*QMi -H2 /2 H /BzG 2M+B iBOQM b2tm2HH?2

a+?BxQb ++? "QKv+2b TOQK#2 T "mM L MQI

H T QiaBM2 /2 HB BbQM " H6 L JKBI
Ji?B2m . M;:BM

hQ +Bi2 i?Bb p2 ' bBQM,

Ji?B2m . M;BMX *QMi ' =-H2 /2 H /BzG 2M+B iBQM b2tm2HH2 /2 H H2
T mM _LMQM@+Q/ Mi2i H T QiGBM2 /2 HB BbQM " H6 _L JKBRX "E
IMBp2 bBid :"2MQ#H2 HT2b- kyRdX 6> MT BbX LLh, kyRd:_1 oydN X |

> G A/, i2H@ykj3jd8y
2iiTh,ffi2HX “+?2Bp2b@Qmp2 i2bX7 fi2H@ ykj3]
am#KBii2/ QM k3 LQp kyRN

> G Bb KmHiB@/Bb+BTHBM v GOT24WB p2 Dmbp2 "i2 THm B/BbBIBTHBN
"+?Bp2 7Q i?72 /2TQbBi M/ /Bbb2KIBEBMBR MNQ@T™+B2® " H /BzmbBQM /2 /
2MiB}+ "2b2 "+?2 /Q+mK2Mib- r?2i?@+B2MMiB}2mM2b#/@ MBp2 m "2+?22 +?22- T
HBb?2/ Q° MQiX h?2 /IQ+mK2Mib MK VW+RK2Z2EF IQKHBbb2K2Mib /62Mb2B;M
i2 +?BM; M/ "2b2 "+? BMbiBimiBQWER BM?8 7M#M2I @b Qm (i~ M;2 b- /2b H
#Q /-Q 7 QK Tm#HB+ Q T ' Bp i2T2HRAB+B @2MT2BIpXib X



THESE

Pour obtenir le grade de

DOCTEUR DE LA COMMUNAUTE UNIVERSITE
GRENOBLE ALPES

Spécialité : CSV/Biochimie Biologie Moléculaire

Arrété ministériel : 25 mai 2016

Présentée par

Mathieu DANGIN

These dirigée par André VERDEL, directeur GIpTXLSH &156

préparée auseinde /TLQVWLWXW SRXU OTDYDQFpH G
dans I'Ecole Doctorale Chimie et Science du Vivant

Controéle de la difféerenciation sexuelle

de la levure Schizosaccharomyces

pombe par un ARN non -codant et la
SURWpPLQH GH OLDLVRQ j Of

Thése soutenue publiguement le 27 Novembre 2017 ,
devant le jury composé de :

Dr, Cécile, BOUSQUET-ANTONELLI

Directeur de Recherche, Laboratoire Génome et Développement des
plantes de Perpignan, Rapporteur

Dr, Dominique HELMLINGER

Chargé de Recherche, Centre de Recherche en biologie Cellulaire de
Montpellier, Rapporteur

Pr, Ramesh PILLAI

Professeur des universités, Université de Genéve, département Biologie
Moléculaire, Examinateur

Pr, Winfried WEISSENHORN

Professeur des universités, Université Grenoble-Alpes, Président du jury
Dr, André VERDEL

&KDUJp GH 5HFKHUFKH ,QVWLWXW SRXU OTDYDQF
Directeur de thése

HV ¢

$5







e are just an advanced ke of monkeys on a minor planet of a very avera
*3 EX p3 A VUV E+3 Vv 5Z hv]A Ee X dZ S ul

Stephen Hawking






Remerciements

Je remercie sincérement André Verdel pour son encadrement au cours de ma these, ses
conseils, son partage du sawaire et son implication scientifique et personnel durant ces années.

E uE& ] Hee] % ES] po] & u vs > Jo d} <« Z]Jv]U <u] Vv %oope |

E Z E Z u[ vVve]Pv puv PE V -(U]IEER Zu]lepA}BE ] v3](l<pu <p i[ ]
durant ma thése.

Je suis aussi trés reconnaissantatousiu u & - o[ <u]% U v ] ve 3§ VIpA pAEL
et Cyril, pour ces longues discussion scientifique (mais pas que) au sein du bureau, Claire, Daphné et
V] 0 %}p@E A}YSE | SE » % E ] pe Ve 0 » O}VPUu « JEE 3]}ve <p
(pour son rire unique), Sivan, Virginie, Solerkalina,Edwige et Benoit, pour votre joie de vivre,
Jvel] <p D 885 }U % }uE }v u]S] J]E®E u%o o X 8§ veoO[VeUuO pv P
conseils, les discussions et le soutien apporté.

Je suis aussids reconnaissant au Dr. Cécile BOUS@ANETONELLI, au Dr. Dominique
, >D>/E' ZU %}uE A}|E %S [ A op E ulv uvpe E]S §Z « U ]ve]
HWEX tJv(E] t /" E,KZE %}uE A} E %S [ A opalBsu « SE A p/
remercier les membres de mon comité de suivi de thése, le Dr. Jérdbme GOVIN, le Dr. Fabienne HANS
et le Dr. Marc BILLAUD pour leurs conseils avisés.

epu]e & }vv ]Jee vS o0 (}v S]}v o[ ¢} ] S]}v %}pE& o Z Z & Z
pour le sipport financer lors de ma 4éme année de thése.

hv PE v u E] 3}us of <u]%o uJv]e3E 3]A 8§ 8 Zv]«<p U oV
, 0vU ZE]*S]vU p U oL v EUD]Z oUE} ESU %}puE v ]38 E «
uu@E- o[/ U ré&alded@didgensable et les longues discussions qui redonnent le sourire.
hv PEvVv u®&] W]E&E ,/E hdU JE& § pE o[/ U %}UE *}v ] %d
aux moments nécessaires.

Un trés grand merci a tous les autres étudiants (ou ®opE <} EuU Je- o[]vesS]SpsU z}
(pour ces ballades inoubliables en montagne), Lorrie, Hiba, Aysegul, Benoit, Mashal, Alexis, Laure
~% }UE u[ A}JE § v Ju% Pv] ipecpu[ 8Z p u 8]V %}UE 0 u-vpe E]SeU
Sophie, Naghmeh, Ned&ean et tous les autres gque je ne cite pas mais a qui je pense. Merci a tous,
sincérement, pour les ballades, les soirées, les moments de joie et de larmes, et surtout pour avoir
fait de ma these une période inoubliable.

St U » % E} Z - ZtpERierre-diftent, Guillaume, Julien, Marc, Flavien, Lucie,
Frédérique et Kévin, Delphine, Cécile, Quentin, Jaafar et tous les autres. Votre amitié et votre soutien
auront été et seront toujours irremplagable.

Z Pup@®U <pu] u[ }uS vu@ penddnt les rmarEnt difficiles, merci
sJv. @ uvd [A}JE & 0 %}uE u}]X



§ %}lnE (JVI®U pv SE « PE V uE&] u (u]Joo Uwu= % E vSe }v
toujours été un exemple pour moi, ma grantere qui a toujours été la quand ilfieut. Et un
VIEU uE&] ue(EEE-=* S uEs ~ =+ VvP }u 0] veU epE&S}tus %0 S
trés présent dans les moments difficiles et sur qui je peux toujours compter, ainsi que Claire et
Etienne pour qui je serai toujours la.



d o

o ZE ]

FN o £V, = 11 0] SRS SPRTPPOPN 10
RESUME (€N fTANGAIS)......eiitieiieiei ettt st seeeneas 13
REIIME (EN @ANQGIAIS)........vi ittt et e eaee e eareeenes 14
AVANTEPIOPOS. ...ttt a et e e et e e et e e e e bt e e et et e e e e bt e e e bt e e e nn e e e e nne e e 15
100 (3 Tox o o SRS 17
Chapitre I: Mie e}l e ¢]Jo Vv of A% & ++]}v P vlcqdarts..(E...Q..s....Z. E.18
AN 4 VN g0 = oo o F= 1| £ 18
1.1. Latranscription du géNOmeE EUCAIYOLE............cooviiiiiiiiiiiiiee e e e e eeeeeeee e e e e s 18
1.2. Diversité des ARN NEEDUANTS.........cccuuiiiiiiiiiiieieiee e e e rre e e e e e e e e e e e s s s 19
1.2.1.  Les petitS ARN NOOOUANTS ........uuuiiiiiiiiiiiieeeeieee e e e e e e e e e e e e e 20
1.2.2. Leslongs ARN narodants (INCRNAS).........cuiiiiiiiiiiiin e 21

2. Géneralité sur la ChrOMALINE. .......cciiiiieii e a e 22
2.1. Modifications posttraductionneles des hiStONES..........coovvvviiiiiiiiiiiii e 24
2.2. Remodelage de la Chromatine............ceiiiiiiii i 26
2.3.  Euchromatine et hétérochromating..............oovviiiiiiiiiei i 27
2 B I 1= 1= = 11 (= U EUURRERUURR 27
2.3.2. E S E]*S]<u o[Z § B} ZE}uU S]v....5....... o] .. .Z®38
2.3.3. SHétérochromating CONSHIULIVE. ........ceeiiiii i e 28
2.3.3.1. >} o]e 8§]}v S }EP v]e §]}v ol[Z.58.E}.ZE}uU..8]V..30
2.3.3.2. Composition €t fFONCHOM........cii i e e 31

a) Lachromatine centromerique et telOMErNQUE.........evviiiiieiiiiiiieee e 31

b) Lachromatine du déterminisme sexuel cl8zpombe............ccccooviiiiiiiiiiiie 32
234. >[Z2 8§ E} ZEIU SV . HOS. S A 33

3. DJ]e e}pe c]Jo v e P v . %0 E.O[.ZE. ... 34
31. DJ]e e}pe ¢]Jo v %o V. VS o[]vsS E(.E. V... o[.ZE.=Z2B4
311, GENEralite SUM 18 RNAL....uuiiiiiiiiiiieee et e e e eee e 34
3.1.2. Mise sous silence des gémpar régulation podranscriptionnelle (PTGS)............. 36
3.1.3. Mise sous silence par régulation transcriptionnelle (TGS)........ccccovvvieeeerrnnnnn 36
3.1.3.1. Leréle du RNAI dans la modification de la chromatinge............ccccccccvvvvnneenenn. 37
3.1.3.2. &}Eu S]}v [Z § E} Z EdépeBdant ch&S ] pombe........cocvvveeeennn. 39

a) Iv]s] §]}v 0 (}E&u S]}v [Z 8§ &} ZE}u .8]V...]V.. )L ]5....%0. 3H

b) W o [ u%o](] S]IVCL.ZE. ] Moo 40
3.2. Mise sous silv 0 SE ve E]%S]}v % E o[]vs.Eu..l].]E...41

ov ZE o

5



3.2.1.  LEINCRNAKISL ..o a e e 42
322, > ¢ % E]V % HAE u V]ewus dgs IBRNASIV....ccooiiiiiiiiiiiieeeeee, 44
3.2.2.1. Les mécanismes de régulation pastnscriptionnelle.................ccooevviiiceeennnn. 44
3.2.2.2. Les mécanismes de régulation tranptionnelle.............ccccceiiiiiiiienieeniiineeenn. 46
a) Régulation transcriptionnelle par les INCRNASIanSs............ccccccveeeeeeeiieee e 46
b) Régulation transcriptionnelle par les INCRNATEN........cccooeiiiiiiiiiiiii A7

Chapitre 1l : Régulations e@t post SE ve E]%S]}vv 00 *.%..E..0f../E}e}u....49

1. ~"SE&p SPUE § SJA]S P&Ee...5]}v....... (o IO < ST X O 50
1.1. "~SEu SuE OL A S Ui, 50
1.2. S1A]S PE S]IV O B U, 52

2. }( S uE- O [ Lo e 54
2.1, LecompleXe TRAMP........oo e 55

2.1.1. Les poly(A) polymerase€id14/Trid et TrB......cooo i 55
2.1.2.  S[Z 0] o M ...t 56
2.1.3. Les protéines & doigts de ZINBIFL/AIIZ.........oevuuiiiiiiiiii e 57
2.2, LaProteiNg ClL/RIPAL.....cooi ittt e st e e et e e e e e e nnnnrneeeas 59
2.3, LA ProteiNg MPPO......uueeieeiiiiieeee e e et eeee ettt e et e e e e e e e e e e e e e e e e s rrreeaeaaaaaaaeead 60
2.4. Le complexe NrdNab3Senl (NNS)Y.......coooi e 61
2.5. Lecomplexe MTREC/NURS cBegombe § E yd Z | O[, Ul 63

3. > ¢ (}v §]}ve oopo ]JE - o[ A}e}u....8....... e 0 S WEe.... .65

31. Z€o o[ £}*}u § dZ DW ve 0 Uu.SuE.S]}v...... .25
3.1.1.  Lamaturation deS ARNIL.......ooiiiiiieiieeeee e e e e 65
31.2. J/u%o] S]}v o[ £}+}u ve 0 U SWUE..S]}v..........ZE.(E66

3.2. "UWEA ]Joo v § }vSE€o0 «u 0]S8 e ZE % &..0l..A}.}.Ua7
3.2.1. Contrble qualité des ARNM/ARNL..........uutiiiiiiiiieie e 68
3.2.2. Dégradation des ARN navdants de la transcription pervasive................cc........ 68
3.2.2.1.  Les transcrits pervasifs CryptiqUEEUTS...........cvuuviiiiiiiiiiiiieeee e 68
3.2.2.2.  Les autres transCritS PErVASIES...........uuviiiiiiiiiiiiii e 70
3.23. &}Eu S]EvS [E} ZE}u §S]v % Vv VS D pofEhe }.u.....Z..[71
3.2.4. Surveillance des ARNmM méiotiques cBepombe............oee oo, 73

3.3.  Exosome eterminaison de tranSCriPLON..........couiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 74
3.3.1. Généralités sur la terminaison de transcription chez les eucaryates................. 74

3.3.2. Implicationd o[ A}-}u ve 0 8§ (Eu]v Je}v 0 S.&erevidiafyd

Do S1Iv Z

333. /u%o] S]}tv o[ £}*}u %}pE& o S Eu]v Jegombe.SE. N

e (E]% §] 1

Chapitre 1lI: ARN et contréle de la différenciation sexuelle............cccovvvvviiiceiiieeeeeeeeeee, 79
1. Geénéralité sur la différenciation sexuelle.............ccccciiiiiiiiiiiii e D
1.1. Définition de la différenciation seXuelle.............cuuvvviiiiiieeiiiiie e 79
1.2.  IncRNA et différenciation SEXUEIE...........uuuiiiiiiiieieieee e 80




1.2.1. Contrble de la fiférenciation Chez S. CEIreVISICAEL. .......vuue e, 80

1.2.2. Répression des génes de la floraison par un IncRNAXchkealiana....................... 81

1.1. Ladifféenciation sexuelle chez la levuBe pombe............ccooeeiiiiicccccc e, 82
2. Inhibition de la différenciation sexuelle au cours du cycle végétatif Shepmbe................. 85
2.1. Larépression transcriptionnelle du master régulatet@ll.............cceeeeeeeiiicnnnnnnnnnee. 85
2.2. Inhibition posttranscriptionnelle de la méiose par MMiL........ccccccoeeeieiiiiinriiiiiiininnn, 87
2.2.1. Ciblage de Mmil sur les ARN MEIOUQUES .......cceiiiiieiiiiiiieeeiiiiiiiei e 38
2.2.2. Recrutement de la machinerie de surveillance des ARN...........ccccooviiiiiieiiinnnn. 89

3. Activdion de la différenciation sexuelle ch&Z pombe.........cccccceeiiiiiiiiiiiee i, 92
3.1, ACHVALION AU GENESTELL....cciiiiiiiiiieiii ittt e e e e e e e e e e e e e e e e e eanas 93
3.1.1.  Généralité surles MAP KINGSES.......ccuuuiiiiieiiiiiieeeeccciiiieeeeee e e e e e e e e e e e e e e s annnees 94
3.1.2.  Activation par la voie des phéromones.............cooviviiiiiiiiiiiii e, 95
3.1.3.  ACHVALON PAr 1€ SIIESS....cciiiiiiiiiiiee et e e 95

3.2. Inhibition de la protéine Mmil par un INCRNA ... 96
3.2.1.  Activation de la protéing MEI2.............uuuiiiiiiiiiiiiee e 96
3.2.2.  Séquestration d&mil au IOCUSME2........ccoiiiiiiiieiiiiiiiie e 97

3.3. Activation du programme transcriptionnel de la méiose et de la sporulation............ 98
Objectif de la these (eprincipaux résultats obtenus)............ccccoevveeiiieciicccec e, 100
MaterielS €t MELNOUES.........cocuii et 102
1. Matériel biologique et condition de CUUIE...........uuiiiiiiiiiii e, 103
1.1. Souches utilisées lors de cette EtUdE.............ooiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 103
1.2.  Condition de CUltUre de I@VUIES ... ...uiii it e e e e e e e eeeea e 104
1.3. Composition des milieux de CUlUIE.............oooiiiiiiiiiicic e 104
1.4, Plasmides ULITISES. ......uuuuiiiiiiiiiieeeeiee ettt e et e e e e e aaaeeas 105
1.5, AMOICES ULIlISEES......uuuiiiiiiiiiiiie ettt e e e e e e e e e e e e e e aaaeeas 106
2. COoNSIruCtion d& SOUCKES. .......oiiiiiiiiie i e et e es 107
2.1. Transformation au Lithium aCetate................uuuriiiiiiiiiiiiiieee e 107,
2.1.1. Préparatond 0o ¢ <p Vv [ E SE ve(}EuU E..~..20.85..107
2.1.2. Transformation des [eVUreS. POMDE............ciii i e 108
2.1.3.  Vérification des CloBS ODIENUS...........oooiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 109

G T =11 =T o e o 10 1 (PSR PUPPPTPPPPPPPN 110
4. d *§ o[l ((1 18 }VIpUP Je}v 8 * %0.} E.N.0..5].}V......e...0.. A 118
4.1, Testde SPOrUIAtION.........ccooiiiiii e e e e e e s e e e e e e e e e e e eenaanrene 110
4.2.  COMPLAgE €N MICTOSCOPIE. ....uuuuiiiiitieeeee et eee et e e ee e e e e e s s et eerr s e e e e e eaeeeeeeeessaaaannnas 111
4.3. Colorationalavap@E [} 111
5.  Analyse en microscopie a flUOFrESCEICE..........ceeeiiiiii e 111
6. ANAIYSE AES ARN ..ottt e e e 112
6.1. EXtraction desS ARN TOTAUX .....uuuuriiiiiiiiieeeeiieee et e et e e e e e e e e e e e e e e e e ssnaeeeeeeeeeees 112




6.2. RTFgPCR (Reverse Transcriptase & PCR quantitative).............eeeveeveeeeeeeeeennnniinnnnns 112

6.2.1.  Traitement Ada DNASE.L....ccccciiiiiiiiieiiee e 113
6.22. ~Cv3Z + [ E }u%o0o uv3 |E % E SE.ve.E]%S}IvII§A E-

6.2.3.  Amplification des ADNc par PCR quantatfqPCR)............cccuveririiiiiinnieeenninne 113

7. INteraction ProtéiNEPIrOtEINE ........covuiiuiiiiieie it et e eeee e et e e e e e e e e e e e e e e e eeerseeraaaaaaaans 114

7.1.  Colmmnoprécipitation (COP).............ooviiiiiiiiiiee e e 114

A Y= (=T 1 3 o] [ ) P 115

7.3. Purification de complexes protéiques (Purification TAP.Lag)........c.occvuvreeereniiinnnenn. 116

8. Interaction potéinesacides ribonucléiqgue®V. /uupv}% & ]% ]S S]}dP)....0.[.. 218

RESUILALS. ... e et 122

~ZE

Chapitre I: Contrdle de la terminaison @l transcription de IncRNAs, de la différenciation sexuelld et

U he]l]o v JvPi S ve E]%S]}vv o o[Z § E} ZE}u S]v %.E2ZY u Z]v CE
1. Z epu § Joo o] EZheo...... E...Z..Eiiii i 123
2. Article de recherche « Selective termination of IncRNA transcription promotes
heterochromatin silencing and cell differentiation.................ouuiiiiiiini e, 125
2.1. }VSE] us]}v ulv SE& A Jo §Z o LOLLES]L.a. E...428 Z
2.2, Article de reChEICHE ... ... e 125
Chapitre |I: Biogénése du IncRN#am1 contrélant la différenciation sexuelle par Mmil et sa
machinerie de surveillance des ARN..........oouuiiiiiii et 151
A 1 11 (o To [ o2 1o ] o R 151
2. Reésultats Article en préparation (€N anglaiS)..........cccuvvreeeiiiiiiieiee e 152
3. Résultats supplémentaire®/ 2 E&usS u vs ES](] ] o Duli 8§ nanflA|}e}u h o
165
3.1. Présentation du systéme de recrutement artificiel des protéines au IncRNA. ........ 165
3.2. Recrutement artificiel de Mmil au INCRMAML..........cooiiiiiiiiiic e, 167
3.2.1. Le recrutement artificiel de Mmil @amlpermet une entrée en différenciation
(o2 | (V] E= T (=R [T £ =[N 167
3.2.2.  Lerecrutement artificiel @ Mmil au IncRNAamZlinduit sa dégradation............. 168
3.2.3. Le recrutement artificiel de Mmil au IncRNAmM1 suffit pour induire la terminaison
de transcription du lOCUBAMIL............ooiiiiiiiiiicc e e e e e e e e e 169
33. > E EpS uvs ES]J(]] o ofadEL}l s} u.....pn.. 0N ZE ... 170
IXIXiX > E EpuS u viSnamhly AU S % » o[ vSE vs](( E v ] S]}tv
(o111 1= 171
TXTXTX > & EMS u vSs o[ Aapdju[]v e by Y%HEs - P.E.....5]3%2
IXIXIX > E EusS u esaulnoaRNAEHNLhae conduit pas a la baisse du niveau de
transcCrits PEIVASITRAMIL .......cciiiiiii e e e e e e eaaaa 173
Chapitre |ll: Caractérisation initiale de la protéine Erhl en tant que composant dans la machingrie
de surveillance des ARN recrutée par MMUL............eooiiiiiiiiiiiee e 175
A 1o 11 o To [ Tod 1o o HR TP 175
2. RESUIALS......cettiiiieiieie ettt e e et e e e e e et e e e e e et e e e e e at e e e e eerr e aaen 176




2.3. Erh1 contribue a la mise sous silence de cibles de Mmil.......cccooveiieeiiiiieeenennnn. 179

22. > % @Hhl ySE ]Jv uv u pHA ]+ }VvSEE€O O[.V3E.... V...a77} e

DiSCUSSION €1 PEISPECLIVES........eciiiiiiieiiie et e st ee et e et et e et e e sre e saae e snaeesnbaeaseeennaee e, 183...
1. Contréle de la différenciation cellulaire par le INCRNMNL...........covvviiiiiiieiiees 183
1.1. Interférence de transcription médiée paaMLENCIS .........coovvvviiiviiiiiiiiiieie e eeeeeeee, 183
1.2. }JvSEE€o0 o0 § CBul]v ]J*}v % E.Duli..S.o[.E}e}lU.......... 185
1.21. /u%o] S]}v o[ £}}u ve onadlE.ulV..lelv 185
1.2.2. « Backtracking O ZE %0} 0 G U..E..o e, 186
1.2.3. o]JA P O ZENEMILe. o M8 i 184.
1.2.4. Extension des fonctions connue de Mmil..............coooiiiiiiiiiiiiiiiiic e 187
2. Le génamlo3et le contrdle de la différenciation sexuelle..........cccovveeiiiiiiiiiiiei, 188
2.1. Biogéneése du INCRNFAML.........ooiiiiiiiiiiiie e e e 189...
211. WE} u S]}tv O MIBIE.Ueeeeeieiiiiiiie et 189.
2.1.2. Biogénese daaml: PerSPECVES.....ccciciiiiiii i cee e 19Q.
2.2, ARN DICISITONIQUES. ...ttt e e e e e e e e e eeeaaeeeas 191...
2.3, «Moonlighting ARN 2. .ceuiiii i e e e e e e e e e e e e eanaaa s 192...
3. > E E&psS u vs o[ £}-}u e o ] o euwdctivEr %a fenetiof(.].s....39%o
4. Le rble de la protéine Erh1 dans la machinerie de surveillance des.ARN..................... 194
4.1. Erhl et dégradation des ARNM MEIOIGUES. ......uuuiieieiiiiiieeeeieeeieeeeeeeer e 195
4.2. Interactome de MmIL et ErhlL. ... 195..
4.3. Ciblage des ARN par MmMil et ErhL..........ouuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 197.
5.1. }ve BEA S]}v ¢ S uEe p IWEs.....0[. A AoUS ]IV 198
5.1.1.  Ledomaing YTH. ..o o e e e e e e e e e 194...
5.1.2. Camplexes MTREC/NURS, TRAMP et NEXT.......cccoiiiiiiiiiiiieeiiieieeeeeeeeiiiiiiaes 199
513. "% ](] 18 ] oP o[ A£}elu........ L0 JOURN O o K. RO 200
5.1.4. Régulation génique part& u]v Je}v SE ve E]% 3]}V oVv..ZB0e
CONCIUSION GENEIALE.........c.eocuiiieieceee ettt 203.....
Références BibliographiQUeS...........c.ooi oo 205...

