experiments (up to 8 uM, 0.5x MIC).

The distribution of topoisomers is entirely resolved in the
untreated and seconeolitsine-treated samples, and thus al-
lows an unambiguous quantification of the observed pro-
files. In the treated cells, the average negative SC level is in-
creased by Ao = —0.014 in exponential phase and Ao = —
0.009 at the transition to stationary phase (quantified topoi-
somer distributions are available in Supplementary Figure
S9). The weaker effect observed at the latter stage was ex-
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Figure 3. A seconeolitsine (SCN) shock at 50 wM concentration induces
an increase of negative SC level in cellular DNA after 15 min. Conversely,
a novobiocin (NOV) shock at 100 pg mI~ induces DNA relaxation. (A)
Agarose-chloroquine gels of pUCIS8 plasmids isolated from D. dadantii
3937 cells. At the employed concentration of chloroquine, the downward
migration increases with SC level, and the SC increase induced by secone-
olitsine can be fully resolved. (B) Average negative SC level computed from
the quantification of the topoisomer distribution. Note that the most re-
laxed fraction of the topoisomer distribution in presence of novobiocin was
not fully resolved, preventing an exact estimation of the relaxation magni-
tude in these samples, hence the discontinuity indicated in the y-axis.

pected since both DNA gyrase and topol are more active
in the exponential phase (8,10,43). We checked that this in-
crease is absent when only DMSO (used as solvent for seco-
neolitsine) is applied. In both phases, the sharp increase in
negative SC induced by seconeolitsine is in clear opposition
to the relaxed levels measured after novobiocin treatment
(33), as we expected based on the opposite activity of topol
versus DNA gyrase. Accordingly, in a control sample where
both drugs are added simultaneously (rightwards lanes), the
plasmids reach an intermediate superhelical level.

Since there are no previous studies of topol inhibition in
D. dadantii, these data cannot be directly compared to pre-
viously published data; however, the shift in topoisomer dis-
tributions observed after seconeolitsine treatment is quali-
tatively similar to that observed after an osmotic shock (33),
which is also known to increase negative SC in E. coli, S. ty-
phimurium and several other species (8). An additional ex-
periment shows a similar effect in E. coli cells, albeit with a
stronger effect of seconeolitsine at this concentration of 50
pM (Supplementary Figure S10).

Transcriptional response of selected promoters

We expected the global increase in negative SC level to affect
the expression of many genes of the D. dadantii chromo-
some, and therefore analysed the transcriptional effect of
the seconeolitsine shock using RNA-Seq, with a qRT-PCR
validation of selected genes. We first illustrate the kinetics of
the transcriptional response of four genes strongly respon-
sive to seconeolitisne: the dps gene encoding the NAP Dps,
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Figure 4. Kinetics of promoter activation (dps, desA) or repression
(Dda3937-02096, feoA) by seconeolitsine (SCN) shock. Gene expression
levels were measured in exponential phase (A and B) and at the transition
to stationary phase (in C and D), either by qRT-PCR (5 and 15 min post-
shock, coloured markers and thick lines in A and C) or by RNA-Seq (after
15 min incubation with seconeolitsine, B and D). Control datapoints ob-
tained after incubation with the same volume of pure DMSO solvent are
indicated as thin lines, and exhibit no detectable effect. All error bars shown
indicate 95% confidence intervals, obtained with three biological replicates
(qRT-PCR) or from RNA-Seq analysis.

which is possibly the most abundant DNA-binding protein
in stationary phase (44) and condenses the chromosome un-
der conditions of resource scarcity or stress; the desA gene
involved in efflux systems; a gene of unknown function (ac-
cession number Dda3937_02096); and feoA involved in iron
transport. In the exponential phase (Figure 4A), these genes
react very quickly (5 min) and in opposite manners. The re-
sponse measured by RNA-Seq after 15 min (B) was entirely
consistent with that measured by qRT-PCR (A); in the lat-
ter, we confirmed that DMSO triggers no detectable tran-
scriptional response (thin lines), indicating that seconeolit-
sine is indeed the active molecule. Similar effects were ob-
served at the transition to stationary phase (Figure 4C and
D). The functions of these strongly responsive genes suggest
that they are part of a mechanism of drug-response by the
bacteria. On the other hand, SC modulates the expression
of many genes in a global but usually milder manner (45), as
can be observed in Figure 5 with genes expected to respond
specifically to SC variations.

The /pxC gene illustrates some difficulties encountered
when analysing SC-controlled regulation. That gene was
previously identified as particularly stable in the presence of
various changes of environmental conditions, and because
of this apparent lack of regulation, was considered as a suit-
able internal normalizer for gRT-PCR experiments with D.
dadantii (46). However, [pxC was later found to be sensitive
to DNA relaxation by novobiocin (16,47). Similarly here, its
expression is increased by seconeolitsine treatment in both
growth phases, as observed in both qRT-PCR experiments
(Figure 5A) and RNA-Seq data (Supplementary Tab. S2),
the former being either calibrated by concentration gradient
or using rpoA as internal normalizer. This example shows
that SC may affect the expression of a large class of pro-
moters, possibly even those lacking a direct dependence on
transcription factors since it modulates the direct interac-
tion of RNAP with promoter DNA (8). The expression of
rpoA, on the other hand, appeared stable in the investigated
conditions and it was used as a normalizer for all gRT-PCR
data presented.

A IpxC B topA C gyrA D pelE E tonB
3]
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Figure 5. Effect of seconeolitsine shock on various genes expected to re-
spond to variations of SC: (A) IpxC; (B) topA; (C) gyrA; (D) pelE; (E)
tonB. The expression was measured by PCR 5 and 15 min after the shock
in the exponential phase (black dots). Control datapoints treated with the
DMSO solvent are shown (grey dots).

We then investigated the response of topoisomerase
genes. The top A gene was found to be repressed by the shock
after 5 min (Figure 5B), in agreement with observations in
S. pneumoniae (32), but this effect was already reduced after
15 min, and accordingly, was not detected in the less sensi-
tive RNA-Seq data after the same time delay. By analogy
with S. pneumoniae, this behaviour might reflect a rapid ki-
netics of SC homeostasis (32). Note however that the re-
pression of the topA gene in both species contradicts the
behaviour expected for a simple homeostasis mechanism,
which would instead lead to an activation, just like gyr4/B
genes are activated by DNA gyrase inhibition (4). And in
a different study involving oxolinic acid in mutant E. coli
cells (48), the topA promoter was indeed activated by an in-
crease in negative SC, suggesting that its response is possi-
bly more condition-dependent than that of gyr4/B genes.
Since the basal SC level was more relaxed in those E. coli
mutants and the magnitude of SC variation was weaker,
a possible explanation is that the very high negative SC
level reached after seconeolitsine treatment might exceed
the dynamic range of the homeostatic response of the topA
promoter.

Among other topoisomerases, we observed a slight re-
pression of gyrA4 expression (Figure 5SC, not significant in
the RNA-Seq data) as well as a possible activation of DNA
gyrase inhibitors (the Dda3937 01484 gene, associated to
this function by sequence homology, was found significantly
activated in the RNA-Seq data, but not confirmed by qRT-
PCR). No effect on topolV genes (parC/E) and topolll
(topB) was detected. Altogether, the regulatory mechanisms
of SC homeostasis in response to topol inhibition remain to
be fully characterised, and might thus involve a rapid reduc-
tion of DNA gyrase activity in addition to changes in topol
expression.

We looked at the pelE gene, which encodes a major vir-
ulence factor of D. dadantii responsible for plant cell wall
degrading activity, and is strongly repressed by novobiocin
(33). pelE was repressed by seconeolitsine in exponential
phase (Figure 5D), and not significantly affected at the tran-
sition where topol activity is weaker. The fact that this gene
is repressed by both novobiocin (relaxation) and seconeolit-
sine (increase in negative SC) suggests that the expression
is optimal at the natural SC level, consistent with the tight
regulation of this level in the cell (22).

Finally, we investigated the tonB gene, involved in iron
siderophores and vitamin Bj, transport at the cell mem-
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Figure 6. Global response of the D. dadantii genomic expression to a
seconeolitsine shock. (A) Venn diagram of significantly activated or re-
pressed genes in the two growth phases, with a threshold of 0.05 on the
adjusted p-value. The red numbers refer to genes activated by seconeolit-
sine (in either phase), and the blue numbers to repressed genes. These num-
bers vary by around 30% when the threshold is changed by a factor 2.
(B) Volcano-plot showing the genomic response to a seconeolitsine shock
in exponential growth. Red dots and blue dots correspond to activated
and repressed genes, respectively (p-value threshold of 0.05 and llogs(fold-
change)! threshold of 1 are indicated as dashed lines). Unaffected genes
are shown in grey. (C) Top: Total number of differentially expressed genes
(among 4260 genes in total) with an adjusted p-value threshold of 0.05
(bars indicate variations of this number with thresholds of 0.025 and 0.1).
Bottom: proportion of activated genes among them (with 95% statistical
confidence intervals).

brane. This gene was previously found to be repressed by
an increase in negative SC induced by anaerobiosis in both
E. coliand S. enterica, and this repression was relieved by a
novobiocin treatment restoring a SC level close to the phys-
iological one (49). Similarly here, we observed a strong re-
pression of ronB expression by seconeolitsine in both qRT-
PCR experiments (Figure SE) and RNA-Seq data (Supple-
mentary Tab. S3) in the exponential phase, giving further
support to the repressive effect of strongly negative SC lev-
els on that promoter.

Global transcriptional effect of seconeolitsine shock

A comparison of the response of several other genes con-
firms that qRT-PCR and RNA-Seq results are well corre-
lated (Supplementary Figure S11), leading us to analyse the
transcriptomic results at the global scale. While most pre-
vious studies of DNA gyrase inhibition in Gram-negative
bacteria were carried in the exponential phase only (14—
16,20), we have measured the response to seconeolitsine
treatment in the two stages of growth, in each case 15 min
after the shock. The lists of differentially expressed genes in
either growth phase are given in Supplementary Tables S2
and S3.

The distributions of affected genes are provided in Fig-
ure 6. The shock has a significant impact on around 13% of
the genome in the exponential phase, and 7% at the transi-
tion to stationary phase. Only a small minority of the genes
respond significantly in both phases, in which case the re-
sponse goes in the same direction, whereas many genes re-
spond significantly only in one phase (e.g. fonB). This be-
haviour was not unexpected, since the chromosome confor-
mation (including SC level) and topoisomerase activities are
quite different in these two phases (10,43). Among differ-
entially expressed genes, the proportion of activated vs re-

Nucleic Acids Research, 2022, Vol. 50, No. 16 9155

pressed ones is considerably higher at the transition than in
the exponential phase (Figure 6C).

In previous studies, DNA relaxation was shown to reg-
ulate the expression of the genome in a functionally scat-
tered way, with limited enrichment in specific regulatory
pathways (45). We therefore analysed if the same is true of
the seconeolitsine shock (Figure 7). Indeed, relatively few
Gene Ontology (GO) categories exhibit a strong system-
atic response, and they belong to very diverse functional
groups. Expectedly, the most present pathways are related
to (i) metabolism and biosynthesis, as already observed dur-
ing DNA relaxation (14), which are affected differently in
the two phases (see grey, blue and red groups in Figure 7);
and (ii) transport end efflux systems, which may, in part,
participate in the cellular response to the drug, and are
mostly affected similarly in the two phases (green group
in Figure 7). We also noted a strong activation of the iron
metabolism pathway. But importantly, these enriched func-
tions comprise <40% of the total number of differentially
expressed genes, showing that most genes are regulated sep-
arately rather than within their entire functional category.
We now look in more detail at spatial organisational fea-
tures of the global pattern of expression.

Spatial organisation of promoters sensitive to seconeolitsine
shock

We started by representing the large-scale distribution of
regions enriched in activated or repressed genes along the
chromosome (Figure 8). Strikingly, whereas these regions
are almost identical in the two investigated growth phases
during a novobiocin shock (Figure 8B), they are essentially
different during a seconeolitsine shock (Figure 8A), sug-
gesting that, while the large-scale distribution of DNA gy-
rase activity is similar in the two growth phases, that of
topol is growth phase-dependent.

Previous analyses of D. dadantii transcriptomes led to the
definition of eleven domains of coherent stress-response,
termed CODOs (16,49), which harbour distinct DNA phys-
ical properties, are differentially regulated by NAPs and
novobiocin, and respond coherently to various stress sig-
nals encountered during plant infection. These domains
are indicated in Figure 8 (black boundaries between the
wheels), and in many cases, coincide with patterns of topol
activation/repression. As an example, domain 7 (bottom
left) harbouring several virulence genes (type VI secretion
systems, flagella and chemotaxis operons) is repressed by
topol inhibition at the transition to stationary phase. In-
terestingly, the same effect is observed when the bacteria
are subjected to an osmotic shock at this stage of growth
(16,49), which also triggers an increase in negative SC
(16,33), and mimics the physiological conditions encoun-
tered at the beginning of the maceration phase of plant in-
fection (50). Other domains are repressed in exponential
phase (domain 10), or activated either in exponential phase
(domain 4) or at the transition (domain 2), this latter again
consistent with the effect of an osmotic shock, which down-
regulates catabolic activity in general and specific stress-
responsive genes in domain 2 in particular (16). In sum-
mary, although the physical nature and the mechanisms un-
derlying the emergence of these domains remain to be clar-
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Figure 7. Functional enrichment analysis of activated (top) or repressed (bottom) genes, during a shock in exponential (left) or transition to stationary
phase (right). Each bar indicates the proportion of differentially expressed genes in the considered function (with a 95% statistical confidence interval),
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orange line. Colours indicate the repartition in broad functional groups.

ified, the transcriptional effect of seconeolitsine gives fur-
ther support to the notion that they reflect an architectural
ordering of the chromosome involving SC and affecting its
expression, in line with comparable observations in S. preu-
moniae (51).

A notable feature of the large-scale expression pattern
(Figure 8) is that, while the DNA gyrase inhibition pattern
is characterised by a clear ori/ter vertical asymmetry (B),
the topol inhibition pattern rather displays an approximate
left/right replichore asymmetry (A), reminding the asym-
metry in topol occupancy observed in S. pneumoniae (52).
However, a statistical comparison of the proportions of ac-
tivated genes did not exhibit any global difference between
the left and right replichores, suggesting that this difference
is rather localised in specific regions. Rather, we did find a
higher proportion of activated genes on the lagging vs lead-

OriC OriC
-y, ﬁ// .
510 I,/ e Wiy activated
'*’ . x/'—Transition—o * % 2 % 4
9 s 9 <3 -\
18  { 2
yi A L} =L B 5 ) ot
s‘ seconeolitsine == e novobiocin  —~ &
o 2
< 4 =%, 7,
% X \ Y -4
/ # Exponential phase —14 X repressed
’ W -
Ter Ter

Figure 8. Distribution of genomic regions enriched in activated (red) or re-
pressed (blue) genes, in exponential phase (internal wheels) or transition to
stationary phase (external wheels), during topol inhibition by seconeolit-
sine (A) or gyrase inhibition by novobiocin (B). The colours represent the
statistical significance of the proportion of activated over repressed genes
in sliding 500-kb windows (Z-score > 2 or < -2, respectively); if the number
of differentially expressed genes in the window is low, the Z-score remains
close to 0 and appears in green. Eleven domains of coherent expression
(CODOs) previously identified (16) are indicated.

ing strand on transition to stationary phase (Supplementary
Figure S12), suggesting that topol is more important to dis-
sipate negative supercoils on the leading strand (consider-
ing both replichores, i.e. with RNAP and DNA polymerase
translocating either in the same or in opposite directions).
A putative explanation is that the topological constraints
might be weaker on the lagging strand where replication
does not proceed continuously, but since this difference is
not observed in exponential phase where replication is more
active, it is likely that the topological constraints induced by
the latter are then efficiently handled by topolV.

Topoisomerase I inhibition hinders the expression of strong
promoters

Since the leading strand is known to be enriched in highly
expressed genes, we looked for a relationship between ex-
pression strength and response to seconeolitsine (as well as
novobiocin) treatment. Topol is known to colocalise with
RNAP and possibly release negative supercoils generated
in its wake during elongation at strongly expressed promot-
ers (26,52), whereas conversely, the DNA gyrase is thought
to be recruited downstream of the elongating RNAP (53).
Indeed, we found a very strong and progressive increase in
the proportion of differentially expressed genes depending
on their expression level, for both treatments and in all con-
ditions (Figure 9, left panel), with a four-fold difference be-
tween the first and last quartiles. This observation confirms
that topol, as well as DNA gyrase, do not only modulate
the SC level of the chromosome at the global scale, but have
a strong local and dynamical activity during the transcrip-
tion process at most operons (and not only at a few highly
expressed ones) (26,52). We next looked at the direction of
the transcriptional effect of each treatment, and in contrast,
found a strong variability (Figure 9, right panel). Highly
expressed genes are particularly hampered by topol inhibi-
tion in the exponential phase, from 23% activated genes (in
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Figure 9. Proportion of differentially expressed genes (A—D) and of activated genes (among differentially expressed genes) (E-H) depending on expression
strength, in the exponential phase (A, C, E, G) or at the transition to stationary phase (B, D, F, H), after seconeolitsine (A, B, E, F) or novobiocin (C, D,
G, H) treatment. Error bars indicate 95% confidence intervals. Genes were separated into quartiles based on their average number of reads across samples.

the lowest quartile) up to 65% in the highest quartile, but
not at the transition to stationary phase, where the propor-
tion is constant. In contrast (and surprisingly), DNA gy-
rase inhibition favours highly expressed genes at the tran-
sition to stationary phase, whereas the proportion is con-
stant in the exponential phase. Possible reasons include a
globally weaker transcription level at the transition (reduc-
ing DNA gyrase requirement), or a weaker inhibitory effect
of the transcription-induced negative supercoils in the latter
phase where the global SC level is more relaxed (see Discus-
sion).

Role of neighbouring gene orientation

We then investigated a possible relation between neighbour-
ing gene orientations and the response to seconeolitsine.
Such a relationship was expected for the same reason as
the previous observation, since RNAP-generated supercoils
accumulate not only behind actively transcribed genes, but
more specifically between divergent operons (26,47,52,54).
The orientation of a gene is here defined by the coding DNA
strands of its two neighbours relative to it (in the case of tan-
dem genes, the two neighbours belong to the same strand,
which can either be the same as the considered gene or
the opposite one). Figure 10 shows that the expected de-
pendence is indeed observed in both growth phases, with
genes located between divergent neighbours being signifi-
cantly more repressed by topol inhibition compared to con-
vergent ones. This observation is coherent with the obser-
vation of a high level of topol binding in the intergenic re-
gion between divergent genes in Mycobacterium tuberculo-
sis (54), E. coli (26) and S. pneumoniae (52). This strong

localised activity is probably required to relieve the accu-
mulating negative supercoils, and topol inhibition thus re-
sults in a strong repression of these genes. A similar effect of
gene orientation had been already observed following novo-
biocin treatment (Supplementary Figure S13), highlighting
the tight relationship between topoisomerase activity and
the genomic organisation due to transcription-induced su-
percoils (47).

DISCUSSION
Effect of seconeolitsine on D. dadantii

We have collected the first transcriptomic response to a
transient increase in negative SC after inhibition of topol
in a Gram-negative bacterium. Surprisingly, while the lat-
ter enzyme is inhibited in vitro at a similar micromolar-
range concentration as topol from Gram-positive bacteria,
(1) the antibacterial effect occurs only at considerably higher
concentration than in the latter (several hundred versus 20
wM), and (ii) a strong increase in negative SC is detected at
a much lower concentration of 50 wM, without significant
effect on bacterial growth. The latter feature is not specific
to seconeolitsine, since the same is observed (in the oppo-
site superhelical direction) with the DNA gyrase inhibitor
novobiocin (at 100 wg ml-! concentration), suggesting that
the chromosome is able to handle a broad range of dynam-
ical SC variations without deleterious effects on the cell.
The observed differences between in vitro and in vivo con-
centrations, as well as those between Gram-positive and
Gram-negative bacteria, may be explained by several fac-
tors. We noticed that the solubility of seconeolitsine is sen-
sitive to the physico-chemical conditions, and it is therefore
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Figure 10. Gene orientation-dependent transcriptional response to seco-
neolitsine. The proportion of activated genes (among differentially ex-
pressed ones) is significantly higher among those located between conver-
gent (conv) than divergent (div) neighbours, both in exponential phase (A)
and at the transition to stationary phase (B). Tandem (tand) genes exhibit
intermediate values. Number of differentially expressed genes (conv, tand,
div): 57, 205 and 67 in exponential phase, and 97, 362 and 116 at the tran-
sition, respectively.

possible that the availability of the drug is affected by the
growth medium (especially at high concentrations); how-
ever, this is probably a secondary effect, since the strong su-
perhelical effect in vivo suggests that the drug efficiently en-
ters the cell already at 50 wM. The most likely explanation
is that (i) the membrane of D. dadantii cells is a stronger ob-
stacle to the drug molecules than that of Gram-positive bac-
teria; and (ii) at high concentration, the drug molecules are
efficiently expelled by D. dadantii when they become toxic,
as suggested by the strong activation of efflux and stress-
response systems.