2.4. EZi V[ *S % ¢ v ¢ JE 0 uSPUE 3]}v p SEMWI.E]38% EA ]

C
/



E A] 38]}ve

ADARAderosine Deaminase that act on RNA

ADNAcide désoxyribonuléique

ADNCADN complémentaire

AMP/ADP/ATPAdénosine Moné Di-/Tri-Phosphate

AgolArgonaute 1

AMPCcAMP cyclique

ARNAcide ribonucléique

ARNdJbARN double brin

ARNmM ARN messager

ARNrARN ribosomique

ARNtARN de transfert

BET E}up®& [ S$Z] Jpu

CAF& S UE [ **uo P 0 ZE}lu S]v ~ ZE}u S]Jv e+ u 0C & S}
CBC/CBCN}u% o £ [ 8§88 Z o }(( ~ % JWEXTP }u%o A-l
CDSSéquence codante (Codingdtience)

CENPProtéine du centromere (Centromere Protein)

ceRNAARN compétiteur endogene (competitive endogenous RNA)
ChplChromodomain irs. pombe

Cid:Caffein Induced Death protein

CPFCF/CPSH-acteurs de clivage et polyadenylation (Cleavage andéeylation Factor)/
Facteurs de spécificité de polyadénylation et de clivage (Cleavage and polyadénylation
Specifity Factor)

Gter DomaineCterminal

CtilCut3interacting protein

CUT(s)ranscrit(s) instable cryptique (Cryptic Unstable Transcript(s))
DNAseDésoxyribonucléase

DNMT3bADN methyltransérase 3b (DNA methyltransferase 3b)

dNTPsmélange équimolaire des 4 désexdz] }viu o }S] <« }veSlslgsoxgadéning
désoxycytosine, désoxyguanine & désoxythymine triphosphate

DODensité Optique

DSR § GBu]v v8 [ o]Ju]v 8]}v e o 8]( ~ 8 GBu]v vd }(» o 3]A Z u}
DTTDithiothréitol

EDTAEthyléne diamine tetracétique

EMM Edinburgh minimum medium

eRNAARN enhancer

Ex09-10-11 Exosomed/10/11

FACTFacilitates Chromatin Transcription

H3k27memétZCo S]}v o oCe]v 10 o[Z]*S}v i
H3K9meméthylation de la lysin® o[Z]*S}v ,I

HATHistone acetyl transferase

HDAHistone Deacetylase

HMGHigh Mobily Group

HoxHomeobox

HP1lheterochromatin protein
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HphHygromycine B

IgGImmunoglobuline G

Kangénéticine G418

KbKilobase

KdKilodalton

L Litre

INcRNAARN long nortodant

M molaire (mol/L)

M6ANG6-méthyladénine

MAP mitogenactivated protein

Min minute

mMiRNAmicro ARN

Mmil Meiotic mRNA interception 1

Mtr mRNA Transport regulator protein
MTREQMtr4-Redl complex

Nat Nutréomycine

NcRNAARN norcodant (noncoding RNA)
NEXTNuclear Exosome Targeting

NMD Non mediated decay
NNSNrd1-Nab3Senl complex

nt nucleotides

N-ter DomaineN terminal

NURNuclear RNA silencing
PASPolyadenylation Sites
PCRPolymerae Chain Reaction
PEQPolyéthyléne Glycol

pH Potentiel hydrogene

piRNApetit ARN associé a Piwi (Riagisociated RNA)
PIWIP-element induced wimpy testis
PMSFPhénylméthylsulfonylfluoride
PRCZolycomb Repressive Complex 2
PROMPT(g)romoter upstream trascript(s)
PTGSPost transcritpional gene silencing
gPCRyuantitative PCR

RADMRNA directed DNA methylation
RDRORNA dependant RNA polymerase complex
RISRNA induced silencing complex
RITSRNA induced transcriptional silencing complex
RNAIARN interférant

RNAIP /uupv}% E 1% ]S S]}v o[ ZE
RNAseRibonucléase
RNAseqséquencage ARN
RNPRibonuléoparticule

Rpmrotation par minute

RrpRibosomal RNfrocessing protein
RTreverse transcriptase

SDSSodium dodécylsulphate
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SecSeconde

siRNApetit ARN inteférant (small interfering RNA)

snoRNApetit ARN nucléolaire (small nucleolar RNA)
snRNApetit ARN nucléaire (small nuclear RNA)

SNTSptl6 suppressed necoding RNA

SPASporulation Agar medium f@. pombe

StellSterility protein 11

SUT(s)ranscrit(s) nofannoté stable (Stable unannotated Trascript(s))
SWI/SNFSwitching defective/sucrose non fermenting
TERRAelomeric Repeatontaining RNA

TGSTranscriptional Gene Silencing

TORTarget Of Rapamycin

TRAMPTrf4 Airl Mtr4 Polyadenylation complex

UV Ultra-Violet

WCEextrait cellulaire complet (Whole Cell Extract)

XistX inactive specific transcript

XUT(s)Transcrit(s) instable sensible a Xrnl (Xsehsitive Unstable Transcript(s))
YEAEXtrait de levure supplémenté en Adénine

YESYEA+ Suppléments

°CdegrésCelcius

i[ hdZld[dgadsi[ S A[ v}v S@E@ntrarjdated regions)
5FoAAcide 5 fluorootique
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Z cuuU~ VvV (E V e

H JUE-" e Jv« Ev] E » vv e o] £]*S vV [uv }vSEE€oO
les ARN nomodants longs (INCRN e § E]3 ve uv .o EP A E] § |
Cependant, les mécanismes par lesquels les INcRNAs régulent la transcription restent en
grande partie méconnus. Les premiers travaux effectués dans le cadre de cette these ont
participé a la caractéraion du mécanisme mis en jeu par un IncRNA, nomarél, dans le

JVESE€o0 o[ v§@E v ](( & v ] §]}vSehibsacctmarons/ceésponatied p E
Jve] 8§ u}vSE <<pu[ p }IuE- *  NQWIEAt eiblépaola pfdiine de

liasison o[ ZE Dul]i § pv u Z]v E] *UEA Joo v e ZE <u] }u%o

Ju% 0o /E PE 3]}v =+ ZE }ve EA pu }uE- o[ Alop3]}vX

InNcRNAnaml contrdle la terminaison dé& transcription denaml et empéche ainsi la

SE ve E]%3]}v e %}UEp]AE 3§ []Jvd8 E( E E o}E+ A o 3

~ 3} VS %}uE pv D W I]v - e vS] 0O o[ VSG&E v ](( & v ]

(V)13

U}vsE vsS o[Ju%eo] S]}v ve u Vv]eu ® coPACTBLYS cOrnnus §igi U pv

of £}°}Ju X & ] u E<pu v3U o SE A UAE E %%} ES vE pee] o £]

inédit pour un INcRNA. En effet, ils révelent que la transcription pgs EE}u %o [uVv P Vv
} vs v u]&E 18 0 % (E} n S]lastrofigue. LAE matliration co

transcriptionnelle de cet ARN-bi]*SE}v]<p % E} p]E ]SU [pv €S U uv ZE
o[ uSE U o namt. Z¥E(JvU Joe }vS % Eul]e o E S E]e* S]}v ]v]s]

composant de la machinerie de surveillance de®NABcrutée sumaml par Mmil. Ainsi,

dans leur ensemble, ces travaux contribuent a une meilleure connaissance des mécanismes

pouvant étre mis en jeu par un INCRNA et agissantisfo }UE & Ppo E o[ A% E <]}

et, a travers elle, des processus calitds majeurs, tel que la différenciation cellulaire. De

% OpeU Joe E]A v8 pv VIPA p u  v]eu ]3P v « [uv ov ZE X

ARN norcodant, Différenciation Sexuelle, Silencing Transcriptionnel des Génes, Complexe

Exosome, Surveillance des ARBhizossa@romyces pombe
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Over the last five years, the control of transcription mediated by long-caaing
RNAs (IncRNAs) has been reported to take place in a wide variety of eukaryotes. However,
the mechanisms by which IncRNAs regulate trapsion remain relatively poorly described.
The first work conducted in the context of this PhD thesis has contributed to the
characterization of the mechanism used by a IncCRNA, nanagdl, to control entry into
sexual differentiation of the fission yeaSthizosaccharomyces pombk was shown that,
while the IncRNAiam1lis being produced, it is targeted by the RNA binding protein Mmil
and a RNA surveillance machinery that includes the exosome, a conserved complex
throughout evolution. The binding of Mmil thaml IncRNA controls the termination of
transcription ofnaml, which prevents this nowoding transcription from interfering with
the transcription of the downstream gene, coding for a MAP kinase essential to entry into
differentiation. The following wde shows the importance of the protein Ctil, one of the
known cofactor of the exosome, in theaml-dependent control of sexual differentiation.
Remarkably, it also strongly suggests the existence of a new way of producing a IncCRNA.
Indeed, it reveals thateadthrough transcription of a protektoding gene leads to the
production of a bicistronic RNA, which is dmanscriptionally matured to produce on one
side a messenger RNA and on the other side the InaRINAL Finally, this work initiated the
characteization of a new component of the RNA surveillance machinery targekamgl
Collectively, this work brings several insights into the mechanisms used-dgting INCRNAs
to regulate gene expression and, thereby, major cellular processes such as cell
differentiation. Moreover, it also provides insights into the biogenesis of IncRNAs by

reporting a new mode of production of IncCRNAs.

Non-coding RNA, Sexual Differentiation, Transcriptional Gene Silencing, ExGeonpéexe

RNA surveillance, Schizossacharoesypombe.
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En 1958, le biologiste anglais Francis Crick décrit pour la premiere fois le dogme

central de la biologie moléculaire. Cette hypothésdpule <pu  O[]JV(}EuU S]}v %o e
unidirectionnellement deo[ EU u}o po <3 daeUmaiardg tiamsltbire, puis aux
protéinesayant une fonction dans la cellule. $§ ] [pv] n&ité &]gte fortement
remise en cause dans ldeuxiememoitié devingtiemesiecle En effet, dans les derniéres

vv] U 0 u}o puo [ ZE 06I8 d#osimple massag@phémere (ARNmM)u
de molécule structurante aidard cette fonction SE veulee]}v O[JARNE-u S]}v
ARNr) aun acteur clé de la régulation génique, notamment grace a la découverte des ARN
non-codants. Cependant, malgré [ A&ianau nombre dARN non-codants découves,

leurs fonctions biologiques ehode [ $]kastent encore majoritairemenncompris.

Dans les vingt dernieres années, de nombreux travaux ont mis en évidence un fait
remarquable concernant la transcriptiond P viu X ] v <u[]o «}18 }ved]spu Z 1
de génes codants pour seulement 5%, la gteisilité du génome est transcriteCette
SE ve E]%S]}V % E} p]sS oHards; ks ARN adde uwné \(plusieurs) fonction(s)
particuliere(s) et les ARNwon-fonctionnels et potentiellement néfasteda celluleutilise
ainsides machineries de surveillanpeur contréler proprementla production de ces ARN

non-codants.

D SZ -« %0 } E S de pgEnarhineriesde surveillance des ARN et sa capacité
a réguler la différenciation sexuelle via contréle [puv ZE -eodant chez la levure

fissipareSchizosaccharomyces pom{&e pombg

La partie Introduction de mon manuscrit est divisée en trois chapitres. Le premier
présente le role des ARN na@odants etleurs fonctions dans la mise sous silence des genes.
> ¢ v %}ES epuE o[ A}*}u ~puv }u%o}te VS %o E]V % O 0O u
ARNSs contrélant la différenciation sexuelle 8e pombget ses diverses fonctions dans la
gestion cellulaire ds ARN en général et les ARN fwodants en particulier. Enfin, le dernier
chapitre présente la différenciation sexuelle chez la levbireombesn mettant en avant les
}vv ¢ % E ¢ vS ¢+ Vve 0 0]SS E SPE -p&E o EE€O ssus ZE v

vital.
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La partie Résultats de mon manuscrit est aussi composée de trois chapieres
premier a contribué a u SSE v A] v <M 0 % E}S ]v o] Je}v o[
%0 O }vSE€0 E o[ VSE&E v J(( & v ] S]}v vedEp lom@ % E -

ARNnon} vS 8§ o & EpS u hiweripde swveillance des ARN, comprenant
o[ £A£}¢}u U pv }u%o A P EetteSdgsociatron grrine la terminaison
et la dégradation d long ARN nostodantce quimodifie o[ 4 %o (E [ uedénerégulateur

o[ VSC&E v ](( & v ]Jetdifué & pyimivdhe secondaxe enlien direct avec
la premer axe a permis une caractérisation plus détalides acteurs impliqués damette
régulaton % v v§ [uv ZBdanlet dansla biogénese deet ARN long non
codant Il a, entre autres, u]e v A o pE o[laul%qudtéidd Pilun cofacteur de
o[ £}-}u K1 daJwachinerie de surveillance des ARMrutée par Mmil Le dernier
axeainitié la caractérisation [ rhl, une protéine nouvellement identifiteomme étant un

partenaire de Mmil
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Z %] SW® Di]e ee}ue ¢]JO Vv o[ A&
P v]<g % E 0 ¢ }ZESw}v

1. ARN noncodants

1.1 La transcription du génome eucaryet

>[]V(}Eu S]}v J}o}Pl<p <p] » SCE veu § [pv }EP v]eu ey

I
:

(}Eu [uv u E}u}o MO }u%o}e [UV » <p vV VUL 0 }S] X

VL 0 }8] ¢ }tu%o}e o ] }ECE] }VH O J<pu  ~ E-<X §§ u}

décopA ES % }UE 0 % E u] E (}]* % E o ]}o}P]s8 &E] €] Z C
viC pA O M} CS X > «SCEU SPE ofl] E v Z o] }u o E ]

par James Watson and Francis Crick en 195& uAeE E FErwib @Gargafffen 1950

sUE oOf ¢} ] S]}v * af puptrdvaux de cristallographie des physicidRgsalind
Franklin et Maurice WilkinGChargaff et al., 1950; Franklin, 1950; Watson and Crick, 1953)

] v <u of E *}]S o u}o e <«pF}% Euof]v(}EU S]}v P v S]cpu |
apsSE ¢ SC%o Ulto HO ¢ *}vS e vS] 00 * %}UE SE veu SSE ¢
celluleW o[ ] E] }vlh 0 J<u ~ ZEe <pu] 85 } 8§ v % ES]E o[ E
transcription, et les protéinesqu ¢}vsS } § vu ¢ % ARRINEEsaggARNM) par un
%0 E } %% 0 SE n S]}vX %o o P o[]v(}EuU S]}v ol E
constitue le dogme central de la biologie moléculaire qui a été établi pour la premiere fois
par Francis Crick en 1988rick, 1958)

Chez les eucaoges la transcrigbn nucléaire est réalisée par trodRN polymérases, les
ARN polymérases I, Il, etdli sont structurellement trés proctsgdCramer et al., 2008La
polymérase | produit des ARNbosomaux (ARNr) g@ont des composants essentieldaa
structure des ribosomes. La yohérase Il produit les ARde transfert (ARNt) qui sont des
éléments essentiels a la traduction d&BRNm. La pgmérasell fat initialementcaractérisée

pour son réle dans la transcription des ARléssages.
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Les ARNnessagers transcet%. (E o[ yhierase}lp possedent au moins une phase
ouverte de lecture (ORF) codant pour une protéitise sont expatés dans le cytoplasme

poury étre traduits.

Il'y aun peuu}]ve [pv A]JvPS ]Jv [ vv «U Jo 3§ 18 «uPP E <«
}U %o} e [ VAJE}v Tiiii P v e ]e% E+ + VSE « €& P]J}ve [ E
% Vv v3U o[ A v uvs & ZwWcPe Ze gl 13 o[ ZE p P v}
(ENCODE, GENCODE, FANTOM5 CAGE projeat @em@&vidence la transcription pervasive
[uv viu &E }ve <u vS -dodakts dhms le génome humaiBirney et al., 2007;
Hon et al., 2017, ENCODE consortium, 2007)

HIJUE [Zpn] v *8Ju «<p[ VA]E}v dmfidnmifer® propuit des ARMNt
dans les cellules humaines seuls 50% de -cewocent pour des ARNm, des ARNt, et des
ARNr. Lereste}veS]Su HV %o} %o 4 nOHEpdanf n@aferitairement non caractérisés
(Andersson et al., 2014; Derrien et al., 20@2yranscrits par la pgimérase Il. Parmi ces ARN
non-codants, une limite arbitraire de 200 nucléotid@gg) a été chois pour différentier les

petits ARN norcodants (<200nt) et les losg\RN norcodants (>200nt).

La quantité importante de transcrits nesodants par rapport aux traerits codants

*suP P & poufrheent avoir urrdle essentiel dans la régulation génique.

1.2. Diversité des ARN nenodants

Une large proportion du génome est transcrite en ARN rguicodent pas pour des
protéines.Ces ARN noeoodants (ncCRNAS) existentusoune tres grande variété de formes
(taille, structure, biogénése) et sont classés en deux grandes catégories, les petits et les
longs ARN nowgodants. Ces différents transcrits possedeet fonctions associégwutes
aussi variées tids que des fondbns structurales, catalytiques, de mise sous silence
transcriptionnel ou posttranscriptiomel, ouencore []JvS & ( @& tvanscriptionpar la

transcription invasive, des processus qui seront déaitérieurement.
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1.2.1. Les petits ARN nogodants

Au seindes petits ARMon-codantson retrouve notamment, de petits transcrits de-20
30 nucléotides, les petits ARN interférents (siBINAes microsARN (miRNg) et les piwA
interacting ARN (piRMA Toussont impliqués dans des mécanismes de mise sous silence
transcriptiomel et/ou posttranscriptiomel en se liant axprotéines de typeArgonaute via
O u V]eu o[]Jvs E( & v . o[ ZE ~ZE ]-

Les siRN&\ et lesmiRNA }vs pv ]*SE&] pus]}v o EP H e ]Jv nt OOHO
avec des protéinesle lafamille Argonaute, tandis que les piRNA sont retrouvés dans les
cellules germinales des métazoaires et se lient a la-fouadle PIWI (P-element Induced

Wimpy testis) des protéines Argonaut@our revue: Ghildiyal and Zamore, 2009)

Les miRNAs sont retrouvés chez les plantes, les algues, les animaux, les protistes et les
virus. Leur taille est comprise entre 20 et 25 nt. lls jouent un rble dans la régulation de la
stabilitt des ARNm et laaduction. lls proviennent de transcrits formant, par repliement,

e oSEU SPE ¢ v }p o E]v-mREAS. CepmiRNASsART clivés par les
protéines Drosha chez les animaux ou Dicer chez les autres organ{&h#diyal and

Zamore, 2009; Laga3uintana et &, 2001; Lau et al., 2001; Lee and Ambros, 2001)

Les siRNAs sont présents chez les plantes, les algues, les animaux, les mycétes et les
protistes. lls font en moyenne 21 nucléotides et ont des fonctions dans la régulation post
transcriptionelle des ARN et des transposons, et dans la mise sous silence transcriptionelle
de nombreuse régions du génombds proviennent de la transcription convergente sens et
anti-sens formant des ARN double brins qui sont ensuite clivés par Dicer. Chez la levure et la
plante, des ARN polymérases ARB&pendants peuvent synthétiser un ARN doubln a
% ES]E [pv efcpursde ZaBscription qui sera clivé en siRNAs qui agiront dans la
voie du RNA({Ghildiyal and Zamore, 200&hildiyalet al., 2008; Tabara et al., 1999; Yang
and Kazazian, 2006)

Les piRIAs saot retrouvés exclusivement chez les Métazoaires (sduthoplax
adhaeren3. lls font environ 280 nucléotides et ont des fonctions de régulation des
transposons, des ARNm}pu vsS pv E€o0 ve o[ (EE v Rt plus globalefent u
danslaspeu S}P v ¢ X /0° *}vS % E} ]S % ES]E [pv O}vP SE v
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sont maturés par un mécanisme indépendant de Dicer qui fait intervenir des exonucléases et
des protéines de type Argonauf@ravin et al., 2001; Ghildiyal and Zamore, 2009; Hilz et al.,
2016; Houwing et al., 2007; Vagin et al., 2006)

Entre legpetits et les longs ARNN retrouve aussi les petits ARN nucléolaifE10RNA)
qui font entre 50 et 300 nucléotides. Ces transcstmt parmi les plus ancielARN nonR
codants découves et les mieux conservés au cours o[ A} o (Hiidinger et al., 2009)
Les snoRNAs soptésentsdans le nucléole et les corps de Cajal (Cajal bodies), leur fonction
principale est un role structura pour la formation de ribonucléoprotéiree(RNP) qui
agssent ve o0 ¢ u} ](] 38]}ve VvICuwteh< ARN, principalement les ARN
ribosomaux. Mais plus récemment il a été aussi montré que les snoRNAs pouvaient avoir de
nombreuses autres fonctia par exemple dank régulation du métabolismeu dansla
u} po sS]}v O[ %o]** P (Baahsllg@evH3Y( DO OOHF]I]NR- DQG %
J\ZLFND

1.2.2. Les longs ARN nerodants (IncCRN$)

Les ARNSs longs na@odants ontété définiscomme les ARNs nesodant de plus de 200
nucléotides. Cette définition est avant tout un moyen de les distinguer des petits ARN non
codants (présentés dans la partie précédente)] v <pu[ S vS 0 ¢ SE V<ZE]S-
polymérasell les plusabondantsdans la cellule chez les manféres, les IncRNAet leurs
fonctions sont encore les moinsaractérisés Leur découverte et leur étudsont [ine
importance majeue pour la biologie humaine et la compréhension geshologiescar ils
représentent une composantmajeure et essentiellemst inexploréedu génome (Ponting
etal., 2009)Endresserune 0]+8 /AEZ pu+s]JA E 3 }v U o[Z p&E Su oo U

La biologie du développement montre que le pourcentage du génomecondant
par rapport au génome codant[ @&E}]8 A o[ A}ous]}v e+« }EP v]eu ¢ ~&]P
o[ pPu vs §]}v Scoda&nt vé vetrouve une production importante de InNcRNAs
(Mattick, 2011)X 85 } « EA §]}v *pPP E <<pu 0 }u%o A]Bue v]cp |
une régulation de ses génes via les ARN-catants.Cependanimalgré ce postulatencore

trées peu de IncRN#ont été caractérisés, a la fois sous un angle structural et fonctionnel,

21



pour leur rble régulateur> « u  v]eu ¢ [ S§]}v etdesex&mples de INcCRNAs
dont la fonction est connue seront détaillés dans la partieMise sous silencale la

SE ve E]%S]}v % E o[]vSs ®Bu ] |JE e ov ZE -

Figure 1: La proportion de régions non} v3 « pPu v3 A tioa[dds} onganismes
(Mattick, 2011) Chaque barre en abscisegprésente un organisme différent, la valeur en ordonnée
représente lgproportion de régions norcodantes (ADNNnc/ADN totaljdentifiées dans les différents
génomes.

2. Généralité sur la chromatine

La pésence de tous ces ARbbdants etnon } v3SeU %o V o[ *ARN 0]3S .
%}oCu E ¢ ¢ Orag[ EX S S Eaumapi€Ee trés importante au sein du noyau.
Son architecture va donc étre primordiale pour constituer un niveau de régulatioigug

supplémentaire au sein de la cellule.

hv u}o pnoO Hucl&ireest une tres grande molécuke >} E <y o[}v ASE ]5 «
[pv OOMO S <u[}v 0 u *uE UméomesIPolslEEconterdr danst l&Enoyau
[pv oOoOpo Zpu Jv fiu] 6RuE o[ E A A}]E !'SE }Ju% 3 u
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importante. Lacompaction de cette molécule chargée négativemese fait via son

associatiomavec des protéines de type histone, chargées positiverfieotnberg, 1977)

>[uv]s . 0 ZE}wcEosome sompose de 14@ires de basepb)
[ Eenroulé autour [pV § u &E [Z]*S}v «U }u%cppies de chaétne des
Z]eS}v eU ,TU ,TU ,i § ,0X > VU 0 }e}u 8 ¢35 ]Jo]* % & 0[Z]*S

a la compaction de la chromat (Luger et al., 1997)Cet enchainement de nucléosome
constitue le nuclédilament qui est le premier niveau de compaction @ .ECe nuclée
filament peut subir des niveaux de compaction supplémentagelonle stade ducycle

oopo JE }u o[ 3S]AQSnscripion owréplication) (Fig).

En 1928, Le généticien suisséemand Emil Heitz a fait la distinati@ntre deuxtypes de
chromatine en se basanteuE o[} « EA 3]}v utuladyay %iicapyote. E. Heitz
distingue des régions tres densest * Jv 4 V}C p <u[]bététadromatineh en
}%0%0}e]S]}v pMAE & PJ}lve % 4 }v eachedhatipep] Plusashd, b a eté
suPP E <«pu o ve]S o[Z § d&f sAriEdoges [difficile pour les ARN
polymérases, la rendant transcriptionnellement inactive] p ZE&}u §]de ce{ditriche
en genes codants et est plutétranscriptionellementactivet v Je <p o[Z § G} ZE}u §]\

estpauvre en genes codants epdt transcriptionnellement inactive.

> ZE}luU S]v % Eu § }v ve E o[ E u]e pee] EIE Ppo E
doit étre pv  ¢SEMU SUE %o}ee VS v ES Jv (afindé geriettre[}EP v«
aux différentes machineries de la tramgption, réplication, recombinaison ou réparation,

[ E ol] EX vg unddifigations structurales ou biochimigsesont
associées a ces changemerarmi lesqudkes les modifications postraductionnelles des

histoneset des modifications ddensité en nucléosonse
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Figure2W >[}EP v]e §]}v 0> Y@HJ¢ &wse VIA pAE Ju% S]}v o[ E
de gauche a droite, le nucléofilament de chromatine qui se condense en une fibre de 30nm, puis
*[}EP emeboucles de 300nm. Ces boucles vont se condenser surtelles*U ipe<pu[ o
formation du chromosome mitotique. Schéradapté de(Felsenfeld and Groudine, 2003)

2.1. Modifications posttraductionnelles des histones

Les protéines istones sont sujettes ade nombreuses modifications post
traductionnelles réversiblesCes modifications ont lieu egrande majorité sur la queul-
terminale des histonespositionnée en périphérie des nucléosomes etonc facilement

accessible

Les modifications dhistones, comprennent des acétylations, méthylations,
ubiquitinations, sumoylations, biotinylations sur les lysin@pDP ribosylation des acides
glutamiques,ainsi queo[]J*}u E]Je* S]}v ¢ % E}o]v ¢« S 0 Fjy 33.]}v  « @
Plus récemment, les technigs de spectrométrie de masse ont pu mettre en évidence de
VIHA o0 « u} ](] 8]}vs trdsZ Leddawnts, les crotonylations des lysines et
o[ZC E}ACo S]}v (Kouzapides,* POOY; Tan et al., 201 es différentes
modifications constituent pv } [] vs§]sS o[ § S 0 ZE¢adeS]v U %o

histone» (Latham and Dent, 2007; Strahl aatis, 2000)

> ¢ % E}S Jv e <u] A}VE %%} ES E e u} J(] S8]}ve [Z]<8}vVv
«writers », les protéines qui vont les retirer sont legrasers» tandis que les protéines qui
vont «lire » ces marques pour transmettre une information s@mpelées les weaders»
(Rothkart and Strahl, 2014)
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Les protéines« writers » : Parmi toutes les protéines writers», celles qui permettent

of] 8Co S]}v }p o u SZCo S]}v o Z]*S}v ¢ *}vS 0 ¢ %oOphe Su ]
>[ 8Co §]}v e Z]*S}v o <3 (( nFmes fem@esHistone Acétyl
Tranférase (HAT). De maniere similaire, les méthylations sont effectuées par des histones
meéthykHransférases. Ces modifications peuvent interagir entre gjlen cis (sur une méme

histone) ou entrans (entre différentes histaes) (Latham and Dent, 200 >[ £ uU%0 0
u] HA&E E]S [ciS]$s of £ oue]}v upSlewoo} JUISE]}ve [pv u'lu

E ¢] pU }uu o u SZCo S]}v }u of SCo S]}v *(HBK) Cett€ c]Jv 0O
lysine peut donc étre retrouvésoit sous forme méthylée (H9Kie) soit sous forme acétylée
(H3K9ag (Turner, 2005)EntransU o[ £ u% 0 o0 u$t laAMonculigpdination de
o[Z]*S}v ,T eu@E& o o0Ce]v i17 <u] *8 <o vS8] 00 %}UE 0 u SZCc
0[Z]*3}v ,i MHE vS o[ 3]A 3]}V Sunand AllS, 200ZF | %0 5]} v

Les protéines <erasers» : Cesenzymes vont avoir la fonction opposée dewriters» et
vont permettre de retirer une modification pos$tanscriptionnelle sur les histones. Il est
nécessaire de retirer une modification pour en ajouter une a(fi@res and Fujimori, 2015)
La désacétylation des histones est réalipée des enzymes appeagHistonesDéadétylases
(HDACEt la déméthylation par des histones déméthylafieatham and Dent, 2007)

Les protéines «eaders» : Les modifications des queudster des histones sont ensuite
reconnues par des protéinesreadersi < ]ardrent a la chromatine et modifi¢ ses
caractéristiquesDe maniere générale, la reconnaissance des modifications des histones par
les «readers» impace 0 }u% S]}v o ZE}u SJ]v S 0 SE& ve E]%S]}v
associés (Latham and Dent, 200.7pn retrouve de s nombreux «eaders» au sein de la

oopo X e E Ee °}vs e}opu v8 e vS] O 0 SE& veul]ee]}n
chromatine au reste de la cellule. lls reconnaissent les modificationstiaokictionnelles

o Z]e8}v + A] * Ju J& +S[JvE SE + }ve EA « pu }waHella o[ A}oy
and Imbalzano, 2007; Vermaak et al., 2005)

Parmi ces différents readersi o ( u]oo * % E}S Jv - ZE}luU} }u Jv 8
plus étudiée. Le chromodomain€liiomatin orgarnization modifier domain) est composé de
i i ] * u]l]v e § 85 Ju%eo]<p ve o € u} oP o ZE}u

des genegMarfella and Imbalzano, 2007; Messmer et al., 1992Jo % Eu $§ o[ $§ Z u vSs
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chromatine via des interactions protéiquéSowell and Austin, 1990 o [(Aktdar et al.,

2000) s o[ (BBuazoune et al., 2002 [ 1V eté¥e@®Ea chromodomaine la plus

étudiée est la protéine HP HéterochromatinProtein 1) qui se lie a la marque épigénétique
H3K9me3Lachner et al., 2001)p &£ E P]}ve [Z § E} ZE}u §]v X ,Wi A He
les complexes chromatinReZE suPP & vS o[]Ju%}E&S v ecrutefnehEalave o &

chromatine des protéines keaders» (Maison et al., 2002; Muchardt et al., 2002)

Figure 3: Modifications posttraductionnelles des histonesA) Les différentes modifications pest
traductionnelles des histones sur les acidanimés cibles. BReprésentation schématique de la
séquence des queuedl-terminal des différentes histonesteleurs principales modifications
associés. (Latham and Dent, 2007)

2.2. Remodelage de la chromatine

/o 8 v e ]E %}UE o oopo [ A}]JE puv ZE}u §]v %o
structurale pour permettre o[ s aux différentes machineries de transcription et de
réplication Ainsi, par exemple, au cours du cycle cellulaire, la chromatine est fortement
réarrangée de facon transitoir@Rajender et al., 2011A cette occasion, lesucléosomes

sont désassemblédéplacés owéliminésde la chromatine.

Les mécanismes de remodelage de la oomtine font appel a des protéines
Z % @E}vv U <pu] A}vS % Eu $3E o[ *cuo0 P lo e« eeuo0P
§ e}v ¢} ] §]}v (Eitoku & al., 2008)et a des facteurs de remodelage ATP
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dépendants qui voncontréler le positionnement des nucléosomes sur la fibre AD&Irns,

2007)

Parmi les protéines chaperonnes, on retrouve les @AFofhatin AssemblyFactor) qui

sont essentielles pour le déplacement des histones lorode E %00] $]}\(Ridgwdy E
and Almouzni, 2000) On retrouve aussi le complexe FACHzi(itates Chromatin
Transcription), composé des protéines Sptlé et Pob3, qui permet le déplacement des
Z]*S}v « 0}E* U4 %o °* P o(Fafreo<4, POBWnEEtude récente a mis en
évidence que FACT avait une fonction importante dans le maintien de la missisnee

[uv PE v Vviu & fodants,v pppelés SNTH(16-suppressed Non-coding
Trane E]%SU }V(]EuU vS ]Jve] Oo[Ju%}ES v ol & Z]§ SuCE (
ARN norcodants(Feng et al., 2016)

Au sein des facteurs de remodelage AlEpendants, on retrouve le complexe SWI/SNF
(Swiching defectiveBucrose Non Fermenting) qui va induire la position aléatoire des
nucléosomes le long de la chromatir€lapier and Cairns, 20093WI/SNF est souvent
retrouvé a la chromatine active et va ensuite induireti]s ¢} pe ¢Jo v of A% E <°]}
genes a ces régions. De maniere intéressante des travaux ont mis en évidence un lien entre
les ARN long nen} v3e § ~t/I"E& Z 1 of,}uu X ES Jve ov ZE « Q
modifications de la chromatine en recrutanV@SNF, mécanisme qui pourrait étre impliqué

dans le processus tumor@lee and Roberts, 2013; Prensner et al., 2013)

2.3. Euchromatine et hétérochromatine

2.3.1. Généralité

Le génome eucaryote peut étre grossierement divisé en euchromatine et
hétérochromatine, deux entités structurellement et fonctionnellement distinctes. Tandis
<p 0o[Z2 S E} ZE}u S]v *S %oOMde }Uu% S U o[ p ZE}U S]Vv <l v
sttu SHE %oope E 0 Z X >[ 4 ZE}IuU S]v  }vs8] v8 SCE *» % U [ 0o u
Pve } vSe %}uCE e % E&}S Jv e+ o0}E&e <pup 0[Z S E} ZE}u S]v

répétés et pauvre en genes codari@rewal and Jia, 2007)
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2.3.2. Caractéristiques o[Z BZE}u S]v § o[ p ZE}u S]v

>[ p ZE}uU S)v *S E S E]- ul}o po J]E u vS % E pv
histones acétylées sur leurs résidus H3 et H4. Elle est aussi caractérisée par la triméthylation
o oCe]v 0 0[Z]*S}v ,iIX > ¢ OkuZE}u B]v <*}vsS <p vs C
faiblement méthylées. Ces modifications lui conferent un caractere majoritairement actif

transcriptionnellemen{Kouzarides, 2007)

>[Z § B} ZE&E}uo B}]%o %o} *S (E déslistones fidajditairement hypo
aceétylées. Be contient deshistones H3 di- ou tri- méthylees au niveau de ldysine 9
(H3K9me3) ainsi que les marqud43k27me3 Une structure compacte et une forte densité

[Z]*S}v ¢« o] Iv( E }v E 3§ & u i} Enéllgenu inactif SE ve &

(Kouzarides, 2007; Peters et al.,, 2003)[Z § &} Z & }u aupsicaraciérisée par la
présence de la protéine HP1 associée a la chromatineje son homologue Swi6 chex
pombe. HP1 reconnait la marque H3K9me3 nécessaire a la maintenance de
o[Z S (E} ZEBanrmsgter et al., 2001; Maisand Almouzni, 2004)

>[Z § &} ZE}u S]v ¢ u ]Jvs] vs Pv & S]J]}v v Pv G S]}v Pd
épigénétiques. Son initiation et son maintien sont essentiels a la régulation de la
transcription des génes codants et noadants. La définition de o[ % ]P v S]<u S vs
souvent discuté, il en existe plusieurs définition®ird, 2007X / ] o Vv}S]}v [ % ]P v §]:
se réfere a la définition proposéar Danny Reinberg en 201@ o[ % ]P v S]<u & %o E * \
0+ A E] 8]}ve [ £%E +¢]}v P v]<y e+ ve Z VvP u v sdo =+ <p vV
génération engénération pares processus de mitose et de méiosgBonasio et al., 2010)
Suivant cette définitono }vSE€o0 O £% E <+]}v + P-codant%estE e ZE

un processus épigénétique.

>[Z § &} ZE}u S]v S 0 e°]<p u VS typdeW ofZ $AE}FUE}uU S]V
Jve3]SusS]A $ 0o[Z 8§ B} ZE}u §]v ( pod 3]A X

233. >[Z § E} ZE}u 8]v }ve3]Sus]A

>[Z § &} ZE}u 8]v  }ve3]SuS]A 3 (Jvl }uu pv SCEWU Spu
retrouvée dans tous les types cellulaire€lle comprend un grand nombre de
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caractéristiqus o[Zz § &} ZE}u S]v U v}S uu vS pv P@Eetleursve]s [Z
hypoacétylatiors et hyperméthylatiosX Z | o ¢« u uu]( & » o[Z § B} ZE}u §]v
riche en ADN méthylé (Bird, 2007)X % v vS 0 u SZCo S]}v ol E v[ S
conservée chez la levur& pombe cette caractéristique ne sera pas discutéans ce

manuscrit.

>[Z § B} ZE}u §]v  }ve3]3us]A-centrofjdies et quxEédionsEsub
télomériqgues chez les eucaryotes supérieurs, zomesnposes de séquencs répétées
[ E u i}E]S ]E tcodantyBeisel and Paro, 2011)a chromatie des centroméres
et des téloméresne présente pas la méme composition en nucléossniue
o[Zz § &} ZE}u S]v U % v VS o stEegalement @ariéh] Jeaneséquences
répétées et estaussimis sous silence transcriptiael, suggérant que cette chromatine a les

ulu o E S E]*S]Jc<H * < 00 ° o[Z S E} ZE}uU S]v ~&]P O

> e 0O UVSe [ E E % S - e & P]J}veU %% 0 < & P]}\
décrits comme transcriptianellement iv EES <X hv v}iu & E}]ee vS [ Sp - %
ule v Al v o E]*§ v [uv PE v viu E -ccightst CEEARN » § 00]
non-codants sont impliqués, entre autre, dans la maintenance des régions centromériques,

§ ve o[ o}vP Eplicatidn des telomerefBiscotti et al., 2015)

La levure fissipar& pombeest unorganismemodeéletrés utilisé pour [ S des
mécanismes moléculaise]u% o0]<p ¢ ve 0 (}E&uU S]}v [Z § B} ZE}u S]v
silence des gé&s. Son génome est réparti sur traisromosomes et a été séquencé en 2002
(Wood et al., 2002)Les travaux pionniers effectués ch®zpombeont notamment montré
un réle essentiel des petits ARNmo} vSe ve 0 (}E&u S]}v o[Z § B} ZC
(Grewal and Jia, 200Q7)

ChezS. pombdJ o[Z § E} ZE}u S]v Jve3]Spus]A *SU -V %O0Oue
télomériques et péricentromeériques égalementetrouvée au niveau dela région du
déterminisme sexuel(désigné mat, pour «mating region») localisé sur un locus du

chromosome 2Kig 4B).
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Figure 4. Distribution de lhétérochromatine constitutive. A) Représentation schématique des
régions d'hétérochromatine constitutive d'un chromosomacaryote (zone rouges claires), des
télomeéres et des centroméres (zameouges). B) Représentation des régions d'hétérochromatine
constitutive sur le chromosom2de S. pombe.

233.1. >} o] S]}v S }EP v]e S]}v o[Z § E} ZE}u S]v

Chez les mammiferes, leerdtroméres et les régions péricentromériques sont
rassemblés en foyers appsl€hromocentreqTaddei et al., 2004)andis que les régions
subtélomériques et les télomeéres sezat distribués aléatoirement dans la celluleuderus
et al., 1996)

>[Z § &} ZE}u S]v S Pv (EouvsS o} o] % E}AE]U]S
of L ZE}u S]v n vS@angetal R0a6b)lUne étude récente a montré que la
chromatine au centre étaimieux protégée des radiations que la chromatine en périphérie.
>[ & Z]8 SuCE 0 OOHUO %o}uUEE ]S !'SE pv ulC v %0 E }
}vS VU ¢ %o OUSES ve o[ W ZE}u S]Jv U S o0o[Z S &} ZE}u S]v

couche protectrice catne les radiationgGarciaNieto et al., 2017)

ChezS. pombd) o - VSE}u E - e SE}]e ZE}u}elu o [ e} ] VS
« spindle pole body (équivalent chez la levure du centrosome) daiphérie du noyau.
Les télomeres sont quant a eux regroupés en feyer% E} A ]Ju]s o[ VA 0}% %0 V|

(Funabiki et al., 1993)
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2.3.3.2. Compositon et fonction

Z1 0 %O0p% ES =+ p EC}S U 0« E P]lve [Z 8§ E} ZE)
constituées de séquensaépétées. Le type de séquence est différent selon les espéeces
(Cleveland et al., 2003Elles comprennentussi des éléments mobiles, les transposons
(Lander et al., 2001; Schueler and Sullivan, 20063 derniersont capables de se déplacer
elue (}J&Eu [ E }p [ ZE § [JvpSE & v Vv& gésome |Ces

%0 U V3e % HA VS % E}A}<p E ¢ upd 3]}veU o natoom€E « [ E
illégitimes(Konkel and Batzer, 2010)

La structure de ces régions permet de maintenir toutes ces séquences répétées ou
transposable dans un état transcriptiomel globalement inactif afin de maintenir la stabilité
du génome et ddimiter les évenements de recombinais@Beisel and Paro, 2011; Grewal
and Elgin, 2007)

a) La chromatine centromérique eélomérique

La chromatine centromérique et péricentromérique joueun réle aussi dans la
ségrégation des chromosomes au cours de la division cellulaireeffet la chromatine
VSE}u EJ<pn }vS] vS eALegmere PiOMIN A), un variantde [Z]*S}v T
<u] A % Eu $3E o[ &} Z P(Blowerldtals POAAES kinetochores, une
structure protéique attachée aux microtubules des fuseaux mitotgjwent se fker sur la
chromatine centromérique pour permettre la séparation et la répartition des chromatides
*"LHE Oo}E-" (Mitchjsojrand Salmon, 20Q1)

La structure de la chromatine centromérique est donc essentielle a la mitose et la
chromatine péricentrique, riche en histes H3K9me3correspond aux derniers sites
[ S Z u vSs e ZE}uUu S] ¢ ¢ "uEe Y YpyBery et al., 20P9)es
travaux réalisés che®. pombe%opt]e Z 1 o[Z}uu 3§ omonkg Guelées ARN nen
codants produits a ces régions sont essentiels a la formation de cette hétérochromatine
(Biscotti et al., 2015; Grewal and Jia, 2087) ¢« SE A UL suPP E v3 0o[]Ju% }ES

non-codants dans la division des cellules.
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La chromatie télomérique et subtélomérique joue un rdle important dans le
ujJvs] v o[]vS P (Edes extrém[tesEles chromosomsesumis a la dégradation et
a la recombinaisofMartinez and Blasco, 2011u niveau de ces régions, un ARN long-non
codants appelé TERRAdpmeric RepeatcontainingRNA) est transcrit et fait partie de la
composition de la chromatine télomériquéAzzalin et al., 2007)Chez les eucaryotes
*U% E] HWE*U d ZZ % Eu S o E EpS u vsS [,Wi %}pE u ]y
télomérique(Deng et al., 2009)

b) La chromatine du déterminismseexuel che%. pombe

ChezS. pombd) }v E SE}HA pee] o[Z § E} ZE}u S]v }ves]sSu
région du déterminisme sexuel {#ating locus», Fig 4B). La levure peut adopter detypes

sexues, le type P (pouPlus: h+) ou le type M (pouMinus: h-) (Egel et al., 1990)

La particularité de&s.pombeesS «<p  Z «pu OOHUO Y%o}ee o[]Jv(}EuU S]}v
% }UE o[ A % @euxetypes sexuels localisée sur laddroit du chromosome 2. Le
%0 e P o[uv o[ uS&E S e}lpul]e HV JVSE€0 SE ¢ *}%Z
o[Z § E} ZEHEgel$2005)Cette région est constituée de troligci: matl, mat2M et
mat3P et est dvisée en deux soysarties, une reégion euchromatique et une région

hétérochromatique.

La région euchromatique, transcriptionnellemeattive, contient le locugnatl

tandis que la région hétérochromatiquéanscriptionnellementinactive, contient les loci
mat2M et mat3PX *}vs . u A Ev] E+ <pu] }vsS] vv vS of]v(}da

§ Gu]v]eu e« Fp o 0 0 AUE X % v v3U « E P]}ve Vv % HA
évenement de recombinaison au locosatl (Egel, 200p Le processus démarre pan

o} P o (}HE Zz E % 0] S]}v o[ E ]v p]e asSlopus cenE
matl, qui va étre réparée par recombinaison homologue en utilisant les séquences soit de
mat2M soit de mat3P qui possédent des régions[Z}u}o}P] maAtl Aprés cet
évenement de recombinaison, les cellules qui ont recomiia2M au locusmatl seront
de type sexuel h(Minus) et les cellules qui ont recombiméat3P au locusmatl seront de

type sexuel h+Hus)(Egel, 2005; Klar et al., 2014)
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234. >[Z § E} ZE}u 8]v ( pos 8]A

JVEE JE u v8 0[Z § €} ZE}u §]v  }veS]Su3]A U o[Z § E}
riche en séquences codantes sa présence dépend du type cellulairdoet des stades de
A 0}% % u v3 [pv }EP v]eu X o0o0 S Jve] % E& ¢« vS (E <u uu
codants }vS o[ £% E e*¢]}v S E Ppuo H XHiEsawaand/Aed, }26d%) u v 3

>[Z 8§ E} ZE}u 8]v ( pos $]portaitau poursEE€ @ différeration
car elle permet la spécialisation des cellu{@sirani et al., 2007)Cette hétérochromatine
peut étre restreinte a des petites zones du génome, ou encore recouvrir un chromosome
entier commedans lecasd® [Jv 3]A 3]}v [pehromosomés X chez les cellutks
mammifére femeks (Kalantry, 201l Cette hétérochromatine facultative présente
globalement les mémes caractéristiques structasa(état compacté) et moléculaséhyper
méthylation et hype SCo §]}v o Z]*S}v e <p o0[Z § E} ZGEdwalS]v  }ve
and Jia, 2007)

Chez la levures. pombd) ]Jo A]*S %oopue] HE-* ]Jo}Se [Z § E} ZE}L

contenant principalement degenes impliquédans les processus de différéaiton sexuelle
(Cam et al., 2005; Hiriart et al.Q22; Zofall et al., 2012Parmi ces genes on trouve le gene
meéiotiguemeidU pv u 8 E E Ppo $ uE O U ]} }vS o] A% E <]}V
AP SSI(% & o (JEuUSJ}v [Z 8 E} ZE}uU 8]v ( pos 8]A & %o
son ARNm papv u Z]v E] *HEA Joo v <] (]85 o[} i 8 u S$Z

s 1/ o[]vS EHiriarts g} val., 2012; Zofall et al., 2012)Sur ces ilots
d[z § B} ZE}u §]v }v rAarguEdpigenétque et la structure caractéristique de
o[Z § B} Z@ANuusS¥ZCo S]}v ,hypodcetylation des histoeset recrutement
dela protéine Swi6, homologue HP1(Cam et al., @05; Zofall et al., 2012)

>[Z S E} ZE}uU S]v % EuU S 0 u]e e}pe ¢]JOo vV ppsa PE v v
régulation est essentielle pour le contrdle du transcriptome de la cellule. De nombreux ARN
non-codants jouent un réle actif dans la structure @echromatine. Les études pionniéres

qui ont été effectuées chez la levuge pombeont permis de révéler concrétement que des
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% §]8e ZE &]vE ]E & uvé Ju%olcp s ve o[]Vv]E] E]}v

0[Z § &} ZE}u 8]v A] 0 % E} eepe p ZE X

3. Mise e} ¢]o Vv e PVve% E of ZE

>ARN, et notamment les ARN noadants, sont des acteurs cldans le processus de
mise sous silence des génes par régulation frastscriptiomelle (Post TranscriptionalGene
Slencing: PTGS)u transcriptiomelle (Transcriptional Gene Slencing: TGS). Dans les
paragraphes suivants de ce manuscrit, je vais présenter la capacité des petits eARNg

non-codantsarégulero[ A% E *¢]}v ¢ P v X

3.1. D]e e}pe ¢]JO v %o V. VS o[]Jvs E( & v o[ ZE ~ZE ]
3.1.1. Généralie sur le RNAI

>[]vs E( & v o[ ZE }pu ZE ] S pv % E} eepe oopo |&E
o[ A}ou3]hvintedvenir de petits ARN necodants. Il a été initialement découvert chez
le versCaenorhabditis elegan€. elegansen 1998 par les cherelurs Amrew Fire et Craig
Mello (Tabara et al., 1998,999)qui }vS u}vSE <«u o0[]vS EARN ddyble bfipv
dans la cellulpermettait la répression degenes dont laséquencesstcomplémentaire a cet
ARN. Plustatdo « SCE A p&£E [ v E AleDalio Biwvicodbe ont mis en évidence
que ce procesus du RNAi faisait intervenir de petits ARN-ngn vse [ VA]J]E}v pv
vingtaine de nucléotidegHamilton and Baulcombe, 1998) o[Z p&E SH oo U o pE-
sontexploitéspour inactiver transitoirement un genegp la technique de knock down» via

la producs]}v }u o[]JvVSE} M S]}v % S$]5¢ ZE JvS E( € vseX

Le processus du RNAI nécessite une phase activatride]sui [HV %o Z (( SE] X
%o E U] E %Z ¢ 5 Jv]§] % AR doubte GEimuiest cliyg¢par la protéine
Dicer générant ainsi de % 3]+ ZE }u o @&]v [ VA]J]E}v AJvPS vu o }§
interférents. Ces ARN sont ensuite chargésdas protéines de la famille Argonautésgo)
(Meister et al., 2004; Peters and Meister, 200Av (}]* Z EP <*uE 0 ¢ % E}S Jv -
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sous forme simple brin sertedmodule de reconnaissance pour recruter la protéine Ago sur

un ARN qui posséde une séquence complémentaire au petit ARN cdKattjaég, 2011)

> %oZ e (( SE] }ve]es ve o E EusS uvs [ P} § e %
oo} ] o o[l ZE ] o % & o[ ZE ]JvsS E( & venck Uke pfaiéineE] u vS
Ago associée a des partenairesmpose le complexe effecteur. La liaison du complexe
effecteur via le petit ARN surles ARNl 0 ¢ % E}A}cpy pv E p 3]}v o[ A% E
correspondant Fig 5). Cette diminution peut se faire a umveau positranscriptiomel
(PTGS A] pv ]Jv 3]A §]}vl PE §]}v o[ ZEU <hpB(TGS)wEA u SE

modification de la chromatine.

Figure5: Schémau mode [ S]}v o[ ZE JvS IIE{ @B GE XARN dduble brin dans la
cellule va induire son clivage (Dicing) en pefiRN par la ribnucléase Dicer. Ces petits ARbht
chargés dans un complexe effecteur contenant une protéine de la famille Argonaute. Cette dtape es
appelée phase activatrice. 2e brin guide contenu dans le complexe effecteur va permettre son
recrutement par appariement de séquencsur les ARN cibles spécifiques au cours de la phase
effectrice. 3)Le recrutement duicomplexe effecteur sur les ARfbles va permettre un «silencing»
posttranscriptionnel (PTGS) ou transcriptionnel (TGS).

L u v]eu W ZE ] V[ *8 %  }ve EAS. c@relisiaanas st E

cependant retrouvéet trés étudiéchez la levures. pombeQui plus est, les protéines Dicer
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et Ago sont codées par deanfilles multigéniques chez de nombreux organismes, mais
codées uniquement par les genes appelés Dcrl (Dicer) et Agol (Argonauts. giwnbe

facilitant leur étude fonctionnelle.

3.1.2. Mise sous silence des génes par régulation ptrainscriptionnelle (PTGS)

Le PTGS, consiste en la mise sous silence des géneserpatis& dégradation et/ou
le blocage o SE p §]}ansdriteibBd@ar de petits ARBans le cytoplasme les
petits ARN siRNAs et miRNAsont chargés dans un coneple effecteur appel&RISCRNA-

InducedSlencingComplex).

Les siRNAs permettent une commiéntarité parfaite avec les ARblbles, ce qui
% E}A}cp o HE o0]A P Alicing»[des photdinesAgdn Ce mécanisme est trés
répanduchez les plantes oill a été montré ge la quastotalité des siRNAst desmiRNAs

possédent une complémentarité parfaite pour leur ciblBfoades et al., 2002)

En revanche, chez les animaux, il a été montré que les mMIRNAs ome
complémentarité généralement partielle avec leurs cibles, impliquant surtout les sept
% E u] E* vu o }Flusequelquedids situés ailleurs sur la séquence du miRNA
(Fabian et al., 2010En plus dilocage de la traductigrcette complémentarité imparfaite
% E}A}cu o PE $3]}v o[ Zdhindriede%£g@ation das ARMppelée
exosom <u] (( E o[} i 8§ WM Z %]SE (BushatianduiCeohen, @dD3%; Castel and
Martienssen, 2013)

3.1.3. Mise sous silence par régulation transcriptionnelle (TGS)

Le RNAI fonctionne aussi dans le noyau aidetits ARN et le complexe effeate
o[ e«} ] vS§ [ USE * % E}S ]V ¢ %}upE&E P]JE p&E o ZE}u S]v
E EpS - o] ZE}u S]Jv. % E o ZE ] PE MAE % S]Se ZE
complémentaires naissants en cours de transcription. Les ARN naissants ciblésrviormtes
plateforme de recrutement aux protéines nécessaires a la mise sous silence des régions par
(}E&u S]}v [Z § &} (EiMEeida drid/Allshire, 2005)
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ChezS. pombeo Ju% o A (( 8§ HE <u] % Eu S of]appel&S]}v
RITS RNAInduced Transcriptional Slencing ©mplex) 1l est composéde la protéine
Argonaute Agol, de la protéine & chromodomaine Ch@lir¢gmodomainProtein 1) et de la
protéine Tas3Xageting complexsubunit 3) qui fait le lien entre les deux autres protéines

(Verdel, 2004)

3.1.3.1. Le role du RNAI dans la modification de la chromatine

Chez les plantes des mycetes (dont la levur8. pombg la voie du RNAI peut
réprimer des genes cibles a un niveau transcriptil en guidant des modifications
épigénétiques de la chromatine, par exempte u $ZCo 3]}wu[,ied) E ~ Z 1 o -
plantes) Les mécanismes les plus étudiés concetriea u SZCo $]}v indujte par
o[ ZE Z1l o BNA-directed~ DNA Methylation: RdDM) et la formation

[Z § BE} ZE}u Sdépenda@nté ches. pombe

Chez la plantérabidgosis thaliana(A. thdiana) le RdADM va agir majoritairement au

niveau des séquences répéteU <« i soient mobiles (transposons) ou non. Au niveau de

e (E P]}vedolpmérake IV transcrit un ARN qui va étre converti en ARN double brin
% E o[ ZE % }oCu E de o[%HDRARNAdependantRNA polymerase 2 La
présence de cet ARN double brin rgmthétisé enclenche la voie du RNA|, il est clivé par la
protéine dicer DCL3 et est chargé dans la protéine Argonaute AGOARNgsoduits dans

e E P]}ve % (lynodraZeE V serviront de plateforme de recrutemepir
appariement de base des petits ARN chargées dea®4.Ce complexe effecteur permettra
le recrutement [uv E u Sah§férase (DNA methyl transferase DNMT) (voir Fig 6,
Chinnusamy and Zhu, 2009; Haagl Pikaard, 201}
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Figure6 W D} o 0 u $ZCo $induite % [EE0[ ZE ~Z Ambidogsid thaliana
1) >[ ZE %}oCu & + /s A V]3] E 0 Z D % E o SE ve E]%3]}v .
polymérase dépndante des ARN ZRDR2) utilise les transcrits de[ ZE %.}0 Cu c@nme /s
matrice pour produire o[ ZE }p o €5 [siRNA2 de 24nt sont produits par le clivage de
o[ ZE % & >0 %ople Z EP « «pE -©tkhdethylés (B %) Ciblkge du tomplexe
ME ZE SE& ve E]polyéieraie\b fuzdervent de plateforme de recrutemerg) AGO4
interagit avec RDM1 éRDM2 (RNA-directed DNA Methylation let 2), et va induire la méthylabn
e CS}e]lv ¢ *uE(Srhénta adéapté de HaagPikkard, 2011)

[ USE * A uU% o0 ° u} 1(] S8]tve % ]P v SJ<p e u ] ¢ % E
et le RNAI ont été montrés chez les métazoaiRex exempleil a été montré chez le vefs.
eleganset les vertébrés que la reconnaissanceti@nscriptiomelle des ARN naissapar le
ZE ] % Eu 8§88 ]S pv ]JvZ] ]18]}v o SE&E ve Cef e jdéposibiorvdevs o[ o}
marques H3Bme (Giles et al., 2010; Guang elt,a2010) De la méme manieral a été
montré chez la Drosophile que le RNAI est essentiel a la mise place des marques H3K9me
LMWAE E& Pl}ve [Z § E&} ZE}u S(Pagelaltde] aly @R« 1

Ces différents travaux chez de nombreux organismes modeles ont ainsi pu amener
o[] u E€o ee v3] O o u Z]v E] u ZE ] Ve O[ ** u 0 P
o[Z § &} Z&EJoutelais, lesdétails mécanistiguesle cesprocessis de régulation

% V VS ot && apportés par les études réalisées chdevareS.pombe.
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3.132. &}E&u S]}v [Z § E} Z E-YHapenpant £ZHeA. pombe

a) /v]&] §]3v.. o (JEu &]}v [Z & &) ZE}u §]v ]V H]E % E o 2

Des études réalisées ch8z pombeont permis de montrepour la premiére fois que
o ZE] §]8 JE S uvsS Ju%o]«u ve 0 (}EuVeidel, 20&;S E} ZC
Volpe et al., 2002X u vVv]eu Vv ]S o] S]}v 4 }u% o ARITS(( S pE&E
Jve] <p o[ ZE v ]Jee vS Vv }uCE- § ong noGed&ardt hhissant, ppelde
« ARNplateforme» provient des régions qui seront mssous silence pala formation
[Z § &} ZE}u §]v X

> (JEu 3]}v [Z § E} ZE& pombiébutZ alec la production dERNAs
qui proviennent soit de transcription ardens, soit de IncRM4ormant des structees tige
boucle clivés par la protéine Dicerl/DcrlF(g 7A, Djupedal and Ekwall, 2009Ces petits
ARNsont chargéssur la protéine Agol du complexe ARCA(gonaute $RNA Chaperone)
comprenant les protéines Arbl et Arb2, deugrotéines chaperonnes essentielles au
chargement des siRNAouble brindans Agol et o[ o]Ju]v S]}v n EBukéoete P &E
al., 2007) Agol chargé de son siRNi&sormais simple brinja ensuite formeite complexe

RITS avec lgsotéines Chplet Tas3(Debeauchamp et al., 2008; Verdel, 2004)

Le recrutement dRITS a la chromatine ( ]S % & Y u}]ve UpAEh&}]vSe |
Le premier se fait par leeconnaissance brin spécifique du pesiRNchargé dans Agol a un
IncRNA naissant en cours de transcripti@uhler et al., 208; Djupedal et al., 2005} e
e }v %}]vs [ &} Z la liaisds déoclitEbmodomaine de Chpl aux marques
H3K9mede la chromatingPartridge et al., 2002; Schalch et al., 20@) doble accrochage
Al S Jo]s & o[ VvV & P Z/d» o ZE}u S]v X

Il existe une interdépendance importante entre la liaison de RITS a la chromatine et la
présence de la marque H3K9me. En effet la production de siRNA et la fixation de RITS sont
dépendartes de la présence de la marque H3K9me et inversement. Ce phénoméne
o[ A% O]<h % E UV }H O E SE} }VSE€0 %}+]S]( Vve 0 <pu 0O
0[Z]*S}v u SZCo - OEDd <Hu] % CEuU § o0 %0 }e]S]}v ,i<du X
marque vgpermettre le recrutement de RITS de maniére plus stable, et le recrutement accru

0ES Jv]E] vE Jve]l o (JEu §]}(ejpdncset@) DTE}u §]v
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b) }uo [ u%o](] S]ivcp ZE ] v

Aucoursdeo[§ %  []v]8] S]}v (}E&u S]}v [Z § B} ZE}u S]v U c
(RNADependant RNA polymeraseComple) A 1SE E Eps platedrmoe». 28 h
complexe est composé des protéines RdpINAdependent polymerase 1) une ARN
%}oCu E - % V V3§ o [Hdi€abe re@Ei®d for RNAimediated
heterochromatin assembly 1) une ARN hélicase, et C{@affein InducedDeath 12) une
poly(A) polyméras€Motamedi et al., 2004)Le complexe RDRC va interagir avec RITS au
vIA u o[ ZE %0 S (}E&u Vv ]Jee vS (]v e doullE blinoCemnolvek } ue (} E
ARN double brin va étre pris en charge par la protéine Dcrl pour former de nouveaux siRNA

Z EP - ve Z/d"U & vVvS§ ]ve] pv }H o [ usesie [kl Stv M C
Colmenares et al., 2007; Motamedi et al., 2004)

Danslaformation [Z § (E} Z E Hapérdant de petits ARN, les InCRNAs sernvde
plateforme au recrutement des complexes effecteujouent un rbéle majeur dans le
«silencing» de ces régions. Maide nombreux autres systemes de mise sous silence de

transcription utilisent eux aussi des INCRNAs.
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Figure7 W &} Eu $§]}rochf@mdtine dépendant du RNAI chez. pombeA) La transcription bi
directionnelle et les IncRNAs formant des structures -bgacle activent la voie du RNAI et

permettent la production de siRNAs via la protéine D&)Les siRNAs sont chargés dans Agwl

seindu complexe ARGbérant le brin passager. Agol chargé de son siRNA simple brin va former le
complexe RITS en se liant aux protéines Tad3% i X « > & EpnsS u v§ Z/d™ su@E o[ ZE
(183 A] o[]vd & §&]}v u *]ZE Spariemeni de s¢qoenés etpar koliaison entre le
chromodomaine de Chpl et la marque épigénétigue H3K9me. RITS permet le recrutement du
complexe CLRC (CRIkt pod u SZCoSE ve( E ¢ }Ju%o A+ Iu%E v v 0[Z]*S}\
Cir4 qui va permettre ldéposition de la marque H3K9 a la chromatine. D) RITS va aussi permettre le
recrutement du complexe RDRC qui transcrire o[ ZE e<}pe (}EuU }n o E]JvU ]Jv pl-
formation de nouveaux siRNAs amplifiant ainsi le systemes{schéma adapté delartienssen and

Moazed, 2015)

32. DJ]e e}pue c]Jo v 0 SE ve E]%S]}v % E o[]vsS Eu ] ]JE

M oe ]Jv [HV 0@US EPWA pv uCE] -codaptZ donv five majoritéle
longs ARN nowodants. Cependan bien que la fonction des ARN nondantsdans la
régulation posttranscriptiomelle des ARN messagers saié mieux en mieux compgs

v}iS uu vsS PE o[ §Jeurs oleatankUa régulation de la transcription et de la
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modification de la chromatine restent encore majoritairement a éclaircifuyv. ¢ ZE o0}vPe

non-codants les plus étudiés est le IncRXi&tqui représente un véritable paradigme pour

comprendre les mécanismes de mise sous silence transcriptionnelle par un IncRNA.