The in vitro analysis showed that seconeolitsine inhibits
topolV, albeit at a higher concentration than topol (Sup-
plementary Figure S4). We cannot exclude that a part of
the observed increase in negative SC is due to the former,
as well as an effect of the drug on topoisomerase III (al-
though no effect was detected on the latter’s expression),
and other indirect effects of the shock such as a modifica-
tion of DNA gyrase activity due to the stress response of
the cell. However, we did not observe any signature of all
these mechanisms, whereas the overexpression of topol had
a clear effect on the drug effect on D. dadantii growth, and
many of the observed transcriptomic features are compat-
ible with known properties of the topol binding landscape
(see below). In the transcriptomic response obtained after
drug treatment, we thus assume that the inhibition of topol
is the dominant factor.

The supercoiling-sensitivity of promoters is condition-
dependent

Since all previous analyses in Gram-negative species in-
volved the opposite variation, DNA relaxation induced by
DNA gyrase inhibition, we wished to compare these com-
plementary responses, in order to refine our understand-
ing of the notion often referred to as the ‘supercoiling-
sensitivity’ of promoters. Figure 11 shows that, among
genes responding to one of the drugs, the large majority
does not respond to the other: genes appearing as sensi-
tive to DNA relaxation are therefore essentially different

Transition

A Exponential phase B

Figure 11. Venn diagrams of genomic response to novobiocin and secone-
olitsine, in either exponential phase (A) or transition to stationary phase
(B). The number of genes responding in opposite directions to the two
drugs are indicated in orange, and those in the same direction in grey. Se-
lected genes are indicated in their respective categories. 02096 is the gene
with accession number Dda3937_02096.

from those sensitive to an increase of SC. This observation
is possibly affected by the limited sensitivity of the RNA-
Seq experiment, where some genes confirmed by qRT-PCR
(pelE, gyrA) fell below the threshold of statistical signifi-
cance. Among the genes responding to both drugs, most
of them do in the same direction, including some belong-
ing to stress-response functions of the cells possibly via SC-
independent regulatory pathways (such as dps or desA) but
also some likely directly regulated by SC (such as pelE, topA
or tonB). Finally, a remarkably low number of genes re-
spond in opposite directions to the two drugs, as would yet
be naively expected from promoters exhibiting an intrinsic
and general property of supercoiling-sensitivity. Note that
the latter proportions of similar vs opposed responses to the
two drugs were comparable in S. preumoniae cells in expo-
nential phase (Supplementary Figure S14).

These observations, together with others made in this
study, highlight the complexity of the SC-related regulation
of transcription. The response of a given promoter depends
on global parameters related to the physiology of the cell
(growth phase, metabolic state, ...) but also to more lo-
calised and dynamic factors (local activity of topoisomerase
enzymes, mechanical effects of local transcription and repli-
cation, binding of nucleoid-associated proteins and regula-
tors, ...), explaining the lack of predictive models of this
form of regulation. We now discuss these two contributions
successively.

A qualitative model for the response of bacterial promoters to
global variations of DNA supercoiling

In order to eliminate the local parameters influencing SC-
dependent transcriptional regulation and focus on the most
global features, it is useful to introduce in vitro transcription
data, where genes are expressed on plasmids at controlled
superhelical levels in absence of any regulatory proteins, and
where the former contribution is minimal. Figure 12A reca-
pitulates several available datasets of this kind (7,11,55) ob-
tained with a broad sampling of SC levels comprising typi-
cal physiological levels, either in standard conditions (from
-0.04 to -0.06), upon DNA gyrase inhibition (lower nega-
tive SC levels) and upon topol inhibition (higher negative
SClevels). The employed promoters belong to different pro-
moter families, either from stable RNAs (¢yrT) and mutant
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Figure 12. (A) Regulation of various bacterial promoters by SC in vitro. The employed native promoters encode either stable (zyrT) or messenger RNAs
(galP), whereas lacPs is a mutant promoter derived from lacP. tyrTd and lacPsd are mutant versions of 7yrT and lacPs, respectively (7,11,55). (B) Qual-
itative regulatory model summarising the data of A (black solid line) with putative mechanisms: promoter DNA opening for open-complex formation
(yellow background) (17) and thermodynamic opening competition (orange background, see text) (56). Physiological SC levels valid for many bacteria in
exponential or transition to stationary phase are indicated in blue, with double arrows symbolising limited precision and species-dependent variability (57).
The expected regulatory effect of an antibiotic shock in either phase is indicated in green. (C) Model of orientation-dependent binding of topoisomerases,
and subsequent transcriptional regulation by topol inhibition (adapted from (61)).

promoters derived thereof (¢yrTd), or promoters of protein-
encoding genes (gal/P) or derivatives of lacP (lacPs, lacPsd).
In spite of conspicuous differences between these curves, a
similar pattern is clearly and repeatedly observable: the ex-
pression is very low on an entirely relaxed DNA template,
then increases drastically and monotonously until reaching
maximal expression at a (promoter-dependent) optimal SC
level close to the physiological level in exponential phase
(~-0.06), then decreases at higher SC levels. This behaviour
is schematised in Figure 12B, where the horizontal axis is
voluntarily left without quantitative values. The two back-
ground colours highlight the two regulation regimes with
putative associated mechanisms: the initial activation curve
is likely due to the SC-induced reduction of DNA open-
ing free energy during open-complex formation, which oc-
curs preferentially at the highly AT-rich region starting at
the —10 promoter element where the transcription bubble is
formed (17); the decrease is more complex and either due to
the opening of secondary sites competing with the —10 ele-
ment (56), or to a reduction in processive initiation due to
an excessive stability of the open-complex resulting in more
abortive transcripts (6). Accordingly, while a modification
of the AT-richness of the promoter sequence downstream of
the —10 element (in lacPsd and tyrTd compared to lacPs and
tyrT, respectively) clearly shifts the activation curve hori-
zontally in a predictable manner (17), the second part of
the curve is more variable, and the position of the maximum
differs significantly from one promoter to the other (7).
Based on this empirical model, the regulatory effect of a
SC variation in vivo (e.g. due to a topoisomerase inhibitor)
is then expected to depend both on the initial global level in
the cell, and on the direction and magnitude of the change.
Approximate values of the average SC level in exponential
or transition to stationary phase are indicated in blue, with
exact values varying between species (57). During a relax-
ation shock, in either phase, the expression rate is predicted
to be shifted leftwards to a lower level, explaining the com-
parable pattern of expression observed with novobiocin in
both phases (Figure 8B). During a seconeolitsine shock, on
the other hand, the inhibition of topol (rightwards shift) is
expected to induce the expression rate of most promoters at

the transition to stationary phase, whereas in the exponen-
tial phase, the SC level is already close to the maximum of
the curve, and the shock should thus reduce the expression
level of many of them.

Although very simplified, this analysis from in vitro data
might contribute to several notable observations that we
have made from our data: (i) many promoters, such as
IpxC, tonB and dps, respond to novobiocin and seconeolit-
sine in the same direction (Figure 11), suggesting a non-
monotonous SC-activation curve; (ii) the expression pattern
associated to seconeolitsine is more condition-dependent
than that of novobiocin (Figure 8); (iii) seconeolitsine
mostly represses promoters in the exponential phase, and
activates them at the transition to stationary phase (Figure
6C).

Role of topoisomerase I in resolving transcription-induced su-
percoils

While the global SC level affects the expression of the en-
tire genome, our analysis also highlighted the importance
of several local parameters in the promoters’ response to
topol inhibition. Previous studies showed an effect of large-
scale features related to DNA replication (left/right repli-
chore, leading/lagging strand) (52), but these had quite lim-
ited impact in our data. In contrast, we found two predom-
inant features at the kilobase-scale, promoter strength (Fig-
ure 9) and local gene orientation (Figure 10), both point-
ing to a role of topol in the handling of supercoils gen-
erated during transcription elongation (Figure 12C), fol-
lowing the model of Liu and Wang (58). These two ob-
served features are entirely consistent with genomic distri-
butions of topoisomerases observed by ChIP-Seq in sev-
eral species (26,52,54), as well as early studies on the spe-
cific role of topol in the handling of negative supercoils
at divergent promoters (59). But interestingly, while those
ChIP-Seq data highlight the (one-sided) effect of transcrip-
tion on SC distributions, the analysed transcriptomes also
reflect the reciprocal relation, i.e. that SC acts as a regula-
tory factor, and transcription and SC are thus involved in a
double-sided and nonlinear coupling (47). To our knowl-
edge, this study is the first to highlight the strong influ-
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ence of a promoter’s strength on its sensitivity to topol
and DNA gyrase inhibition at the genomic scale (Figure
9, left panel). But while this result was expected based on
previous ChIP-Seq data (26,52,54), the direction of the re-
sulting regulatory effect (activation or repression, Figure 9
right panel) is quite surprising, and reflects the complex-
ity of this coupling. For example, while topol inhibition
expectedly disfavours highly expressed genes (especially in
the exponential phase), the latter are favoured by DNA gy-
rase inhibition at the transition to stationary phase. In a
similar manner, while divergent genes are expectedly dis-
favoured by topol inhibition (Figure 10), presumably due
to the accumulation of negative supercoils in the central re-
gion, the same is surprisingly observed after DNA gyrase in-
hibition (Supplementary Figure S13), even though positive
supercoils then presumably accumulate between convergent
genes. Such effects may not be predictable from a simple
static model like that proposed on Figure 12B, since they
result from an intrinsically dynamic interplay between tran-
scription elongation, diffusion of supercoils, and recruit-
ment of new RNAP enzymes at nearby promoters. A recent
unidimensional stochastic model of this process was able
to reproduce the counter-intuitive effect of DNA gyrase
inhibition on convergent genes (47); in those simulations,
the latter behaviour arose because the positive supercoils
generated by nearby genes were sufficient to partly repress
these promoters already when DNA gyrase was fully active.
However, not only does this explanation require experimen-
tal support, but the transcription-supercoiling coupling is
likely highly dependent on more subtle 3D parameters, in
particular the partition of local SC into constrained and
unconstrained fractions, and into twist and writhe. These
contributions are affected very differently by the two main
considered topoisomerase enzymes, since DNA gyrase in-
troduces supercoils by crossing two distal loci coming into
close spatial proximity, i.e. predominantly introduces writhe
(30), whereas topol cleaves a single strand of negatively su-
percoiled DNA, i.e. predominantly removes an excess of
negative twist (1). SC distributions are also strongly affected
by the DNA sequence and by the recruitment of nucleoid-
associated proteins, most of which induce distortions into
DNA and displace the equilibrium between twist and writhe
in favour of the latter. Altogether, a better understanding of
this regulation will thus significantly benefit from a detailed
and high-resolution mapping of the distribution of local SC
levels along the chromosome (60).
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Fig. S2: Alignment of E. coli, D. dadantii, S. pneumoniae and M. tuberculosis topoisomerase |
sequences obtained using ENDscript (1). Identities are highlighted in red, similarities in yellow.
Secondary structure elements of E. coli topoisomerase I are shown above the sequences (a-helices
by squiggles, B-strands by arrows, strict a-turns by TTT letters and B-turns by TT letters). The
catalytic tyrosine residue is shown by an orange box (Tyr-319 for E. coli). Residues indicated with
purple dots are part of the nucleotide-binding site and might interact with seconeolitsine. Grey, dark
blue, green and light blue boxes indicate previously described topoisomerase I domains (2).
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Escherichia coli Dickeya dadantii
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Fig. S3: Activity of purified topoisomerase 1 from E. coli (A) and D. dadantii (B). 0.5 pg of
pUCI18 plasmid was incubated with the indicated mass of topoisomerase I for 15 min at 37°C. R
corresponds to pUCI18 relaxed form, S to the highly negatively supercoiled form. Inhibition of E.
coli (C) and D. dadantii (D) topoisomerase I by seconeolitsine. The indicated amount of
seconeolitsine was first incubated 10 min with 100 ng E. coli topoisomerase I (C) or the indicated
amount of D. dadantii topoisomerase 1 (D) at 4°C. 0.5 pg of pUC18 plasmid (p) was then added
and the mix was incubated for 15 min at 37°C. In (D), the lane at the right of the gel contained no
seconeolitsine and 800 ng topol. The IC50 of seconeolitsine for E.coli topoisomerase I was
estimated around 7 pM (see Materials and Methods).
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Fig. S4: Activity of purified D. dadantii topoisomerase I (A), E. coli DNA gyrase (B) and E. coli
topoisomerase IV (C) inhibited by novobiocin (NOV), ciprofloxacin (CFX, a gyrase and topolV
inhibitor used as control) or seconeolitsine (SCN). Agarose gels of supercoiled (pS) or relaxed (pR)
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pBR322 plasmids were treated following manufacturer's instructions (Inspiralis kits), with the
indicated amount of inhibitor. S indicates the negatively supercoiled form, R the relaxed form, and
U the (unknown) form obtained after topolV treatment without inhibitor. With the employed
pBR322 plasmids, topol is fully inhibited by less than 2.5 uM seconeolitsine. DNA gyrase is almost
unaffected (slight reduction of the most supercoiled topoisomers at the highest concentrations of
seconeolitsine). TopolV is inhibited by seconeolitsine with an IC50 between 5 and 10 uM; note that
the U form migrates as weakly positively supercoiled plasmids, so that a partial topolV inhibition
(by low concentrations of CFX or SCN) results in more relaxed plasmids (remaining at the top of
the gel), whereas a full inhibition by either drug results in highly negatively supercoiled plasmids
(bottom of the gel, like the untreated plasmids). The IC50 of topolV is around three-fold higher than
the IC50 of topol.
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Fig. S5: Inhibition of the growth of E. coli NM522 cells by seconeolitsine. Each bar indicates the
proportion of growing colonies on plates with the specified amount of seconeolitsine compared to
plates without seconeolitsine, with a 95% statistical confidence interval.
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Fig. S6: Growth curves of the Gram-positive bacterium B. subtilis in presence of increasing
amounts of seconeolitsine, solvated in a constant (5% vol) volume of DMSO.
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Fig. S7: Effect of topoisomerase I expression level on survival rate in presence of seconeolitsine.
The D. dadantii topoisomerase I gene under the control of an IPTG-inducible promoter was inserted
into pQE80L and transformed into E. coli NM522 cells. The survival rate is defined as the
proportion of growing colonies observed on plates containing 125 pM seconeolitsine vs without
seconeolitsine. In the absence of IPTG, D. dadantii topoisomerase I is only expressed at a basal
level and the survival rate on plates containing seconeolitsine is around 30%. In the presence of 0.5
mM IPTG, D. dadantii topoisomerase | is overexpressed and the survival rate is significantly higher
(73%, P=0.0015).
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Fig. S8: Growth curves of D. dadantii treated with a seconeolitsine shock at 50 uM during
exponential growth (vertical line), exhibiting no significant effect (multiple black and grey lines
indicate replicates of treated and untreated samples, respectively, and are almost indistinguishable).
The chosen concentration thus minimises the metabolic effect of the shock, while inducing a
significant increase in SC (Fig. 3). The experiment was carried in M63+glucose (A) and LB (B)
culture media.
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Fig. S9: Quantification of topoisomer distribution of pUC18 plasmids isolated from D. dadantii.
Cells were treated with seconeolitsine (50 uM), novobiocin (100 pg.ml™") or both, in exponential
(left) and transition to stationary phase (right). The most relaxed fractions were not fully resolved
on the chloroquine gel, hence the discontinuity indicated in the x-axis.
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Fig. S10: Agarose-chloroquine gels of pUCI18 plasmids isolated from E. coli NM522 cells in the
exponential phase (left) or at the transition to stationary phase (right), 15 min after antibiotic shocks
(seconeolitsine 50 uM, novobiocin 100 pg.ml”', combination of both, from left to right). The
downward migration increases with the negative SC level. The results are qualitatively similar to
those obtained in D. dadantii, with a stronger effect of seconeolitsine.
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Fig. S11: Comparison of gene responses obtained with qRT-PCR and RNA-Seq to seconeolitsine
treatment in exponential (left) and transition to stationary phase (right). Pearson’s correlation
coefficients reached 0.904 with p-value of 6.23¢” (exponential phase) and 0.917 with p-value of
2.32¢” (transition).
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Fig. S12: Proportion of activated genes (among differentially expressed ones) on the lagging vs
leading replicative strand in exponential phase and at the transition to stationary phase (P=0.0015).
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Fig. S13: Proportion of activated genes (among differentially expressed ones) on convergent,
tandem and divergent genes following novobiocin treatment in D. dadantii in exponential phase
(P=0.030) and at the transition to stationary phase (P=0.044) (3).

Fig. S14: Venn diagram of the response of S. pneumoniae genes to novobiocin and seconeolitsine
treatments in exponential phase, computed from the data of (4). The number of genes responding in
opposite directions to the two drugs are indicated in orange, and those in the same direction in gray.
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Tab. S1: List of primers used in PCR.

Gene / :
plasmid Accession Forward primer Reverse primer
name number
rhB | Dda3937 04678 gﬁgiGAGAATTCGCGTTCCGGGAAAGC gzcxgicc}}(éATGCTAAAAAAAAGCCAGCAC
tonB | Dda3937 00565 | GACGCCAGAACCGGAAATAC CGTTTCCTTCGGTGGTTCC
ousA | Dda3937 00791 | GCAACACGTGGAGAAACTGG CTTGGCATGTAGGTCAGCAG
ruv4 | Dda3937 01621 | CGGCGTCGGATATGAAGTTC CACGCCGTTCACTTTGATCA
rsd | Dda3937 00236 | ACGCTGGATGAATTTTGCCA ATTTGCTGGGTGTTGCTACG
dps Dda3937 02884 | ACACGAGATGCTGGATACCT CGTTGTGGATATCAAGCGGG
xerD | Dda3937 02296 | GCTGCCGAAAGATCTGACG TGTTGCCCTTCCCTATCACG
des4 | Dda3937 00786 | CCATCAGCCAGCAAACCTAC GCGAAGGTCAGATCCAGTTG
Dda3937 01473 | GGCGGAACAGAACCTTAACC CGCTTTCACGTACGGATACC
Dda3937 01484 | AACGGAACAAGATCAGCTGC AGGTCATACAGCTCGTTCCA
IpxC | Dda3937 02232 | ACGGTAAGCGCATTCTGGTA CATCCAGCAGCAGGTAGACA
pelD | Dda3937 03372 | TTGTGGAAGGTAACGCGCAGTTTG ATGGCAAATTCACCAACGGCTCTC
pelE | Dda3937 03371 | AGCGAATTCAAAGCAGCACT GGCGTTTCGATGTACAGGTT
topA | Dda3937 00587 | GAGCAAGAAAAGCGCTGAAG TTGCGAGATAGACGTGATCG
rpoD | Dda3937 03534 | CCGACCGCTATTGATGAAAT CACAGTTCGACGCACAGTTT
g4 | Dda3937 01774 | GGTAAATATCACCCGCATGG TCTCCAGATCGGAAAGCAGT
feod | Dda3937 02095 | GGGGTT TCAGAAAGGATCGG AGAATCAAAATCTGCGCTTCG
Dda3937 02096 | TCAAACGCTGCT TGATCTCC TTGCCCATCTCCCAGTTG AT
rpoA | Dda3937 01515 | AAACCGCGCCTGGTAGATA CCTTTCAGGTTGAGCAGGAT
topA | Dda3937 00587 /C;/:CCATCACCATCACGGATCCATGGGTA AAGCTCAGCTAATTAAGCTTCTCGAGTT
- GCTCTCGTTATCGTC AGCGGCTGCTTTCCACCCAC
pQESOL AAGCTTAATTAGCTGAGCTTGGACTCC | SGATCCGTGATGGTGATGGTGATGCGAT

CC

Tab. S2: Lists of D. dadantii genes responding to seconeolitsine treatment in exponential and
transition to stationary phase.

Tab. S3: Lists of D. dadantii genes (locus tags and gene names or ASAP identifiers (5))

significantly affected by seconeolitsine and novobiocin treatment.
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2.4 L’effet du surenroulement sur la virulence de Dickeya
dadantii

Le SCde D. dadantii semble jouer un role de senseur des conditions environnementales et de
coordinateur de I'expression des genes de virulence pendant l'infection. En particulier, les
genes qui codent pour les CWDEs sont affectés. Les geénes pelE et prtB sont a la fois réprimés
par la novobiocine et la séconéolitsine tandis que celZ est réprimé par la novobiocine mais
activé par la séconéolitsine [72, 255]. Afin d’évaluer l'effet de ces antibiotiques sur la
virulence, j’ai infecté des feuilles d’endives par des cultures de D. dadantii traitées ou non
avec l'un de ces antibiotiques en concentration sublétale, en suivant le protocole présenté
en Figure 2.5A.