3.2.1. Le IncRNAXist

Le long ARN necodant Xist (X-inactivespecifictranscript) est responsable chez les
uuul]( E - o[]v 8]A 3]}v [uv + pAE ZE}u}{Wutz, 30037 | 0 « (
/o (]85 % ES] 0 [§lNCRNsS dec@lveit ciez les mammiferéBrockdorff et al.,
1991) Le geneXist est localisé sur le chromosome X et produit un transcrit de 17 a 20 Kb qui

a la propriété de recouvricomplétement le chromosome X inactivieig 8A Brown et al.,
1992)

Seul le chromsome X inactivé (Xi) va exprimgist qui est indispensable aon
inactivation (Penny et al., 1996§ > - OOMO ¢ <u] (}EU vS o[ u EC}v Ve 0
U uu]( E « ep Joe v3 o[]v 3S]A §]}v O[uv de maniEre Aé&EPitele}u vy
Ve UV % E u] E 8 u%e+*U o0« YA E ZE}ulelu oy AIvE o %% E
[Iv 8]A 3]MNWingdtivationcenter) qui contient de nombreux élémente régulation
dontle géneXistX § %o %0 E] u vS % WS e transotE antisens]deXisiappelé
Tsix( Bacher et al., 2006)

TsixU (}ES u vS A% E]u M ZE}u}etu §]1( ~y XisAAulvZ] E ¢

VIA p p (HSPE yJU of[]wiasoph SN 2]}V ]38 io dEXsIEraece a la
(1&£ S]}v [pv ( S pCE SE ve E]%S]}v %% 0 zz *pE o0 ]S
premier exon du geneist (Jeon and Lee, 201&} viale recrutement du complexe PRC2
(PolycombRepressivelomplex 2) sur une séquence o[ Zdhservéest appelée RepAHig
8B,Lee and Bartolomei, 2013%) >[ A& %o EXmstya amplifier le recrutement de PRC2 a la

ZE}uU S)v vSE ]v vS o %0}e]S]}v o u E«p [Zz § &} ZE}

E J}UAE u vs y]*8 euE o[]vd PE 0]3 pn ZE}ioh'dalPRCR A % E

et de la marque H3K9me3 staut le chromosomgWutz et al., 2002)

Plus récemment, il a été montré que IncRNAXistest hautement méthylé sur la N6

Adénosine (Mm6A) et que cette modification est importante pour la mise sous silence de
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genes dépendant du IncRNXAIst De maniere intéressante, la protéine a domaine YTH,
YTHDC1, un reader» de m6A, serait inMiguée dans la mise sous silence des genes
dépendant du IncRNXist(Patil et al., 2016)Au cours de ma thése, je me suis intéressé a la
protéine Mmil une protéine a domaine YTH homologue a YTHDC1 dans son réle de mise
sous silence dépendanh [uv ov ZE X e Sy e euPP & vS puv }ve C

u Vv]eu e Ule e}ue *Jo v % Vv VS s ov ZE ¢ u }uE- o[ A}

Malgré sa découverte en 199Borsani et al., 1991; Brockdorff et al., 1991; Brown et
al., 1992) § o (]S <u[]o <}]8 1A u v3 3Sp ]| (Gewdre] and Bidard, %o } <
2014) %0 p [JV(}EuU S]}ve e}vS Vv }E ]J*%}v] o <XwgueiEsadfonation [ S]}v

uto po JE& X >XisEpontre ainsi la difficulté de travailler avec les INncCRNAs.

Figure8: Inactivation du chromosome X par le IncRNAst chez les mammiféresA) Le centre

[Iv 8]A 8]}v ~y]l « A % GEu 38E o[]v]s] 8]}v Adp[lo[ A Shw w ZE&}L
Xist epy@E o[pv * WA ZE}ule}u ¢ 3 «kispdr le IncRXEXist B)Représentation
du Xic contenant le génasfet son antisensTsixproduit par le chromosome X actif (Xa). Le Xi est
Jv 8]A ~uls o fle & fransdription délst par le facteur YY et le recrutement de PRC2 a la
chromatine par le IncCRNXist
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322. > ¢ % E]V % A u Vv]eu ¢ [ S]}v }vvue e 0oV ZE -

Depuisla découverte du IncRNKXist de tres nombreux autres INcRNAs ont été
découverts. ¢ (}v S]}ve S u v]eu ¢ u}o pupo ]JE }vS S8 O ] * %}pud
eux. Parmi ces mécanismes on retrouve des fonctions associées a la régulatien post

transcriptionnelle et transcriptionnelle.
3.2.2.1. Les mécanismes de régulation pesanscriptionnele

Un trés grand nombre de IncRNAs ont une localisation prédominante dans le
cytoplasme chez les humaifBerrien et al., 2012; Djebali et al., 2012) cpPP & vS <u[]oe* <}
impligués dans des fonctions pesanscriptionnelles. Cependant encore peu de ces

fonctions posttranscriptionnelles ont été mises en éviderngditsky and Bartel, 2013)

Comme décrit préecédemment, les INcCRNAs sont nécessaires a la production des
miRNAs (primiRNAS) et participent pour cette raison a la mise sous silence- post
transcriptionnelle par la voie du RNAig @, Ghildiyal and Zamore, 2009; Lag@sintana
et al., 201; Lau et al., 2001)

Parmi les fonctions podtanscriptiomelles décrites, Il a été montré que les INCRNAs

A1l vs pv (v 8]}V Ju%k}ES vs ve o & Ppo S]}v O[ %] P X
INcRNAMALAT1(MetastasisAssociated Lung Adenocaroma) Z | o[, }u WMAXAT1a
été initialement caractérisé pour son implication dans les cancers du poumon puis dans

[ USE » SC%o - v E }1 Jo <3S kEE, BOA33Par & siitp,al a été
montré qu'il avait de viu & pe ¢ (}v S]}ve J}o}P]cpu Ve O %o]ee P
O[}EP v]e S]}v vp o JE }pn o « u} ]({Zhaig et al.l%20F)e copkndle

O[ %]*s P 08 CEvV S]( % E ov ZE « ( éSpheed®dmeget [peS E S

pré-ARNm(Fig B, Tripathi et al., 2010)

Bien que des IncRNAs fonctionnent dans la voie du RNAUSE « % pA vE P]d
comme une «ponge» ou un «eurre» pour les petits ARN necodants. En effet il a été
proposé que la concentration en miRNAs dans le cytoplasme (et probablement dans le
noyau) soit régulée par la quantité de IncRNAs possédantsdgaences ciblées par ces
mMiRNAs. Cette fonction a notamment été découverte chez les plantes ou un IncRNA appelé

IPS1(Induced byPhosphateSarvation 1) possede des séquences reconnues par le miRNA

44



399 (miR399). En conditions normales de croissance, ilg&idd A ] o E o[ ZEu W,KT «
est impliqué dans le métabolisme du phosphate. En condition de carence en phodpi&ie,

est surexprimé par la cellule, ce qui va séquestrer-idd S % Eu SSE W,K1 [!
exprimé(FranceZorrilla et al., 2007)Ces IncRNAs, appelésampetitive endogenous RNA

~ ZE ¢ }vd & pee] JUA ESe Z | ods mecanismes sinilaBeE, en

% ES] po] E ve o }VvSEE£€O o J(( & vS] S]}v upes po 1E S
cellules souchefFig € Karreth et al., 2011; Salmena et al., 2011; Tay et al., 2GEt)ni

ces ceRNAs on retroavaussi une classe particuliere de IncRNAs qui sont sous forme
circulaire (circular RNAS), et qui ont été identifiés pour la premiére fois dans les testicules de
souris(Capel et al., 1993 D |- V[ S <« ] v %oope 8 E <«<p o (}v 5]}
circulaires, résistants aux exonucléasdans la séquestration des miRNAs a été mise en

evidence(Memczak et al., 2013)

[ USE « ov ZE » A}vS pee] JvZ] & o A}] W ZE JU v}V %o «
ARNnon- } vsSeU u ] Vv i}pvs o EE€o [JvZ] 1S HWE }u% S]S]( HA
notamment le cas du INCRNBACEIASZ | o[,}uu «<u] 8 Ju%o]<p Ve 0 U
[ 01Z Ju E }T Jo «3(Fagkihi & 8., EJ08 e INCRNA est partiellement astns
a sa cible ARNBACEL La fixation deBACE1ASur BACElva stabiliser ce dernier en
E JHUAE v3 0 ¢ <u Vv % J(J<p [mv u]ZE X E VBAGEY %o }uE
empédant ainsi sa dégradatiofFig ®, Faghihi et al., 2010)

Un exemple de lien entre INCRNA et exosome a aussi été mis en évidence chez
o[,}uu X /o § Uu}vSE «yp * OV ZE * % HA v3 E }VAMupSE .
ve 0 ¢« (E P]J}ve 1[ hdZz @ant] wre sEEEWrg Hdable brin qui active la
voie de dégradation exosor@épendant SMDraufen-Mediated Decay,Fig %, Park and
Maquat, 2013; Park et al., 2013)

Malgré la grande variété de fonctions pdsanscriptionelles découvges, le nombre
de IncRNAs cytoplasmiques encore inconnu eugg<p|[ o[Z pE SpH oo U o (}v

connuesdes INCRNAy & % E ¢ vS vS <p 0 % ES] u EP o[] EP >
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3.2.2.2. Les mécanismes de régulation transcriptionnelle

A la lumiere des études réatiss sur le IncRNAXist plusieurs fonctions
transcriptionnelles ont été découvertes chez de nombreux INcRNAs. De la méme maniére
gue leXist certains de ces INCRNAs peuvent agir a proximité de leur sites de syntiggse (

S v ]e «p [ uSE « AlistdncePsUEplusieurs chromosomesas) (Vance and
Ponting, 2014)

a) Régulation transcriptionnelle par les IncRNAs &ans

* OV ZE ¢ % HA v e[ s} ] E A . 1A § pE+ pn E
transcription et réguler ainsi plusieurs genes. Dans le cas des cancers de la prostate, il a été
UJVEE <u[pV oV ZE spE AE%E]Ju A [35 Z E p E %S puE
ee} ] 8]}v E %3 HWE A % Eu $SE o 3]dépehpunts d&oo e
ol v E}P v ~ -degenjdenvgened)fig ™ et9l, Yang et al., 2013)

Un IncRNA peut aussi servir de guidour des complexes de modification de la
ZE}u 8]v A] e}v Jv8 E 3]}v ]JE 8§ A o] E % E %% E] u
triplex ADNdRARNSD, au promoteur des genes cibles. Ce mécanisme a notamment été mis
v Al Vv % }uE o E Eps éhyltiansférage BENMT3b par un IncRNA au
promoteur ciblé par le facteur de transcription FIRETranscription Termination Factor 1)
Z 1 o[,}uBlig 9 Schmitz et al., 2010)

hv ov ZE pv]<p % us [ ««} ] E A e Ju%o A& - u}

chromatine pour aller agir a de multiples loci et réguler leur transcription. Cetdsanment
été montré par la découverte du IncRNAotair (HOX antisens intergenic RNA) qui est

Jve EA  Z 1 0 e<}pE]eHAiIO[sJud®E ve E]S %op]HR[Z}let } }E ~
fonctionne entranspour aller éteindre la transcription des genes sur lieuHox D situé sur
un autre chromosome. Les genddOX codant pour des facteurs de transcription

[JuKe}ES Vv (}Jv. uvsS o %}puE o A 0} %oetair jude uo r@eClvv | E
essentiel dans le contrble de la différenciation celluldB&an and Mandal, 2015).a mise
sous silence des gendé$OXpar Hotair se fait grace a son association avec PRC2 et son

rr €us u vs uE o ZE}}uU S]v % Eu $S vS ]Jve] o (}E&uU S]}v |
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E P]J}veX u v]eu us v A] v e (}v 8]}ve [ ZE *SEU SUE
de complexes de modification de la chromatiffey ¥ Rinn et al., 2007; Tsai et al., 2010)

b) Régulation transcriptionnelle par les IncRNAs eis

>[UV e (}v S]}ve oguertément asqo@ée autncRNAs este servir de

plateforme pour recruter des complexes de modification de la chromatine [] v * S X&

avec le complexe PRC2(E 0O u SZ} %o E ]1%]S S]}tv o[ ZE §
[ ZE Z US }Seq),dI1B pu étre mis en évidence que le complexe PRC2 chez
o[,}uu S ]S e} ] uv PE v viu & ov ZE U euPP E vS pnv

les ARN nottodants et le remodelage de la chromati#ao et al., 2010)

Dans ces cas de régulation-60E ve E]%S]}vv 00 U -mébeen avursZE o]

de transcription qui va servir de plateforme au recrutement de complexes dedelag de
la chromatine (Figl9. Chez la plante il a notamment été mis en évidence que les IncRNAs en

JUE SE ve E]%S]}v S ] vsS E }vvpge % E o u Z]v E] U
meéthyltransférase RDM pour mettre sous silence les régions ciblées §Figaag and
Pikaard, 2011)Comme décrit précédemment, chez la lev@epombe les longs transcrits
non-codants en cours de transcritpion provenant des régions f@&mtromériques

% Eu S vS 0o E EUS uvsS [ S HE* % EuU SS vSMotarhpEu E o[Z
et al., 2004; Verdel, 2004; Volpe et al., 2002)

En résumé,ds ARN notodantsreprésententune majorité du transcriptome des
eucaryotes supérieursls ont longtemps été considérés comme de simples -gvaduits de
0 OOHMO < Ve (}v S]}v Z}EuU]® <p O<h o A %S]}veX d}pusS (}]e o
des fonctions importantes aux ARN roodants explose littéralement. Nous sommes pour
cette raison probablement tres loin étre en mesure de dresser une liste exhaustive des

fonctions et mécanismes moléculaires associés aux IncRNAs.
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Figure9: Différents mécanismesssociés a la fonction des IncRNAs. Figure adapt& aeg et al.,
2014 A) Les miRNAs sont pratiia partir des IncRNAs, ceaxvont donc servir de réservoir a

UJZE X e > e+ ov ZE ¢ % pHA v3 o (]E£ €& pE& o o]u]d ]JvSE}vlI £}v §
Certains IncRNAs peuvent contenir des séquences reconnues par certains miRNAs, grace a cela les
MiRNAs sont séquestrés et neyvent plus aller inactiver leurs cibles. D) Les INcCRNAs peuvent aussi
agir comme inhibiteurs compétitifs directement sur les cibles ARN des miRNAs. E) La structure en

ln o E]v ov ZE *WW ZEuUu %o HUS $3]1A E o PE S]}v % E o
cytoplasmique. F) Des IncRNAs a®ns peuvent former un duplex ARNLE A o[ ZE % &
usee P E <p] E Eps o[ viCu [ ]S3Adencsinebpambase tHatAct on RNA)
(Singh, 2012)G) Les IncRNAs se fixant sur les mRNAs peuvent influens#ivegment ou
v P 8]JA uvs of ((] ]8 SE MU S]}v c0}v o J] o+ ZBHLeS 0 SEU
IncRNAs interagissent directement avec des facteurs de transcription pour perneftre$]A 3]}v
certains génes.d4 o[JvA E- U N@s3nfevagissenZavec des facteurs de transcription pour
les inactiver.Je o[Ju P U ZE ]} UV % 3]83 ZE % ps « EA]JE Pul] U o -
servir de guide pour des protéines de modification de la chromatd.es INCRNAs peuvent\der

[ ZE «SEY SPE VS %o} uE ¢ }lu%o0 A - u} 1(] LipHacRNA¢Z cSureE} ZE} u
de transcription va former une plateforme de recrutement pour des modificateurs de la chromatine.

[ S v}S uu vS o * %o} XSt QUi \@vreZrier le complexe PRC2écessairea la

(}&u 8]}v [Z § ding au@yomosome X a inactiver.
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Z % ]SE WZ/Puo S]}tve S} %o}eS
SCE ve (E]%S]}vv 00 ¢« % (E o A}

La cellule a mis au point un réseau complexe de régulations impliquant de
nombreuses nuéases permettant de contrdler les ARN popdants. Parmi ces nucléases, la
u ZJlv E] o[ A}*}u i}p pv E€0 ui PEX tu%o £ (]85 %o
plus conservées entre tous les organismes. Dans ce chapitre je vais présenter la saticture
o[ 3]A]S PE S]}v o[ £}*}u U o ¢ }( S PEs vV ¢ |JE ¢ -
o° ]J(( & v8 ¢ (}v §]}ve oopoO ]JCE - o[ £}+}u § e }( S pE

Comme décrit précédemment, la qudstalité du génome génére un nombre
considérabé de transcrits codants et nezbdants. Ces transcrits narodants sont soit des
transcrits régulateurs de nombreux processus cellulaires, soit des transcrits potentiellement
déléteres pour la cellule et issus de la transcription pervasive. Il est absolurssentiel
pour le bon fonctionnement de la cellule de contréler tres finement le niveau de ces

différents ARNHouseley, 2012; Houseley and Tollervey, 2008)

Ce controle qualitat et quantitatif des ARN est assuré par un réseau complexe
[ VvIvVh o e § [ A}VH O ¢ U % EU] O < 00 ¢ O £}e}u }

notamment pour les ARN necodants.

,]J*8}E]<p u v8U o A}}u (.S } R cEEevisideels o [ @SA NG
u} o ]}o}PJ<p <p 0 %oope PE v viu E [ Sp - S & o]
structure et ses fonctionsJe présenteraidonc o[ § § e }vv Jeev ¢ }v (EvV VS
}( S uEe* S 0 ¢ (}v S]}ve D efBVisipepuis ek la levureS. pombeyui
30 u} o [ 38p p&pademegtrajausEde thésép }uE (Jv]E Zafino[,}uu
de Ju% E v E o }ve EA 3]}v e eCeS U U JHUE- o[ Alops]
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1. "§EU SpE § 3]A]S PE 3]}v o[ £}-}u

>[ A }e}u uneomplexe protéique nucléaire et cytoplasmique extrémement bien
Jve EA  p JpE- b[ A& }edéradé les ARN via une activité endd
AIvu o }oCS]«p X §S PE S]}v e ZE % E&u S o }vSEE€o
fonctions cellulares, il est essentiel notamment pour la maturatiola surveillanceet la
terminaison des ARNCe complexe est absolument essentiel a la survie de la cellule et

nécessite de nombreux cofacteursuyq o[ ¢¢]*S vS§ ve eet $Qv reédrutement

spécifiqueaux différentes cibles ARN.
1.1. "SEM SHE o[ £}}u

>S[ AElelu %o}ee pv - TpE ngufferpeéines conservés depuis les

procaryotes elesArchaeaipe<u|[ WA P EC}S o o % CEE | % D-9Kormeeun
anneau possédant un canal central d& 80 A pouvant laisser passer ARNsimple brin,
suggéant <pu o[ ZE #8cturé pour former un simple brin linéairafin de passer au

SE A E- o [LiEéte dlu 2006; Lorentzen and Conti, 2008) “up& o[ £A}-}u

Z1lo oApE U o[ E Z § E] }u o[,}uu 3 % EHex@mé&r8 Ep SuE
RNase PHPfosphorolytic RNAlegrading,Deutscher et al., 199&le la bactérie ainsi que la
RNase PNPas@olyNucleotide Phosphorylase) présente a la fois ches bactéries et les
eucaryotes supérieurgLeszczyniecka et al.,, 2002)a grande conservation au cours de

o[ AJowSUPP E 0Z]Ju%}ES v Eu]o 0 *SEY Sude vV Suv

PE S§]}v o[ ZlBkkeRh&ersen et al., 2009)

Cheztous leseucaryotes o[ vv H constitué de trois hétéromeres distinct
composé de six protéines: Rrp41Rrp45, Rrpdd&Rrp43 et Mtr3(/Mtrd41}Rrp42(Liu et al.,
2006) Cet anneau de sixprotéines est stabilisépar trois protéines additionnelles, Csl4,
Rrp40 et Rrp4liykkeAndersen et al., 20Q%g 10).
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Figure10: & Z]8 SpE&E juupv * Ju%0 A - P HgureSéitraite deo [ ZE
LykkeAndersen et al., 2009A) Diagramme schématiquidustrant les sas-unités et la composition
de la RNase PH bactérienne (les domainesBPbsphorolytique) sont représentés en vert foncé ou
clair selon leur orientation au sein de la structyrde la RNase PNPase (hotrimére ou chaque
sousunité comporte deux domaine®Nase PHike appelés PH1 etPHA) u "pE&E o[ £}}u Z1
o & Z § E]l* 3 o “HE o[ £}-}u Z 1 @) Studyres § of,
SE] Ju ve]}vv oo *» <+ ]J(( & vSe }lu%o0 A - P HIshigdt}al.,, 2008 ZE W ZE
PNPas¢Symmons et al., 20000 ~“u& o[ £}+}u Z | o[ Ooréhtzen eSal(EA0Q7~

§ Z 1 of,}uiuetal., 2006.

] v <p o "HE opogESddrais Ju Jv ¢ [ 3]A]3 %0Z}*% Z}E}0C
tout comme la RNAse PH et la PNRdsa été montré que chez les eucarygtes "HE <8
catalytiguement inactifX V[ *S§ % E }ve <g VvS % °* O "uUE o[ A£}}u
o[ 3]A]S S o @&§rpdation des ARKDziembowski et al., 2007; Lorentzen et al.,

2007) Ses activités catalytiques sont apportées par la nucléase Rrp44, présente a la fois dans

le cytoplasme et le noyau, et pkr nucléase Rrp6, présente seulement dans le noyau.

La nucléase active Rrp44, aussi appeld*iU ¢S o[Z}u}o}Ppu o ZE -
S E] vv S of ¢} ] o] . H TpE o[ £}*}lu % INOE (}EuU (
(Lorentzen et al., 2008y > F1@EEstprésentdans toute la cellulealors quele complexe
Exoll qui contienten plusla nucléase Rrp&iomologue de la RNaseD bactérienne est
retrouvé uniquementdansleryau > ¢ (}v S]}ve -10adnéErpent surtout le contrble
gualité des ARNm par la voie NMBo( tMediated Decay). Mes travaux de thése se sont
(} o]s ¢ su&E o (}v 8]}v o[ A}+}11), =mipsiole ] @anuseritE ya

majoritairement aborder la sticture et la fonction de celtgi.
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1.2. §]1A18 PE 3]}v o[ £}+}u

>[ A }eJucléairea été initialement identifie comme un facteur central dans la

maturation et la dégradation [ ZE <Sst@ que les ARNr, les sARN $mall nucleolar
RNAs snoRNAs)les sARN (small nuclear RNAs'RNAsEt les ARN{Allmang et al., 1999;
Mitchell et al., 1996, 1997Pepuis,de nombreuses autres cibles ARN o[ A}+}uétdvs
identifiées partout dans le génome chez la levure,deosoplile, la souris, les plantes et
o[,Juu U E A o v3 ]Jve] pv SE + o TBRes BesElDnaées ont]permiX

[ 0o EP]JE o0 *o(EAQ-%u la surveillance des AR{Chekanova et al., 2007; Kiss
and Andruis, 2010; Schneider et al., 2012)

M oPE o vV [ $]A]&onterieodasy tqgoecuE U o A£}*}u (}E
majorité des substrats a passau centre de son tunnel centr@¥iakino et al., 2015 Fig 1}
Lanucléase Dis3(/Rrp44)osseéde a la fois une activité endet exonucléase(Lebreton et
al., 2008; Schneider et al., 2007; Wasmuth and Lima, 2&XL2%t essentiéé a la cellule,
tandis que Rrp6 possédeulemento [ S$]AJi§ A}vu (Wasmuth et al., 2014)

Figure 11: Dégradation de I'ARN par I'exosome nucléairex[ ZE P& % E& Z&E %0
o[ vw supérieur composé de protéines de la famiB&/KH mais pas par leeur RNase Piike,
Sv]e <u o] ZE P&E %o E o7 % ** % & 0 SHUVV O VSE 0
simple brin. Schéma adapté tiakino et al., 2015
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Le caractere essentiel de toutes Isguspuv]s « up "UE o[ £}-}u S }
u}vsE& %[ 8 viv E }v VvS§ o (}v S]}v PE S]}v o[ £}-}u
nucléases de la cellule. Bien glaeprotéineRrp6 ne soit pas essentiglla délétion de son
genechez la levure entraine un retard de croissance trés important suggérant g3eeb

Rrp6 ne partagent pdss mémedonctions niles mémes cibles ARN

> E S E]es S]}v *SEU SUE O o[ £}}u % EU]e u S3¢
SE ve]S % E o "ME % }pE SS Jv & o «oMakino&talg 204p; ZE?Y
Wasmuth and Lima, 201X % v VS 0 ¢ U V]eu * % (E 0 *<u 0° 0[ ZE ¢
%o E}S Jv ZE%O0 }u v }E o (]S <p—]o uS]o]sonjaysentenmore v 0 V'
uo }vvpueX e SUu ¢ *SEU SUE O - o[ £}*}u }vs u]e v A] v
o[ ZE *Ju%oo0 E]v %}oC vVvCo X >[ ZE v i[ 8§ E} Z [V K
<u o0 E <3 o[ ZE SE A E- o[ vvopposd b<ce quivestobservé pour
Dis3 (Figllwasmuth et al., 2014De plus il a été montré que Rrp6 et Dis3 ont des substrats
ARN différents. Rrp6 est capable de dégrader des ARNS 0 %o ES] i[ * S CEGu]v %o
fonction hydroxyde {OH) ou un phosphateRQ,) tandis que Rrp6 ne reconnait pas les ARN

qui se terminent par un phosphaf&inder et al., 2016)

'‘o} o uvsU o oopo A pslo]e & o ¢ (}v 8]}ve VL O o
maturationet la spEA ]Joo v [uv 8E » PE v Vv}u & [ ZEX Wopue E
o[ £}+}u levmaintien sous silence de régions hétérochromatiques et dans la

terminaison a été mis en évidence et sera décrit plus loin dans ce chapitre.