A. Endive infection protocol B. Weighed rot mass
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FIGURE 2.5 — (A) Protocole de 'infection de feuilles d’endive par D. dadantii, schématisé avec
BioRender. (1) Culture des bactéries en milieu riche LB jusqu’a DOggonm 0,25. (2) Ajout facultatif
d’un antibiotique (séconéolitsine ou novobiocine) dans la culture pendant 15 minutes. (3) Incision
des feuilles d’endives sur 2 cm avec un scalpel, sans les transpercer. (4) Ajout de 5 pL de culture
dans chaque incision. (5) Incubation des feuilles infectées a 30°C pendant 18h dans des bacs dont
les fonds sont tapissés de feuilles de papier absorbant humidifiées et en recouvrant les bacs de film
étirable. Un bac d’eau est également présent dans l'étuve. (6) Prélevement de la pourriture molle
en grattant la feuille avec une spatule. (7) Pesée de la pourriture molle. (B) Masse moyenne de
pourriture par feuille d’endive infectée par D. dadantii apres traitement a la séconéolitsine (SCN),
a la novobiocine (NOV) ou sans traitement (None). La barre d’erreur représente 1'intervalle de
confiance a 95%.

J'ai effectué 3 réplicats biologiques de 5 feuilles d’endives (soit 15 feuilles d’endives au total)
pour chaque condition (avec bactéries sans traitement, avec bactéries et novobiocine, avec
bactéries et séconéolitsine, sans bactérie mais avec novobiocine et sans bactérie mais avec
séconéolitsine). A partir des masses de pourriture de chaque feuille, j'ai pu calculer la masse
moyenne pour chaque condition puis j’ai normalisé cette quantité par la moyenne obtenue
sans antibiotique. J’ai ainsi pu noter (Fig. 2.5B) que la masse de pourriture molle obtenue

est significativement diminuée par le traitement avec la novobiocine. Ce traitement semble
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donc affecter la virulence, ce qui est cohérent avec la répression des geénes de virulence,
dont les génes pel qui codent pour les pectinases (principales enzymes de dégradation
des parois cellulaires végétales), par cet antibiotique. Le traitement a la séconéolitsine ne
semble quant a lui pas avoir d’effet significatif sur la masse de pourriture récoltée. Cette
absence d’effet peut cependant étre due aux problemes de solubilité de la séconéolitsine. En
effet, bien que la séconéolitsine soit soluble dans le DMSO, elle précipite lorsque le DMSO
est trop dilué ou en cas de baisse de température. Il est donc possible que les conditions de
ce protocole d’infection ne permettent pas d’évaluer 'effet de I'”augmentation du niveau

de surenroulement sur la virulence.

En conclusion, ce test sur endives nous a permis de confirmer que le relichement de I’ADN
provoqué par l'inhibition de la gyrase par la novobiocine affecte la virulence de D. dadantii.
L’effet de I'inhibition de la topol sur la virulence reste quant a lui a démontrer en adaptant

le protocole aux contraintes de solubilité de la séconéolitsine.
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Chapitre 3

Etude de l’expression du génome

bactérien selon son organisation spatiale
avec le package GRATIOSA

3.1 Le développement du package GRATIOSA : Genome
Regulation Analysis Tool Incorporating Organization

and Spatial Architecture

Depuis plusieurs années, mon laboratoire réalise et publie des analyses transcriptomiques
et génomiques [98, 177, 255]. Ces analyses ont été effectuées en utilisant des données
omiques extraites de la littérature, de bases de données publiques et de données obtenues
par notre équipe et nos collaborateurs. Ces données sont ensuite traitées avec un package
développé en langage Python au sein de mon équipe. L'objectif de ce package est de
pouvoir confronter des données de différents types dont des données transcriptomiques
et diverses annotations des chromosomes bactériens. Dans le cadre de ma theése, j'ai
simplifié, complété et documenté ce package afin qu’il puisse aider un plus grand nombre
d’utilisateurs dans leurs analyses statistiques de I’expression du génome bactérien selon

son organisation spatiale.

3.1.1 Présentation du package initial

A mon arrivée dans l'équipe, de nombreuses données d’expression ainsi que des an-
notations génomiques et fonctionnelles avaient été rassemblées au sein d'une base de
données pour différents organismes dont E. coli, D. dadantii, B. subtilis et S. pneumoniae. Des
programmes avaient également été développés pour pouvoir importer puis étudier ces

données. Ces programmes sont a I'origine du package GRATIOSA (Genome Regulation
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Analysis Tool Incorporating Organization and Spatial Architecture). Ils sont organisés se-
lon le paradigme de programmation orientée objet. Ce paradigme est basé sur les concepts
de classes et d’objets. Un objet représente une instance concrete d une classe et posseéde des
attributs et des méthodes. Les attributs sont des variables associées a cet objet et définies
dans la classe. Les méthodes sont des fonctions définies dans la classe et qui peuvent
notamment permettre d’initialiser ou de modifier les attributs de 1’objet. Par exemple, le
génome de D. dadantii est un objet de la classe Genome. Cet objet a notamment comme
attributs : seq la séquence et length la taille du génome. Ces deux attributs sont initialisés

lorsque la méthode load_seq est appelée sur 1’objet Genome.

La version initiale du package, programmée en Python 2, comportait les classes Genome,
Gene, TSS, TTS et TU. Des cette version, le package permettait de charger les données trans-
criptomiques, obtenues par RNA-Seq ou avec des puces a ADN, ainsi qu'un grand nombre
d’annotations sur les organismes dont les positions des génes, les séquences des promo-
teurs et les facteurs ¢ associés. Ainsi, cette version du package permettait, en chargeant les
données en attributs des objets, de faciliter la comparaison des données pour répondre a
des questions telles que : les génes les plus exprimés en phase exponentielle ont-ils une
séquence promotrice particuliérement riche en AT? Les genes différentiellement exprimés
lors d’un choc antibiotique sont-il majoritairement des genes divergents, convergents ou
tandem (classification décrite au Chapitre 1, section 1.1.4) ? Cette comparaison était facilitée
par la structuration apportée par le package puisque un objet Gene a notamment comme at-
tributs une valeur d’expression par condition, une séquence promotrice et une orientation.
Cette version du package ne contenait cependant ni test statistique, ni fonction graphique.
Les analyses étaient donc effectuées avec des scripts, non incorporés au package, écrits

selon I'étude a réaliser.

3.1.2 Les objectifs du package GRATIOSA

Dans le but d’étudier I'expression du génome bactérien selon son organisation spatiale, le
package GRATIOSA permet de combiner un grand nombre de données (Fig. 3.1, partie
gauche) apportant des informations sur :

— l'organisation génomique : annotations des genes, positions des promoteurs, coor-
données des unités de transcription (TUs)...

— l'organisation structurelle du chromosome : données de type ChIP-Seq comme les
données de cartographie du SC présentées au Chapitre 1 partie 1.5.2, informations
locales obtenues avec diverses méthodologies comme par exemple les positions des
frontieres entre les domaines topologiques identifiées par Hi-C,

— l'expression du génome dans différentes conditions.
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Du fait de I'hétérogénéité de ces données, ces analyses sont généralement réalisées avec
des scripts d’analyse propres a chaque utilisateur. Avec GRATIOSA, nous proposons un
package qui facilite la réalisation d’analyses statistiques et quantitatives reproductibles,
en automatisant l'importation, la combinaison des données et 1’analyse statistique en

générant des fichiers et figures présentant les résultats de cette analyse.
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FIGURE 3.1 — Le package GRATIOSA et sa base de données. La partie gauche de la figure présente
les différents types de données pouvant étre analysés avec le package. La partie droite présente les
étapes principales et les sorties fournies par le package. Figure de l'article en cours de soumission.

Pour ce faire, le package GRATIOSA effectue les étapes suivantes (Fig. 3.1) :

— Importation des données en tant qu’attribut des différents objets.
Généralement, les attributs chargés ont I'un des formats suivants :
(1) une valeur ou une caractéristique par position génomique,
(2) une valeur ou une caractéristique par gene,
(3) une liste de positions génomiques

— Traitement des données
A partir des attributs chargés, de nouveaux attributs peuvent étre créés. Par exemple,
a partir de données d’expression dans deux conditions différentes, des expressions
différentielles peuvent étre déterminées. De méme, les signaux chargés peuvent
étre lissés. Par ailleurs, les données quantitatives peuvent étre catégorisées afin de

les analyser en tant que données qualitatives.
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— Analyse statistique
L'implémentation de tests statistiques dans le package GRATIOSA permet de ga-
rantir la reproductibilité et la tracabilité des analyses réalisées grace a la génération
de fichiers de sortie standards contenant les résultats des analyses.
— Représentations graphiques
Pour guider I'analyse, réaliser des controles intermédiaires et illustrer les résultats,
il est utile de pouvoir visualiser graphiquement les données et les résultats.
Certaines de ces étapes dont les tests statistiques et les fonctions graphiques n’étaient pas
présentes dans le package initial et je les ai donc implémentées dans le package GRATIOSA.
J'ai également profité de cette mise a jour du package pour effectuer le passage a Python
3 et pour modifier ou éliminer les fonctions obsoletes. J’ai pour cela réalisé un schéma
général de I'ensemble des fonctionnalités du package afin d’identifier les dépendances
et fonctions essentielles. J’ai également homogénéisé le format des fichiers d’entrée et de

sortie.

3.1.3 L’implémentation de nouvelles fonctions

Dans le but d’avoir un package complet, permettant 'uniformisation et la reproductibilité
des analyses, de I'importation des données jusqu’a la réalisation des tests statistiques (Fig.

3.1), j’ai implémenté plusieurs nouvelles fonctions.

Les fonctions d’importation de nouvelles données

Dans la version initiale, les données d’expression et les données transcriptomiques étaient
chargées en attributs de 1'objet Genome associé a 1’organisme étudié. Lorsque j'ai décidé
d’ajouter de nouvelles données expérimentales, dont les données ChIP-Seq et d’autres
données structurales, j’ai choisi de créer une classe par grand type de données (Fig. 3.1,
partie gauche). Le package GRATIOSA contient par conséquent les nouvelles classes
Transcriptome, Chipseq et HiC. Les objets de la classe Transcriptome peuvent notamment avoir
des données d’expression différentielle en attributs. La classe Chipseq permet I'importation
de données de couvertures (signaux continus) ou de positions (sites) qui peuvent par
exemple correspondre aux sites de fixations d"une protéine sur I’ADN. D’autres données
structurelles peuvent étre ajoutées, que ce soient des signaux continus ou des listes de

positions discretes, notamment dans la classe HiC.

Grace au format standard appliqué aux données des leur importation, les données peuvent
facilement étre traitées. Par exemple, les signaux ajoutés en attributs des objets Chipseq
sont des listes avec une valeur par position génomique. Un tel signal peut facilement étre
moyenné, sur des fenétres glissantes ou non, a 1’aide des méthodes associées a la classe

Chipseq, et former ainsi un nouvel attribut. Il est tout de méme important de noter que
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ces fonctions ont pour but d’intégrer les données dans un format facilitant leur analyse;
elles n’effectuent pas les pré-traitements standards tels que 1’alignement sur le génome, le
calcul de 'expression différentielle ou la détermination de pics (peak calling).

Les fonctions statistiques

Pour faciliter les analyses statistiques, j’ai tout d’abord implémenté des fonctions intermé-
diaires fréquemment utilisées dans le cadre de nos analyses. La fonction la plus utilisée est
la classification. Cette fonction permet de convertir des données quantitatives en données
qualitatives. Dans le cas de données d’expression par exemple, cette fonction permet
d’obtenir la liste des génes correspondants a chaque décile d’expression. La classification

peut étre réalisée selon des seuils définis ou en catégories de tailles choisies.

Trois tests statistiques peuvent ensuite étre réalisés avec le package GRATIOSA :
— Le test d’enrichissement
Le test d’enrichissement permet de controler la sur-représentation d"une carac-
téristique au sein d'une catégorie. Ce test permet par exemple de rechercher un
enrichissement fonctionnel significatif dans une liste de genes différentiellement
exprimés. En d’autres termes, dans cet exemple, la proportion de génes associés a
une caractéristique fonctionnelle parmi les genes différentiellement exprimés est
comparée a cette méme proportion parmi la totalité des genes. Si la proportion
parmi les génes différentiellement exprimés est significativement supérieure a celle
parmi l’ensemble des genes, la fonction est considérée comme enrichie parmi les
genes différentiellement exprimés. Autrement dit, le nombre de genes associés a
cette fonction parmi les genes différentiellement exprimés est supérieur au nombre
qui serait obtenu avec une répartition aléatoire. Il est a noter que ce test évalue uni-
quement la sur-représentation et non la sous-représentation d’une caractéristique.
— Le test de proportion
Comme son nom l'indique, le test de proportion permet de tester la différence
entre des proportions. Par exemple, il permet de comparer les proportions de genes
différentiellement exprimés parmi les génes convergents et les génes divergents.
— Le test de Student
Le test de Student permet de tester la significativité de la différence entre les
moyennes de différentes catégories. Il peut par exemple permettre de comparer le
niveau moyen d’expression des génes convergents et des genes divergents.
J’ai implémenté 1’ensemble de ces tests en utilisant les modules Python standards tels que
scipy.stats et statsmodels.stats. Afin de permettre la reproductibilité et le suivi des tests,
chaque test effectué génere un fichier résultat contenant a minima les proportions ou les

moyennes testées, 1'intervalle de confiance a 95% et la valeur-p associée a chaque test.

Cette thése est accessible a I'adresse : https://theses.insa-lyon.fr/publication/2023ISAL0091/these.pdf
© [M. Pineaul], [2023], INSA Lyon, tous droits réservés



10 Chapitre 3. Etude de I'expression du génome bactérien selon son
organisation spatiale avec le package GRATIOSA

Les fonctions graphiques

Les résultats des tests statistiques peuvent ensuite étre visualisés sous forme de dia-
grammes en barres grace aux fonctions graphiques incluses dans le package (Fig. 3.1,
encart en bas a droite). Ces diagrammes représentent les proportions ou les moyennes, les
intervalles de confiances a 95% et les résultats des tests statistiques sous forme d’étoile
de significativité (* pour les valeurs-p < 0,05; ** pour les valeurs-p < 0,01; et *** pour les
valeurs-p < 0,001). Pour les tests d’enrichissement, une barre horizontale indique égale-
ment la proportion attendue. Dans le cadre d'une étude d’enrichissement fonctionnel, cette
barre correspond a la proportion des genes annotés pour cette fonction parmi I’ensemble

du génome.

Outre ces diagrammes en barres, j’ai implémenté d’autres fonctions graphiques dans
le package afin de visualiser des signaux dans leur contexte génomique (Fig. 3.2). Ces
fonctions permettent de tracer une couverture de signal ChIP-Seq ou une couverture
RNA-Seq. La couverture RNA-Seq correspond au nombre de lectures alignées sur chacun
des brins. Cette fonction graphique peut étre utilisée avec ou sans I’annotation des genes

et peut permettre de visualiser 'ensemble du génome ou une région précise.
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FIGURE 3.2 — Visualisation d"une couverture RNA-Seq et d"une couverture ChIP-Seq dans leur
contexte génomique. Figure créée avec le package GRATIOSA a partir de données d’expression en
croissance exponentielle et d'un signal de Psora-Seq chez E. coli. La couverture RNA-Seq correspond
au nombre de lectures alignées sur chaque brin. Le nombre de lectures alignées sur le brin direct
est représenté en bleu au dessus de ’axe des abscisses, le nombre de lectures alignées sur le brin
indirect est en rouge sous l'axe des abscisse. Le graphique ChIP-Seq représente le log, du ratio
entre les signaux avec et sans sélection. Les valeurs négatives du log, de ce ratio sont représentées
en rouge, les positives en bleu.
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3.1.4 Ladocumentation du package GRATIOSA

La version initiale du package était tres peu documentée. Elle n’était utilisée que par
quelques utilisateurs, au sein de notre équipe, et développée selon les besoins du mo-
ment, sans réelle documentation. Dans 1'objectif de pouvoir diffuser ce package, au sein
du laboratoire mais également publiquement, il était essentiel de palier ces lacunes de
documentation. J’ai donc documenté chaque méthode et chaque fonction afin d’expliciter :
— son contexte, son objectif et les dépendances aux autres méthodes ou fonctions
grace a une description de quelques lignes,
— la liste des arguments obligatoires et optionnels en précisant le format et le contenu
attendus pour chaque argument,
— les sorties produites par la fonction, les attributs créés ou modifiés par la méthode,
en précisant les formats,
— les pré-requis et précautions a prendre lors de 1’appel a cette méthode ou fonction,
— un exemple d’utilisation intégrant si nécessaire le chargement de modules et la
réalisation des étapes précédant 'appel a cette fonction.
J'ai également ajouté une description pour chaque module et chaque classe. Une fois
ces éléments ajoutés en commentaires (docstring) de chaque classe, module, fonction
et méthode, j’ai utilisé I'outil Sphinx pour générer une documentation générale. Cette

documentation est accessible a I’adresse suivante : https:/ /gratiosa.rtfd.io.

En paralléle et dans le cadre des applications illustrées dans 'article ci-apres, j'ai également
rédigé des exemples d’utilisation du package GRATIOSA au format Jupyter Notebook afin
de faciliter la prise en main du package. Ces exemples seront publiés avec 'article et sont
des a présent disponibles sur GitHub : https:/ /github.com/sammeyer2017 / GRATIOSA.

3.1.5 Article

Nous espérons publier ce package prochainement en illustrant son utilisation sur un cas
d’étude de I'organisation du chromosome bactérien. Pour cette étude, nous avons choisi
d’analyser les données de ChIP-Seq des topoisomérases de E. coli présentées au Chapitre 1,
partie 1.5.2 et publiées par Sutormin et al. [197, 191]. Notre analyse a mis en évidence une

organisation du chromosome a deux échelles distinctes.

AT échelle de 10 kb environ, la fixation de la topol et de la gyrase est fortement affectée par
la transcription. Nous avons observé un profil cohérent avec le modele du Twin-supercoiled
domain (voir Chapitre 1, 1.5.1). En amont des TUs fortement exprimées, nous constatons
un enrichissement de la fixation de topol, suggérant une accumulation de SC-. En aval de
ces TUs, nous observons un enrichissement de la fixation de gyrase, pouvant étre déi a une

accumulation de SC+.
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Nous avons également remarqué la présence d"une autocorrélation du signal de gyrase a
plus grande échelle (100 kb) environ. La présence de cette autocorrélation pourrait indiquer
I'existence d"une organisation chromosomique a cette échelle. Il est d’ailleurs intéressant
de noter que cette échelle correspond a la taille des CIDs identifiés chez E. coli [57] (voir
Chapitre 1, section 1.1.5).
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Abstract

Bacterial chromosome compaction via DNA supercoiling (SC) impacts DNA accessibility, affecting
replication and gene expression. High-throughput data like RNASeq and ChIP-Seq offer insight on the
interplay between genomic spatial organization and expression. We introduce GRATIOSA, a Python package
simplifying data analysis by providing a unified framework for importing, combining various data types, and
facilitating subsequent quantitative and statistical analysis.

We exemplify GRATIOSA using recent Escherichia coli expression data and ChIP-Seq data of
topoisomerase 1 and DNA Gyrase. According to the twin-supercoiled domain model, local transcription
influences SC, with an accumulation of negative (resp. positive) supercoils behind (resp. ahead of) the
elongation complex. To manage these mechanical constraints, key regulators of supercoiling, topoisomerase I
and DNA Gyrase, must be recruited.

Our analysis of topoisomerases ChIP-Seq confirms the in vivo relevance of the twin-supercoiled model,
impacting the top 40% highly expressed genes, with increasing topoisomerase recruitment correlating with
higher expression levels. Spatial analysis reveals that topoisomerase I recruitment is mainly driven by
transcription, characterized by a 10 kb length-scale. In contrast, DNA Gyrase exhibits dual contributions:
transcription at the 10 kb scale and a larger 100-200 kb scale, reflecting a chromosomal organization consistent
with previous E. coli 3D conformation maps.

Introduction High-throughput data such as RNA-seq,
ChIP-seq and Hi-C data provide invaluable new

Analyzing the relation between chromosomal information on the relationship between gene
structure and transcriptional regulation expression and chromosomal organization °*.

However, the analysis methodology should then
differ from that inherited from pure TF-related
regulation. For example, in the latter, a gene is
entirely controlled by its own promoter.
Accordingly, most softwares currently used in the
analysis of differential expression (e.g., DESeq2 °)
and inference of regulatory networks consider each
gene independently of its spatial location on the
genome. Yet numerous observations suggest that
nearby genes are co-expressed even when they are
unrelated in classical transcriptional regulatory
networks '°, presumably because they belong to the
same topological (or chromosomal interaction)
domain, and this feature is evolutionarily conserved.
Addressing this spatial form of regulation thus
requires new, global, quantitative and statistical
methodologies of analysis.

Since the chromosome conformation is organized
by proteins (NAPs, topoisomerases, and others), this
analysis strongly benefits from the combination of
expression data (RNA-Seq) with structural data such
as ChIP-Seq and Hi-C. Some existing Python
packages, such as GenPipes ', pyrpipe '* and

DNA encodes the genetic information of all
organisms in the form of a sequence of nucleotides,
but it is also an elastic polymer. In bacterial cells,
the chromosome is highly compacted through
various factors, including DNA supercoiling (SC)
and Nucleoid-Associated Proteins (NAPs), which
together organize its structure dynamically through
looping, bending, and twisting of the DNA 2 In
turn, the conformation of the chromosome affects
DNA accessibility and therefore its replication as
well as gene expression. The structural arrangement
of DNA within the cell thus represents an “analog”
information source crucial for the regulation of gene
expression, which complements the  “digital”
information encoded by the genetic sequence **.

Standard models of bacterial transcriptional
regulation are based on the “digital” action of
transcription factors (TFs), which recognize specific
sequences in a distinct subset of promoters °. In
contrast, models of the “analog” regulation mode
are mostly lacking, even though it affects the
expression of the genome in a global (albeit
smoother) manner **,
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SnakeChunks ', propose an integrated software
solution for the analysis of RNA-Seq and ChIP-Seq
data; they intend to facilitate the implementation of
standard analysis methods within a unified
framework (downloading of raw sequencing reads,
alignment, differential expression, peak calling, and
Gene Ontology enrichment tests), but do not address
the spatial effects mentioned above. One of the
difficulties is that this “analog” regulation remains a
loosely defined notion in terms of mechanisms, and
as a result, each study addresses its own precise
questions: a few examples include the co-expression
between adjacent genes that cannot be explained by
usual regulatory mechanisms but can be related to
NAP binding '°, the quantitative and double-sided
relationship between topoisomerase 1 (topol)
binding and gene expression (and orientation) at a
scale of a few kilobases '*'*, and the interplay of 3D
conformation, local SC and gene expression at the
megabase scale '°.

With the rapid accumulation of high-throughput
structural data, such analyses are growing in
number, and are usually carried using handmade
analysis scripts, with two major drawbacks: (1)
significant efforts are required for importing and
comparing data of various types and formats, and
(2) reproducibility is difficult to ensure. Here, we
address this issue by presenting GRATIOSA, a new
Python package intended to facilitate such
quantitative and spatial analyses of
expression/structural data. It provides a unified
framework for the automatic import and
combination of many usual data types, and an
integrated and flexible framework for the
subsequent quantitative and statistical analyses of
these data along bacterial genomes.

GRATIOSA: Genome Regulation Analysis
Tool Incorporating Organization and Spatial
Architecture

GRATIOSA does not replace usual RNA-Seq or
ChIP-Seq pre-analysis tools (read quality check,
mapping, differential expression or peak calling,
possibly using the integrated packages mentioned
above, or others), but rather facilitates the following
steps which previously required manual processing,
i.e., the integration, comparison and combined
statistical analyses of these data. It includes (1) the
integration of various data types and formats in a
unified framework, allowing direct comparison; (2)
an implementation of spatial statistical analyses of
the relationship between transcriptional regulation
and chromosome organization, greatly reducing the
required code length; and (3) an improvement in
reproducibility, in particular across different species
in order to identify common regulatory mechanisms.

GRATIOSA is written in Python, and is targeted

to computational biologists. The automated import
of data and standardized statistical tests and
procedures are combined with the flexibility of
Python for developing custom subsequent analyses,
depending on the particular regulatory mechanism
under investigation. It is primarily designed to treat
expression data (RNA-Seq or microarrays), and
ChIP-Seq data, but can be used with any type of
continuous signals along the genome (other binding
signals, mutation rates, binding prediction
profiles...) or lists of discrete features (annotated or
predicted protein binding sites, Hi-C topological
domain borders, ...).

In this article, we present the structure of the
software, and illustrate its features through a
specific example of “analog” regulation: the
quantitative interplay between gene expression and
topoisomerase activity along the Escherichia coli
genome.

Case study: Exploration of Escherichia coli
twin-supercoiled domains using topoisomerase
ChIP-seq data

SC, i.e., torsion-induced deformation of the DNA
double-helix, besides its essential role in the
bacterial chromosome compaction, is recognized as
a global transcriptional regulator '"". DNA
torsional stress modulates the activity of the
transcriptional machinery during the initiation,
elongation, and termination of transcription ", in
particular by altering the DNA accessibility for the
RNA Polymerase (RNAP) and transcriptional
regulators. The superhelical level is essentially
controlled globally by the action of topoisomerases,
mostly topol and gyrase 2%, but is also strongly
affected by local transcription, according to the
twin-supercoiled domain *, leading to the
accumulation of negative (resp. positive) supercoils
behind (resp. ahead of) the elongation complex, and
the local recruitment of topoisomerase to handle
these mechanical constraints. This complex,
double-sided and dynamical interplay has long been
postulated to underpin a global and ancestral
regulator of bacterial transcription ''*** but its
precise and quantitative impact in vivo remained
fuzzy because of a lack of experimental knowledge
of the distribution of supercoils in bacterial
genomes. Recently obtained ChIP-Seq of
topoisomerases %'>?* provide invaluable information
to better understand the link between transcription
and local DNA SC '®, Which and how many genes
are affected by these topological constraints in vivo?
What is their spatial extension? What is their
contribution in global gene regulation? After
presenting the GRATIOSA software, we use it to
provide some insights into these questions.
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Materials and Methods

Framework

GRATIOSA is written in several Python source
files, each defining one of the main object classes
(Genome.py, Gene.py, GO.py, Transcriptome.py,
Chipseq.py, ...) with their attributes (e.g., a Genome
object contains Genes and a genomic sequence) and
methods (e.g., load annotation, load seq, ...). In
addition, some miscellaneous functions for each
class are defined in a separate source file (e.g.,
intermediate functions for reading a gff file are
defined in useful functions genome.py). Finally,
three additional program files contain intermediate
functions for statistical tests (stat analysis.py), and
the graphical representation of genomic data
(plot_genome.py) or of statistical results
(plot_stat analysis.py). All methods and functions
rely on the packages NumPy *°, Matplotlib %/,
pandas %, pysam ¥, SciPy *, and Statsmodels *'.

Three main types of interdependent objects can
be distinguished: the Genome object, the elementary
objects (Gene, TU, TTS, TTS objects), and the
objects containing experimental data
(Transcriptome, ChIP-Seq, Hi-C objects)
(Supplementary Fig. S1). An elementary object
represents a single gene or a single TU
(Transcription Unit), while the Genome object
contains the annotation of all elementary objects
(i.e., all genes, all TUs). Similarly, the elementary
object may have attributes such as expression level
or average ChIP-Seq signal for its segment, but the
overall expression levels and genomic signals are
attributes of the Transcriptome and ChIP-Seq
objects, respectively.

Experimental data pre-processing

GRATIOSA can import experimental data
formatted either as continuous signals (i.e., one
value per genomic position), discrete sites (i.e., list
of genomic positions), or gene-wise values (i.c., one
value per gene). The data files follow usual formats
generated with standard external tools such as
DESeq2, MACS, or deepTools (Table 1).

Functional enrichment analysis using Gene
Ontology (GO) terms is also performed using
standard description files, namely an annotation file
for the analyzed species and a file describing all GO
terms (obo, available from the GO website **). The
annotation file (typically generated by software such
as Blast2GO) contains at least two columns, with
each row relating one gene with one GO (with
multiple lines for each). The obo file can be
automatically downloaded with the package.

Table 1: Summary table of the data types analyzed by the
package (mostly tabular files).The structure (rows and
columns) and typical software used to obtain them are
shown.

Standard Commonly

Data type Rows Columns format _used packages
RNA-Seq 3
coverage pos. coverage bedgraph  Bedtools
locus,
RNA-Seq enes expression level tab Cufflinks *,
expression & (RPKM or HTSeq 33
FPKM)
RNA-Seq locus, . 6
differential genes fold-change csv limma *,
. ’ DESeq2’
expression p-value
Microarray locus,
differential genes fold-change, csv limma 3
expression p-value
ChIP-Seq pos bin start, bin bedgraph  deepTools *’
coverage end, coverage
ChIP-Seq o position, value ~ bed MACS *
peaks
. first bin
Hi-Cloops .. position, second  tsv chromosight *
positions . o
bin position
Hi-C borders sites first bin position  tsv chromosight *
positions

Database organization

To be analyzed with GRATIOSA, data must be
organized in a database with a fixed structure: each
directory represents one organism (with a reference
genome) and contains multiple subdirectories
(Supplementary  Fig. S2). The annotation
subdirectory contains the annotation, usually in gff3
format. All other subdirectories have the same
structure, each containing experimental data files
and an info file (See Experimental data
pre-processing). chipseq and hic subdirectories are
further subdivided, to distinguish between two types
of data (peaks and signals in the case of ChIP-Seq,
loops and borders in the case of Hi-C), each
following the same structure as other subdirectories
(see Supplementary Fig. S2).

Data importation

Data importation is automatic from the
annotation files (sequence, annotation). For
experimental data present in multiple files (e.g.,
experimental conditions for gene expression), the
import function uses an “info” file, i.e., a
tab-separated text file containing the list of data files
that will be loaded for analysis (Supplementary Fig.
S3). This method enables the automatic selection
and import of data from various sources or
softwares, whether in standard or custom formats,
by specifying some descriptors of each data file. For
example, in the case of the expression directory
describing genome-wide expression levels in
various conditions (microarray intensities or
typically for RNA-Seq data, RPKM values), the info
file contains a list of rows (one per experimental
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condition to be loaded), each indicating the
condition name, associated file name, column index
for gene names/tags, column index for expression
data, whether the data is in log format or not, and
the separator used in the file.

Depending on the type of data to be analyzed, the
corresponding object needs to be initialized first
(here Transcriptome, Supplementary Fig. S3, gray
part), and then data import is achieved using the
appropriate method (e.g., load _expression to import
expression data onto the Transcriptome object, see
Supplementary Fig. S3, yellow part). Intermediate
functions (e.g., useful function_Genome.read_seq)
are used to read data files, and might be called by
the user in unusual cases (e.g., files with very
custom formats).

Data processing

Once data are loaded (typically as Python lists,
NumPy arrays, or Pandas dataframes), new
attributes can be either added manually or computed
from existing ones (Supplementary Fig. S3, green
part). For example, ChIP-Seq signals can be binned,
smoothed, or averaged. For binning, the user defines
a bin size and method (by default, average signal
within the bin); for smoothing, the size of the
sliding window; for averaging, the list of different
signals to be used (usually replicates). Raw or
computed signals can be automatically related to
Gene objects by computing the average signal over
the gene region. Similarly, various attributes (such
as orientation, expression level or fold-change,
protein occupancy) can be added to Gene objects
based on imported Genome, Transcriptome or
Chipseq attributes (Supplementary Fig. S1,
attributes written in italics). The orientation of a
gene or intergenic region is determined by the
direction of the neighboring genes (tandem,
divergent, convergent). Before performing statistical
analyses, quantitative data can be classified into
qualitative categories (Supplementary Fig. S3, green
part), based on user-defined thresholds or on
quantiles (of equal or custom sizes).

Statistical analysis and outputs

The package offers three standard statistical tests
(Supplementary Table S1, Supplementary Fig. S3,
blue part): an enrichment test (hypergeometric, with
false discovery rate correction), particularly useful
for functional enrichment analysis; a proportion test
(based on the z-score, equivalent to a chi® test), for
example for comparing the proportion of
differentially expressed genes in different sets of
genes; and a standard Student's t-test for quantitative
data, for example for comparing the average
expression level or fold-change among different sets
of genes. These tests are implemented using

common Python modules, and their results are saved
in a csv file.

Graphical functions

Statistical results can be visualized as bar plots
generated using the matplotlib.pyplot.bar module,
with error bars representing 95% confidence
intervals (Supplementary Fig. S3, purple part), and
optionally, an annotation of these bar plots with
brackets and stars according to their significance
level (* for p-value < 0.05, ** for p-value < 0.01,
and *** for p-value < 0.001).

Other graphical functions are implemented in the
package to visualize signals, such as ChIP-Seq and
RNA-Seq coverages within their genomic context
(Fig. 1). RNA-Seq coverage corresponds to the
number of reads for each genomic position, on each
strand. Depending on the size of the visualization
window (from a few genes to the entire genomes),
genes on each strand can be annotated.

Processing of Escherichia coli topoisomerase
and expression signals

The Escherichia coli W3110 topoisomerase
signals analyzed in this article were previously
published by Sutormin et al., with FPKM values of
annotated transcription units (TUs) *'°. The mapping
of gyrase cleavage sites was obtained using a
method called Topo-Seq; we used the datasets
obtained with ciprofloxacin as gyrase poison
(GEO:GSE117186) 6. Topoisomerase I binding sites
were identified with ChIP-Seq (GEO:GSE181915)
15, with or without rifampicin treatment (an inhibitor
of transcription). For each sample, the coverage was
first normalized by its mean, and the log2 ratios
between immunoprecipitation (IP) and control
(mock) coverage were computed. The log2 ratios
were then normalized (by their mean) and the
resulting values were saved in bedgraph format
compatible with GRATIOSA. The replicates of
topol and gyrase signals were averaged for each
genomic position (using the
Chipseq.load_signals_average method),
representing the log2 occupancy by each protein
relative to the control data. The signals were then
separated into macro-scale and micro-scale
contributions (see Results): the macro-scale
contribution was obtained by smoothing each signal
along 200-kb sliding windows (with
useful functions_Chipseq.smoothing); the
micro-scale  contribution was obtained by
subtracting the macro-scale contribution from the
raw signal. For expression analyses, we generated
approximate expression signals (per genomic
position) from the FPKM (per TU) expression
values provided .

Pearson correlation coefficients for signal
autocorrelation  were calculated using the
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scipy.stats.pearsonr function by comparing each
signal with the same signal shifted in genomic
position. Correlation coefficients were computed
using the same SciPy function to topoisomerase
signals and the expression signal, after the
smoothing of these signals at different scales.

Results
The GRATIOSA package

GRATIOSA facilitates the integration and
comparison of bacterial genomic data types using
standardized statistical analyses, and is particularly
designed to investigate quantitatively the spatial
relationship between transcriptional regulation and
chromosome organization. Two basic types of
experimental data can be analyzed with the package:
expression data (transcriptomics) and structural data
(ChIP-Seq or related technologies), and both can be
represented either in a continuous (RNA-Seq or
ChIP-Seq coverage) or in a discrete manner (gene
expression levels, positions of ChIP-Seq peaks). An
overview of the package is shown in Fig. 1, and
more detailed technical information is given in
Materials and Methods. The simplest method to
import data with GRATIOSA is to organize the data
files (in usual formats) following a predefined
structure, classified by organism and data type
(Supplementary Fig. S2). They can be accompanied
by an information file that enables an automatic
selection and importation of these data (e.g.,

a subset of experimental conditions for a particular
analysis of expression data). This basic structure can
be used to import many other and/or custom types of
data, e.g., predicted protein binding (discrete) sites
or (continuous) signals, miscellaneous annotated
features, positions of Hi-C domain borders, etc.

The GRATIOSA package is typically imported
into a Jupyter notebook, and data analysis is
executed as Python commands, in three major steps
(Fig. 1). Firstly, different objects (Genome,
Transcriptome, Chipseq, etc, see Supplementary
Fig. S3, gray) are initialized, depending on the
user’s needs. The required data are then loaded as
object attributes (Supplementary Figs. S1 and S3,
yellow).

During this second step, the loaded attributes are
processed by the software (Fig. 1) and become
easily manipulable (mainly as NumPy arrays or
Pandas objects), either manually (for custom
computations) or using the tools implemented in the
package (described in Supplementary Figure S3,
green). Among the latter, attributes associated with
genomic positions can be scaled to genes (for
example, the average ChIP-Seq signal is computed
for each gene). Signals can be smoothed, among
other options. Genes can be classified according to
their orientation, distance, or length (based on the
annotation). Thanks to the easily manipulable
formats, the user can perform custom additional
processing to modify or add attributes, even using
manually imported external data. A verification and

m
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graphical exploration of the signals can be
performed at the end of the first or second steps
using a graphical function that plots signals with
the annotated genome. Finally, to prepare for
statistical analysis, quantitative data (expression
level, protein binding strength, etc) can also be
classified, using thresholds or class sizes, e.g., in
expression deciles.

The last step is the statistical analysis (Fig. 1,
Supplementary Fig. S3, blue) with enrichment
or proportion tests (for qualitative attributes) or
Student's t-tests (for quantitative comparisons), as
described in Materials and Methods. Test results
are exported as tables (in csv format) and can be
visualized as annotated bar plots created with
graphical functions included in the package
(Supplementary Fig. S3, purple).

These steps are illustrated in the following Case
Study, for which GRATIOSA allowed a drastic
reduction in code writing. The associated codes
have been deposited in GitHub:
https://github.com/sammeyer2017/GRATIOSA.

Case study : Exploration of Escherichia coli
twin-supercoiled domains using topoisomerases
ChIP-seq data

Since topol preferentially binds to negatively
supercoiled regions (where DNA forms transient
denaturation bubbles), and DNA gyrase to positive
supercoiled regions (forming plectonemes),
studying their genome-wide binding and cleavage
distributions could provide an insight into the in
vivo presence, amplitude, and extension of
twin-supercoiled domains. These signals have been
obtained in E. coli by Sutormin et al., using
ChIP-seq and Topo-Seq methods respectively !5,
These authors found enrichments of topol upstream
of the transcribed region and of gyrase downstream
for the 200 most highly expressed transcription
units (HETUs) out of approximately 2100
annotated TUs in E. coli °, in agreement with the
twin-supercoiled domain model and thus
presumably reflecting an asymmetric buildup of
topological deformations. We wondered if this
behavior is specific to that minority of genes, or if
it affects a larger fraction of the genome, to what
distance, and wished to analyze it in more detail.
All data import and most classification steps could
be achieved with few lines of code with
GRATIOSA, allowing the user to focus on the
choice and implementation of the specific analyses
and plots shown in the following.

We first wished to visualize the twin-domains in
more detail. We classified all TUs by expression
level and analyzed the average gyrase and topol
coverages (using log2-normalized ratios of
IP-signals versus mock, with an average level of 0)

from 10 kb before TU start to 10 kb after TU end
(Fig. 2).

The topol binding signal (Fig. 2, top) exhibits a
clear gradual increase over 10 kb upstream of the
TU start, with a pronounced peak at the TU start.
Following the TU start, the signal quickly
decreases and becomes close to zero by the end of
the TU (except for stable RNAs in black). Within
the TU, higher expression levels are associated
with higher topol binding density, consistent
with the known colocalization and interactions
between topol and RNAP 'S4*4! Within stable
RNA (tRNA and rRNA) operons (black curve),
topol binding appears relatively flat, potentially
indicating an ongoing topol recruitment throughout
the TU, in contrast to all other categories (even
strongly expressed). This observation suggests a
specific extensive requirement for topol for those
operons. Upstream of the transcription start site, the
density of topoisomerase I binding is also markedly
dependent on TU expression levels. This
enrichment is likely not due to the interaction of
topol with RNA Polymerase, but reflects the
negative supercoils generated during elongation, in
clear agreement with the twin-supercoiled domain
model . In vivo, based on the ChIP-Seq data, this

Topoisomerase |

log, coverage ratio (IP/Mock)

_050 T T T T I1 T T T T
10 -8 -6 4 2TUsTU. 2 4 6 8 10

distance (kb)
— HRNATUs — 400-600HETUs | < 6 -
— 0-200 HETUs 600-800 HETUs & 4 -
— 200-400HETUs __ Other TU €, H
(1300 TUs) S0

Fig. 2: Topol binding (top) and gyrase cleavage (bottom)
signals around TUs in E. coli (ChIP-Seq data from ).
Shown signals are normalized log2 ratios between coverage
after immunoprecipitation (IP) and control coverage
(mock). TUs were classified based on their expression
level, with 200 TUs in each class of highly expressed TUs
(around one decile each), one class with all other
protein-coding TUs (red), and one class with strongly
expressed TUs encoding stable RNAs (tRNA or mRNA,
black). By construction, both signals have a genomic
average of 0. The bottom right panel shows the average
expression level of each expression class, except for stable
RNAs that have the highest expression level (but where
FPKM do not quantitatively reflect the expression level).
TU, and TU_ indicate the start and the end of the TU.
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phenomenon affects not only 200 HETUs, but at
least the 800 most highly expressed TUs
(approximately 40% of the genome). It extends
remarkably far: up to 10 kb upstream of the TU for
the top 400 most highly expressed TUs, up to 8 kb
for the next 200 TUs, and up to 6 kb for the
following 200 TUs. Thus, the apparent extension of
the twin-supercoiled domain is dependent on the
TU expression level. In the 1300 (~60%) weakly
expressed TUs (red), no enrichment is observed.
After the end of the TU (downstream), the topol
binding is slightly weaker than the genomic
average (negative levels for all expression classes),
as would be expected from the twin-domain model
if positive supercoils inhibit topol binding.