] v <p xoesomepossédedes fonctions de dégrads ]} v of] ZEU Jo in$§ wu}vsda
vitro <p[]Jo +3 (Eerd iSdohif aprés purificatiofMitchell et al., 1997)Pour fonctionner
((] U v3U Jo 8 e v3] 0 <passodjé/E}3fu Sep[E+ <u] A}vE o[ *¢]*3
sa fonction.Ces cofacteurs voitermettre le recrutementt la reconmissance o[ A}e<}u
ase* ] o-+*U o0 E}po u vs ¢4 Foytdérigation d¥s ok permettant
ol v & P aof] &8 -}u X
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2. _}( S uE- o[ £}-}u

>[]vE PEso]€& 3 pE-U <u[]oe *}] v }ve EA « v3GAUD * *%o

}EP v]eu U }vS %}uE& (}v S]}v E EUS E S [ *°¢]*S & o (}v 8

pouvoir réguler le métabolisme des ARN au sein de la cellule.

o[]veS @ A }-}a stiucture dedifférents cofacteursest tres conservé au
cours de o[ A}op&kpendantles fonctions decertains cofacteurs ont légérement

divergees p U E-* o[ Alous]}vX

Parmi ces cofacteurs on retrouve le complexe TRANIRf4-Airl-Mtr4
Polyadenylation complex)a protéine Ctil/Rrp47, la protéine Mpp6, le comm@&INS Krd1-
Nab3Senl) chezS.cerevisiaainsi que lecomplexe MTREC/NUR@tI1-Red1 Core/Nuclear
RNASlencing)chezS. pombest son homologue NEXNuclearExosomeTargeting Complex)

Z 1Homme (Table 1).

Tableaul : Consevationdesce( S pHE-* o[ £}-}u ldommeA u E o[

Complexe/ Nomchez Homologue = Homologue Fonction moléculaire/

Cofacteurs S. pombe chez Z 1 o[,pu ~ Commentaires

S. cerevisieae

Cid14 Trf4 hTrf4/PAPD7 Poly(A) polymérase

/ Trf5 /
TRAMP Mtr4 Mtr4 hMtrd/SKIV2L2 Hélicase a ARN

Airl Airl ZCCHC7 >] ]*}v o[ ZE

/ Air2 /
Ctil Ctil Rrp47 C1D/Lrpl >] ]*}v o[ ZE
Mpp6 Mpp6 Mpp6 MPP6 >] ]*}v o[ ZE
MTREC/NURS Mtll1 Mtr4 hMtr4/SKIV2L2 , o] - o[ ZE
chezS.pombe; Rell / Zcchc8 Protéine a doigts de Zinc
NEXTchez Iss10/Pirl / Rbm7(?) Homologie entre Iss10 €
o[,}uu Rbm7 suggérée mais nc

prouvée
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NNS (spécifigue Sebl Nrd1 ? >] ]*}v o] ZE

a S. cerevisiae) Nab3 Nab3 ? >] Je}v o[ ZE
Senl Senl SETX/senotaxin Hélicase ARN/ADN
2.1. Le complexe TRAMP

Découvert pour la premiére fois chez la levigecerevisigde complexe TRAMP est
un complexe trindriqgue composé chez celle] o[Z o] - ZE DS@®oU
polymérasea non-canoniques Trf4 ou Trf5 ainsi que des protéines agteide zinc Airl ou
Air2. ChezS. cerevisiaeon distingue deux complexes, TRAMP4 et TRANM®htenant
respectivement Trf4 et Trf§LaCava et al., 2005TRAMP4 est présent surtout dans le
nucléoplasme tandis que TRAMPS5 est principalement localisé dans le nu@éalerson

and Wang, 2009)

Chez la levur&. pombele complexe TRAMP est composé de Mtr4, Airl et Cidd 4
protéine Cidl4est I'homologuede d E (& X HBmme bien qud Z A ]+ 3dw complexe
TRAMPsoit sujet a débatun complexe TRAMike composé de Mtr4, PAPD5 et ZCCeKL7
présent § e¢]e8 o[ A}-}u u v JatkcomyleXed RIKERAFig 13 Sudo et al.,
2016)

%

TRAMP A se]e8 E o A£}+}u Ve o o (}v 8]}ve u SUE 3]

ribosomiqueset dans la surveillance des ARN cryptiq(eks la Cruz et al., 1998; LaCava et

al., 2005; Liang et al., 1996)
2.1.1. Les poly(A) polymérasesCid14/Trf4 et Trfb

Les ARNm aprés transcription sont polyadényléso pt@E ASE u]s le§]
stabiliseret de permettre leur expor dans le cytoplasm@écessaire pour leur traduction.
Cette polyadénylation est réaligepar b polymérase canoniquBAP Poly(A) Polymerase

eégalement conservée chez tous les eucaryotes étutliés études effectuées sur TRAMP ont

permis de mettre en éviehce que la polyadénylation des ARN est aussi importante pour

leur dégradation.
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> e ZE ] 0 e o[ £}*}u *}vs %}0oC VvCo e A puwd g p %o)
adénines.Pour se faire TRAMP utilise une poly(A) polymérase non canonique, Trf4 ou Trf5

chez la levureS. cerevisiae~s x }A § oXU 1iifie

Cette queue poly(A) de-8 adénines ajouté v Tidles cibles de TRAMP sarvir
[ E} Z %}uE o0[Z o] » DSES <pu] A dang]&tunnd @entdd dee E o[ 2
o[ 4 }-+adecédant ainsh la sousunité catalytique Dis3Rrp44(Jia et al., 201Fig 1).

ChezS. pombe 3 Z 1 o[,}Juu U ] i81ZdE(d A}vd 00 *« pee] %
%}oC vCo S]}v <« ZE ] o(Winetal, Z2B06)} u

2.1.2. >[Z 0] + :MEE

Mtrd est la souaunité la plus consen& H ¢ Jv g }u% o £ dZAMBWX [ <8
protéine de la famille deARN hélicases a motif DEVH pAXP dépendantes, requises pour
o[ 3]A]3 0 (defta} €ur et al., 1998)

Il a été montré ches. cerevisiague Mtr4 utilise sa fonctionARNhélicase pour
E }po EebdermEttre son passage sous forme ARN simple brin dananial central
o[ A}+}u ~Makmoiétlal., 2015)Contrairement aux autres sousités de TRAMP,
Mtrd est essentide %o }UE o0 OOpMO U euPP E vS <u[ 00 %o}ee s e (}v
de ce complexe. Il est notamment connu que Mtr4 agit indépendamment de TRAMP pour la
maturation des ARNr 5.88e la Cruz et al., 1998; van Hoof et al., 2QI#tkson et al., 2010;
Kadaba et al., 2006 En accord avec ces données, il a été montré que Mtr4 est présent en

exces dans le noyau en comparaison des autres-soiiés de TRAMR.aCava et al., 2005)

Mtrd possede un domaine Arch» formant un «oras» pouvavs E ]JE]PqgUE o[ ZE
passe ve o “uE&E o [patr}étiadégradé par Dis3jers lesite catalytique de Rrp6.
Grace a celdes ARNr 7S sont maturés en ARNr 3.85+30 par Dis3, puis sliRgés pour
} S Vv]E o[ ZEE i.XB’praceSgu®Est AP- % v vsSU S o[ dW 5 ZC E}o
niveau du domaine ATPase de Mtr4 (FigJezkson et al., 2010; Taylor et al., 2014)

/o Hee] & U}VEE <<u DSED 35 % o u} yo & o §]/
effet, Mtr4 détecte 0 v}u &E [ sajdutéespar Cid14/Trfdou Trb et lorsque cette
gueue poly(A) atteint environ -8 adénines il désassemblERAMP, libereo[ ZE § % &
Jve < vE ¢8}% % o 3S]A]3 0 (Ja poal,2041%}0Cu E -
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Figurel2W > }u ]Jv & Z DSES % Eu § E JEIF ®sBhmmEand Ji ZE
Butler, 2013. >[ZC E&}oCes [ dW % & DSEOS u} ]J(] o <SCEU SpE *}v }u ]
rediriger 'ARN cible d'un nucléase (Dis3)\au PHSE ~ZE%0*X /o0 V[ *S Vv }E % * o0 |G
ou au sein de TRAMP pour ce mécanisme.

Chez la levur&. pombeil existe deuwhomologues de Mtr4 le premier appelé Mtr4
estprésentau sein du complexe TRAMP de la méme maniére que $heeevisiae tandis
qgue le second homologue appelé Mt(Mtr4-like protein 1) est associéau complexe
MTREONURSMtI1-Read1l Gore/Nuclear RNA Slencgin)(Egan et al., 2014; Lee et al., 2Q13)
Chezo [, } uuobretrouve Mtr4 au sein du complexd&RAMRlike qui agit dans le nucléole
pour lamaturation des ARNmMtr4 est aussassociéa un autre complexe nucléaire, appelé
NEXT NuclearEX0someTargeting)(Lubas et al., 2011, 2015ig 13\).

2.1.3. Les protéines a doigts de Zin@irl/Air2

Chezcerevisiadd JE&i § ]JE&T %o}ee VvS pv }u ]v 0] Je}v o[ Z
essentiel a la fixation de TRAMP a ces cibles. En effdgrémsa forte similarité avec la
poly(A) polymérase canonique Papl au niveau du domaine catalytique, Trf4 ne possede pas
}u v 0] J*}v o[ ZEX ~}v esproégv 4] Jgv o[ @E |Ei
Air2 est donc nécessaire a la stabilisation de TRAMP aux-ABM P 8§ oXU TiifV s x }/
et al., 2005)1 o § U}vSE <<pu dE(O [ **} ] % & ( €& v8] oo u vs ]
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e[ e} ] <«p[ A (Hol€eley and Tollervey, 2006Qirl et Air2 contiennent cing
domaines a doigtde zinc de type CCHEur permettant de fixer les ARN cilslde TRAMP.

Chez la levur&. pombeet  Z [ Hoinme Air2 ainsi que Trffie sont pas consergg
on neretrouve }v <u o A E-]}v dZ DW }vs v v HdBrmeret , 6
Trf4.

Figurel3 W &}v §]}v DSES M e ]v U Ju%o A ,JduDW [$%HEIadetZ | of
al,, 2011)A) > }u% o £ dZ DWU }u%o}- ZdE(dU » Z 6 & DSESdU A
maturation des ARNr au sein du nucléd®le complexe NEXT, cpmsé de Rbm7, Zcchc8 et Mtr4,
assisteo[ 4 }epaur la dégradation des ARNMmcodants PROMPTs. Ces ncRNAs PROMPTSs sont de
petits ARN norcodants produits en antisens des régions promotrices des géenes, juste en amont du
site de démarrage de la transcription (T9%anscription Start Site)

Chez la levur&. pombe 3 Z 1 o[, } teucomplexe TRAMP posséde les mémes
fonctions que ches&. cerevisiadans la maturation/dégradation des ARNr, des ARNt, et des
petits ARN nucléaires (SnRNAs). Cependant ShepmbeMtll, le deuxieme homologue de
Mtr4, va agir au sein du complexe MTRYARS dans la surveillance des ARN-cmatants
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(Egan et al., 2014; Lee et al., 20137 | o[,}uu U ] v <p[]o V[C 18 <p[pVv * po .
de Mtr4, celuici est présent au seidu complexe TRAMP et du complaX&XTqui va agir
toutcommeDdZ IEhZ” ve 0 *uEA Jwo v}iu v P ZEEodahts dont

les PROMPTERROMter uPstreamTranscripts) des transcrits instables produits antisens des
promoteurs de géneX o[Ju P dz DW6 § dZ DWihA «<«u] }vs * 0
subnucléairedifférentes, on retrouve un enrichissement de TRAMP au sein du nucléole

alors que NEXT est quant a lui enrichi dans le nucléoplélsatas et al., 201 Figl3B). Les

complexes METREC/NURS cBepombd) & E yd Z 1 o[Z}uu + E}vE § ]Joo p\

loin dans ce chapitre.

2.2. La protéine Ctil/Rrp47

Chezcerevisiae la protéine Rrp47, conmusous le nom de CID> E %o i Hbnime [
ou Ctil ches. pombeest une petite protéine (environ 15kDa) capable de se lier a la fois a
o[ ZE S (bleéhlEet al., 1998; Schilders et al., 2007)

Rrp47 a été initialement décrit pour son interaction directe avec Rxig&hell et al.,
2003) De méme que Rrp6 et TRAMP, Rrp47 est imouglidans la maturation des ARNr
(Mitchell et al.,, 2003)et la surveillance desARNs non codants instable issue e
transcription pervasive, appel@UTgQyptic Unstable Transcript)(Marquardt et al., 2011)
De maniére intéressante, il a été montré que Rrp47 est important a la fois pour la stabilité de
la protéine Rrp6 mais aussi pour la transcription de son ARReigenbutz et al., 2013)

confirmant une étroite relation entre ces deux protéines.

Rrp47 est capable de se fixer aux ARN structtebgue lesstructurestige-boucle
poly(A}poly(U) (structures possédées par I&sRNtet ARNr) mais aussip@®& o[ E }u o
EJvX N~ }ves vS§ ]**} ] S]}v %o}u@E of E ¢S 0 ulu <u % }uC
<p o[ ZE %o pS i}y E pv EE€o }Ju% S]S HE %olpdE & & E S

inversement(Stead et al., 2007)

Plus réemment, il a été montré que Rrpditeragit avec la partieN-terminale de
Rrp6 pour former une plateforme de recrutement pour la protéine Mt€ecisuggre

fortement que la majorité des fonctions de Rrp47 dans la maturation des ARNr ou la
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dégradation desCUTs et des snRBlAroviendrait du recrutement de Mtr4/TRAMP a ses
cibles(Schuch et al., 201%&g 14).

Chez la levur&. pombedes études ont montré qu€til Qut3-Interacting Protein 1)

a égalementdes fonctions dans la réepgE S]}v o[ E Agpractipu aved les
JV ve]v X % v Vv3 ]Jo V[ 3 % ¢ }vvp Slpombdéest(épehiipnte Z |
o[ A}-e(AkaKetal., 2011; Chen et al., 2004)

Z 1 o[,}uuClBLrpl a été initidement caractérisé pour son role dans la
E % & S]}v , cemi &t en accord avec le role identifié chez la le@irpombe
(Jakson et al., 2016; Yavuzer et al., 1998)utcomme Rrp47son interaction avec Rrp6 et

sa connexiophysique A o[ Z Jorkété démontrées(Schilders et al., 2007)

Figure 14 Z &us u vs§ DSEo o[ A£}+}u AxbaEgiol NiterSinaldd®.Rrp6 et
Rrp47 format une plateformepermettant le recrutementde Mtr4 via sa queueN-terminale B)
Modéle du complexe ¥0-11-Mpp6-Rrp4ZMtr4 (Schuch et al., 2014)

2.3. La protéine Mpp6

Chez la levur&.cerevisiada délétion dempp6entraine, tout commecellede rrp47,
une accumulation des ARNr non matsignsi que des CUT&pendant ladouble délétion
de mpp6 et rrp47 est synthétique léta pour la cellule, indiquant que ledeux protéines

possedent aussi des fonctions distinci@utler and Mitchell, 2010; Milligan et al., 2008)
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Mpp6 interagit directement A o “pE o[ 4 Jsopsunié]Rrm40(Schuch et al.,
2014; Wasmuth et al., 2017, FigB).

Contrairemat a TRAMP et Rrp47/Ctith séquence de Mpp6 est moins conservée au
JUE * o] A}o@w3y}ws pv  Sp E v$§ U}vSE <«<gu D% %0 (]A£
recrutement de Mtr4 pour faciliter lalégradation et la maturation des ARN structurés par
o[ Ame(Wasmuth et al., 2017)

2.4, Le complexe NrdNab3Senl (NNS)

ChezS. cerevisigeNrdl est connu pour former un complexe téngue avec Nab3 et
Senl, appelé compleXdNS(Nrd1-Nab3Senl). Nrdlet Nab3 interagissent directement et
de maniére séquence %o J(J<p A o[ ZE v Jee v3 v }u(Gasroll eBdE ve E ] %o
2004; Lunde et al., 20L1Nrd1 va aussi interagirA o[ ZE %o} 0 Cla $gécitité /¢
Nrdlet Nab3a leursARN cibles permi de suggéregue le complexe NN&de o[ A1}<}u
distinguer les ARM dégrader et les ARN a matur@rasiljeva and Buratowski, 2008)e
complexe NN&git dans la terminaon des ARN neoodants(CUTs, sSnRNAs et snoRNAS),
leur maturation et leur dégradatiomia son interaction avec la quei®@s Eu]v o o[ ZE
polymérase Il et via sa connexion aved A }eArigo et al., 2006; Carroll et al., 2004,
Steinmetz et al., 2001; Thiebaut et al., 2006; Vasiljeva et2@D8) Ce mécanisme sera
détaillé dans la partie kExosome et terminaison de transcriptienSenl, est une hélicase
impliquée dans la résolution des structuredoRp des hybrides ARNDN. La résolution de

ces structures aide a la terminaison des ARNNMSMischo et al., 2011)

Récemment il a été montré ch& cerevisiague Nrd1 peut interagir soit avec Mpp6
induisant la terminaison des ARN cibles de NNS via la nucléase Dis3, soit avec Trf4 qui va

permettre la maturation ou dégradation des cibles via R{Bn et al., 2016)

Nab3 peut interagir avec Rrp6 de maniere indépendatd Nrd1. Contrairement au
complexe NNS, Nab3 facilite la fonctidn complexe TRAMP dans la maturation dedNAR
Qui plus est, des mutants des complexes TRAMP (4 ou 5) présentent des défauts de
croissance importants. La surexpression ab3 va compenser ce défaut de croissance

contrairement a la surexpression dérdl et Senl confirmant ainsi des fonctions de Nab3
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indépendantes de NNS. La restitution du phénotype sauvage dans des mutants de TRAMP

% E 0 *UE A% E ]}V E T »8 %o V VS ZE%O U ]* %o °

effet, des cellules présentant des mtitans pour les génes codant pour les saustés de

TRAMP etrp6 ont un défaut de pousse p] v[ *8 %oopne E S 0] %o E 0 <*uE A %o
v EAvZUO ( us %o}pee } o EA Ve ¢« OOHO * UHS * %o
o[ £}+}u <}vS Sdgoujyedpar la surexpression de Néba&sken et al., 2015,0-15.

Ainsi ces résultats confirment non seulement un role de Nab3 indépendant de NNS,

ujle Hee] <p ZE% O %o}ee e (}v S]}ve ]Jv % v VvS e pu E S C

Figure 15 Role établi du complexe NNS (A) et réle proposé pour le réle de Nab3 s¢uS@éma
adapté de (Fasken et al., 2015A) Le complexe NN&e fixe sur les séquences terminatricdes

NncRNA § ZEE § E oshBmpss nud4gaifE pour terminer, maturer ou dégrader les ABN
Modeéle proposé par Fasken et al, ou Nab3 recrute Rrp6 seuh@®XApour maturer ou dégrader
les ARN de maniére Nrdddépendant.

Chez la levures. pombdJ ~ iU o[Z}u}o}Ppu EE iU (}v S]}vv ]1(( ¢
complexe NNS d8. cerevisiaeEn effet, il a été montré que Sebl favorise la terminaison des
transcrits codants et non} vSe o[ ZE % }oCu E e« //épendante]d& ]v
o[ £}+}u X WIHE o U™ i A o (]/FE T [l Eof ZE v ]J*s vE ]
<u[ o <«<uCGierminale de la polymérase aprés son passage sur un site de
%}0C VvCo 8]}vX A i ( A}YE]s E ]88 % E o0 -eulageodt de]}v
%}0C VCo 3]}V ~ Ju% o0 £ W&*X >— e v N f(AYE]e o]
sites distaux de polyadénylation suggérant ainsi un role de Sebl dans le contrble co

transcriptionnel de la polyadénylation alternatileemay et al., 2016)
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Z 1 o[,JuuUo }u%o £ EE*"V e uo0 % * }ve EA X %o V
Senl appelé SETX ou Senotaxin a été impliqué, deémaidentigue a Senl, dans la
résolution des structures hybrides ARNDN (Roop) (Alzu et al.,, 2012)et dans la
terminaison de transription dépendante deo[ £} E&] } v eyZifkourtiStathaki

et al., 2011) La dépendance de ces fonctions a I'exosome n'est pas connue actuellement.

2.5. Le complexe MTREC/NURS cBepombe § E yd Z 1 o[,}uu

ChezS. pombdJ of}&} v %oue [ P]E Ve 0 U EA-dadants, e ZE
S Hee] Ju%oo]<p ve 0 *pEA Joo v [ ZEu u ]}S]<p = v C o
contrdler leur stabilité et ainsi les dégrader en cycle végétatif pour empécher les cellules de
déclenter le processus de méiose en condition hapldidarigaya et al., 200&hapitre 1)l
La protéine a doigts de zinc RedNA elimination defedive 1) est impliquée dans ce
systeme de contr6le de la stabilité des ARNm méiotiq$egyiyama and Sugiosugiyama,
2011)

ChezS. pombdJ DSoi P]S n ¢ ]Jv [MV }u% o0 A Nude@dxsNA EhZ™N %
Slencing ou MTREC poit|1-Red1 Core. Mtl1 interagit fortement avec Redl1 formant ainsi
HV Ju% o0 £ "UE %{keeetaDd@3I} [ USE » SE A pAE }vs ulvsE <«
oS e} ] MV }Ju% o0 A %ophe 0 EP %% o0 EhZPgarudtdl,S & P ]S
2014. Au sein de ce complexe MTREC/NURS, on retrouve des protéines fortement
impliquées dans le contrdle de la stabilité des ARNm méiotiqiReh2, Red5 et Iss10 ainsi

gue les protéines a doigts de zinc Rmn1l et AEan et al., 2014; Zhou et al., 2Q15)

Dans leur étude, Zhou et al. proposent que MTREC/NURS est composé de plusieurs
SOUS }U% 0 A ¢ %}luE& E &S E o A}-}u ] ((-c@mpléxes, gno X W
retrouve lesous }u% o £ (}EU % E of <} ] S]}v * % E}S Jv ¢ Zuvil
souscomplexe va assister[| £}+}u Ve O P @s C8Tkv Ces transcrits non
codant instablesont également dégradés via le sex@mplexe composé de Ars2 et des
protéines de liaison a la coiffe (cagv JvP }u%c.0 A i s TX >[ e} ] S]}v
Nrl1 et Ctrl forme un sous}u% o £ <pu] Jvd €& P]8 A o u Z]v &] [ %]

ainsi la maturation des ARN. Pour finir, un dernier sous complexe comprénanbtéine
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[eeil § 0 % E}S ]Jv o] Je}v o[ ZE Dul]i % CEu § o E &uS L
ZEu u ]}S8]J<p ¢ <pu] *}vsS SE ve E]Se S PE + % EHFgl6/E}e}u v
Harigaya et al., 2006; Zhou et al., 20tbapitre II).

Z 1 o[,}Juu U o }u%o £ E yd e uo *f %% E v E pd }u¥%

NEXT est composé de Mtr4 (homologue a Mtll), ZZd¢homologue a Redl) et Rbm7. De
plus NEXT et MTREC/NURS possedent tous les deux une fonction de surveillance des ARN
non-codantsinstables CUTs et PROMRObas et al., 2011Fig13B). Par ailleurs, NEXT tout
comme MTREC/NURS interagit avec le complexe de liaison a la coiffd A\Qd3en et al.,
2013) Il a été montré que CBCE i ~ e eSJupo o0 u SPE&E S8]}v v i[ [pv PC

[ ZEU § ] E]Ju]v pHee] o ¢ ZE u SuEHaHais et aju2®13) LePE &
complexe CBCNEXT (CBCN) va permettre la terminaison de transcription de plusieurs

( ulJoo « (AtiErsenetal., 2013) ] Hdee] 0 u SUCE S]}v [pv PE v v}iu &E
la connexion de NEXT avec le spliceos@Ragk et al., 2016)Ces résultats suggerent une
conservation de la machinerie de surveillance des ARN jonv § ¢ o o AuE o[,}uu

(Andersen et al., 2013)

Figure 16 Modéle présentant le role du complexe MTREC/NURS dans lavellance des ARN
(d'aprésZhou et al., 2015)> "pE Hn }u%o £ DdZ ylEhZ”™ 3 }u%o}e DSoiU
qui vont interagir avec les divers seu$u %0 £ ¢ % }UE <¢+]*S E o[ A}-}u Ve o o
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fonctions a ses différentes cibles ARN. Le smmsplexe composé de RmiPlab2Red5 ainsi que le
souscomplexe composé dEBCAE 1 ~ e AJvE ee¢]e8 E o] £}}u Ve 0 % E]e
CUTs. Le soummplexe composé de I1ss10 et Mmil va quant a lui assister la fonction de surveillance

des ARNmM méigt<pu ¢ % & o[ A}e}lu X

3. > ¢ (}v SJlve oopo ]JE - o[ £}<}lu § e o }( S

§8§ % S]Spu o [déBradkde maniere tres efficace les ARN va le placer
M VSE [pv SE& « PE v vpessentidesd)a sdrijevde la celluleaRni ces
fonctions on retrouve des fonctionsle maturation, de surveillance des ARMduits de la
transcription pervasive qui sont pour la trés grande majonité-essenties a la cellule voir

toxiques pour celleci, et enfin de terminaison de transcripti.
3.1 Z€o o[ £A}+}u S dZ DW ve 0 u SpuE S]}v -

>[UV * % E u] & * (}v S]}ve SSE] M o[ £}+}u S dz D'
dans la maturation des ARN ribosomiques. Cette fonction a notamment été bien décrite

chez lalevurés. cergisiae} o[ A}*}u § dZ DW }vS 8§ 0 ¢ %ophe Su ] X
3.1.1. La maturation des ARNTr

Chez les eucaryoteka biogéneseales ribosomeswu sein du nucléolestun processus
}u%o A X >[ e u o0 P e E] }e}u e v e¢]S 0 %E} p J}v < Z|
(ou 28S chez les métazoaires)Les ADN ribosomaux sont arrangés en deux unités
SE ve E]%S]}vv o0 ¢+ E % § ¢« W pv }jv38 vvs o P v o[ ZEE
}v8 v v o i6”"U AX6"N § TANX §§ « }v MV]S ARNIE ve E]S
(pre-ARNr) contenant des longs fragmentspacersi A£S &v « ~iA[ d* § i[ d*e S ]v
(ITS1 et ITS2) (fig 17). Pour maturer les ARNTr, les fragmep&cers> internes et externes
*}vs PE + % E JA E+ e+« A}vp 0 -+ +Unéasddcié de Ripd7oad « o A
TRAMP.
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Figure 17 Organisation des ADN ribosomigaet maturation des ARNr~ [ %okErnandezPevida
et al., 2015) Les ADNr sont organisén deux unités transcriptionnekela premiére produit un long
pré-ARNr qui est ensuite maturé en ARN 18S, 5.8S et@5%ng préARN contient des fragments
«*% Eei A£S EvV ¢ % % Etendllrahgcrijedpacer) ou «spacerss internes appelés
ITS knternal TranscribedSpacer). La seconde unité trangationnelle est maturée en ARNr 5S et
contient des régions spacers» qui ne sont pas transcrites, appelés NN@&{ranscribedSacer).

3.1.2. /u%eo] S]}v o[ £}-}u ve 0 u SuE S]}v « ZECGE

Chez la levur&. cerevisigda production des ARNr 18S, 5.828% a partir du pré

ZEE %0 V v 0 PE S]}v e (E Pu vsSe A[ d™*U i[ d™*U |
procéder a cette maturation la cellule a recours a un réseau comprenant plusieurs nucléases

}vs o[ £}}u X Ev] E A v}$ uu VEESEH 3V% ** |EP W} 3$]}v
Aa[ d~ A] o (]Z& §]}v dZ [BMganet ak, ZB14L Bude et al., 2016Yitr4

ee]esS of A}e}u ve o O0JA P o[/d*i § ve 0o u SuE S]}v o]

(de la Cruz et al., 1998ig16).
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Figure 18 La maturation des ARNr est dépendant [puv &€ ¢ g }u%o0 £ S VU O
~Al}o SIE}uP «FerngntlefPevida et al., 2016 >[ A£}*}u ~ v E}uP - }u% Pv
TRAMP estlirectement impliqué danglusieurs éapes de la maturation des ARNr en dégradant les
fragments ARNr ITS et ETS.

Les mécanismes concernant la maturatiors d&RNr ainsi que les différents acteurs
impliqués dans ce systéme sont conservés chez la leSupombd) 0 %00 VvS§ S o[,}uu

(Tomecki et al., 2017)

V % O0e e ZEE®U o[ A}-}u *S Ju%oo]<u ve 0 u SuE S]}v
snoRNA et de snRN#& Ces ARNMNtant trés structuré, il a été montré que Mtr4 est

absolument essenti& pour leurmaturation(van Hoof et al., 2000)

3.2. AUEA Joo v § JvSE€0 «p 0]$3 e« ZE % E o]

cofacteurs

uv] & JvS E ¢ ¥ W[o{SA%heses » HO U VS Ju%e}ES VS %} uE

différents ARN, mais il va aussi jouer un réle dans le controle §udditceux | X >[ A}e}u
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va ainsi dégrader les ARN qui possedent des erreurs dans leur séquence ou des déficiences

*SE N S uE Mmeé vaJaus) degrader les ARN issus de la transcription pervasive.
3.2.1. Contr6le qualité des ARNM/ARNt

> % E} p S]}v [Mv ZEu u SpE S (}v S]}vv o v ]S uv PG
co- et posttranscriptionnelles. Lorsud« capping», d  édissage, déa pdyadénylation et de
@kport des ARN dans le cytoplasme, des erreurs peuvent se produinacune de ces
§ % *X /o 53 }v v e ]JE %}uE O oopo [ A}YJE pv <Ce+3 u
o[]vs PE]S o[l ZEu (]Jv o (]v [ AR\ @oteatiellesn@} tpxigley [
(Garneau et al., 2008 >[ A£}-}u § dZ DW }v3 3§ S]cew¥isideemne |
etant des facteurs majeurs du contrble qualité des ARMarigaya and Parker, 2012;
Schneider et al.,, 2012 v (( SU o A£}-}u § dZ DWa Aégradatien@Eu 33 E
nucléaire de pré ZE u EE& vSe E *puo0sS vS [pv(BogsquetArtotellieet P
al., 2000; Gudipati et al., 2012; Schneider et al., 2042) [ A &sEeEal., 2003; Libri et
al., 2002)X >[ £}e}u A  pee] PE @& +« ZEu }v3 v v8e =« E

séquence codantéDas et al., 2006)

De la méme facon, Ie8RNt produits avec des erreurs de séquences ou les\Ridt
hypereSEN SUE * *}VvS % E]e v Z EP % & dZ DW S %% }ES -°
(Maraia and Lamichhane, 2011; Schneider et al., 20lL2)été montré che3. cerevisiague
Trf4 est capable de reconnaitre les ARNt qui sont correctement repliés de ceux possédant
des erreurs de repliement qui seront polyadényl § PE + % E-~s[ ¥E}Au 3
al., 2005)

3.2.2. Dégradation des ARN necodants de la transcription pervasive

3.2.2.1. Les transcrits pervasifs cryptiquesCUTs

hv (}v S]}v SCE ¢ Ju%}E&S VvS§ o[ £}}u }v. v o PE
provenant de la transcription pervasiydeil et al., 2009; Ntini et al., 2013Jes ARMppelés
«cryptiques»/CUTs consistent en pv.~ %} % pno S]}v [ ZE SE eulpmeht o
détectables o} Es<u o[ A}+e}u vimhibé (P@&ker eSal., 2008; Wyers et ,a2005)

Leur structure est conservée ent& cerevisiges. pombe § o[,}uu X
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Une grande partie des CUpmovient de transcritdidirectionnels produitau niveau
des promoteurs appelés PROMPTs chep « o ApE « 3§ e [ydRNAupstream
transcrpt) chez la sourisCes transcritse}vsS S}ue PE < & %] uvs % E o
nucléaire(Flynn et al., 2011; Preker et al., 2011; Xu et al., 2BQ@P19.

Ces ARNcryptigues % MA v3 pee] % E}A V]E e« & P]}ve [Z &
contenant des éléments répétées tel que les ADN ribosomieidss télomeres impliquant
Jve] o[ £}°}u ve 0 *5 ]o]S P v(Bihtear et al.,®2007;dHouseley et al.,
2007; Wang et al., 2008Bien que ces transcrits pervasifs svis PE % E o A}e}1
chez les différents organismes étudiés, la maniére dont celui va reconnaitre et dégrader ces

] o« AE] [uv }JEP v]eu o[ uSE X

ChezS.cerevisiag il a été montré que le complexe NNS est un acteur majeur dans la
prise en chdE P e hde % E o[ £}+}u X > }lu%o £ EE” 5 Ju%o]«|
des ARNnon} vsSe hde <u[(Arigdebal., 2006; Steinmetz et al., 2001; Thiebaut et
al., 2006)X e SCE ve E]Se *}vS vepul]S % EJ]e v Z EP % E o[ £}
dégradégqVasiljeva and Buratowski, 2006)

ChezS. pombeles CUTs sont pris en charge par le complexe MTREC/NURS qui va
E EpS E o(Eganiettal., 2014; Lee et al., 2013; Zbbal., 2015) On ne sait pas Si

comme pourS. cerevisigda terminaison de ces CUTSs est nécessaire a leur dégradation.

Z 1 o[,}Juu U o «pEACUIHPROMPTaécessitent le complexe NEXT qui
comme MTREC/NURS ch&z pombe et TRAMP cheZ. cerelsiae va assister leur
PE S]}v % & (bypbakétdly 2011)a souspv]s Z uo E yd e« (]J£ Vv Ii[
ARN norcodants néesynthétisés et induito pE PE S]}v %o (Wbas[eta}.s}u
2015) De maniére intéressante il a été montré que le complexe CBCAA(EDK qui
interagit avec NEXT, favorise la terminaison de transcription des PROMPTs. Ceci suggére une
conservation des mécanismes de sulteace des CUTs entre especes, mais pas des

machineries impliguéegAndersen et al., 2013; Hallais et al., 2013)
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Figure 19 Production des PROMB®Et CUT¢D'apresBagchi and lyer2016). Les transcrits instables
~ hdee E % E ¢ VS ¢« VvV %}]vS]oo <}v3Lla rRABrité de %es®EUDY ploviehudes
transcrits bidirectionned produitsau niveau des promoteurs et appa®ROMPTSs

3.2.2.2. Les autres transcrits pervasifs

>[ £}elu V[ ¢S % ¢ 0 = poO AEIVvH 0O - o] oopuo %0 (E
transcrits pervasifs. En effet, il a été mis en évidence chez la I8&vwerevisiala présence
de XUTs Xrnl-sensitive Unstable Transcript). Ces ARN sont un autre type de transcrit
% @EA o]( <p] *}vs % E]e v Z EP (v MEk et[al£2011De mémey &y i
SUTs&able UnannotatedTranscript),encoreun autre type de transcrit pervasif sont quant
a eux pris en charge majoritairement par la voie NMD (non mediated decay) dans le

cytoplasme(Marquardt et al., 2011; Xu et al., 2009)

Cependant la distinction entre ces différents transcrits pervasifs est assez floue car un
grand nombre de XUTs, SUTs et CUTs sont communs. Cela suggere que cerams de
différents transcrits pourraient étre pris en charge par des machineries de surveillance

communegMarquardt et al., 2011)

Les ARNbroduits par la transcription pervasive sont trés s@mt courss, cependant
de nombreux longtranscrits intergéniques ainsi que des ARN fongncodants antisens
*}vS HUAE HUee] %oE]e v Z GBE€zS.%erekisioNViaitled at al., 2011)

Z 1 o[,}uu U ephanders> produisent eux aussi des transcrits rowdarts bi
]JE S]}vv 0o %% 0 ¢ ZE ¢ ~vVvZ Vv &+ ZE ¢ <u] *}vsS pHee] P
~A1 ] % ]wel  § XoXUulufs ]o § u}vSE «p -foddntE tel QEE v}v
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O * *VZE ¢ ¢}vsS pee] PE + ou]s 0 HE %o E]e (HradsdaaP % &
et al., 2015)

La cellule met donc en place un grand nombre de mécanismes pour prendre en
chamge ses transcrits pervasifs. Cependant les mécanismes pour reconnaitre spécifiquement
ces transcrits, afin de ne pas dégrader les ARN essentiels a la cellule, par les différentes
machineries de surveillance sont encore mal compris. Chez les mammiferesgiimis en
évidence que les PROMPTs étaient enrichis en sites deagétylation (PAS Poly-
adenylation sites) proches du promoteur (Promot@roximal PASs). Ces PASs sont alors
reconnus comme des signaux entrainant leur dégradation. Les mécanismésuitaoks

impliquant la reconnaissance de ce signal ne sont toujours pas cofApriada et al., 2013)

3.23. &}&u S]}v [Z § E} ZE}u §]v % v VvS S. o A£}}

pombe

> }Pu érpzhrématine suggeére que la forte compaction de
o[Z § &} ZE}u S§]v Julvp of . e ZE %}oCu E * - ol EU
transcription a ces régions. Or, les études réalisées Shepmbeont mis en évidence que le
RNAI est impliqué dans la dégation encis des transcrits de ces régigns formation
d hétérochromatine a ces régions impliquent un mécanismesranosciptionelle de mise

sous silencéVolpe et al., 2002Verdel 2004

> e« (E P]}ve [Z § E} ZE}ansdiptiodBelsnert éteintes grace a des
mécanismes de dégradation eamis appeléscisPTGSRost-TranscriptionalGene Slencing).

(Hall et al., 2002; Verdel, 2004; Volpe et al., 2002)

laeveu]s § u}vSE ««u o A£}-}u S Ju%o]<p U v % E o0
mécanisme deciswWd'c puA& & Pl}ve [Z § @eyefllwdw et]wal., 2011,
Yamanaka et al., 2012; Zhang et a011; Zofall et al., 2012En effet, un effet synergique
% }UE o[ pupo 3]}v ¢ ZE % E] VESEIu EJcu e 5 } o EA v
( ®da P}iP S o[ A JE}@® %nodemparaison aux mutants du RNAI ggidlic
and Moazed, 2010; Reydsircu et al., 2011)TRAMP participe aussi a csikencing» post
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SE ve E]%S]}vv o v ( ]Jo]S vS o (jx S|} Z@[JuWESPYU VIE}IU E
(Buhler et al., 2007)

>[ E£}e}u S Hee] E *%o}vevR® UM4E 1B RP]Jve [Z § E} ZE}L
facultative comprenant notamment les genes méiotiqu€am et al., 206; Hiriart et al.,

2012; Zofall et al., 2012Ppe méme, le complexe MTREC/NURS participe aussi au silencing

exosome %o v VS§ e« & PJ}ve [Z 8§ B} ZE}u §]v ( (eset]A &
al., 2013)

V. % Ole o] PE S]}v o SE ve E]Se Jeepu- e (E P]}ve
o[ A£}-}u S  pee] JUBEES[YBS BE]S 0-Z § E} ZE}u S]v X

inactivation de Dis3 ou de Rrp6 résulte en une perte de la marque H3K9me aux régions
[Z § €&} ZE}u §]v (Pemdid et$].A2010; Halic and Moazed, 2010; R&yesu
et al., 2011kt facultative(Cam et al., 2005; Hiriart et al., 2012; Yamanaka et al., 2012; Zofall
et a., 2012)X o ulu uv] @ U DdZ IEhzZz A Hee] Ju% S &E
0[Z § B} ZE}u §]v (Egapoeét &l A 2014; Lee et al, 201Fn revanche,
o[]lv &]A 3]}v dZ DW v[ % ¢ [Ju% & eu@E o Vv]A unroleu Ecu i
1(C & v§ dz DW § o[ £}*}u pA E RABhhler efal. 20@) ZE}u S]v

Rrp6 est aussi important pour mettre sous silence des génes des rétrotransposons en
Pl]ee VS Vv % & 00 0 H ZE ]JX Vv (( $ o[ vV Z E %o 0 e E P
[0}8 [Z &8 B} ZE}Iu 8]v ( pod 8]A ~u E<p % | o[Z¥e&B ve v
H3K9me). Ces ilots sont dépendants du RMAmanaka et al., 2013} es résultats montrent
Hv  }}% & S]}v (}ES VvSE o £}*}u S 0o ZE ] %}upE& u Jvs V]E
mécanisme nécefie aussi les protéines du complexe MTREC/N(YaBanaka et al., 2012;

Lee et al., 2013; Egan et al., 2014)

Les travaux réalisés au sein du laborataird aussi apporté des réponses quant au
E EpS u vs o[ £A}-}u o[Z Scife} sehritudantvdiscwtés dans le

chapitre 1 des résultats de ce manus¢fibuatiodeschini et al., 2017)
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3.2.4. Surveillance des ARNm méiotiques chg@zpombe

Les ARNm sont synthétisés au sein du noyau et exportés dans le cytoplasme pour
étre traduits. De nombreux systemes vont permettre la surveillance des ARNm au sein du
cytoplasme, pur contréler leur qualité et leur demiie. Parmi ces systémes on retrouve la
voie de dégradation par Xrnl NMBaonsensMediatedD C+ S o[ A}-}u CS}% 0 suj]
(Siwaszek et al., 2014De maniere étonnante, chez la levu$e pombadl existe un systéme
de surveillance ctranscriptionel des ARNm au sein du noyau qui va permettre le contréle

de la méiose.

La différentiation sexelle chez la levure est un processus déclenché en cas de stress
gui commence par la fusion de deux cellules haploides de type sexuel opposé formant un
zygote diploide. Cehdi va enclencher le processus de méiose pour permettre la formation
de quatrecelpo ¢ (Joo ¢ Z %0}b < ~A}JE Z %]SE /// o[JvSE} p §]}

De maniére étonnante, che3. pombe]o § u}vSE «<«pu[pv PE} Y%
absolument essentiels a la progression de la méiose était aussi transcrit en cycle végétatif
mais activement dégradé pao|[ A£}}u X e ZEu u ]}S]<p ¢ %o}ee VS upv e
appelée DSRDgterminant ofSelectiveR u}A oe G }vvpu % E 0 % E}S ]v 0]
DuliX > (]Z& 3§]}v Duli e PveA % EuSSE o E Ep3 u v
dégrader(Harigaya et al., 2006Lette surveillance des ARNm méiotiques est dépendante du

complexe MTREC/NURRyan et al., 2014; Zhou et al., 20Q15)

> ¢ Pvoeul]}Sl<cpe } VvSe %o}p@E&E ¢ ZEuU % E]e v Z EP %
sont maintenus sous forme silencieux» par une combinaison associant dégradation des
ZEu % & o[ A}{}Eu 3]}v [Z § E} ZE}u §]v ( pos S]A %o V o\
o[ A}e+)dam-etal., 2005; Hart et al., 2012; Zofall et al., 2012)

Mes travaux de thése ont contribué a mieux identifier le lien entre Mmil et
o[ £}-}u S o }( S uUE- of £}*}u Ju%oOo]c<pH -« Ve *Ce*S u

cofacteurs sont par conséquent détaillés danpdstie résultats du manuscrit.
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3.3. Exosome et terminaison de transcription

Des mutations dans ke }u%o}e vSe o[ 4} sks cddgteursentrainentun
phénotypetres complexe [ pupo S]}v. U BH ARN accumuléa mis en
evidence des role o[ £}*}u <pu}déid d& la purveillance ete la maturation. En
(( 8 ]o § Uu}vSE «<<u o[ £}lu %}pA ]38 pee] A}E pv E€o0 Ju

de transcription des genes.

La terminaison a la fin de chaque unité de transcriptiest essentielle pour
empécher le chevauchement avec les transcrits en aval qui pourrait interférer entre eux.
(Jensenetal., 2013 > § Eu]v ]Je}v SE ve E]%S]}v ¢S pv 0 u vS e
SE ve EJ]%S}u U u ] V[ *S % ¢ UV U V]eu <*]Ju%o0 u SSE v
robusS e+ S 0 ¢S ]0]S M }u %o o(PAers gt al},\2B1F s cellules ont par

conséquent di mettre en place des stratégies efficaces et rapides pour le désassembler.

Bien que la terminaison de transcription des genes codants soit relativement bien
E S E]- § <ligueoume fnaékinerie bien définie, il est apparu récemment que
o[ £}*}u %o ps ijp & pv E€o0 ]JE S8 ve 0 § (Eu]v ]Je}v o Sa

codants.
3.3.1. Généralités sur la terminaison de transcription chez les eucaryotes

La terminaison de transigtion des ARNmM nécessite deux étapes. Une premiere
§ %o o]A P ol ZE p Vv]A p p <]8 %}0C VvCo 3]}V %o
V Jee vSU § pv =« }v § % <«<u] ]} ] o lu% 0 A [ o}vP §
seconde étape ne soit pas encaremplétement définie moléculairement, deux principaux
modéles ont été proposésle modéle «Torpedo» et le modele «@llostérique». Ces deux
modeles ne sont pas mutuellement exclusifs et pourraient tres bien fonctionner ensemble

(Porrua and Libri, 2015)

Chez les levure§. cerevisiaet S. pombela terminaison des genes codants pour des
protéines dépend de trois acteurs majeurs : le complexe de clivage et de polyadénylation
(CPE deavage andPolyadenylationFactor), les facteurs de clivage (CFleavage Factor), et
o -&E[i[ A}E] }vu 0 * % %S.cceredisiaét DApl cheS. pomk.
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Le CPF et les CF vont former un complaxes large, appelé CRE-, qui est recruté
*UE o[ ZE Vv ]J**e VS % &E « (]Z&£ S]}v o0 (}]* *MHE 0 = <p Vv M oe]P
et au niveau de laqueu&s Eu]v o o[ ZE %o} o:Ceer dmain){Pehrson and
Moore, 2014) Il est suggéré que la fixation de @B provoque la pausei o[ ZE
polymeérase I, mais savoir si cette pause est nécesgaiur la terminaison de transcription
reste un sujet de discussion controvers@@hurchman and Weissman, 2011; Core et al.,
2008; GlovetCutter et al., 2008) >[ ZE +3 o0]A %cFFRuaveaud& PAS, et
%}0C VCO % E 0 %}0oC~ ¢ %}oCu E - Viv]i<g W %oi e} ]
de la chromatingHector et al., 2002)

Il est ensuit v ¢ JE o] E E o Ju% 0o A [ o}vP §]}v ~

( SUE [ o}vP 8]}v 8§ ZE v ]Jee vS8 (E ¢S vSeX Spu 00 u vSU 0 *
relachement de la polymérase sont encore débattus. Le modd&#ostérique» propose
<p o[ v GBEGPF& p d o[ ZE %}oCu E « 3§ o0 0]AP o[ ZE
Mv Z vP u vSs }IV(}E&uU S]}v M tu% o A [ 0}JvP 3]}v % E}A}<
( S uEe+ [ o}vP S]}v S }v ule vS Jve] o[ EhcEard and Banl&y %0 }o C u
2009) Le modeéle dit JorpedoiU Ju%oo]<4i[ OEHRE] }vH 0 <« Z 3il Z%i <u] A]

PE & o[ ZE v ]+« a$ARN padymérdsd®hpl rattraperait ARNpolymérase,
et la déstabiliserait en dégradartARN naissantpermettant ainsi salibération de la
chromatine(Kim et &, 2004 Fig 2.

Chez les métazoaires, le mécanisme de terminaison de transcription des genes
codants est trés proche de celui des levures. Le complexe CPF est conservé sous la forme
[MV }u% o0 £ -<Ju]o ] Ededdalfe andolyddehylationSoecifity Factor). Il a été
Ul}jv8@E& Z 1 o[,}Juu <«u o \pawe}deld polyménase au niveau de régions
riches en G. Des hybrides ARBN formant des #op sont enrichis a ces régions et sont
vV e |E - 0 S Eulv Je}v o FEN melogue fle $en? chez la levure,
est recrutée a ces régions pour résoudre les structuréd®op. La résolution de ceslBop
*§ e vS] 0O o[ e¢] JO]S o[ ZE v ]Je* vS % E yZEiU o[Z}u}
&} 2z P o[ ZE %deol& chr@natine suivant le modéle "Torped(Skourt
Stathaki et al., 2011; West et al., 2004)

75



Des mécanismes légerement différents sont impliqués pour la terminaison des
SE ve E]Se % E} U] BUEE o BE0PI& %}0Cu E « /// Z 1 o o Aj
mais ne sont pas décrits dans ce manuscrit (pour rexile Porrua and Libri, 2015; Porrua
et al., 2016)

Figure 20 La termiraison de transcription de ARNm chez la levure (A) et les métazoaires (B)

~ [ %o @orrua and Libri, 2015)A) Le complexeCPFCF est recruté au niveau du site de

%}0C vGCo S]}v o[ ZE v Je* vS § pu d o[ ZE % }oCu & « //U
%}oC vCo E o[ ZEuX W &E o -p]S U o tu% o A [Iv]8] 8]1}v <8 0]
allostérique propose quée CPF & % & ¢« o] & S]}v o[l ZEu Z vP o IV(}EU ¢
%}toCu E ¢ [/ <u] %o E o0 ¢ ( S HEe* [ o}vP 8]}v 8§ % E }ve <pvs EC
%o E}%ote <«<u o AIE] }JVH O o  Z Sil Z%oi P& o (& Pa vs ZE
polymérase, ce qui va déstabiliser cette derniere et permettre son relargage de la chrontine.
Z1loeusdli}]E *Uo u v]eu 3 «JulJo]E 3 Ju%o]<y Vv %ope 0[Z
lesR0}}% % }puE 0 Joe E O %o ** P YZBET §[ZZ%Jo}P i o[ ,}uu X

3.3.2. /lu%o] S]}v o[ £}-}u ve o0 S (Eu]v Je}v o S

S. cerevisiae

En plus des ARNnmo[ ZE %}oCu E « // SCE& ve E]S pv SE-» PE v

codants. Chez la levur8. cerevisigela terminaison de tanscription de ces ARN non
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} v8eU }vS 0 ¢ hdeU 0 evZE ¢ § 0 ¢ *V}ZE *U Ju%o]<pu O]

complexe NNS composé de Nrdl, Nab3 et Senl (voir Tableau 1). Le complexe NNS contient
HWE % E}S Jv e 0] J*}v o[ ZEU E icomhaiffeEineUséqugncdivs E

spécifique présente dans toutes les cibles de cette voie de termin&@amoll et al., 2007;
Porrua et al.,, 2012)Nrd2:Nab3 vont se fixer sur cette séquence spécifigue aux ARN

V Jee vV3eX EE i A Vv %ope Jvd8 E P]E ]|E 3§ (VasBjevdetab| ZE %o}
2008; Wilotzka et al., 2011pPar la suite NrdNab3 vovs E EpusS & o[Z o] =+ ~ vi
ADN qui va déloger la polymérase en transcription. Contrairement a son homologue SETX
Zuu JvU Jo S U}vSE <<pu M Vi v[] *8 % ¢ % O0-0}}EHUIUS Eu[o
o[JVA E+ 0 % E « v -ARR@aGhiber la Erminaison de transcription par le
complexe NN@Porrua and Libri, 2013)

Le clivage du transcrit pour la termiha} v * OV ZE ¢ % & O Ju%o A& E
i ul]e 8§ U}VSE X % v vS ¢ SE ve E]Se ¢}vS E %] u VvS % E]
et TRAMP apres leur libération de la chromatine. Le couplage entre la terminaison par le
NNS et la dégradation des ARN pasaseyme interaction physique entre Nrd1 et la protéine
Trf4 du complexe TRAMP aprés la libération de lapol E « X > 0] ]e}v ECE i o]
polymérase ou a Trf4 est mutuellement exclusive, permettant de coordonner
temporellement les événements de termiisan de transcriptionren premier lieupuis de

PE S]}v + ov ZE -« %{Tadel ¢t ZE,}3014; Vasiljeva and Buratowski, 2006)

Cependant ce sy@me ne semble pas étre conservé chez les autres organismes
suggérant une diversité des mécanismes de terminaison des ARfodants au cours de
o[ Alous]}lvX

3.33. /lu% 0] S]}v o[ £}*}u % }uE o S Eu]v |S}v SE

pombe

Une étude reposantug des techniques de transcriptomique a haut débit a permis de
us$SE v Al v <<y 0}Ee<g 0 VH O * Jei}lpo %E}S]v pu ~
*}vS o]Ju]v U viu E pA£ ZEu S ov ZE e« ¢}Vvs pHupo « A VI
longue par rapporta celle observée dans des cellules sauvages. Dans ces conditions, on
E SE}pA L V]IA O HEe P Vv e E *% 3](*U o[ ZE %}oCu

chromatine en aval du PA®o{y Adenylation Stes) classique, confirmant un défaut de
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terminaison de tanscription(Lemay et al] 2014)X SRS Su ul}vsE& «<u of A£}e}u
associé a la chromatine des régions transcriptionnellement actives des IncRNAs. Elle
JV(]JEu o0 Sp * E 0] ¢« Z1l o E}*}%Z]Jo 3 o[,}uu u}v3E
o[ £}-}u o Z E panésien cours de transcriptigAndrulis et al., 2002; Basu
et al., 2011) Pour finir, cette étude montre que le reculBacktracking») de la polymérase
est essentiel a la termaison de la transcription de ces génes et propgse la polymérase
o[ EE!S euredle*poumpermettre une accessibilité d¢E& Pu vS 7] g$atE v |
o[ £}+}u ,LéRyktal., 2014)

« 3 A p&E }vs u}v3E o[JackracEgvS aof BE %3dseQlu E
pour la terminaison de transcription chez les eucaryoitesvitro (Nielsen et al., 2013)
renfor¢cant le modéle proposé par Lemay et@e modéle dorpedo reverse» est similaire
au modéle «Torpedo» dansle sensoce « (E ]S o PE $]}v p (& Puvs [ ZE

E S vS <u] 8 Jo]e E ]S S 0] & & ]S o[ ZE %}oCu & « X

Figure Z4: Modéle de terminaison coSE ve E]%S]}v 00 % & o[ A} }uA)te> u CU 3§
pause tanscriptiomelle fréquemment assoc&au recul de la polymérase est provogupar le
complexe CPB A%} vS 0 % ES] 1] o[ ZE v ]Jee vS <u] e*SmouldlE » PE
"Torpedoreverse"B)> 0]A P § o 0]ARK apigovtrans@&[] %o 3]}v % Eu § o[ £ % }*]3]
% ES] 0 o[ ZE <u] A] vdoublenjodele darpedo» et «Torpedo reverse.
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Z %]3EW [/ZE & IvEEE€O
1(C & v ] S]}v e Y oo

WILME % Eu SSE 0 % E% SU]S eppare quéocellei]se S v
reproduise. Au sein des étres vivants on retrouve deux types de reproduction, sexuée et
asexuée. Les bactéries sont des organismes asexués, a chaque division, chaque
UMOS]% 0] S]}vU o000 ¢ upsS vSU % E ( usSigwel edvirobinelnent¥% S v S
Les organismes plus complexes tels que les métazoaiogd quant a eux utiliseda
reproduction sexuellepour brasserleur patrimoine génétiqueet vont créer un nouvel
individuunique X %o E} eole %3S 8]( <pu] }VSE] p  vial pqueHeA | o[

ujJvs] v O[ *% X

La levure est un organisme eucaryote qui peut a la fois se reproduire de maniére
asexuée en condition végeétative,oudemp (E £ v }v ]S]}v *SE ¢ (]v
0 & S]}v [puv (}CEu E ]S v <L *}VvS 0 ¢ *%}E X >
étroitement ce processus pour éviter de le déclencher dans un contexte inapproprié, lorsque
0 ° oopO ¢ e<}viEaploidg, & §ui entrainerait inéluctablement leur moRour ce
faire, les levures vont inhiber le passages\gtch») entre cycle végétatif et cycle sexué. La
]1(( & v]38]}ve£puoo 0 0 AUE A }v v ]88 E ceo (}]* o

switch, et son activation par un stress.

1. Généralité sur la différenciation sexuelle

1.1. Définition de la différenciation sexuelle

La gamétogénese chez les eucaryotes ou différenciation sexuelle chez la levure sont
équivalentes. Chez les mammiféres, langéogénese permet la création des gamétes, les
JApo ¢ Z 1 o« (uooe 3 0¢° *% Eu §}1}b « Z 1 o[Z}uu X Z 1o

différenciation aboutit a la formation de spores.
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ChezS.pombeet S. cerevisiada fusion des noyaux issus de dezellules haploides
§C% * * /Ep 0 J(( & vse su]A] 0 M% 0] S]}v ol EU ]

zygote qui va entrer en méiose et former quatre cellules haploides.