The gyrase signal (Fig. 2, bottom) exhibits
significant differences compared to that of topol.
As expected again, the 10 kb upstream of TUs are
less cleaved by gyrase than the genomic average,
possibly due to the negative supercoils generated
by transcription, with a particularly strong
depletion at the beginning of the TU. Within the
TU, we observe no enrichment in gyrase binding,
suggesting that the enzymes are not required in the
immediate vicinity of RNAP (in contrast to topol).
After the TU, the signal increases sharply, then
slowly decreases but remains strongly enriched
after 10 kb behind the TU, in all classes of the 40%
highly expressed TUs, and thus extends further and
more uniformly than the topol enrichment before
the TU. This enrichment is clearly increasing with
expression strength, whereas the 60% weakly
expressed TUs exhibit no enrichment at all. Note
that the large fluctuations observed may be
attributed to the effect of neighboring TUs,
alternative TUs, internal promoters, or sequence
biases affecting topoisomerase binding (especially
for rtRNAs that are present in lower numbers); yet
the regularity of several observations suggest that

the expression of the central TU is the main factor
influencing the shape of these curves.

Role of gene expression strength and
orientation in shaping local supercoiling
distributions

The correlation between expression level and
twin-supercoiled domain intensity can be further
investigated by examining the total binding signals
around all TUs, separated in expression deciles, in
the 10 kb upstream of the TUs (Fig. 3, left panel),
within the TUs (Fig. 3, middle panel, expression
levels are indicated in gray), and in the 10 kb
downstream (Fig. 3, right panel).

This representation confirms the previous
observations, with additional information. Within
TUs, the average density of topol (Fig. 3, gold
curve middle panel) exhibits a moderate increase in
the first deciles of TU expression levels, which
becomes much more pronounced in the last 4
deciles (i.e., the 40% most highly expressed TUs).
In the 10 kb region upstream of the TUs (Fig. 3,
gold curve left panel), the expression level
dependence is very low in the six first deciles,
whereas topol binding steadily increases in the last
four deciles. After the TUs (Fig. 3, gold curve right
panel), as observed in Fig. 2, the topol binding
signal is weakly negative for all expression levels,
suggesting a weak accumulation of positive
supercoils.

As for gyrase (Fig. 3, black curves), its
recruitment seems constant for all TUs, even the
most expressed ones, before and within the TU.
Before the TUs, the signal is slightly negative,
suggesting a presence of negative supercoils. After
the TUs, a gradual enrichment of gyrase cleavage
sites is observed with a clear increase, once again,
in the last 4 deciles, and quite limited before.
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Fig. 3: Average topol binding (gold) and gyrase cleavage (black) signals in the 10 kb before (left), inside (middle), and in the 10
kb after (right) TUs, depending on the expression level. TUs are classified in expression deciles, and the average expression level
(FPKM) of each decile is shown in gray in the middle panel; operons of stable RNAs are classified separately. Mind the breaks in

the vertical axes. Error bars indicate 95% confidence intervals
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Together with those of Fig. 2, these results (1)
systematically confirm the in vivo relevance of the
twin-supercoiled model; (2) consistently suggest
that these topological constraints mostly affect the
40% most highly expressed genes, with a clear and
steady increase in the recruitment of topoisomerases
depending on the expression level, whereas the 60%
weaker genes are less affected, presumably because
they generate moderate mechanical distortions that
might be (at least partly) dissipated without local
recruitment of topoisomerases; (3) within TUs,
topol is recruited in the wake of the elongating RNA
Polymerase '°, particularly close to the promoter, but
gyrase is not enriched.

Previous studies have shown that, because of the
asymmetry of transcription-induced supercoils, local
gene  orientation is  important for  the
transcription-SC coupling '#!>2>%2, The package has
built-in functions to classify intergenic regions
depending on the orientation of their neighbors
(divergent, convergent, tandem), and quantitatively
compare how they recruit topoisomerases. We
observed (Fig. 4) an enrichment of topol and an
under-representation of gyrase between divergent
genes compared to convergent genes, as already
noted by Sutormin et a/. following expectations of
the twin-supercoiled domain model . By
comparing the signals from these regions with and
without rifampicin, an inhibitor of transcription, we
observed that this difference was still present, to a
lesser extent, after the treatment (Fig. 4 B and E).
This difference can be explained by differences in
base sequence, especially since divergent regions
are more enriched in AT-rich promoters
(Supplementary Fig. S4), i.e., binding preferences
independent of transcriptional activity. It might also
reflect an incomplete dissipation of supercoils
generated by previous transcriptional activity
(before rifampicin treatment) or an incomplete
transcriptional  inhibition by the drug. By
normalizing the untreated coverage (Fig. 4 A and D)
with the coverage after rifampicin treatment (Fig. 4
B and E), we erase out any static effect, and confirm
a differential and opposite recruitment of
topoisomerases, specifically induced by
transcriptional activity depending on the local gene
orientation (Fig. 4 C and F). The enrichment in
topol is also symmetrical in div/conv compared to
the tandem regions (close to 0, i.e., the genomic
average), whereas gyrase exhibits no enrichment in
convergent regions (close to genomic average) and a
depletion in div and tandem region; this difference is
difficult to interpret (since intergenic regions contain
only a small fraction of the genome), but it suggests
that in the short scale of most intergenic regions
(<200 bp), the buildup of positive supercoils
between convergent genes is not sufficient to
strongly attract gyrase, whereas the inhibitory action
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Fig. 4: Topol binding sites (gold) and gyrase cleavage sites
(black) density in intergenic regions, depending on the
orientation of surrounding genes. Each bar represents the
average normalized log2 ratios between coverage after
immunoprecipitation (IP) and control coverage (mock) for a
specific orientation, calculated after binning intergenic
positions into 100 bp bins. Signals A and D were obtained
without treatment, B and E were obtained after treatment
with rifampicin, a transcription inhibitor, and C and F show
the difference between untreated and rifampicin-treated
samples. Error bars are 95% confidence intervals.

of negative supercoils (upstream of TUs) efficiently
reduces its binding.

Extension of twin-domains and multiscale
interplay between transcription and chromosome
topology

Fig. 2 showed that topoisomerase recruitment
was affected at least up to 10 kb before and after
TUs, close to the most commonly accepted size for
topological domains in E. coli **. We now look at the
extension of topoisomerase binding correlations,
possibly reflecting these domains. The binding
autocorrelation curves are shown in Fig. 5A.
Unsurprisingly, the correlation is strong, for both
topoisomerases and for gene expression patterns,
below one kilobase, the typical gene length, as
expected if short-scale binding variations are related
to transcription (and close to the spatial resolution of
ChIP-Seq data). The correlation reduces with
distance, but in a very different manner for the
two enzymes: the characteristic length-scale of the
topol binding distribution is 10 kb, above which it is
entirely decorrelated; in contrast, at that scale, the
correlation of gyrase binding is still quite strong,
and vanishes only a full order of magnitude above,
after 100 kb. These two separate length-scales were
already described in earlier works, and correspond
to two different levels of genome organization:
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Fig. 5: (A) Pearson coefficients for the autocorrelation of
gyrase cleavage signals (in black), topol binding signals
(gold), or expression signals (gray) as a function of shift
distance. (B) Pearson coefficients for the correlation between
gyrase (black) or topol (gold) signals and expression signal
smoothed at increasing scales.

(1) the 10-kb (hereafter quoted “micro”) scale is that
of transcription units and their immediate
neighboring interactions, possibly within transient
topological domains *, leading to strong and
evolutionarily conserved co-expression '; (2) the
larger 100-200 kb scale (“macro”) is that of the 31
chromatin interaction domains (CIDs, ranging from
60 to 300 kb, with an average of 150 kb) observed
in 3D conformation maps in E. coli **°. The curve
of gene expression (gray) confirms this separation,
with the correlation dropping almost entirely at the
micro-scale, but a small (~10%) contribution is still
observed up to the macro-scale, possibly induced by
the large-scale organization of the chromosome.
Accordingly, the correlation of topoisomerase
binding with expression is maximal when they are
smoothed at length-scales of a few dozen kb (topol)
vs 200 kb (gyrase).

This observation suggests that topoisomerases
are recruited based on two (partly) separate
contributions in terms of mechanisms and
length-scale: (1) micro-scale transcription and (2)
macro-scale 3D organization of the chromosome. To
test this hypothesis explicitly, we used a signal
filtering method to compute how each of these two
length-scales contributes to the binding distributions
(by smoothing over the macro-scale of 200-kb, vs
subtracting the smoothed signal and retaining only
the micro-scale variations). The result is shown on
Fig. 6. At the micro-scale, as expected from Figs.
2-3, the two enzymes exhibit a quite similar
behavior, involving variations of comparable
magnitude (vertical standard deviations) directly
related to the local gene expression strength (the
colored dots follow the expression strength),
suggesting that transcription is indeed the major
driver of topoisomerase recruitment at that scale. In

A. Gyrase B. Topoisomerase |

0.2 1

0.0
-0.2 4 E
-0.4 - _

-0.6 - B

1 1 1 T
Micro Macro Micro Macro

Mean log, coverage ratio (IP/Mock)

Fig. 6: Distributions of gyrase cleavage (A) and
topoisomerase I binding (B) magnitudes across macro-scale
regions of the chromosome (200 kb, corresponding to
large-scale 3D structuring of the chromosome) versus
micro-scale variations (10 kb, dominated by transcription)
within these regions. The contributions were computed by
signal filtering (see Materials and Methods) and binned at 50
kb. Colored lines indicate the average signal after (gyrase)
or before (topol) different classes of TUs (same colors as in
Fig. 2).

contrast, the contribution of the macro-scale
chromosome organization differs significantly.
Gyrase binding is quite different among the different
macro-regions of the chromosome (vertical standard
deviation), contributing to almost as much
variability as the micro-scale. In contrast, the
recruitment of topol is relatively uniform at the
macro-scale, showing that micro-scale transcription
alone, rather than the large-scale organization of the
chromosome, determines the recruitment of that

enzyme.
Since  the  micro-scale  variations  of
topoisomerase  binding seem dominated by

transcription, to what distance does this influence
transcription, to what distance does this influence
extend? We addressed this question in Fig. 7, by
computing the cumulative binding (area under the
binding profile) between the TU start/end and a
remote position up to a distance of 50 kb: a flat
curve thus indicates a local binding intensity similar
to the genomic average (and thus no influence of the
TUs under consideration), whereas an increase
(resp. decrease) indicates a stronger (resp. weaker)
binding, possibly due to transcription.

As already observed, topol binding increases
with expression level in the first 10 kb before the
TU, and the extension of the transcription-induced
negative supercoils also tends to increase (Fig. 7A).
For stable RNAs (black curves), the signal reaches
25-30 kb, consistent with the size identified around
the ribosomal operons by psoralen binding ®. After
the TU (Fig. 7B), the decrease (weak topol binding)
mostly occurs in the first 10-20 kb, and increases
with the expression level, although the slope
remains slightly negative on a longer scale.
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Fig. 7: Extension of the transcriptional-induced topological
constraints. The top and bottom panels show cumulative
signals (i.e., total binding from the TU) for Topol binding
and gyrase cleavage, respectively, in the 50 kb before the TU
start (left panels) and after the TU end (right panels). TUs
were classified based on their expression level (each
expression category is represented by a different color, as in
Fig. 2). The plotted signals correspond to the average area
under the curve of the micro-scale signal (i.e., after
subtracting the macro-scale contribution, especially for
gyrase), from the TU start or end site to increasing distances
(up to 50 kb).

For gyrase, the signal is flat before the TU start (Fig.
7C), except for stable RNAs (this observation may
also reflect the small distance between them). After
the TU (Fig. 7D), a strong enrichment in gyrase
cleavage sites is observed, and increases with the
expression level; but in contrast to topol, it
propagates way beyond the 10 kb region, from
around 20 kb for moderately expressed TUs
(orange) to around 40 kb for strongly expressed
ones (dark blue) and even beyond for stable RNAs.
Thus, the positive supercoils induced by
transcription may extend as far as several dozen
kilobases. We assume here that this extension
reflects the influence of the central TU
predominantly, rather than that of neighboring TUs,
since the latter have similar levels regardless of the
class of the former (Supplementary Fig. S5) and
thus unlikely explain the ordered intensities of the
binding profiles.

Discussion

The interplay between gene expression and
chromosome structure is a complex topic, which
requires dedicated conceptual and technical tools.
While classical regulatory networks are often
analyzed in a qualitative way (does a TF bind at a

promoter?), a whole layer of transcriptional
regulation can presumably be only understood
through quantitative analysis (does it bind more or
less?), considering spatial (1D or 3D) relations
between genes, and combining different actors
(architectural proteins, SC, expression, ...) acting
together through statistical analyses. GRATIOSA
aims to facilitate such analyses, by automating the
formatting and import of various data into a uniform
framework, and providing a range of standard tests
and visualization tools. By definition, this form of
regulation escapes standard models and thus
requires some level of custom analysis, restricting
the software to users with some proficiency in
Python programming. But as these skills are
becoming more widespread, the gain that
GRATIOSA offers in programming time and
reproducibility should help make these analyses
accessible even to biologists that can only invest a
part of their time in computational analyses. This is
illustrated in the example of topoisomerase
distribution, where the basic steps of the analysis are
automated, and the programming effort can be
dedicated to the design of specific statistical tests
and graphs (see notebooks in Supplementary Files)
to get insights into this question..

35 years after the proposal of the twin-domain
model of transcription *, our understanding of the
role, magnitude, and consequences of this
phenomenon in bacterial regulation 1is still
fragmentary. In particular, how many genes are
subject to strong topological constraints in vivo, how
these affect their expression in physiological
conditions, and how far the expression of a given
gene modulates that of its (many) neighbors, remain
largely unknown. Here, we  analyzed
population-averaged, high-throughput data to
provide quantitative insights into these questions.
The reader should keep in mind that we have only
access to statistical correlations, and all observed
features may be subject to biases due to factors that
we did not consider explicitly, e.g., differences in
sequences in/around TUs of different expression
strengths, presence of proteins, etc. This is
especially true for operons of stable RNAs that are
present in low numbers and are presumably
regulated by many specific mechanisms). Any
mechanistic inference from these analyses thus
remains subject to future experimental tests.

The analyzed data consistently confirm the
widespread relevance of the twin-domain model in
bacterial genomes (Fig. 2), and not only in a small
minority of highly expressed genes as already
demonstrated before '°. The phenomenon is detected
specifically in the 40% highly expressed fraction of
the genome, and exhibits a clear and increasing
magnitude with the expression strength (Fig. 3).
While the 60% remaining genes might also induce
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local supercoils (especially if the sensitivity of the
experimental method is a limiting factor in our
analysis), this observation suggests that the low
expression level of around half E. coli genes can be
sustained ~ without  local  recruitment  of
topoisomerases. The local orientation of
neighboring genes strongly enhances the effect.
Analyzing the specific effect of transcription (Fig. 4
C-F) suggests that topol is not specifically required
for an average expression level at tandem genes, but
is strongly recruited between divergent promoters,
as observed long ago in S. enterica *°, in addition to
its strong activity at strongly expressed genes. In
contrast, gyrase is not specifically attracted by the
expression of convergent genes (Fig. 4F), suggesting
that, in these analyzed experimental conditions,
accumulating positive supercoils do not usually
prevent transcription elongation even in convergent
regions. This observation matches a recent result *’
for a single gene, and with the observation that
gyrase inhibition does not usually inhibit but rather
activates convergent genes '*. RNAP stalling
because of positive supercoils may thus be limited
to a few highly expressed genes in vivo (at least in
the exponential phase where the baseline
superhelical level is strongly negative). At the
promoters of tandem and especially divergent genes,
gyrase binding is reduced because of the negative
supercoils present there.

What is the extension of twin-supercoiled
domains, and the relative magnitude of transcription
vs other mechanisms (especially the larger 3D
organization of the chromosome) in shaping the
local distribution of supercoils? This question is
important, as theoretical models suggested that the
propagation of supercoils might induce collective
expression modes between neighboring genes in the
densely packed bacterial genomes **. The spatial
analysis (Figs. 5-6) show that topol recruitment is
strongly dominated by transcription with a
characteristic length-scale of 10 kb; whereas gyrase
contains two different contributions of comparable
magnitude, one from transcription (at a comparable
scale), and one an order of magnitude larger
(100-200 kb), as identified in 3D conformational
maps (“CIDs”), and presumably induced by a
complex interplay of architectural proteins,
transcription and replication-related signals **. Thus,
the CID structuring of the chromosome presumably
has a significant impact on gyrase binding, but not
on topol. This may be related to differences in
sequence or structure between CIDs (since gyrase
binds plectonemic DNA and recognizes specific
binding sequence, whereas topol binds denatured
DNA), as all of these signals seem somewhat
correlated with CID borders (Supplementary Fig.
S6); but understanding this relation will require a
more precise analysis, rather than the coarse

averaging at a fixed macro-scale of 200 kb as we
have considered here for our analysis focusing on
transcription.

At the micro-scale, the separation of the 40%
strongest TUs into expression classes clearly
suggests that transcription is the dominant factor in
the recruitment of gyrase and topol, following a
strong linear (rather than 3D) ordering (Fig. 7).
Topol is strongly recruited along transcription units
(especially near the TSS) and upstream of them, up
to a distance of a few to 10-20 kb, increasing with
the expression level. Gyrase binds downstream of
TUs up to 30-40 kb, not only in highly expressed
operons, but in a large fraction of the genome. These
spatial scales are slightly larger, but of the same
order of magnitude as those previously proposed for
topological domains **. The precise values however
remain subject to further investigation because of
the intrinsic limitations of the employed statistical
methods: (1) the separation into two scales and
mechanisms is partly artificial, if they overlap for
small CIDs and/or those shaped by transcription
itself; (2) the employed expression classes may
differ not only in the strength of the central TU
(used in their definition), but in the properties of
neighboring regions where we investigate
topoisomerase binding. We checked that the
expression levels of these neighboring TUs do not
follow the same order as the central ones
(Supplementary Fig. S6), but some correlation
might remain and contribute to the observed
extension of twin-supercoiled domains. The
analyzed data are among the first to provide
relatively direct evidence that in the genomic
context, these extend at least to 10 kb in both
directions, for a substantial fraction of the genome.
Given the density of bacterial genomes, this length
signifies that most gene share some local topological
regulatory interaction with a dozen of neighbors,
presumably resulting in a complex collective
interplay previously hypothesized '“**, which may
contribute to the observed correlation of gene
expression up to 10 kb apart (versus 2-3 kb long
TUs). Ultimately, this issue may only be solved by
directly observing the topoisomerase binding
distributions after inducing a specific gene in
well-controlled conditions (rather than correlations);
but we then still expect the expression of
neighboring genes to change after the induction, and
to contribute to the resulting topological landscape.

Code availability

GRATIOSA is an open-access Python package
published to PyPI. The package is also accessible on
GitHub with the scripts required to reproduce our
analyses:

https://github.com/sammeyer2017/GRATIOSA.
Documentation is available at: https://gratiosa.rtfd.io/.
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Supplementary figures
————————————————————————————
ANNOTATIONS | EXPERIMENTAL DATASETS (CONDITION DEPENDENT) |
4 N 4 . N/ . N/ . 3\
Genome : Transcriptome Chipseq HiC |
seq (sequence), seqcompl, length, genes_per_pos, I rnaseq_cov_pos, rnaseq_cov_neg, peaks, signal, binned_signal, borders, loops (position, binsize, 1
pos_orientation, orientation_per_pos cov_start, cov_end (density of RNA smoothed_signal, identification score, p-value, g- | |
| fragment starts/ends) signals_average, all_signals value), borders_pos, loops_pos | |
(1ss ) Tu ) 11s [ Gene AL
pos, left, right, left, right, ||ID, locus, name, alt_name, expression signal (mean signal on the is_border, is_loop (True if I
strand, | |strand, strand, left, right (coordinates), fc_pval (fold-change, p-value), gene) the gene overlaps a border / |
genes, start, stop, || start, stop, || strand, start, middle, end, state ("act": activated, "rep": a loop) 1
score, genes, seq, score,|| length, GO (GO annotation), repressed, "non": not affected, |
promoter | | expression,| | rho_dpdt, ||right_neighbor, left_neighbor, "null": unstudied) 1
TSS, TTS )\genes orientation
\ I < T -~ 71
oo o o o o o e e e e e e e e e e e e e
7
GO \ Class
dict_GO (dictionary of GO terms), dict_GOp (biological process), loaded attribute
dict_GOf(moIecular function), dict_GOc (cellular component) computed attribute
explanation about the attribute

Supplementary Figure S1: List of attributes that can be loaded or computed for all classes. The Gene object is an elementary
object containing the data of a single gene. Loading the data of all genes is achieved using the Genome objects (for annotations)
or either Transcriptome, ChIP-Seq, or Hi-C (for experimental datasets). The same applies to TSS, TU, and TTS objects, whose

attributes can be loaded and computed through

the Genome class.

data folder
| ! |
Ej data file
ecoli dickeya
| .info file (contains
[ | | | | | | | information about
the organization
anno expres fold- X X of the data files)
h TU GO chipse HiC
tation GOl EiESES T y experimental data
lexpres [ | [ _|_| . file (1 file per
r]%‘fl::tgcel ﬁ'u.info r(lso‘info |a si;%g r]fc.info experimental
- + T + + i peaks signals | Borders | Loops condition)
sequence] [Tu.csv | [GO.annod [rpkm.csvl||[~ fe-pvall[[~peaks signals orders | [~loops
.gff3 -CSV .info .info .info .info
+ + + +
peaks signals orders loops
.CSV bedgrap tsv tsv

Supplementary Figure S2: Structure of the database, containing one directory per organism and one sub-directory for each data
type. Each type of experimental data is associated with an info file which allows for the automatic import of a selection of data,

of diverse formats.
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Purpose Functions and methods

Files

Function called by the user /
intermediate function

Objects
initializa- g = Genome.Genome("ecoli")
tion tr = Transcriptome.Transcriptome("ecoli")
eh = Chipseq.Chipseq("ecoli")
hc = HiC.HiC("ecoli")
go = GO.GO()
Data
loading Object method:
reference C"?a‘es an attribute g.load_seq(filename="seq.fasta")
sequence with the reference g.load_annotation(annot_file="annot.gff3")
d sequence or
an . annotation
annotation
Intermediate seq.fasta /
function: annot gff3 useful_functions_genome.read_seq()
reads the da'ta file (1 singl;e fie) useful_functions_genome.load_gff()
Data
H [ g.load_annotation(annot_file="annot.csv")
Ioad!ng | Object method: -info | N g.load_TSS() g.load_TTS()
experimental reads the .info file (contains g.load_TU() g.load_GO()
datasets and creates <« information trload_expression()  trload_rnaseq_cov()
a new attribute with about the trload_fc_pval() trload_cov_start_end()
the experimental organization of| ch.load_peaks() ch.load_signal()
datasets the data files) hc.load_hic_borders() hc.load_hic_loops()
useful_functions_genome.foad_TSS_cond()
Intermediate fi useful_functions_genome.foad_TU_cond()
function: datafiles useful_functions_genome.Joad_TTS._cond()
reads an < (1 file per useful_functions_transcriptome.add_expression_to_genes()
experimental data experimental | ¢ functions_transcriptome.Joad. fo_pval_cond()
file condition) useful_functions_Chipseq.load_sites_cond()
Graphical
re I!::sen alls a function
F_’ that computes the
tation subplots. _
of the Assembles the plot_genome.plot_region()
loaded subplots for a
data elected regiol

Subplots of
experimental data
(ChipSeq signals,
RNA Seq coverage)
or of genomic
annotations

plot_genome.subplot_genes()
plot_genome.subplot_rmaseq_coverage()
plot_genome.subplot_signal()

Computa-
tion of new //Oriet metad 91251 e
P p g.load_gene_orientation()
new d{escnphve g.load_pos_orientation()
attributes tr.compute_fc_from_expr()
Signals . Object method:
processing
. tca"s t:.et ch.load_binned_signal()
'r) ermediate ch.load_smoothed_signal()
funtcr:'on and .Crealtes ch.load_signals_average()
e new signa
attribute
Intermediate
function: useful_functions_Chipseq.binning()
tes th . y useful_functions_Chipseq.smoothing()
computes the signal
smoothing or
binning
From Object method
- ject method:
gen?.mlc from the attribute )
positions [ inatis scaled to the | "% S'ﬁ;i'{’e’ genes()
to genes p?ts}:)lotns' adldzin hc.load bovdev; genes()
attribute scaled to
he gene object:
Data
classifi-
cation Divides quantitative ;2:?”;2::5;?32;%”1*&0
data into categories ~ classifi catioﬁ()
Statistical
anaIyS|s stat_analysis.proportion_test()
Applies a statisical stat_analysis.enrichment_test()
test to the data stat_analysis.quantitative_
data_student_test()
Graphical ot <iot analveis oot
plot_stat_analysis.plot_
rep?resen Plots the proportion_test()
tation of results with plot_stat_analysis.plot_
th enrichment_test()
e barplots .
tatistical plot_stat_analysis.plot_
S student_test()
result go.GO_enrichment_test()

Intermediate
function:
annotates barplots
with stars according
to the statistic
significance

plot_stat_analysis.barpfot_
annotate_brackets()

Supplementary Figure S3: Standard pipeline for an analysis using the GRATIOSA package. The pipeline consists of four steps
(with colors matching those used in Fig 1): objects initialization (gray), data loading as object attributes (yellow), computation
of new attributes (green), and statistical analysis (blue). It is also possible to visualize the loaded data (orange) and the statistical
results (purple). These steps are performed using the methods associated with each object (Genome, Transcriptome, ChIP-
Seq...). Each function call is shown in the color of the associated class in Fig S2 (all functions are listed). Function calls written
in italics are intermediate functions called within the package, and, in usual cases, not by the user.

Cette thése est accessible a I'adresse : https://theses.insa-lyon.fr/publication/2023ISAL0091/these.pdf
© [M. Pineaul], [2023], INSA Lyon, tous droits réservés



3.1. Le développement du package GRATIOSA 121

*kk
60
% Fekk

§ 58
<
< 56 -
(]
=

54

52

T T T
div tand conv

Supplementary Figure S4: Average AT content of the intergenic regions by orientation. Error bars are 95% confidence intervals
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Supplementary Figure S5: Cumulative FPKM (expression level) of the neighboring TUs in the 50 kb before the TU start (A) and
after the TU end (B): the expression of the neighbors does not increase with that of the central TU. TUs were classified based
on their expression level, excluding TUs containing stable RNAs (shown in black). The top 200 expressed genes are referred to
as 0-200 HETUs, the next 200 most highly expressed genes as 200-400 HETUs, and so on. A FPKM value was associated to
each position based on the FPKM values of annotated TUs. If a given position corresponds to multiple TUs, the average FPKM
of those TUs is used. The cumulative FPKM represents the sum of FPKM values for each position, from the TU start or TU
end to increasing distances (up to 50 kb).
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Supplementary Figure S6: Distribution of expression (A), topoisomerase I binding (B), gyrase binding (C), and gyrase cleavage
sites (D) signals along the chromosome. The expression signal corresponds to the loga(FPKM). Topoisomerase I and gyrase
signals are the log2 ratios between coverage after immunoprecipitation and control coverage. The density of gyrase cleavage
sites (GCS) identified by Sutormin et al. [1] is very similar to the gyrase coverage profile. The yellow and blue backgrounds
correspond, respectively, to the right and left replichores. Gray dashed lines indicate the approximate positions of the CIDs’
borders, as identified by Lioy et al. in the MG1655 strain [2]. The chromosomal inversion occurring between positions 3425
and 4215 kb in the W3110 strain has been accounted for in this figure.
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Supplementary table

Supplementary Table S1: Summary table of the statistical tests performed by the package. This table presents the expected
inputs, employed modules, and outputs.

Statistical test Inputs Dependencies Outputs

Enrichment test e classification  of | ¢ scipy.stats. For each category:

test of the over- all items into hypergeom.interval | « Number of targeted items (i.e., items associated with
representation of a categories the chosen feature) that belong to the category

feature in a category

* dictionary contain-
ing the feature as-
sociated with each
item

* choice of a targeted
feature

* scipy.stats.
hypergeom.sf

¢ statsmodels.stats.
multitest.
fdrcorrection

» Expected number of targeted items that should belong
to the category according to the category size and the
total number of elements having that feature

Proportion of items in the category among all the items
associated with the chosen feature.

95% confidence interval around the proportion

» p-value and adjusted p-value of the enrichment test

Proportion test
test of the difference
in the proportion of
elements associated
with a feature be-
tween categories

e classification  of
all items into
categories

* dictionary contain-
ing the feature as-
sociated with each
item

* choice of a targeted

* proportion.
proportion_confint

* statsmodels.stats.
proportion.
proportions_ztest

For each category:
 Proportion of the category items that have the targeted
feature

* 95% confidence interval around the proportion

» P-value of the proportion test (one- or two-tailed test
depending on the user’s choice)

feature
Student test e list of values | * scipy.stats For each category:
test of the difference classified into .norm.interval * Mean of the values
between the means of categories ) oo g ) -
different categories . smpy.stats * 95% confidence interval around the mean
ttest_ind )
¢ P-value of the student test (one- or two-tailed test de-
pending on the user’s choice)
6
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3.2 La mise au point d'une technique de cartographie du

surenroulement local

Les résultats de 'analyse des ChIP-Seq des topoisomérases apportent des informations
intéressantes sur 1'organisation du chromosome de E. coli et montrent que I'étude du SC
a I’échelle locale peut permettre de caractériser I’organisation du chromosome bactérien.
Afin d’étudier I'organisation de son chromosome et dans le but d’approfondir les analyses
de la régulation de I’expression des genes selon le niveau de SC local, nous avons souhaité
réaliser une cartographie du SC de D. dadantii a ’échelle locale.

A partir d’'une méthodologie testée sur les eucaryotes, 'équipe de Monika Glinkowska
(Département de génétique moléculaire bactérienne, Université de Gdansk, Pologne) déve-
loppe une méthode permettant de caractériser la distribution spatiale du SC le long d"un
chromosome bactérien (Fig. 3.3). Cette technique repose sur la sensibilité de l'intercalation
du tri-méthyl-psoralen (TMP) au niveau local de SC négatif : le TMP s’intercale davantage
dans les régions ot le niveau de SC négatif est élevé (Chapitre 1, section 1.5.2). Lorsqu’un
double brin d’ADN avec du TMP intercalé est soumis aux UV, cette intercalation prend
la forme d’un pontage, c’est a dire que les deux brins sont liés de maniere covalente a la
molécule de TMP [203, 204, 205].

3.2.1 Présentation du protocole de cartographie

Je suis allée travailler avec Monika Glinkowska pendant le mois d’octobre 2021 afin de
prendre connaissance de cette technique, pour pouvoir a terme l'appliquer au génome de
D. dadantii. ]’y ai découvert et adapté le protocole suivant (Fig. 3.3).

— Culture des bactéries et traitement avec le TMP
Les bactéries sont mises en culture dans des erlenmeyers dans des bains chauffants
liquides (37°C pour E. coli, 30°C pour D. dadantii), sous agitation. Lorsque la DO
souhaitée est atteinte, du TMP est ajouté dans la culture. Le TMP est sensible a la
lumiere, par conséquent il est essentiel que les cultures soient dans 1’obscurité, par
exemple en entourant les erlenmeyers de papier aluminium.

— Pontage de ’ADN avec le TMP, sous UV
Apres 10 minutes d’incubation du TMP dans la culture, le contenu des erlenmeyers
est versé dans des boites de Pétri, en mettant 12 mL de culture par boite. Les boites
sont ensuite soumises aux UV pendant 4 min a 360 nm et 0,120 J.cm-2 afin de
provoquer la formation de pontages entre les brins d’ADN via le TMP.

— Extraction de ’ADN
Directement aprés la fin du traitement UV, les cultures sont versées dans des falcons
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FIGURE 3.3 — Technique expérimentale de cartographie du niveau local du SC et illustration de l’effet
sur un ADN relaché (fond bleu) et sur un ADN surenroulé (fond gris). (1) Culture bactérienne jusqu’a la
phase de croissance désirée et choc (facultatif). (2) Ajout du TMP dans I’obscurité. Intercalation du TMP
dans les zones surenroulées négativement. (3) Traitement des cultures aux UV, pontage du TMP intercalé. (4)
Centrifugation des cultures a froid. (5) Extraction de ’ADN bactérien en utilisant du phénol-chlorofome.
Seul I’ADN surenroulé contient un grand nombre de pontages. (6) Fragmentation de I’ADN par sonication.
(7) Dénaturation de I’ADN non-crosslinké par choc de température. (8) Traitement aux exonucléases : clivage

des simples brins d’ADN par 'exonucléase I (3’ vers 5’) et digestion de I’ADN du 5 vers 3’ par 1'exonucléase
A jusqu’au site de pontage. (6) Séquencage des fragments non digérés. Schéma créé avec bioRender.
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plongés dans de la glace, afin d’interrompre immédiatement toute réaction. Les
cultures sont ensuite centrifugées a 4°C dans le but d’obtenir un culot bactérien.
L’ADN est extrait des culots bactériens en utilisant du phénol-chloroforme [257].

— Fragmentation de I’ADN
L’ADN est ensuite fragmenté par un sonicateur afin d’obtenir des fragments d’envi-
ron 100 a 300 pb.

— Dénaturation des fragments d’ADN et dégradation des simples brins
Afin de séparer les paires de bases non pontées, I’ADN est dénaturé par traitement
thermique. Les fragments ne contenant pas de pontage sont sous forme simple
brin et peuvent étre completement dégradés par les exonucléases I. Les fragments
contenant un pontage sont liés par ce pontage mais le reste du fragment est dissocié
ce qui permet aux extrémités 5" d’étre dégradées par des exonucléases A jusqu’au
site de pontage.

— Séquencage des fragments d’ADN
Les extrémités non dégradées, c’est a dire les queues 3’ des fragments pontés,

peuvent ensuite étre séquencées afin de localiser les sites de pontages.

3.2.2 Calibration du protocole de cartographie chez D. dadantii

Pour appliquer ce protocole chez D. dadantii, il était nécessaire de réaliser des calibrations.

La principale calibration sur laquelle j’ai travaillé est la concentration en TMP.

Méthodologie de calibration de la concentration en TMP

Cette concentration est un parametre clé puisque 1'utilisation d’une trop grande concen-
tration de TMP aboutira a un pontage non spécifique du SC tandis qu’une trop faible
concentration de TMP ne permettra d’identifier qu’une faible proportion des régions

surenroulées négativement.

L’étude de I’ADN génomique complet étant laborieuse, j'ai effectué cette calibration a
I'aide de plasmides en considérant que leur niveau de SC refléte celui du chromosome.
Pour obtenir une concentration en TMP convenable pour I'étude du SC du chromosome,
I"objectif était de quantifier le TMP nécessaire a ’obtention de pontages dans la moitié des
plasmides. Pour ce faire, j'ai électroporé le plasmide pUC18 dans D. dadantii. Les plasmides
étant peu stables chez D. dadantii, il était nécessaire de réaliser cette électroporation avant
chaque culture. Jai ensuite suivi les étapes 1 a 4 du protocole présenté en figure 3.3, en
traitant les cultures avec différentes concentrations de TMP (0,5 a 4 pg de TMP par mL
de culture). Pour observer les pontages des plasmides, il était ensuite nécessaire de les
extraire. Pour évaluer le taux de plasmides pontés, les plasmides extraits ont été digérés par

EcoRI afin de les linéariser puis je les ai soumis a un choc thermique afin de les dénaturer.
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Suite a ce traitement, les plasmides non pontés sont sous forme de simple brin tandis
que les plasmides pontés, grace a leur liaison créée via le TMP, parviennent a s’hybrider
de nouveau et forment un double brin linéaire. Ces deux formes distinctes peuvent étre
différenciées par migration sur gel d’agarose, ou I’ADN simple brin, de plus faible poids

moléculaire, migre plus rapidement donc plus loin que I’ADN double brin.

Mise au point d"une méthodologie d’extraction de plasmide de D. dadantii

Pour extraire les plasmides de D. dadantii, j’ai comparé les kits Plasmide Mini de A&A
Biotechnology, Miniprep GenElute Plasmid de Sigma-Aldrich et QIAprep Miniprep de
Qiagen. Pour chaque extraction, j’ai utilisé 24 mL de culture de D. dadantii en phase expo-
nentielle. D’aprés les indications du fournisseur, le protocole d’extraction de plasmides a
partir d"un culot bactérien avec le kit QIAprep Miniprep de Qiagen repose sur les étapes
suivantes.
— Préparation de la solution bactérienne
Les cultures bactériennes sont centrifugées puis le culot bactérien est resuspendu
dans un tampon contenant de la RNaseA. La RNaseA permet 1’élimination des
contaminants ARN.
— Lyse des bactéries
Les bactéries sont lysées dans du NaOH et du SDS. Le SDS dénature la membrane
cellulaire, ce qui conduit a la libération du contenu cellulaire. Les conditions alca-
lines dénaturent 1’ADN et les protéines. La durée du traitement avec ce tampon est
donc critique afin de ne pas dénaturer irréversiblement le plasmide. L'arrét de ce
traitement, la neutralisation du lysat, est obtenu avec un tampon riche en sels.
— Isolement des plasmides dans un tampon riche en sels
La haute concentration en sels provoque la précipitation des protéines dénaturées,
de ’ADN chromosomique, des débris cellulaire et du SDS tandis que les plasmides
restent en solution. Une centrifugation permet de séparer ce précipitat de la solution
contenant les plasmides.
— Purification des plasmides
La solution est ensuite lavée sur une membrane de silice qui absorbe sélectivement
I’ADN plasmidique en solution dans un tampon a haute concentration de sels.
Les tampons utilisés pour le lavage permettent d’entrainer les ARN, protéines
cellulaires, nucléases et autres métabolites a travers la membrane, sans étre retenus.
Une fois le lavage effectué et la membrane séchée, un tampon d’élution faible en
ions permet d’éluer les plasmides retenus dans la membrane.
J'ai appliqué ce protocole ainsi que celui du kit A&A Biotechnology afin d’extraire des
plasmides pUC19 de D. dadantii (Fig. 3.4).
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FIGURE 3.4 - Electrophorese sur gel d’agarose 1% de plasmides pUC19 extraits de D. dadantii avec
les kits QIAprep Miniprep de Qiagen et Plasmide Mini de A&A Biotechnology. Le volume déposé
dans chaque puit étant identique, ce gel montre la supériorité du rendement obtenu avec le kit
Qiagen en comparaison a celui obtenu avec le kit A&A Biotechnology.

Le rendement obtenu avec le kit Qiagen étant supérieur a celui obtenu avec le kit A&A
Biotechnology, j’ai ensuite souhaité 1’optimiser, tout en testant un troisieme kit : le kit
Miniprep GenElute Plasmid de Sigma-Aldrich. J’ai notamment testé en doublant les
volumes de tampons, en ajoutant 4 minutes d’incubation apreés 1’ajout du tampon de lyse
et en ajoutant de I'EDTA ou de la RNaseA a la fin de 1'extraction (Tableau 3.1).

TABLEAU 3.1 — Concentrations en plasmides pUC19 extraits de D. dadantii selon le kit et le protocole
utilisés.

Kit Volume Temps Traitement  Concentration
utilisé tampons incubation ajouté plasmide (ng/pL)
Qiagen 1x 10-20 s 215
Qiagen 2X 10-20 s 56
Qiagen 1x 4 min 97
Qiagen 2x 4 min 72
Qiagen 1x 10-20 s EDTA 119
Qiagen 1x 10-20 s RNaseA 67
Sigma 1x 10-20 s 74
Sigma 2X 10-20 s 28
Sigma 1x 4 min 46
Sigma 2x 4 min 28
Sigma 1x 10-20 s EDTA 60
Sigma 1x 10-20 s RNaseA 60

Les concentrations obtenues (Tableau 3.1) indiquent que le kit Qiagen permet d’obtenir les
meilleurs rendements, en particulier en respectant les volumes de tampons indiqués dans

le protocole et en limitant le temps d’incubation avec le tampon de lyse.
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Une fois cette extraction réalisée, 1’étape suivante du protocole de calibration, c’est a
dire la digestion des plasmides par EcoRI, peut étre réalisée. En réalisant cette digestion,
jai découvert que mes plasmides se dégradaient fortement. Cette dégradation étant
probablement due a la présence de nucléases, j’ai di réaliser de nouveaux tests sur le
protocole d’extraction des plasmides afin d’éliminer ces nucléases. Pour cela, j'ai testé 3
alternatives. La premiére est 1’ajout d"un traitement avec du mélange chloroforme-alcool
phénolique-alcool isoamylique a la suite de I'élution. La seconde est I’ajout d"une étape de
nettoyage avec le tampon fourni (PB) a la suite du premier nettoyage recommandé dans le
protocole. La troisieme est 1’ajout de ce méme nettoyage en utilisant une nouvelle colonne
de purification, de préférence juste avant la réalisation de la digestion. Cette dernieére
méthode a permis d’optimiser ’élimination des nucléases et ainsi la pureté de I’extraction
(Fig. 3.5).