Z 1 o[Z}uu U o ]1(( & v ] S]}v « AL 00 % HuS (deE €& ( @
]1(( & v ] S]}v [uv }EP v]eu % }pE femme| &ommeée IModre,C % h
1967) Chez la levure, et dans ce manuscrit en général, la différenciation sexuelle fait
référence au process cellulaire de reproduction entre deux cellules de type opposé pour
aboutir aux cellules filles, depuis les signaux déclenchant la conjugaison (entrée en

1(( & v ] 8J]}ve igecp] 0o (JEU 8]}V 0 +%}E ~+%}Epno &]}Ive ~(

Ce processus meéiotiquesk extrémement conservé au sein des eucaryotes. La
*Ju%eo] 15 [pn3]o]s 8]}V 0 0 ApE v (13 uv v u} o0 %}uE o]
Pus}Pve Z1o[Zpu]vX

1.2. IncRNA et différenciation sexuelle

Au cours de ma thesge me suis intéressédout particulierement,au controle de la
différentiation sexuelle par un INcCRNA chez la levBrgpombeDestravaux pionniersont
permis de révélete role essentiel de INCRNAsns le contrdle dalifférenciation sexuelle.
Parmi les exemptede régulation dda différenciation par des IncRNAss mieux étudiés
sontlarégulation de la méiose chéa levurebourgeonnanteSaccharomyces cerevisieele

controle de la floraison chez la plameabidopsighaliana
1.2.1. Controle de la différenciation che3. cere\sieae

La levureS. cerevisia@rolifere de maniere végétativesous formehaploidede type
MATa ou MAT ou sous formediploide MATa/MATr obtenu aprés conjugaison de cellules
haploidede type opposeéCette conjugaisonenclenche une vague de transcription qui va

$]A E o[ A % E --Fggulateurude 3a @orulationME1(Inducer of Meiosis 1).
>[ &£ % E -<IMEBiva induire la méiose pour aboutir a la formation de spaidgchell,
1994) En présece de nutriments, des cascades de régulation vont permettre de maintenir
le génelME1linactif (Neiman, 2011)Chez cette levure, les cellulgégétativespeuvent se
]A]e (E tat lmploide ou diploideDans Is cellules haploides, il est nécessaire de

maintenir le programme de différenciation constitutivement inhibé méme en absence de
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VUSE]JuUu vS %}UE A]S8 E o[]v p §]}v O u ]}e Ve ¢ OOHO * <«
chromosome, ce qui serait alors &t Pour celalME1lest contrdlé, en parallelpar des vaes

de détection des nutriments gtar une voie de signalisation dépendante de la conjugaison.

En effet,IMElest réprimé constitutivement par le facteur Rmd&pressor oiMEL) (Covitz

and Mitchell, 1993) Apres conjugaisofMElest libéré de la répression par Rmel et peut

déclencher le processus deaplation.

De maniére remarquable, il a été montré que le contrble de la répress|MELlpar
Rmel fait intervenir un INcCRNA transcrit depuis le promote{MEL Ce IncRNA appelRT1
(IME1RegulatoryTranscript 1) est transcrit fortement en cycle végtft et diminue pendant
la différenciation sexuelle de maniére opposé au transcritMg&1 (Lardenois et al., 2011;
vanWerven et al., 2012)Rmel va induire la transcription du IncRIRA 1qui va bloque en
cisla production [ME1l Cette répression a lieu car la transcription du IncRRAlva
lvz] & o (]& §]}v ol §]A § uE 0 SE ve EIMBSijais W}Pi «p
aussi car le IncRNKRT1va recruter a cette région les histones métmgnsferase Set2 et
A8 «p] A}vE % Eu SSE o (}Eu 8]}v [uv  VA]JE}vv u vs
(vanWerven et al., 2012)

Un autre IncRNA est impligudans le contréle de la méiose ch&zcerevisiapar la
régulationdu génelME4 P v *S Ju%}ES vS % }pE of]v(phah) and o u
Clancy, 1992)Tout comme poutME1un IndRNA appeléRME2(Regulator ofMeiosis 2) va
inhiber o[ 4 %0 E {MEKMWais par un mécanisme différerRME2est antisens dME4et
leur expression esinticorrélée Dandes cellules diploide® [ /A % E RME2estinhibée
% @etéygmere« r» présent seulement aprésonjugaisondes cellules. Cettahibition
de transcriptionentraine o % &} u S]}v IME4ZEuw [Jv 1 S]]}V O u ]} X >
mécanismesmpliquant o o} P o0 SE JVMBEEpIHFNELsort encore mal
comprismaisil S % E}%}e <u u v]su ( e+ ]Jv3 EA V]E pv o} F

o SE&E v+ @EEISHshueld INcRNARME2est produit(Gelfand et al., 2011)

1.2.2. Répressio des genes de la floraison par un IncRNA chAethaliana

La transition en fleuraison est un changement développemental majeur chez la

plante. Ce processus est contrblé majaiément parla régulation O £% E 3]}V
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régulateus de la floraison. Parmi cetoi, le répresseur de la floraison FIHDWeringLocus

O est régulé par des processus épigénétigeiesn INncCRNA.

Pour permettre la floraison, le gérfelGest maintenusous silence via la maturation

de son transcrit nortodant antisens. En effet, au locUsLCle transcrit sens et angens
sont coexprimés. Le IncCRNA asins produit & FLC peut étre produit sous deux
formes appelées classe | et classe Il, qui soméyés par des sites dpolyadénylation
différents. > S& ve E]S 0 ¢ | % E}A] vs§ o[usS]o]es S]}v [pv
% E} Z ~% E}LE]Ju 0 SV ]e<g 0 0 s [/ %E}A] v§ o[us]o]e §
distant (distal)(Hornyik et al., 2010)Le complexe de maturation CqtBeavageSimulating
Factor) va étre recruté au site proximal de polyadénylation par les protéines de liaison a
o[ ZE & W (Fonkring Time Control Proteingpduisant ainsi la production du IncRNA

0 ¢¢ /X > % E} p §]}v ov ZE A v u]l]E o Jee [ A% E
par des mécanismes encore mal comgtigu et al., 2010)En absence de FPA &Ik le
INcCRNA antie ve 35 u SuE *}lv ¢]8 ]*S o <u] v H]8 o[ A& % E
blocage de la floraisofHornyik et al., 2010; Liu et al., 2010)

Dans ces différents exemples, les pratesimpliqués dans ces régulations montrent
O[Ju%e}ES Vv e ov ZE ¢ ve 0 }vS(E&exuellegar ddq (né&anisnjes |} v
[Jvs EB( & v S (E viseld¢ %isSq pous silence transcriptimile de genesla
différenciation sexuelleontrdlée par un INCRNA chez la levuge pombeest le point central
de ma these et sera donc présenté eétail dans és parties « Résultats» et « Discussiom

de ce manuscrit.

1.1. La différenciation sexuelle chez la levu& pombe

La levureS. pombegossede deux types sexuels, Miaus ou R) et P Plus ou h+) quen
milieu riche en nutrimentse divisent par mitoset possede un génomhbaploide. Cette
prolifération estappelée cycle végétatif (Fi®2R). Lorsque que le milieu est appauvri en
nutriments, la levure cesse sa croissance et rentre en phase GO, état de quiescence

réversible(Harigaya and Yamamoto, 2007; Otsubo and Yamamoto, 281%s cellules de

82



types sexuels opposés (h+ e) Bont physiquement rapprochées et que les nutriments sont

toujours indisponibles elles vont alors enclencher le processus de differencsatkorlle.

Figure 2 : Représentation schématique du cycle de reproduction asexué (végétatif) et sexuel de la
levure S. pombe A) Le cycle végétatibu division mitotique, est divisé en 4 phasame phase de
croissance breve G1 (Gapl) appeiéterphase suivie de la phase S (Synthese) durant laquelle les

OOHO * E %0]<p VS 0 HE&E EU %p]e [HV MAE] u S %o [JvS E%Z -
phase M (Mitosis) qui suit permet la formation de cellules filles haploides possédant le méme
matériel génétique.B) hv u v«<p VvuSE&]S]}vv o vov Z of v§G&E v J((E&® v ]S
aboutir a la formation de spores (voir texte pour plus de détails). Figure adaptée du site internet du
laboratoire de M. Yamamotwivw.biochem.s.ttokyo.ac.jp/yamamoteab).

La différenciation sexuelleommencepar la production d puvphéromons par les
cellules h+ qui produisentilphéromone de type P (facteur P) et par les cellulegjui
produisent & phéromone de type M (facteur M). La production de ces phéromones et leur
reconnaissance par les récepteurs de surface sur la cellule de type sexuel opposé induisent la

conjugaison de ces deux cellulégy(24,Davey, 1992; Merlini et al., 2016)
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Figure 3: oV Z uvs 0 }ViuP Je}v VvSCE OOUO * SECrAanzép%t %o te ~ |
al., 2006).Les cellule®- produisent le facteur M qui est reconnu par les récepteurs localisés sur les
OOHO *» Z=X O[]JVA E* U 0o+ OOMO * Z= % E} ple v o ( 8 pE W E

%o E& * }VIUP ]Je}vU o0 -« OOMO }usS]ee v§ o (J&u S]}v [
caryogamie. Le zygote duplique ensuite son ADN, puis subit une premiere étape de méiose,
appelé méiose réductionnelle ou méiose |. Durant cette étape ont lieu les évenements de
recombinaison entre chromosomes homologues ciessingover»). Cette divi®n
réductionnelle permet la séparation des chromosomes homologues dans deux noyaux filles.

A cette étape, succede une seconde étape de division, appelée méiose équationnelle ou
ulle //X pnE vS SS S % 0 ¢ ZE}u S] ¢ " pE-danpvis ¢ % E
noyaux des cellules filles. Les quatre cellules haploides subissent alors une derniere étape de

u SHE S]}v Ju% E v vS pv }u% S]}v n P v}iu S o (}&uU S]}v
% EU S5 VS Jve] HAE *%}E - E <]*S EnnendEnt. \GeS @udtveS o 0|
spores néoformées appelées ascospores sont contenues dans un asque avant leur libération,

% E » O0C- o[ s<p U Ve 0 ul]o] uX >}Ees<p o0 ¢ }v ]S]}H
redeviennent favorables, les spores germent pour redonner desileslivégétatives (Fig
22B). La formation de ces spores, et par conséquent la différenciation sexuelle, est un

processus essentiel a la survie des cell(fegel et al., 1990)
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2. Inhibition de la différenciation sexuelle au cours du cycle végétatif

chezS. pombe

Juu  A}lcp % E uu v3U Jo 8 ee v3] 0 %}pE eeno ApE
différendation sexuelleZ}E+ }vs £35 X v (( 38U o[ 8]A 8]}vtion o u ]}s
haploide entraine une l|étalité importante des cellules qui essayent de séparer un lot de
chromosome unique dans des cellules différentgaipiec and Steinlauf, 1997; Yamamoto,

2004) Pour empécher cette méiose ectopique, la cellule a mis en place deux points de
contrble majeurs. Le preth G U HV VIA pu S8E ve E]%S3]}vv oU E % EJu o
de transcription Stell, un régulateur central de la différenciation sexuelle @hpambele

second est un contrble postanscriptionnel assuré par la protéine Mmil, une protéine de

liaie}v o[ ZE <u] Uu%! Z o HMupo S]}v [ ZEu u ]J}S]<hu ¢ % E
o[ £}e}u X >[voVvVZuvsS H %E} ecpe 1(( @ v]38]}v A
transcriptionnelle destell et bloquer la dégradation des ARNmM méiotiques par la

machinerie Mmilexosome.

2.1 La répression transcriptionnelle du master régulatestel11

Stell Gerility protein 11) est un facteur de transcription de type HMBigh
Mobility GE}p % <+ vS] 0 o S& ve]S]}v VvSE o] § 8§ %0 E} 0] (
différenciation semelle (Sugimoto et al., 199 ~}v  3]A §]}v v3@&E ]v o[ 3]A 3§]}v
80 ¢enes essentiels aux premiéres étapes de la différenciation et notamment la conjugaison
(Aono et al.,, 1994; Mata and Bahler, 200&a simple surexpssion dans les cellules
haploides entraine une méiose ectopique. Par conséquent sa répression est essentielle a la

survie cellulairédSugimoto et al., 1991)

Deux voies métaboliques principales vont permettre la répression du gexid. La
% @E ul]  « (15 A] ol DW C o]J<p ~ DW « }v3 o[ pupo 8]}v
glucosedans le milieu(Mochizuki and Yamamoto, 19923t la seconde via la voie TOR
(TargetOfF R % uC Jve <u] % v V]A p [ 1}$ig24A Kawai at]al] p
2001; Weisman and Choder, 2001)
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> % E& Vv [uv }uCE E }v Vv <p vS]S ep((]e vs Ve |
desled@E « A v3E ]Jv & pv VIA p [ DW o A p e« ]v 0 OOMO
% V VS e ol DW ~W< « A}vs 0}E-. ISE 3]1A « 3§ 1vZ] E
de stell Rst2 Recovery ofstellexpression protein 2). Lorsque cette void gmctivée par
o[ vV Popu }e U ZeS7T 5§ $1( &8 A % EsteldgHIuclo etE ve E] %
2002; Kunitomo et al., 2000)

En parallele, un autre processuspliquant les protéines TOR va permettre la
§ 3]}v JuE [ 1}8 ve 0 ujJo] pX 3835 A}] Ju%o]<p o0 ¢ %
des kinases a sérines et thréonines présentes au sein des complexes TORC2 et TORC1
respectivement. En bref, TORCL1 inhibegkpression de stell en conditions riches en
nutriments et TORCZa |pctiver en conditions de carenc@yig2lA, Alvarez and Moreno,
2006) Le complexe TORC1 est particulierement important puisque la perte de la kinase Tor2

Jv ul8 o[ 3S]A §]}v o ]J(( @®atsjo%tpl, 200€)n oo
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Figure 2 W Z Ppuo §]}v o[ /A %steE régllateurdeda différeniation sexuelle, &11.

~ [ % @@ mamoto, 2010 A) > A}] e IJv ¢ ¢ W< & ol DW «pu] « ES e Ve U
ve 0 u]o] pU Jve] <p o A}] e IJv e ¢« dKZ <pu] » ES uentum pE « «)

E€o Epn]o ve 0[]vZ] ]8]}v stell B)EBewe va@eklansi¢pendantes des MAP

[Jv ¢« ¢« 3]A ¢ % E 0 ¢ %Z E}u}v « }u 0 +3E e« Fktell]VYoirde wkteE % E «°])

pour plus de détails.

2.2. Inhibition post-transcriptionnelle de la méiose par Mmil

Etonnamment,plusieurs genes indispensables a la méioset sranscrits en cycle
vegetatifchezS. pombeCependant, les ARNm produits ne sont pas tradntprotéines car
ils sont dégradés activement et tres rapidement fecellule pour empécher une induction
]V %o %0 E } %0 E ] 0O U ]} X p deudgulation on €#rduve la protéine de
o] ]e}v o[ ZE uhe hiachinerie de surveillance des ARN qui comprerid £}« }u
nucléaire (Chapitre IHarigaya et al., 2006)
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>[]v 8]A 8]}v p P v } v3 Dul]i %E}A}<p pv SE « (JES (|
grande partie a la levée de la répression desegemeéiotiques, qui par conséquent vont étre
exprimeés et déclencher la méiose haploide. Il a été montré que ce défaut de croissance est
% ES] 00 U VS e JHUEU % @ERIOL]O[PS]A 3]}V 0 » %o E]V ]% 0 Du]

pour un facteur de transgotion clé dans la progression de la méigsiarigaya et al., 2006)

2.2.1. Ciblage de Mmil sur les ARN méiotiques

Mmil est une protéine de liaison a[ ZE o (u]oo * % E}S [V - Ju
(YB21-B Homology). Ce domaine est conservé chez tous les eucaryotes é(&l@bov et
al, 2002) § ]o % Eu § o & }vv ]ee v -nucléotidigyelYamaskia et al.,
2012; Zhangteal., 2010)

Le domaine YTH des mammiféres et de la levBre cerevisiaereconnait la
usZCo S]}v uo anjéthadéring) (Schwartz et al.,, 2013; Xu et al., 2014)
Cependant malgré la forte conservation des domaines YTH (voir chapitre 1 des résultats),
des études récentes ont montré que Mmil ne reconnait pas cette marque de méthylation

m6AIn vitro (Wang et al., 2016a; Wu et al., 2017)

Des travax réalisés au sein du laboratoire en collaboration avec le laboratoire du
Prof. Masayuki Yamamoto ont mis en évidence que la protéine Mmil reconnait la séquence
DSRDeterminant ofelectiveR u}A o* }u%o}e [UVv E % S]S]}v v ve]S epu
motif hexavpu o }S]«<p hE X > % E v [ L u}]ve Jvec u}sS](e v S v

reconstituer le motif DSR et suffit au recrutement de Mmni¥itro (Yamahita et al., 2012)

Mmil a été initialement identifiée comme une protéine pouvant cibler les ARNm
meiotiques possédant la séquence OBRricaya et al., 2006)Quatre genes possédant cette
séquence DSR ont été alors identifiés comme cible de MieH genesnei4, ssm4 rec8et
spoh La taille et la densité en motifs est variable selon les genes, allant de six motifs sur 156
nt pour le genespo5, a sept motifs sur 545 nt pour le géssm4(Figh, Yamashita et al.,
2012)X > ¢ ZEu U ]}S]<H * %o}ee VvS o u}S](e e[ MuUpOIMWIBS(}ES u Vv
ou ce motif ou Mmilsont mutés (Chen et al., 2011; Harigaya et al., 2006; Hiriart et al.,
2012)
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e« SE A p/E uE of] vs](] 8]}v e ] 0 Du]i e} ] vs
informatiqu  § ¢ S ZV]<u %o E ]%]S S]}tv o[ ZE su]A] » ° <M
13 }vd & E o] po }E S}JE X /oe }vd u]le v Al v 0 %0
de cibles ARN reconnues par Mmil. Parmi ces cibles on retrouve les ARNm méiotiques
initialement identifiés, mais aussi de nouveaux ARN codants etcadants. Ces travaux

seront présentés plus en détail dans le chapitre | de la partie résultats.

~

Figure W > ¢ o <cpv ¢ ~Z § 0[] U%0 U VS « u}s](s hE *UE 0 ¢ P
Représentation schématique deei4, ssm4 spo5et recd quatre génes ciblés par Mmila taille et

le contenu en motif UNAAASDNt variables selon les cibles. Le motif DSR peut étre localagsla

s (U V } vE lu Z A pZvd o % E8&dtleiths pausppbetrecBX > o A[ § 1]
UTR sont représengépar des boites noires, les séquences codantes par des boites grises et les
introns par des lignes na@s. Figure extraite deliriart et al., 2012

2.2.2. Recrutement de la machinerie de surveillance des ARN

La fixation de Mmil sur ces ARNmM méiotiques angde recrutement de toute une
machinerie de surveillance a ces cibles. Plusieurs complexes protéiques ont été identifiés
comme acteurs dans ce systeme de surveillance des ARN méiotiques. Parmi eux, on retrouve
le spliceosomdMcPheeters et al., 2009)es protéines impliquées dans la polyadenylation
des ARNEgan et al., 2014; @indré et al., 2010)airsi gue MTREC/NUREgan et al., 2014,

Lee et al.,, 2013; Sugiyama and SugiSkgiyama, 2011; Zhou et al., 2013putes ces
protéinee PJee v§ }lv. 5 A o[ £}}Ju U E %] uvsd ] vs](] %
dans la dégradation des ARN cibles de M(Hidrigaya et al., 2006)

a) Z Ppuo S]J}v ¢ P v e u ]}S]<u * % E O %o]* P

A un niveau moléculaire, la méiose ch& pombeimplique une cascade de
Z VP u vSse Ve O A% E <°¢])Harigaya Rnd <Yamasto, 2007) Ces
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Z VP u vSe [ E£% E ¢*]}v ¢}vS e ou S v8] oo u VvS U %R E}IPE
stabilitt des ARN message(dverbeck et al.,, 2005; McPheeters et al., 200Ggtte

régulation posttranscriptionelle du contré@ O[ %o]ee P v}S uu vS S ]S u}vs
niveau du genecrsl qui code pour une cycline nécessaire a la méiose. En effet la
transcription decrslv A ] % ¢ u }JUE- O U ]J}e U wu ]easlaestSpuE S]}v
o}<pu X Duli o (]A&£ rém@ssaderZdersd }vS ]o uU%! Z 0O %o]es P X §
S VvVeul]S %E&]e v Z EP % E o[ A£}e}lu (@EcPlEetss abjal, pee] %o
2009)X >[ S]}v ]JvZ] ]1SCE] O[ %]es P % & Dul]i xautrepPP &

cibles impliquées dans la différenciation sexuellesSd@pombgChen et al., 2011)

Z1ozZ,}JuuU o0 %E}S$ Jv zd, i pv % E}S ]Jv ju ]Jv zd, v
Duliu § ule v A] VvV % }pE u} po E %}*]3]A u v3 }pu v P
(Stoilov et al., 2002; Xiao et al., 2016)PP E v3U VvV %o0ope [puv }ve EA 3]}v u
o[ £}¢}u U pv  AS ve]}v ¢ (}v S]}ve Dul]i p }HE- o[ Alopus]

b) Régulation des genes méiotiques par la polyadénylation

Les ARN méiotiqgues sont prébllament polyadénylés par la poly(A) polymérase
vivl<p Wo i A v [ISE S]JAuvs PE + % E o[ £}e}u X
directement avec Plal et Rnaf%amanaka et al., 2010} v o[} E 5 Z} o BPgerevigiak
S Ju%oo]<u Ve 0 u SuE&E Ss]}v o[ AK8sEHerudtsal., 996pPe HUS,u
o[]v 8]A §]}v n® leg icellules entraine une accumulation des ARNm méiotiques
A  uv <g pg %}oC~ ¢ %ops IUES U suPP E vs (}JES u v3 of]u
polyadénylation de ses cibles via son interaction avec Plal et Rnalb,(8gAhdré et al.,

2010; Yamanaka et al., 2010)

Mmil interagit aussi avec Papbune «Poly(A) binding protein» (Yamanaka et al.,

2010)X o[z H&E Su oo U Jo -8 ule igon auxequeUEs}EolyiA)esont o]
HS]o - 0 S Jo]e S]}v S o[ £% }ES e ZEu ] Vv <p W 1 ¢}]
dégradation exosomeépendante des snoRNA (Voir chapitreLBmay et al., 2010)Ainsi,
Pab2pourrait également agir sur les ARNm méiotiques ciblés par Mmil pour aider a leur

PE S]}v % E (BigHH pray et al., 2010; Sindré et al., 2010; Yamanaka et al.,
2010) Comme décrit dans le chapitre Il, la sousté Cdl4 du complexe TRAMP
%}1o0C VvGCo o ZE ] o0 °* % E of £}}u %}pE | & Ev
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dégradation. La polyadénylation des ARNm méiotiques pourrait étre nécessaire pour

ol v & P « ZE PE & of A£}+}u }uule complexe SRAMRE ]S %o} U

Figure 26 : Modéle de dégradation des ARNI ]}S]<p » ] 0 o Duli % (Eapeef A}e}u
polyadénylation. Modéle proposé et adapté d¢Yamanaka et al., 2010YA) Mmil recrute le
complexe de polyadénylation par son interaction avec Plal et Rr@)%ab2 estrecruté sur la

gueue Poly(A)(C) Mmil en collaboration avec Pab2 aide au recrutement dé¢ A }-}ualad
dégradation des ARNm meéiotiques.

Des travaux plus récents ont montré que Plal et Pab2 forment un sous complexe du
lu%o A DdZ IEhZ™ <u] & &S S ee¢]eS o A£}e}u Ve o
cibles dont les ARNm méiotiquéEgan et al., 2014; Lee et al., 2013; Zhou et al., 2015)

c) Régulations des génes méiotiques par le complexe MTREC/NURS

> "ME M4 }u%o £ DdZ }vs] vSU v %O0opue DSoi
o[]JvSE} u §]}teim&JRedl % &He protéine a doigts de zinc a été identifiée initialement
pour agir dans la voie de dégradation des ARN ciblés par Nuidiyama and Sugioka
Sugiyama, 2011)]ve] <u ve 0 (}Eterddiromattiie(Zofall et al., 2012)

Les travaux réalisés au sein du laboratoire ont aussi montré que Redl agit en

paralléle du RNAI et de la méthylase CIr4 au niveau des ARN méiotiques cibles de Mmil,

% }UE ]v H]E o WE u]e e*}pe *Jov A] o pE PE 3]}v % E

Jo}&e [Z & E} ZE}u &]Miriaft epal $2612A
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>e¢ Su ¢ E vS e euyE DdZ IEhZ™ }vS Uu}vSE <«p Z i P
}u% o £ %o0ope 0 EP %}IpuE | & §§ (}&u S]}v [Z2 § &} Z&E
0 PE S]}v <« ] o0 - D u]i(Egartet al], 2814+ Y ee et al., 20Z8fall et
al., 2012)

Au sein de ce complexe on retrouve aussi la protéine Ida$6r{ionalsuppressor of

su iPU <u] P]S v % E o0 o Duli 8§ Z i ve o[ oJu]v S]}v =
o[ £}¢}u X ~}v o]u]v S]}v o] Ooopgo VSE Jv Vv}S uu vS 0 %o (
Mmil et Redl(Yamashita et al., 201¥) v }E A o U oJise]adpwns3dg v

oopo ¢« VSE |Jv pupv  Ju]vpusS]}v o[]Jvs E S]}yetwinH. Cesl Z ~DS§
données suggerent que Iss10 est un lien important entre Mmil et MTREC/JR{R 6,
Zhou et al., 2015)

> o] v vS8E Duli 8§80 u Z]v E] *LWEA Joo v « ZE (
de mes travaux de thése, ces données seront paséquent détaillées dans les chapitres I

et Il de la partie ®ésultats».

3. Activation de la différenciation sexuelle cheéx. pombe

>[]v]S] S]}v S o[ }uS]es u vsS [HV % E}PE uu 1(( & v ] S

% E A U%O0 0 *% | @eud]}viddy v oopo u SpE Hoe Jv [l
Oo[,Juu U e}vs ee} ] o MV E u v] u vS Ju%e}ES vS H SE ve E] %o
sexuelle che&. pombee fait pas exception a ce principe. En effet, la transition des cellules
en cycle végétaf( A E+ o u ]}* [ Ju% Pv [V  Z VP u v3 u e¢]
[ £% E <]}V %Ope] HEes VS Jv o Pve~E %E » v3 v§ VA]
(Mata et al., 2002)LeP v} VS % }uE ~S ii ¢S O[UV ¢ % E u] E- 1S E

SE ve E]%3]}v A 18E ]JE 3 uvd E *%}ve o0 o[ §]4
transcriptionnel requis pour le processus de différenciation sexuelle. Trois vagues
successives de transgption sont alors enclenchées 1) la vague des genes précoces
(« early») qui sont essentiels pour la réplication pte 1}S]<u ol E 0o & }ul]v]e
pour les «crossingover», 2) la vague des géenes intermédiairedAiddle ») qui vont activer

les génes nécessaires a la méiose et aux étapes précoces de formation des spores, et 3) la
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vague tardive (date ie <p] }EE * %}V o[ £% E <]}V Pve pus

impliqués dans la maturation des spor@sg Z, Mata et al., 2002, 2007; Wilhelm et al.,
2008)X /o 8 v ee JE %o}pE o[]Vv]S8] S]}v & o[]vs PE]S
[ §]A & o[ /£ % E stdllet ge Rver la répression apportée par Mmil et sa

machinerie de surveillance.

Figure Z: Stell enclenchetrois vagues de transcription successeessentielles au bon
déroulement de la différenciation sexuelle che. pombe >[ 3$]A 3]}v - rivettle %o
o[ 3]A 3]}v ep e<]A e P v ¢ %o Es puisetbrdisvyodutEaboulir fda formation
[Mv e<p X ~}v  3]A Epplendent® uo3A E o []edhirdlédpar Mmilsurses cibles
meiotiques.