Mw P/CI 1+1PB 2PB
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FIGURE 3.5 — Electrophorése sur gel d’agarose 1% de plasmides pUC19 extraits de D. dadantii avec
le kit QIAprep Miniprep de Qiagen puis digérés par EcoRI selon le protocole de lavage effectué a la
fin de 'extraction. P/Cl indique les plasmides purifiés au phénol-chloroforme. 1+1PB indique les
plasmides lavés une seconde fois avec le tampon de lavage PB sur une nouvelle colonne, juste avant
la digestion. 2PB indique les plasmides lavés deux fois a la suite avec le tampon PB, sans changer
de colonne. Le volume déposé dans chaque puit étant identique, ce gel montre que le traitement
avec deux colonnes et deux lavages (1+1PB) permet d’améliorer la qualité de I'extraction.

En résumé, afin d’obtenir des concentrations et des puretés suffisantes lors des extractions
d’un plasmide a haut nombre de copies chez D. dadantii en phase exponentielle, 24 mL
de culture doivent étre centrifugées puis le kit QIAprep Miniprep de Qiagen peut étre
utilisé. Afin de minimiser les dégradations de 1’ADN, il semble souhaitable de réaliser
les modifications suivantes par rapport au protocole du fournisseur : (1) effectuer les
centrifugations a 4°C, (2) limiter le nombre d’extractions simultanées a deux extractions
afin de diminuer les temps d’incubation et (3) réitérer les étapes de lavage, en utilisant une

nouvelle colonne de purification, juste avant 1"utilisation du plasmide extrait.
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Résultat de la calibration de la quantité en TMP

Une fois le protocole d’extraction des plasmides de D. dadantii mis au point, j'ai réalisé
la calibration de la concentration en TMP permettant 1’étude du SC local en suivant la
méthodologie présentée précédemment. J’ai donc traité des cultures bactériennes avec
différentes quantités de TMP puis j’ai extrait, linéarisé par digestion par EcoRI et enfin
dénaturé les plasmides. Suite a cette dénaturation, seuls les plasmides pontés par le TMP
sont sous forme double brin tandis que les autres plasmides sont sous forme simple
brin. Comme on peut le voir sur la Figure 3.6, jusqu’a 4 ng de TMP par mL de culture,
plus la concentration en TMP utilisée pour le traitement est élevée, plus la proportion
de plasmides sous forme double brin est élevée. Au dela de 4 pg/mL, la proportion de
plasmides sous forme double brin ne semble plus augmenter, indiquant une possible
saturation en TMP. Il est essentiel de se placer en dessous de ce seuil de saturation afin
d’obtenir une gamme d’intercalation selon le niveau de SC local le long du chromosome.

Une concentration de 1.5 ou 2 pg/mL semble permettre cette étude.

TMP (pg/mL)
0 05 1 2 4 6 8
before P R dsDNA
denaturation : '
after . o o
denaturation : P - — ssDNA
%

sona | 53 | 225|224 | 288 32.1| 304|350

o/D
ssDNA

947 | 775|776 | 71.2 | 67.9 | 69.6 | 65.0

FIGURE 3.6 — Electrophorése sur gel d’agarose 1% de plasmides pUC19 extraits de D. dadantii apres
le traitement des cultures avec différentes concentrations de TMP. Les plasmides extraits ont été
digérés puis déposés sur gel avant (gel supérieur) et apres (gel inférieur) leur dénaturation par
choc thermique. Les plasmides sous forme simple brin (ssDNA) migrent plus rapidement donc
plus loin que les plasmides sous forme double brin (dsDNA). Le tableau indique le proportion de
plasmides sous chaque forme apres dénaturation.
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3.2.3 Comparaison des protocoles de cartographie

En mars 2022, Visser et al. ont publié la cartographie du SC local de E. coli obtenue grace a
une méthode reposant également sur l'intercalation du psoralen dans les régions d’ADN
surenroulées négativement. Leur protocole, bien que reposant sur le méme intercalant
que la méthode de M. Glinkowska, différe dans un grand nombre d’étapes puisque les
sites pontés par cet intercalant sont localisés a ’aide du marquage a la biotine du psoralen
(Fig. 3.7), tandis que, dans le protocole de M. Glinkowska, ces sites sont identifiés grace a

I'étape de digestion par les exonucléases.

A
/%»m-& Biotinylated psoralen
¢ /.

l, UV crosslink  Overwound Underwound
(pos SC) (neg SC)

l Fragment
‘Affinity-purify (AP) psoralen-bound DNA

Input

1 Deep sequencing

14 : ll 100 kb 11mb

0.7 4
0L ~ (o = -0.06)

o Wt v

-1.4 More pos

w

More neg
A

Psoralen binding
(log, AP/ Input)

FIGURE 3.7 — La mesure du SC local par Psora-Seq. (A) Schématisation du protocole mis au
point par Visser et al.. Les cultures bactériennes sont traitées avec du psoralen biotinylé qui se lie
préférentiellement dans les régions surenroulées négativement. Les cultures sont ensuite soumises
aux UV afin de créer des pontages entre les brins d’ADN via le TMP. L’ADN est ensuite extrait
puis fragmenté. Les fragments contenant du TMP biotinylé peuvent étre sélectionnés grace a
leur affinité pour la streptavidine. Les fragments sélectionnés ainsi qu'une banque de fragments
non sélectionnés sont ensuite séquencés afin de comparer les échantillons avec sélection (AP) et
sans sélection (input). (B) Profil de liaison du psoralen le long du génome de E. coli en phase
exponentielle. Ce profil est obtenu en dénombrant les lectures par kb dans ’échantillon avec
sélection (AP) et dans 1’échantillon sans sélection (input) puis en calculant le log> du ratio entre ces
deux dénombrements. Figure issue de [183].

Dans leur protocole, Visser et al. ont fragmenté I’ADN par sonication pour obtenir des

fragments de 500 pb environ puis ils ont réalisé une purification par affinité des fragments
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avec intercalation de psoralen biotinylé sur des billes magnétiques couplées a de la strep-
tavidine. La biotine ayant une grande affinité pour la streptavidine, seuls les fragments
pontés sont retenus par ces billes. Apres lavage, les fragments retenus sont dissociés des
billes dans une solution de formamide déionisé chauffée a 95°C. Ce dernier traitement
a également été effectué sur une solution contenant I’ensemble des fragments (sans la
sélection par affinité) afin d’avoir un contréle (input). L'ensemble des échantillons ainsi

préparés ont ensuite été séquencés [183].

La cartographie publiée par Visser et al. a permis de partager une premiére méthode et
des premieres données ouvrant la porte a I'approfondissement des nombreuses données
de transcriptomique disponibles. Plutdt que de poursuivre la calibration de la méthode
de M. Glinkowska pour pouvoir l'appliquer sur D. dadantii, nous avons donc décidé
d’exploiter dans un premier temps les données publiées par Visser et al.. Cette analyse
nous permettra notamment d’évaluer la pertinence de cette méthodologie afin de choisir
a terme la méthode la plus adéquate pour la cartographie du SC local de D. dadantii.
D’un point de vue technique, le principal avantage apparent de la méthodologie de Visser
et al. semble étre 'amélioration de la sélection des fragments pontés grace a la biotine.
L'inconvénient par rapport a la méthode proposée par M. Glinkowska est la résolution car
les sites précis de liaisons du TMP au sein des fragments de 500 pb n’est pas identifiée.
De plus, il est important de noter que l'intensité du signal détecté avec la méthode de
Visser et al. est faible. Pas moins de 6 réplicats ont été nécessaires pour obtenir un signal
distinguable du bruit de fond.
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3.3 Analyse des cartographies du SC local obtenues par
GapR-Seq et Psora-Seq

La topol et la gyrase ayant respectivement plus d’affinité pour les régions SC- et SC+,
I’étude du profil de fixation de ces topoisomérases avec le package GRATIOSA nous a
permis de réaliser des premiéres analyses du SC local (voir la section 3.1.5). La fiabilité de
ces données est cependant limitée par les autres parametres pouvant influencer l'affinité
des topoisomérases. Il est donc utile de comparer ces cartographies du SC a celles obtenues
par d’autres méthodes. Pour ce faire, j’ai complété mon analyse du niveau de SC local du
chromosome de E. coli avec les données de Psora-Seq et de GapR-Seq publiées respecti-
vement par Visser et al. [183] et Guo et al. [182]. La méthode GapR-Seq a été présentée au
Chapitre 1, section 1.5.2 (a partir de la page 51).

3.3.1 Matériels et méthodes
Traitement des données brutes avec des outils standards

Les données de Psora-Seq sont disponibles sur NCBI Sequence Read Archive, avec la réfé-
rence PRINA805241. J'ai utilisé les réplicats SRR17974445, SRR17974447, SRR17974449,
SRR17974481 et SRR17974483 pour les fragments sans sélection (mock) associés aux ré-
plicats SRR17974444, SRR17974446, SRR17974448, SRR17974480 et SRR17974482 pour les
fragments sélectionnés par affinité a la streptavidine (pull-down) (voir protocole présenté
au paragraphe 3.2.3, en page 132). Les données GapR-Seq sont accessibles sur NCBI Gene
Expression Omnibus, avec la référence GSE152882. J’ai utilisé les réplicats SRR12057816 et
SRR12057817 en mock et SRR12057818, SRR12057819 et SRR12057820 en pull-down. Aprés
avoir vérifié la qualité des données avec l'outil FastQC, jai effectué 'alignement des
lectures sur le génome de référence de E. coli MG1655 (NC_000913) avec Bowtie2 [116].
Les alignements sont ensuite convertis en couverture avec bamCoverage, en choisissant
la normalisation par RPKM [258]. Enfin, les log2 des ratios entre les couvertures mock
et pull-down sont calculés aprées avoir normalisé chacune des deux couvertures par leur

couverture moyenne.

Les données d’expression utilisées ont été publiées avec les données de GapR-Seq et ont
pour référence SRR12057814 [182]. Ces données ont été alignées sur le méme génome de
référence avec tophat2 puis les FPKM ont été calculés avec Cufflinks.

Analyse des données pré-traitées avec le package GRATIOSA

Pour faciliter ’analyse des données de cartographie du SC local obtenues par GapR-Seq et
Psora-Seq, j’ai utilisé le package GRATIOSA. J’ai pour cela créé un objet Genome auquel j’ai
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attribué la séquence, un objet Transcriptome auquel j'ai attribué les données d’expression et
un objet Chipseq sur lequel j’ai chargé les données de GapR-Seq et de Psora-Seq.

Une fois les données chargées en attributs des différents objets, j’ai aisément pu appliquer
différentes fonctions du package afin de les analyser simultanément. Dans un premier
temps, j’ai utilisé les données d’expression pour classifier les TUs, a 1’aide de la fonction de
classification. Dans un second temps, j'ai utilisé les méthodes associées a la classe Chipseq
pour traiter les signaux. J’ai tout d’abord lissé les signaux sur des fenétres glissantes de 500
b. J’ai ensuite calculé, pour chaque position, la moyenne des signaux lissés des différents
réplicats. En parallele, j'ai calculé, a partir de la séquence, le contenu en AT le long du
génome et j’ai également traité ce contenu comme un signal, en le lissant sur des fenétres
glissantes de 500 b également.

3.3.2 Résultats

L’analyse des signaux de fixation des topol et de gyrase autour des TUs a mis en avant la
fixation préférentielle de la topol en amont et de la gyrase en aval des TUs (voir article
en section 3.1.5). Cette fixation, conforme au modele du Twin supercoiled-domain, semble
indiquer un niveau local davantage SC- en amont et SC+ en aval des TUs, particulierement
lorsque ces TUs sont tres exprimées. Pour reproduire cette analyse, j’ai tracé les signaux de
GapR-Seq et de Psora-Seq de 10 kb en amont du site de début de transcription jusqu’a 10 kb
en aval du site de fin de transcription, en classifiant les TUs selon leur niveau d’expression
(Fig. 3.8).

Le signal obtenu avec le Psora-Seq (Fig. 3.8, partie haute) montre une différence entre le
niveau de SC en amont et en aval des 800 TUs les plus exprimées. En effet, peu de psoralen
semble s’étre intercalé dans les 10 kb en aval des sites de fin de transcription de ces genes,
ce qui indique une région moins surenroulée négativement. Le plus marquant sur ces
courbes sont les pics de psoralen au niveau des sites de début et de fin de transcription.
Ces pics ne semblent cependant pas étre dus a la transcription mais plutdt a la préférence
de I'intercalation du psoralen dans les régions riches en AT puisque ces pics coincident
parfaitement avec le signal du contenu en AT (Fig. 3.8, partie basse), ce qui est cohérent
avec le pontage préférentiel du psoralen avec les thymines (voir Chapitre 1, section 1.5.2).

Le signal obtenu par GapR-Seq (Fig. 3.8, partie intermédiaire), est plus hétérogene selon
la catégorie d’expression. Pour les 200 TUs les plus exprimées (courbe bleue), une nette
diminution est visible sur les 10 kb en amont des TUs. Cette faible présence indique un
enrichissement en SC- en amont de ces TUs. Sur cette méme courbe, un enrichissement en
GapR est visible sur environ 2 kb en aval du TU. Cet enrichissement est visible sur une
plus longue distance (7 kb environ) pour les 200 TUs classifiées a la suite (courbe bleue
claire). Ces enrichissements pourraient indiquer une région riche en SC+ en aval des 400
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TUs les plus exprimées. Le profil de SC local obtenu par GapR-Seq semble cependant
également étre biaisé du fait de 'encombrement stérique provoqué par ’ARNP. En effet,
au sein de la TU, il semblerait que plus le niveau d’expression de cette TU est élevé, plus
le signal de GapR est faible. Cette tendance pourrait signifier une diminution en SC+ au
sein des TUs les plus exprimées mais cette déplétion peut également étre due a la présence
fréquente de ’ARNP dans cette région. Il est probable que GapR ne parvienne pas a se
tixer dans une région encombrée par I’ARNP ou que la fixation de I’ARNP conduise a la
dissociation de GapR de I’ADN.
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FIGURE 3.8 — Signaux de Psora-Seq [183], GapR-Seq [182] et du contenu en AT autour des TUs de
E. coli. Les signaux de Psora-Seq et GapR-Seq sont les log2 des ratios entre les couvertures obtenues
apres sélections des fragments (Pull-down, Pd) et des couvertures sans sélection (Mock). Les TUs
ont été classifiées selon leur niveau d’expression, avec 200 TUs par catégorie pour les TUs les plus
exprimées (Highly Expressed Transcription Units, HETUs) et avec une catégorie (rouge) contenant
tous les autres TUs. Le diagramme a barres en haut a droite indique le niveau moyen d’expression
de chaque catégorie. TU; et TU, indiquent les sites de début et de fin de transcription

En conclusion, les différences de fixation du psoralen et de GapR autour des TUs les plus
exprimées indiquent qu’il semble y avoir davantage de SC- en amont et de SC+ en aval de
ces TUs. Un déséquilibre de SC semble donc étre créé lors du processus de transcription,
conformément au modeéle de Twin-supercoiled domain. 11 semble difficile d’approfondir
davantage ’analyse de ces signaux a cause des biais liés a la séquence et a I'encombrement
stérique.
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3.4 Etude de la topologie du chromosome de D. dadantii
par Hi-C.

Pour étudier les interactions au sein du chromosome, le Hi-C est la méthode permettant
d’obtenir la meilleure résolution. Nous avons donc décidé d’utiliser cette méthodologie

sur D. dadantii pour obtenir la premiére carte de contact d"une bactérie phytopathogene.

3.4.1 Matériels et méthodes
Préparation des échantillons

Afin d’appliquer la méthode Hi-C (présentée au Chapitre 1, section 1.1.5, page 11), une
culture de D. dadantii en milieu minimum M63 supplémenté de 0,2% de saccharose en
phase exponentielle a été centrifugée, lysée avec le Precellys Evolution puis traitée avec
le kit Arima-HiC Kit. Pour la fragmentation du chromosome, les enzymes Hinfl, Sau3Al
ont été utilisés pour les 3 premiers réplicats puis une enzyme supplémentaire, MluClI,
a été ajoutée pour les 2 derniers réplicats. Les échantillons ont ensuite été purifiés avec
le kit AMPure XP Beckman. Les étapes de préparation au séquengage (fragmentation
supplémentaire, amplification PCR, préparation des libraires avec le kit Colibri) et le

séquencage Illumina ont été réalisés par I'entreprise Seqalis.

Traitement des données brutes

Pour le traitement des données brutes, j'ai utilisé deux pipelines développés par Matthey-
Doret et al. : hicstuff [259] et chromosight [260].

Le pipeline hicstuff (1) effectue I'alignement des lectures sur le génome, en faisant appel
a Bowtie2, (2) identifie les paires de lectures, (3) associe chaque lecture a un fragment de
restriction en prenant en compte les enzymes de restriction utilisées, (4) peut filtrer les
paires problématiques issues de religations ou d’erreur de digestion par exemple, et (5)
génere une matrice en comptant le nombre d’occurrences de chaque paire de fragments de
restriction [259]. hicstuff propose également une normalisation afin de notamment prendre
en compte la longueur des fragments de restriction et le contenu en AT. La résolution de la

matrice générée peut également étre modifiée en choisissant une taille de bin.

A partir de ces matrices, le pipeline chromosight peut étre utilisé. Ce pipeline permet de
détecter des motifs sur les matrices, notamment les boucles (loops) et les frontieres entre
les domaines topologiques (borders) tels que présentés sur la Figure 3.9. Les coordonnées
d’une boucle (encadrée en vert sur la Figure 3.9) sont les positions des deux fragments

en contact a la base de la boucle. La boucle apparait comme un point de forte intensité
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sur la matrice de contact (Fig. 3.9 A et C). Une frontiere a une unique position, celle de
la séparation entre deux domaines topologiques (i.e. deux régions présentant un grand
nombre d’interactions au sein de la région). Sur la matrice, un domaine topologique prend
la forme d’un carré de forte intensité autour de la diagonale centrale (voir TAD sur la Fig.
3.9 A). La frontiére est donc identifiable a la jonction de deux carrés de fortes intensités
(Fig. 3.9 A et D). Ainsi, pour détecter les boucles et les frontieres, le pipeline compare
chaque position de la matrice a des motifs de référence représentant distinctement une
boucle ou une frontiére. Le pipeline produit alors un coefficient de corrélation représentant

la similarité entre le motif de référence et le motif observé sur la matrice.

A  Compartment TAD B compartment C Loop

Interactions  Loop Interactions TAD Loop
| 1
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FIGURE 3.9 - Les motifs détectables sur une matrice de contact obtenue par Hi-C, en particulier
les boucles (loops) et les frontieres entre domaines topologiques (borders) respectivement encadrés
en vert et en bleu. (A) Schématisation d'une carte de contact. La probabilité de contact de chaque
paire de positions est représentée avec l'intensité de la couleur rouge. Plus la probabilité est élevée,
plus le rouge est intense. Les domaines topologiques TADs sont des régions riches en contacts, ce
qui se traduit par un carré rouge intense le long de la diagonale. Les boucles (Loop) sont des pics
d’intensité. Les carrés de grande intensité distants de la diagonale représentent des interactions
liées a la compartimentation du chromosome. (B) Schématisation du repliement du chromosome
avec les domaines topologiques, les boucles et les interactions liées a la compartimentation. (C) et
(D) Extraits de matrice de contacts représentant une boucle (C) ou une frontiere (D) et les motifs
modeles recherchés par I'outil Chromosight. Figures issues de [261, 260]

A partir des données de séquengage obtenues pour D. dadantii, j’ai pu générer une carte de
contacts avec une résolution de 2 kb pour chacun des 5 réplicats. J’ai ensuite détecté les
boucles et les frontieres avec un seuil de corrélation de Pearson avec le motif de référence

de 0,5 pour les frontieres et 0,3 pour les boucles.

Les fichiers générés par Chromosight sont au format .tsv et contiennent une ligne par boucle
ou par frontiére. Les différentes colonnes représentent les coordonnées (deux colonnes

dans le cas des boucles, une colonne dans le cas des frontiéres) ainsi que des scores de
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corrélation et des valeurs-p. Ces fichiers peuvent étre importés avec le package GRATIOSA

afin d’intégrer ces coordonnées dans les analyses proposées par le package.

3.4.2 Les résultats préliminaires
Les frontiéres et les boucles détectées

Chromosight a identifié un grand nombre de boucles et de frontieres (Tableau 3.2, Fig. 3.10
A et B) dans chacun des réplicats. Afin d’améliorer la précision de ces détections, j'ai
comparé les positions trouvées dans chacun de ces réplicats et je n'ai conservé que celles
communes & minimum trois réplicats, en acceptant un écart de 2 kb. J’ai ainsi sélectionné

52 frontiéres et 81 boucles.

TABLEAU 3.2 — Nombre de frontieres et de boucles détectées dans le chromosome de D. dadantii
par réplicat.

Réplicat Nombre de Nombre de
frontieres boucles

Jan21.1 53 106
Avr21.1 60 129
Avr21.2 44 71

Nov22.1 65 171
Nov22.2 67 192

borders

320 340 360 380 4530 4550 4570 4590
Genomic position (kb) Genomic position (kb)

FIGURE 3.10 — Extraits d’une carte de contact de D. dadantii dans laquelle des frontiéres (A)
ou des boucles (B) ont été détectées par Chromosight. Les points roses indiquent les positions
des frontieres et les lignes pointillées blanches mettent en avant les domaines. Les cercles bleus
indiquent les boucles et la ligne grise pointillée indique les interactions du gene putP, qui code
pour un transporteur localisé dans la membrane interne des cellules.

Cette thése est accessible a I'adresse : https://theses.insa-lyon.fr/publication/2023ISAL0091/these.pdf
© [M. Pineaul], [2023], INSA Lyon, tous droits réservés



140 Chapitre 3. Etude de I'expression du génome bactérien selon son
organisation spatiale avec le package GRATIOSA

Etude du niveau d’expression des génes proches des motifs identifiés

Des études précédemment réalisées chez Caulobacter crescentus, B. subtilis et E. coli ont mis
en avant une corrélation entre la forte expression des genes et la présence de frontieres
entre les domaines topologiques [59, 60, 57]. A I'aide du package GRATIOSA et de données
d’expression précédemment publiées [34], j’ai analysé le niveau d’expression des genes
situés au niveau des frontiéres et des boucles identifiées chez D. dadantii. ]’ai alors observé
que les frontieres entre les domaines de D. dadantii sont également enrichies en genes
fortement exprimés et que cet enrichissement est encore plus important au niveau des
boucles (Fig. 3.11). Ces observations suggeérent que les contraintes topologiques associées
a l'expression des geénes peuvent étre liées a la formation de structures 3D ou, a I'inverse,

que ces structures peuvent impacter 1’expression des genes.
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FIGURE 3.11 — Niveau moyen d’expression des genes selon leur proximité a 1'un, l’autre, les deux
ou aucun des motifs analysés (frontiere en rose, boucle en bleu). Les barres d’erreurs représentent
lI'intervalle de confiance a 95%.

Etude du mécanisme de transertion et de son impact sur la topologie du chromosome

Une hypothese de longue date postule que les genes trés exprimés codant pour des
protéines membranaires sont localisés pres de la membrane, permettant ainsi un couplage
efficace transcription-traduction-insertion dans la membrane (Fig. 3.12) [262].

Ce mécanisme, nommé transertion, a été testé expérimentalement chez E. coli, en induisant
I'expression de protéines membranaires et en observant le positionnement des geénes
par microscopie fluorescente. Libby et al. ont ainsi observé le repositionnement de ces
génes proches de la membrane [263]. Une telle contrainte mécanique pourrait contribuer a

'organisation et a la régulation du chromosome bactérien.

D. dadantii est une bactérie phytopathogene qui interagit fortement avec son environnement

extérieur et possede donc de multiples systemes de sécrétion, notamment pour la sécrétion
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des facteurs de virulence [27]. Cette bactérie est donc un modele pertinent pour 'étude du

mécanisme de transertion et de son impact sur la conformation du chromosome.
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FIGURE 3.12 - (A) Schématisation de I’hypothese de la transertion : couplage de la transcription,
de la traduction et de 'insertion des protéines dans la membrane. Schéma issu de [264].

(B) Enrichissement en genes proches des boucles parmi les genes associés au terme GO membrane
protein complex. Le terme GO cytoplasm est ici un contrdle négatif. Les proportions au sein des
catégories GO peuvent étre comparées a la moyenne génomique indiquée avec la ligne pointillée
orange. Cette ligne indique la proportion de genes du génome qui sont considérés comme proches
des boucles. Les barres d’erreur indiquent l'intervalle de confiance a 95%. Figure générée avec le
package GRATIOSA.

Nous avons donc souhaité tester si les génes codant pour des protéines membranaires
étaient impliqués dans la formation des boucles. Pour ce faire, nous avons utilisé ’annota-
tion, fournie par Gene Ontology (GO) [119], de la localisation cellulaire de l’activité des
protéines codées par chaque gene (cellular component). J’ai alors constaté un enrichissement
significatif en genes situés a proximité des boucles (i.e. situés proches de I'une des deux
extrémités en contact de la boucle) parmi les genes codant pour des protéines appartenant
a des complexe protéiques membranaires (Fig. 3.12B). Cet enrichissement suggere que le
processus de transertion pourrait contribuer a 1’organisation du chromosome en créant des
barrieres topologiques qui perturbent la diffusion des supertours et induisent la formation
de boucles. En revanche, je n’ai pas constaté d’enrichissement pour les genes situés a
proximité des frontieres entre les domaines topologiques.
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Chapitre 4

Discussion et perspectives

Le SC est un mécanisme omniprésent dans le chromosome. Il impacte sa structure, a
I’échelle de la paire de base et jusqu’a la conformation globale du chromosome. Depuis
plus de 50 ans, des simulations biophysiques ainsi que des expériences in vitro et in vivo,
sont réalisées afin de mieux caractériser 1’organisation du chromosome et le role de cette
structure dans les processus biologiques tels que la réplication et la transcription [265,
266, 163, 62]. Malgré ces années d’étude, de nombreuses questions persistent. Pendant ma
these, j’ai taché d’apporter quelques réponses a certaines d’entre elles. Comment le SC
est-il réparti le long du chromosome ? Quels sont les genes affectés par les variations de
SC? Quel role joue le SC dans la virulence de la bactérie phytopathogéne D. dadantii?

4.1 L'organisation du chromosome bactérien

Les analyses a différentes échelles du chromosome bactérien ont précédemment mis en
évidence son organisation en macrodomaines d’environ 1 Mpb [53, 54], en CIDs d’environ
10% - 10° pb [57, 60] et sa compaction a plus petite échelle par I'action conjointe du SC, des
NAPs et des protéines SMC [145, 68, 77] (voir Chapitre 1 section 1.1.5, a partir de la page
8).

Jusqu’a récemment, les méthodes de mesure du SC permettaient uniquement d’avoir
une mesure globale du niveau de SC [146] alors qu’il était connu que ce niveau est
hétérogene le long du chromosome [181]. Le récent développement de méthodes de
cartographie du SC local [182, 183] est donc une étape clée pour I'étude de I'organisation
du chromosome par le SC. Dans le Chapitre 3 j’ai exploité ces nouvelles méthodologies et
données publiées chez E.coli [182, 183, 197, 191] en utilisant le package Python GRATIOSA
que nous avons développé pour faciliter les analyses statistiques de 1'organisation du
chromosome bactérien et de son lien avec la transcription. Les données de ChIP-Seq
de la topol et de la gyrase [197, 191] ainsi que les données de cartographie du SC local
obtenues par GapR-Seq [182] et Psora-Seq [183], nous ont permis d’observer les Twin-
supercoiled domains [181], avec un enrichissement en SC- et en SC+ a une échelle de 10 kb
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respectivement en amont et en aval des TUs les plus transcrites. Malgré ces observations
encourageantes, il est important de noter que les méthodes actuelles de cartographie du SC
local ne refletent qu'une vision statique d"un groupe de cellules. Au sein de chaque cellule,
le SC est dynamique, avec des torsions qui peuvent se transformer en vrillages et vice-versa
[85]. Ces vrillages et torsions ne sont pas détectés séparément avec les méthodes actuelles
de cartographie. Le Psora-Seq par exemple indique uniquement le niveau de torsions [183].
I sera donc essentiel de combiner les cartographies obtenues avec différentes méthodes
afin d’obtenir une cartographie plus précise du SC local, méme si celle-ci restera une vue
d’ensemble d’un groupe de cellules. En ce qui concerne le Psora-Seq, il est dés a présent
possible d’améliorer la méthodologie en ajoutant un contrdle supplémentaire avec de
I’ADN fragmenté avant l'intercalation du psoralen. Ce controle permettrait d’évaluer le
taux d’intercalation de psoralen dépendant uniquement de la séquence, dont son contenu
en AT, et non du niveau de SC.

Une autre piste enthousiasmante ouverte avec les cartographies du SC local est I'étude du
lien entre SC et NAPs. Les NAPs sont présentes en abondance dans la cellule et impactent
la structure du chromosome mais leur réle sur le SC est encore mal caractérisé. Des
études avec des molécules d’ADN uniques tenues par des pinces magnétiques ont mis en
évidence I'impact de certaines NAPs, dont H-NS et HU, sur le SC [267, 268]. Une méthode
de simulation développée par Dahlke et al. a également indiqué que les courbures induites
par la fixation de FIS favorisent énergétiquement la formation de supertours [269]. Les
NAPs semblent donc pouvoir affecter significativement le niveau local de SC et il semble
probable que le niveau de SC affecte également l’affinité des NAPs. Cette corrélation
pourra étre étudiée in vivo en combinant les cartographies du SC local avec les données
ChIP-Seq de NAPs déja disponibles, dont celles obtenues pour H-NS, HU et Fis chez E. coli
[270, 271]. Ces analyses pourront aisément étre réalisées a 1'aide du package GRATIOSA.
En important les positions des pics de fixation des NAPs, il sera par exemple possible
d’analyser le niveau de SC local autour des ces pics afin d’obtenir des informations sur

I'impact du SC local sur la fixation des NAPs ou vice-versa.

En analysant les données de ChIP-Seq de gyrase nous avons également observé une
organisation a plus grande échelle avec une corrélation du signal jusqu’a 100-200 kb.
Cette corrélation, de taille cohérente avec celle des domaines identifiés par Lioy et al. [57]
avec la technologie Hi-C, pourrait correspondre a une échelle de compaction peu étudiée
jusqu’a présent et qu’il serait intéressant d’approfondir. Pour combiner 1'ensemble des
informations apportées par les cartes Hi-C avec les nouvelles données de ChIP-Seq, afin
notamment d’étudier cette échelle d’organisation du chromosome, il serait utile de faire
évoluer le package GRATIOSA. En effet, ce package ne permet actuellement d’intégrer
que des données 1D, c’est a dire des données par position génomique. L'intégration de
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4.1. L'organisation du chromosome bactérien 145

données 3D serait une évolution pertinente de ce package afin de prendre en compte
des données d’interactions spatiales entre des régions distinctes du chromosome, telles
que celles fournies dans les cartes de contacts obtenues par Hi-C. Pour ce faire, il serait
utile dans un premier temps de créer un nouvel attribut dans la classe hic qui indiquerait,
pour chaque position, les données quantitatives sur les interactions avec chaque autre
position du chromosome. Cet attribut correspondrait a la matrice de contacts Hi-C. La
normalisation de ces matrices ne serait pas intégrée au package car elle peut étre réalisée
avec des outils aboutis tels que hicstuff [259], cependant le package pourrait permettre de
combiner les réplicats de ces matrices en calculant par exemple, pour chaque interaction, la
moyenne entre les réplicats. Le package pourra également déterminer la valeur moyenne
d’interaction entre les génes annotés. En combinant ces données avec des données de type
ChIP-Seq, il serait également possible d’étudier les interactions spatiales entre les régions
ciblées par une méme ou par plusieurs protéines étudiées par ChIP-Seq. Ce type d’analyse
permettra de combiner les données de ChIP-Seq des topoisomérases avec les données de
Hi-C et pourra également permettre de confronter le profil de fixation des NAPs a ces
mémes données de Hi-C.

L’intégration des données de Hi-C dans le package GRATIOSA serait d’autant plus per-
tinente que de nombreuses données de Hi-C ont été collectées par mon équipe chez D.
dadantii afin d’identifier les interactions au sein de son chromosome lorsque la bactérie est
soumise a différents stress, dont ceux rencontrés lors du processus d’infection des plantes.
L’analyse préliminaire de ces données de Hi-C a révélé que le niveau d’expression des
genes est 1ié a la formation de structures 3D dont les domaines et les boucles. De plus, nous
avons remarqué que les genes codant pour des protéines membranaires sont davantage
situés au niveau des extrémités des boucles formées par le chromosome. Cette observation
pourrait étre liée au positionnement des génes trés exprimés codant pour des protéines
membranaires pres de la membrane (mécanisme de transertion [262]). Ce positionnement
des genes a été observé par microscopie chez E. coli, en induisant I'expression de protéines
membranaires [263]. Il a également été montré, avec une construction sur plasmide, que
I'ancrage a la membrane constitue une barriere de diffusion des supertours et peut ainsi
affecter I'expression des génes autour de cette barriére [272]. Ainsi, il semble possible que
le mécanisme de transertion, avec le positionnement des genes codant pour les protéines
membranaires, provoque une accumulation de SC au niveau de cet ancrage et que cette
accumulation conduise a la création de structures observables avec la méthodologie Hi-C.
Afin de tester I'hypothese selon laquelle 'ancrage des génes a la membrane provoque
I'apparition de ces structures, des constructions génétiques seront réalisées par mon équipe
pour ancrer artificiellement des régions du chromosome a la membrane. La technique
Hi-C sera ensuite appliquée a ces bactéries génétiquement modifiées afin d’observer les

éventuelles structures formées dans le chromosome suite a ces ancrages. Il sera pertinent
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de réaliser différentes constructions avec des ancrages permettant de tester I'impact du
niveau d’expression et de 'orientation des genes situés autour de ces points d’ancrage.
Ces expérimentations seront financées par 1’Agence Nationale de la Recherche (ANR) qui

a accepté de soutenir ce projet suite a la présentation de nos résultats préliminaires.

Ainsi, grace au développement de nouvelles méthodes donc le Hi-C et les techniques
de cartographie du SC local, nos connaissances sur 1’organisation du chromosome se
précisent et se préciseront encore davantage dans les prochaines années. Mes analyses
des cartographies avec le package GRATIOSA ont notamment permis de confirmer la
présence in vivo des Twin-supercoiled domain dont l'intensité semble dépendre du niveau
d’expression des TUs. Il est donc certain que la transcription impacte le niveau local de SC
et il a également été montré que le SC impacte la transcription. Ce second point était au

coeur du Chapitre 2 de ma thése.

4.2 Larégulation des genes par le surenroulement de ’ADN

De précédentes études in vivo ont démontré que le SC est un régulateur global de I'expres-
sion des genes [161, 122, 162, 163, 62, 83], cependant ce mécanisme de régulation est encore
mal compris et la quasi absence de données sur la réponse des genes a une augmentation
du niveau de SC fait partie des limites a cette compréhension. J’ai donc analysé la réponse
transcriptionnelle de D. dadantii a une augmentation du niveau global de SC, obtenue grace
a un traitement novateur avec un inhibiteur de topol : la séconéolitsine (Chapitre 2). En
obtenant le premier transcriptome d’une bactérie a Gram négatif dont la topol est inhibée
par un antibiotique, nous rendons possible la comparaison des réponses transcriptonnelles
au relachement de ’ADN et a 'augmentation du niveau de SC. Notre étude a permis de
prouver que, quelle que soit la direction de cette variation, une modification du niveau de
SC affecte ’expression des genes de maniere globale et complexe et qu'il est donc essentiel
de prendre en compte ce mécanisme dans les études et les modeles de 1'expression du
génome bactérien. Dans notre article publié dans Nucleic Acids Research [255], nous avons
remis en question la notion de géne "sensible au SC". En effet, le SC régule un grand
nombre de génes mais la réponse d'un gene dépend notamment de la direction de la
variation de SC, du contexte génomique et du niveau d’expression du gene ainsi que de
I'état physiologique de la bactérie. Ainsi, I’expression d'un gene peut étre affectée par le

relachement de I’ADN mais pas par une augmentation de SC.

Un mécanisme qu’il serait intéressant d’approfondir suite a cette étude est I'impact de
'orientation des genes sur le SC local et sur la transcription de ces genes. Il a été montré

que des supertours négatifs s’accumulent en aval des genes activement transcrits [191],
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conformément au Twin-supercoiled domain [181] et en particulier entre les opérons diver-
gents [273]. Ce mécanisme, initialement identifié sur le promoteur leu de Salmonella enterica
[274], semble étre répandu dans le génome de D. dadantii puisque nous avons observé
que les genes situés entre des genes divergents sont significativement plus réprimés que
ceux situés entre des genes convergents. Nous nous y attendions puisque la topol est
nécessaire au retrait de cet excés de supertours négatifs. Etonnamment, le méme profil
de répression a été observé suite a 1'inhibition de la gyrase : les genes situés entre des
genes divergents sont davantage réprimés que ceux situés entre des genes convergents.
Ces observations permettent d’affirmer que 'activité locale des topoisomérases dépend de
l'orientation des génes, mais le profil d’expression obtenu avec I'inhibition de la gyrase
souleve des questions sur les mécanismes de régulation des supertours positifs en absence
de gyrase et sur I'impact réel de 'accumulation de ces supertours sur la transcription.
Un profil similaire avait été observé chez E. coli [62, 166] et il serait intéressant d’analyser
les réponses des genes observées chez d’autres organismes suite a I'inhibition de leur
gyrase [275,276] afin d’observer si ce profil est conservé. Le package GRATIOSA sera un
outil adéquat pour transposer cette méme analyse chez différents organismes. En effet,
les fichiers utilisés dans la BDD associée au package sont des fichiers standards d’anno-
tation ou de données expérimentales. Ainsi, un utilisateur souhaitant étudier un nouvel
organisme peut aisément trouver les fichiers d’annotation au bon format, importer ses
données expérimentales puis reproduire les analyses, en utilisant les mémes scripts. La

reproductibilité et la tracabilité de ces analyses sont des points forts de ce package.

Maintenant que des cartographies du SC local sont disponibles, les intégrer dans les études
transcriptomiques, a I'aide du package GRATIOSA, permettra de préciser grandement les
analyses de la régulation de la transcription par le SC. Lorsque des méthodes de carto-
graphie completes seront disponibles, il sera pertinent de les appliquer dans différentes
conditions de stress et chez différents organismes, dont D. dadantii, afin de pouvoir étudier
avec précision les variations locales du niveau de SC provoquées par ces stress et I'impact
sur la transcription de ces variations. En réalisant une cartographie du SC local apres
traitement a la séconéolitsine et a la novobiocine, il sera possible de savoir si les variations
de SC observées globalement affectent le chromosome de maniere homogene ou seulement
certaines régions. Dans ce second cas, il sera intéressant de savoir si les régions dont
le niveau de SC est particulierement affecté correspondent aux localisations des genes
différentiellement exprimés lors de ces traitements. En combinant ’ensemble des données
concernant I'impact du SC sur 'expression des genes il sera peut étre alors possible de
proposer un mécanisme de régulation transcriptionnelle par le SC bien plus précis que le
modeéle qualitatif proposé dans 'article présenté au Chapitre 2.
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4.3 Le role du surenroulement de I’ ADN dans la virulence

des Dickeya spp.

D. dadantii est une bactérie pertinente pour 'étude de l'effet du SC sur la régulation de la
transcription puisque ce mécanisme semble étre impliqué dans la régulation de la virulence
de cette bactérie phytopathogene. Notre étude avec I'inhibition de la topol a confirmé
que les variations de SC affectent I’expression des enzymes de dégradation des parois
cellulaires de végétaux, qui provoquent les symptdmes de la pourriture molle. Ces enzymes
sont également présentes chez les autres espéces du genre Dickeya, notamment D. solani et
D. dianthicola [277, 278] qui menacent actuellement les cultures agricoles européennes [30,
31]. Ces différentes especes phytopathogénes sont, similairement a D. dadantii, exposées a
des stress environnementaux pendant le processus infectieux. Il est vraisemblable que le
SC joue un role de senseur de ces stress et régule I'expression des facteurs de virulence
selon le contexte environnemental. Comment le SC de ces différentes bactéries varie-t-il
pendant les étapes de l'infection ? Quel effet ces variations de SC ont-elles sur 1'induction
des facteurs de virulence ? Pour étudier ce lien entre stress environnementaux, modification
du SC et induction des facteurs de virulence, il serait intéressant, d"une part, de mesurer le
niveau de SC des bactéries in planta lors des différentes étapes de I'infection et, d’autre part,
de réaliser des tests de virulence des différentes espéces du genre Dickeya en réponse a des
modifications de leur niveau de SC. Pour réaliser les tests en réponse a une augmentation
du niveau de SC, il sera cependant nécessaire de trouver un substitut a la séconéolitsine car
ses difficultés de solubilité ne permettent par de 1'utiliser dans des conditions reproduisant
le contexte de 'infection. En effet, la séconéolistine précipite lors des baisses de température
et des dilutions en milieu aqueux. Des recherches sont actuellement en cours au sein
de I'ICBMS afin d’identifier un composant, proche de la séconéolitsine, ayant la méme
faculté d’inhibition de la topol et une solubilité améliorée. Ce nouveau composant pourra
permettre de réaliser les tests de virulence avec les différentes bactéries afin d’étudier
I'impact des variations de SC sur leur virulence. Mieux comprendre les mécanismes de
régulation de la virulence de ces pathogenes pourrait, a terme, permettre d’élaborer de

nouveaux moyens de lutte contre ces menaces croissantes.
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