3.1. Activation du génestell

Le genestellest non seulement inactivé par deux voies de régulation différentes en
cycle végatif, mais il est aussi activéko E UWE HSEE « A}] ¢« o}E-
différenciation sexuelle la voiedes phéromones et la voie du stre€zes deux voies font

intervenir des cascades de régulation par des MAP kinases.
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3.1.1. Généralité sur les MAP kinases

Les «Mitogenactivated protein kinase» ou MAP kinases, sont des protéines kinase
spécifiques des acides aminés sérine et thréonine. Elles sont ubiquitaires et\emsehez
tous les organismes connus. Les MAP kinases sont une part essentielle du réseau de
use P E* % Eu SS vS 0 SE veu]ee]}v O[]JV(}EuU S]}v M < ]V
% E}A] v3 [ S]A 3§ HEe+ ¢« D W I]v ¢ eU <pu] *wed p @« E[ Y V%ber§ RMEC U}
0 % OHe *}UA VS pv ¢SE eeU 3§ 8 SE veul]e ipecp[ HV op SE §
précise dans la cellule, par exemple des facteurs de transcription ou des enimesie et
al., 1995; Gustin et al., 1998; Lewis et al., 1998) premiere MAPK découverte est la
protéine EHi Z 1 o[Zpu JvU %o %oactivat@d]@rpReinva cause de son effet positif
sur la croissance de la cellu{Bishop, 1985; Boulton et al., 199@ependant, depuis la
découverte de nombreuse autres MAPK, il est develaire que la famille des Mitogen-
activated proteins> porte un mauvais nom car elles sont fortement impliquées dans la

E %}ve W *SE ¢+ ]}8]<p <p]U  o[]vA B+ U o}<p o uls}e X

Les MAP kinases sont catalytiquement inactives sous leur forme sk Paur étre
§]JA U 00 + E <p] & v e 3 %o o %Z}*% Z}ECO S]}v <uGE
possédant le motif TxY (Thréonie yrosineAbe et al., 1999; Kato et al., 1998)

Un module classique des MAP kinases contient trois familles de kinases, codées par
des familles de genes bien distinctes qui agissent en cascadeedAP kinases (MAPK) qui
vont activer les gbstrats finaux, les MAPK kinases (MAPKK) qui activent les MAPK, et les
MAPKK kinases (MAPKKK) qui vont activer les MAPKK (pour revue chez les plantes et les

humains respectivemenChardin et al., 2017; Pearson et al., 2001)

] v <p 0 o « [ 3]A 8]})v e+ D W< +}] vidanslda ] v
0] E SpPE U viu E Hde ¢ <d *S]}ve ep ]S vS }v EvV vS o]
Certaines MAPKKK contiennent des motifs de régulation tels que des séquences riches en
proline, des deucinezippers» ou des sites de fixation des protéines Gi geuvent

permettre leur activation(Hirt, 2000)

Chez la levuré&s. pombe les voies MAP kinasmnt aussi trés conservées. Comme
Z 1 U IUu% [ EC}S U 0 HE E€0 5 JuR}IES v8 ve 0 E %
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effet la plupart des stress (oxydatif, osmotique, UV, antifongique, température et pH) sont
détectés par les protéines senseur» qui activent alors la voie des MAP kinases Win/Sty1l
(Shiozaki and Russell, 1995a, 1995b¢tte voie des MAP va agir sur &urs processus
cellulaires dont le contréle du cycle cellulaire, les réponses au stresdgrpdsttion, ou
encore la différenciation sexuel(@Vilkinson et al., 1996)En plus de la voie Styl, on trouve

Hee] 0 A}] CEiIl CET <pu] 8 Ju%eo]cp ve O[]v M S]]}V 0
les phéromonegSantos and Shiozaki, 200tes @ux voies seront décrites dans la partie

suivante.

3.1.2. Activation par la voie des phéromones

>}Eecu 0 o OOHO * *}vE % E]JA - VUSE]u v3sU o0 =

]1(( & v ] S]}v % E o[ DW ~«<u] § § 0 Pou }e e BVvEESZ ~cu]
Cependant en paralléle une activation destell par la voie des phéromones via un rétro
control de celuici (Valbuena and Moreno, 2010).a protéine Stell, produite en faible

<u v8]S eul]s o oA o[]vZ] ]8)]astive les}genedk desdphéromaenes
et de leurs récepteurs opposés induisant ainsi la production du facteur P et du récepteur M
dans les cellules h+, du facteur M et du réceptdu dans les cellules- l{Fig B). La
reconnaissance de ces facteurs par le réeapopposé active alors la voie des MAP kinases
Byrl/2, déclenchant la conjugaison etaisurexpression de Stell (”g§2Aono et al., 1994,
Yamamoto, 2010)

>[ oJu]v §]}v u P byr2@u¥ém<e cette voie provoque une stérilité totale

des cellules qui sont alors incapables de rentrer en différenciation sex{whkag et al.,

199X N epE A% E e¢]}v  ve ¢ oo0opOo * AP 3 3]A e« Jv pul]d

stell, provoquant de la méiose haploide méme en présence de nutrim@eerulff et al.,
2005)

3.1.3. Activation par le sress

Lorsque les cellules sont exposées a un stress, trois protéines senseurs;2M#Ark1

intégrent le message, et activent les régulateurs de la réponse au stress Msc4 et Prrl. Tandis
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gue Prrl contréle le cycle cellulaire, Msc4 active la voie des Madses Win/Styl. En
réponse, la MAPK Styl active Atfl et Pcrl par phosphorylation, deux facteurs de
SE ve E]%3]}v %o stallsCefirésilée t@it comme ve 0 . o[ 3]A 3]}v
la voie ByrlByr2, a une surexpression de Stell et a |dédénciation sexuelldFig 2B,
Watanabe and Yamamoto, 1996; Wilkinson et al., 1996)

3.2. Inhibition de la protéine Mmil par un INCRNA

En cycle végétatif la protéine Mmil assistée de la machinerie de surveillance des ARN
maintient la mise sous silenakes genes méiotiques. Pour permettre le bon déroulement de
O U ]}s ]Jo 35 }v v o |E o}«u E *C S uest ¢¢sentjel] S]}v X

et se fait grace a la séquestration de Mmil sur un IncRNA. En effet, si la machinerie de

surveillance de ZE u ]}S]<u ¢ V[ *S % ¢ JVvZ] % V VS 0 1(( & vs]
OOpHO * A}vE E 8 E o}<p o[ § %os avoiudlipkqud ldyr<ADN %o E
(FigZeX > % E}S ]Jv o] ]1}v o[ ZE D ]i o[ <<} ] A o ov ZE

sme2 Ensemble ils inhibent Mmil permettant ainsi la progression du programme de

différenciation sexuelle.

3.2.1. Activation de la protéine Mei2

>[ Mupo S]}v 0 % E&}S Jv D J1T «u((]8 ov Z E o] v&cC
sexuelle dans des cellules haplegdWatanabe et al., 1988Plus tard, il a été montré que

Mei2 inhibe la répression des génes imposée par Miiddrigaya et al., 2006)

En cycle végétatif, Mei2 se localise dans le cytoplasme ou elle est inhibée par la

kinase Patl qui la phosphoryle (Fi8A2Watanabe and Yamamoto, 1994; Watanabe et al.,
1997) Lorsque la différenciation sexuelle est enclenchée, Stell active la transcription de
mei2 Stell active aussi la transcription des gemegl-Pmet matl-Mm qui codent pour

* % E&}S Jv e (}&uU vS pv Z S E} Ju E %0 O [ma83AaE o S3SCE
protéine Mei3 est un pseudep *SE S o Ilve W Si <pu[ oo ]JvZ] U u%
o[]v 3]A §]}v D ]1X D ]T A % @@uley\dansyiewndyal soys sa forme
active non phosphorylée (Fi@R, Van Heeckeren et al., 1998)
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3.2.2. Séquestration de Mmil au locusme2

D ]7 <p] [ Hupo e}pe o (}JEuU $]A locatiser ev U ppintA o
unigue appelé le &1ei2 Dot». Ce point correspond au locus du gesme2(Shimada et al.,

2003) Le génesme2 code mur un IncRNA appeléneiRNAqui a la particularité de

[ pupo &E % E}}AE]U]S *}v (BhiehinoSet §IC 24> Shilwada et al.,
2003)X ve 0 V}C p D ]1  3§]( meiRNAEnsekble ils séquestrent la péate
Mmil (Harigaya et al., 2006y >[ £ % E <]}V ov ZE S }v e vS] 00O

mise sous silence des genes méiotiques par Mridsi, les cellules dépourvues du gene

sme2]v pld « v J(( & v] 8]}v e £Ap oo E *5v3 o}cp « Avs [ v
% E ¢ H%O] S]}v o p&E EX >[]vZ] ]8]}vmeiRNAdéviedto E 0 ¢

impossible. La mise sous silence des généstiques ciblés par Mmil est alors constitutive,

blogquant ainsi la progression en différenciatifidarigaya et al., 2006; -8indré et al., 2010;

Yamanaka et al.,(10)

Le IncRNAMeiRNAU v %oope [!SE €& }vvhg % & D ]JTU 5§ VvE]
permettant la liaison de Mmil. En différenciation le niveaunde&iRNA«[  &}]SU Jo P]S o}
comme un ARN compétiteur avec les autres ARN ciblés par Mmil. Ce IncRKgradégar
Dul]i v Co AP 3§ 3](U ule o}Ee+<p[]Jo 8 ¢} ] A D]t v ](
* <d *SE Dul]i ~&]P16 X o[z p&E SH oo U o0 u Vv]eu * u}o
comprendre pourquoi la fixation de Mmil meiRNAassocié a Mei2v[]v p]S % ¢ O

dégradationdu IncRNAneiRNAen différenciation ne sont toujours pas connus.

Une fois Mmil séquestrée, la mise sous silence des genes méiotiques cibles de Mmil
est levée et les cellules peuvent alors entrer en méiose puis en sporulgtamgaya et al.,
2006)
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Figure BW D} o o[]v]S] S]1}v 0 ul]}e % & o[ 3I]A SdilencingD ]T $ o
dépendant de MmL. A) En condition végétative la kinase Patl phosphoryle et inactive Mei2. Mmil

est recruté a ces cibles et recrute la rhamerie de surveillance des ARNNS o[ A}e}u <] P&E
les ARNméiotiques o}<«p vS Jve] o[ vSE B)BEn conditorXméidgue Stellactive la
production deMei3 qui blogue la Kinase Patl. Stell augmeatsssila transcription de Mei2 qui se

E SE}IPA v (JES }v VSE 3]}V *}pue + (JEuU $]AMEIRDIAAT lofuse} ] A
de sme2pour former le «Mei2 Dot». Mei2 associé aeiRNAséquestre Mmil qui ne peut plus étre

recruté sur ces cibles. Les AR iotiques v[ § vS§ %o 0 [es ilsBB@at traduits et les cellules

entrent en méiose.

3.3. Activation du programme transcriptionnel de la méiose et de la

sporulation

P@Eu] o+« ZE ] o0 e % & Dul]i }v @@eidEdpdue MhmiZ Est
séquestré par le IncRNAeiRNAet Mei2, le facteur de transcription Mei4 est produit et va
$]A E o[ ve u o H % E}PE uu SE ve @GBE¥n8dipre» @ uneo %o Z
partie de la vague ¢ardive» en activant, directement ou non, pres de 500 ge(ise and

Shimoda, 2000; Horie et al., 1998; Mata et al., 2002, 2007; Murakamami et al., 2007;
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Watanabe et al.,, 2001)Finalement apres ledeux divisions méiotiques, des facteurs de
transcription a domaine teucine zippes de la famille des ATF (Atf21 et Atf31) ainsi que

Rsvl et Rsv2, deux facteurs de transcription a doigts de zinc enclenchent la derniere vague
transcriptionnelle permettars o0 (}EuU S]}v ¢ ¢%}E ¢ ~*% }EpOo(Mdtave Y ¢ ]V
et al., 2002, 2007)

En conclusion, la différenciation sexuelle est un processusgial pour la
reproduction et la survie de la cellule chez les eucaryotes. Shppmbeelle est finement
& Ppuo %Oope] HE* VIA pEX p “upE e (E Ppo 8]}ve }v
%o E]V % WA o ZEU }vS p u}]ve pv ov ZE U o A}e}u S Dul]iX
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Ki 8]¢( 0 3% %o E]V 1% umE E
}1 S V|re

D}v % E}i § §Z ¢ [ 8 Jve E]S ve 0 }vS]vpu]s e SCE
<U]% [ W ]JoX /o Ale Ju% E v E o (}v S]}v § o u} [
o] ]*}v NaomZl et de sa machinerie de surveillance des ARN dans le controle de
o[ £% E <]}v P 8]ppmbeDans un premier temps, ces travaux, ainsi quexceu
%ol O] ¢ % E [ pS@aAt moRtE Hudsla tidison de Mmil a des ARN-préssagers
en coursde synthese et le complexe exosome (qui appartient a la machinerie de surveillance
des ARN recrutée par Mmiif)duit ladégradationde ces ARN4.a liaison de Mmil assoeié
M }u% o A Alelu ]Jv p]s o (}E&EuU S]}v [Z2 S &} ZE}u S]v (|
genes clés pour la méiose et ¢ohue a la mise sous silence (owsitencing») de ces genes
(Harigaya et al., 2006; Hiriart et al., 2012; Zofall et al., 2(R&) la suite, nos travaux ont
révélé une nouvelle fonain biologique de Mmil et des partenaires qui lui sont associés,

ve 0 }vSEE€oO o[ VSG&E v ](( @&. porhbg&lEtte midesonsnsilence
implique la liaison spécifigue de Mmil a un IncRNA spécifique appetd (non-coding RNA
associaed to Mmil 1). La fixation de Mmil au IncRNvam1joue un role essentiel dans le

contréle de la différentiatior{Touatodeschini et al., 2017)

Ve }vs £S U o[} i S]( %o E]V 1% O u SZ - S U % E]JvV
de caractériser de nouveaux acteurs de la machinerie de surveillance des ARNs guidée par
Mmil, afin de préciser les mécanismes mis en jear Mmil, sa machinerie de surveillance
des ARNet le IncRNAnaml pour contrdler co-transcriptionnelement a@kpressiongénique

et la différenciation sexuelle ches. pombe

H JUE- u SZ « U i[ ] duxettavdwxsqioht gémontré o[]u %dorl §
o[ £}+}u le precessugle dégradationdu IncRNAnamlet o }vSEE€o0 o[ vSCE

en différenciation sexuell¢Chapitre | de la partie Résultats).

[ ] vepdaractérisé Ctil, un nouveau composant de la machinerie de
surveillance des ARN de Mt et mis en lumiereun mécanismenédit de la biogénése des
INcRNAsX : Bdalement caractériséplus en détailles mécanismes mis en jeu dans la

régulation denaml1(Chapitre Il de la partie Résultats).
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v(]JvU]V[]3] o E S HfHZk,ud]jouvedu composantde la machinerie
de surveillancedes ARN guidé pavimil (Chapitre Il de la partie Résultats).
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1. Matériel biologigue et condition de culture

1.1.

Souches utilisées lors de tte étude

Les souches utilisées lors de cette étude sont répertoriees dans le taBleles

souches ont été construites suivant le protocole de transformation de levure au lithium

acétate ou par croisement (détaillans le Sme chapitre de cette partie)

Tableaw? : Liste des souches principales utilisées

Souches utilisées Génotype source

SPV 8 h+ leut32 oril ade €16 ura4D18 Imr::urad+ Cette étude
SPV 41 h- Cette étude
SPV 50601 h- dis354 Cette étude
SPV 706 h90 leu132::nmtl-mtl1-YFMHlag-hisleul+ Cette étude
SPV 1306 h-u JOPWWZ % Z Cette étude
SPV 19289291930 h90 leut32 ade6M216 urad::fopto & E % 0 PW W , W Cette étude
SPV 2282286 h+ leu132 oril ade€16 ura4D18 Imr::ura4+ mlo3HA::Nat Cette étude
SPV 2342342-2343 h+ leu132 oril ade6216 ura4D18 Imr::urad+ rrpd3myc::hph  Cette étude
SPV 24124112412 h+ leu132 oril ade€216 ura4D18 Imr::urad+ rrpd AP::kan Cette étude
SPV 2438 h+ leu132 oril ade€16 ura4D18 Imr::urad+ ctiTAP::kan Cette étude
SPV 2468 h90 leu132 P3nmtimtll -flag / His6 / Leu+ Cette étude
SPV 2532 h-u ]OPWWZ%Z uu]l]iPWWE § Cette étude
SPV 31081073108 h+ leut32 oril ade&16ura4 i6 /JUEWWPE 0= E i Cette étude
SPV 3194 h90 mtr4TAP::kan D. Moazed
(SPY1408
SPV 3195 h+ura4 i6 /JUEWWPE 6= ] iOPWWvV § D. Moazed
(SPY78y
SPV 34184173418 h90 leut32::P3nmtimtll-YFPflag-hisleul+ P3nmtdmmil- Cette étude
CFP::kan
SPV 35385363537 h+ leut32 oril ade€16 ura4D18 Imr::.urad+ NaP41lnmtt Cette étude
3HAmMtI1
SPV 3698698 h- rrp6::13myeKan Cette étude
SPV 37087103711 Z= uSoiPWWv § Cette étude
SPV 37187133714 ZM usSoiP WXBmyE::IBHE %o O Cette étude
SPV 376B7623763 h+ura4 i6 /UEWWUE 0= J1BMRHRMYV S E E 9 Cette étude
SPV 3962 h90 leu132 ura4D18 naml::ura4 Cette étude
SPV 3972 h+/h+ ade6M210/ade6M216 ura4D18/ura4-D18 leu132/leul- Banque
T U% % OPWWI v Bioneer
SPV 4001 h90 leu132 ura4D18 namil Cette étude
SPV 401410154016 h+ leut32 oril ade&16 ura4 i6 /UEWWUE 6= S§]i Cette étude
SPV 4697 h+ leut32 ura4D18 ade@16 dhptlts-urad+ P. Bernard
(Ly1284)
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SPV 4724722 h+ leut32 oril ade®216 ura4 i6 /UEWWUE 6= ]eeii Cette étude

SPV 475@751-:4752 h90 ura4D18 mlo3% E}PWW U E 0O Cette étude
SPV 475317544755 h90 leut32 ura4D18 namil mlo3 % E}PWW U E 0o Cette étude
SPV 485848524853 h? leu?ori? ade? ura? imr::urad+? rrp6::13mycv ~ §]iP WV Cette étude
SPV 5086081-:5082 h90 leut32ura4 i6 v ui "Z4WWin }A Cette étude
SPV 5113%1145115 h90 leut32ura4 i6 v ui "Z4WWAhH } A Cette étude

SPV 51161175118 h90 leut32ura4 i6 v ui ~Z5BoxB NAP3nmtt N-mmil Cette étude
SPV 515461555156 h90 leut32ura4 i6 v ui ~Z4WW i-B3EmtE, Emtll Cette étude

SPV 51551585159 h- u ] PW&hZ-%&Z}voUAUOPE d Cette étude
SPV 51661615162 h90 leut32ura4 i6 v ui "Z4W W f-FRaAmtlE, Ettil Cette étude
SPV 516351645165 h-erh1P:NAT Cette étude
SPV 51661675168 h- u ]0 P W &hZ BENAT Cette étude

SPV 516%1705171 h90 leut32ura4 i6 v ui *"Z4W W n-B3EMtE, EDis3  Cette étude
SPV 51751735174 h90 leut32 ura4Didé v ui ~Z4WW A-P3aMtIE, ERrp6  Cette étude
1.2. Condition de culture de levures

Généralement, les levures sont cultivées en milieu riche Y¥eAst( Extract +

Adenine) a 30°C. Les cultures liquides sont incubées sous agitation a 220rpm.

Pour induire & différentiation sexuelle des levures, les cellules sont cultivées dans un

% E ul] E S U%oe VvV U]JO] L Z U %op]e %0} o eJpAEUlatibo Agar
Schizosaccharomyces) a 8)Pourles sélectiors par auxotrophies (uracile ou leucindgs
cellules sont cultivées en milieu minimum EMNMgdifburgh Minimum Medium complete)
sansUracile ousansLeucine.
La description des différents milieux est détailléelessous.

1.3. Composition des milieux de culture
Les milieux sont autoclavés 20min a 120°
Pour les milieux solides2g/L [ P E ~ §} P GU o o}vsS i}usS o
Pour les nlieux sélectifs 100 a 200pug/mL [ vS8] ]}S]l<p ~,CPE&}uC }v

Généticine G418, RocheNouréothricine ClonNATwerner Bioagents) ou 1g/L[ ] -

fluoro-orotique (5FOA, toronto Research Chemicals) sont ajoutés aprés autoclave.
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Ve 0 e 4 u]Jo]l] p DD U S}ue o+ o0 u vVvSe ¢ u( o[ P & -}vs
uu v iXTRue® %op]s u 0 VP ¢« ~%}uE o[ DD <}o] « A o[ P C

dans la moitié du volume final.

YRAW ulJol] p ] Z Ju%o}e AP1> [ /S Edgitrose (BB)UCR25¢/L U iiP|

adénine (Sigma).

YESW DJo] u &] Z }Ju%o}-e AP1> [ /A 3Edégtrose (BAUCR25 U iiP|
adénine (Sigma) 45mrig leucine; 45mg/L adénne; 45mg/L uracile 45mg/L histidine

45mg/Llysine (Sigma)milieuutilisé pour les cultures en fermenteur.

EMMc: milieu minimum composé de 12g/L[ DD <« dextrose (MP Biomedicals); 20g/L
de dextrose; 0.225 g/leucine; 0225 gL adénine; 0.225 gL uracile; 0.225 gL histidine
(Sigma).

Pour les milieux solides20g/L [ P €& ve * p Alopu (]Jv oU *}vs pusd} o A -
puis ajoutés au milieu minimumoncentré2X dans % du volume éénsemble esttérilisé
par filtration (filtres a pores de 0.22uM de diamétre). De cette maniére, la dégradation des

Al13 u]v « % E o § gragtiqueent limitée.

SPAS: Milieu Solidg[]v p S]}v o ialib6 sExueBe composé de 10gdextrose; 1
g/Lphosphate de potassm (Sigma) Vitamines (4.2uM acide pantothéniqué1,2uM acide
nicotinique; 55uM myainositol; 40.8nM biotin), 45mg/L leucined5mg/Ladénine; 45mgL
uracile; 45mg/L histidine 45mg/L lysine (SigmaB0g/L [ P EX > « A]3 u]v « }v Vv3E

1000X(stérilisées par filtration) sont ajoutées apres autoclave pour limiter leur dégradation.
1.4. Plasmides utilisés

Pour la construction de souches (vpius loinle chapitre construction de souches)
par délétion ou étiqguetage de genes, les plasmides de lalltades pFA§Goldstein et al.,
1999) ont été utilisés. Les plasmides de la famille des pREP1 ont été utilisés pour la
surexpression debyr2 Pour les souches ou le géene rapgor urad a été introduit, le

plasmide pBluescript Pira4 (AltingMees and Short, 198%9) été utilisé.
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Tableau3: Listes des principax plasmides utilisés

PAN13 PFA6a natMX6 p3nmit] E Cette étude
PAN16 pFA6a CTAP4 natMX6 Euroscarf (P30415)
PAN27 pFA6a natMX6 Euroscarf (P30437)
PAN28 pFA6a hph Euroscarf (P30438)
PAN36 pBluescript SK(+) ura4 J. P. Javerzat
PAN48 pFA6a NatMX6 P3nmtl J. Bahler (PAV19)
PANG61 pJR-41XL J.C. Ribas
PANG5 pJR181XL J.C. Ribas
pKG1810 pFA6a kanMX6 pGAL1 3HA L. Gould

W( o ,E <vDyo Cette étude

1.5. Amorcesutilisées

Tableaud : Listes des principales amorces utilisées pour cette étude

| Amorce " «uv -f[ ___ Descripion |
PV_174 ' TACCOATTGAGCACGGTAT actlsens
PV_175 CTTCTCACGGTTGGATTTGG  actlanti-sens
PV_176 GTACTGGCCCATACCGTGAT tublsens
P\177 CGAATGGAAGACGAGAAAGC tublanti-sens
PV_180 AAAAGCGACCTTCAAGCAAA meidsens
PV_181 TTGCATCGTTTGAGACTTCG meidanti-sens
PV_182 TGCAAGAGGABACAAAGG ssm4sens
PV_183 TTCCTCCTCCACTTGTTTTGA  ssmdanti-sens
PV_794 GTTGAAGTTGGACGGGATGT rec8sens
PV_795 TTCTACCCTACTCGGCATCG  rec8anti-sens
PV_905 CAGCAAATCCGAGAAAGAGG crslsens
PV_906 GATGGGACGCGTCTAAGATT  crslanti-sens
PV_1109 TTATGGCGTGCTCGATRA spo5sens
PV_1110 TTCGACTCCAATGGCACATA  spobanti-sens
PV_1343 CATTGGCGCTATTTTTGGAT mcp5sens
PV_1344 AAGGCATCTGGGGCTTTTAT  mcp5anti-sens
PV_2013 CAATCACGACGGATCGTACA namlsens
PV_2014 GTTGAATTGCCGACCGTATC  namlanti-sens
PV_2057 AACCATGTGTAGCABGBAT [ namlanti-sens (RT)
PV_2124 ACCGAGGCTCAAGTTAAGGA mlo3sens
PV_2125 CATCAACCAAACGACCCTCA  mlo3anti-sens
PV_2126 ACGTTGGGTTGGAGGTTTTG  fipamlsens
PV_2127 AGGGAGCGCTTATCAACCAT  fipamlanti-sens
PV_2174 AGCGGACACTTCGTTTCTG byr2 anti-sens (RT)
PV_2211 GATCAAAACAGCTGCCTTGTAC i hamlanti-sens (RT)
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2. Construction de souches

La construction des souches utilisées lors de cette étude a été $aiteant deux
protocoles. Le premier par transformation classiqueQigpombgBahler et al., 1998t le

secand par méthode de croisement génétique.
2.1. Transformation au Lithium acétate.

> e OOHO ¢ ¢}vS SCE Ve(}EU * % E i JVSE} M S]}v [pv (C
levure via un choc thermique en présencacaktatede lithiumet 2)intégration de cetADN a
sonsite% €& E }u ]Jv J*}v Z}ulo}Ppu X 88 @& }u Jv ]e}v o[ (( 3p A]
T11 %o Z <p €8 ol E JvS&E} u]s8 Ve O OOMO (Jv]ee v
[Jve ES]}v ve oBahleyétal., 1998ig 29).

Figure29: Transformation pa recombinaison homologue < o S]}v [uvVv) Btiguexage en
Cterminale. ¢ étiquetage erN-terminale

w

211. WE % E &]}v. 0 s <<pgv [ E EE ve(}EU E ~ oo §

> e §§ [ E JvSE} p]E  desecetulestontjant un gene de
rédstance a un antibiotique qui servira a la sélection des mutants transfo(Rig30). Dans
0 . o[ i}us [pv Sl«<YGRIEU d 'sd v ~d WU 1i,) &bt BsBoCiéldu, E
terminateur du géneadhl(annoté Tadh) de S. cerevisiaéWach et al., 1997X W}uE& o[ i}pus
[Mv d ' Nser, le TAG est associé en amont avec le promoteutl (no message in
thiaming Maundrell, 1990) ¢} pue O[MV e o i (}JEuU - (}JEP3 MME% E <]}
(promoteur sauvage de forte expressio®4l nmtl ~% E}lu}S PE [ A% E *<]}v i
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inférieur au promoteur nmtl sauvage) ouP81l nmtl ~% E}u}sS PE [ A% E ¢*]}v il

inférieur au promoteunmtl1 sauvage).

SRS e §§ *S Uu%o0](] % E W Z % ES]E [HV %0 *u]
deux oligomeres longs (100nt) constitués de 20nt homologues a wkgion du plasmide

(pour I'amplification), et 80nt homologues au site accepteur du génome de levurgQjFig

hv PE v «<«u vSs]s [ E <8 vla transicgiEnatien}qeda levure. Afin
[} S VIE *pu((]* uu whix rdactibns de PCRads un veume final de 50ulsont
réalisées. La PCR est réais¢i]A vS o0 ¢ }v ]8]}ve % E }v]e « % E o (}uE

polymérase utilisée (PlatiniumTaqgPolymerase, Invitrogen).

Tableau 5 Composition des réactions PCR

Solutions Concentration finale pour BER
Tampon 10X Invittogen ~~ 1X
MgCI2 50mM 1.5mM
Mix de dNTPs (10mM de chaque) 0.2mM
PlatinumTagPolymerase (Invitrogen) 0.04U/pL
Amorce sens (100uM) 1uM
Amorce antisens (100uM) 1uM
> «<u 0]S o] e §§ e p& PQReeasf Ygrifiee sur échantillon du

%o E} U]S [ u%o](] S]}v % E 0 SE}W%Z}E « *p& P o [P E}-
S u%}lv d iyU v P o [ B2 /v etXpéesence de 0.5ug/mde BET) et

visualisation sous lumiére UV.

La cassette amplifiée par PCR estiete purifiée par le kit QIAquick PCR Purification
(Qiagen) en suivant les conditions préconiséles. % $]5 (& 38]}v o[ Op § S v
0 SE}%Z}E « pERIpE[ R EY] E o[]vs PE]S o[ E %op]e -

estimée par deage spectrophotométrique aNanodrop.

2.1.2. Transformation des levureS. pombe
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Une culture de 50mlde levuresayantune DO600nm (Densité Optigue a 600nm)

entre 0.2 et 0.4 est centrifugée 5 min a 800g a température ambiante. Les cealhries
lavées une foisvec 10 mld[ p +3 EJo U 3§ i (dd Tandpon Li©Ac (Tampon TE 1X
a pH7.5 acétate de lithium 0.1M pH7.0)-6I R P ee §§ E % uE](] S TRP |
sperme de saumon (préalablement fragmenté par sonication et chaaffLO0T) sont
ajoutés a D0uLde cellulesremise v e % ve]l}v ve H S u%}v >]JK X > u o v
+ cellules est incubé pendant 10 min a températiambiante avant ajout de 260ude
tampon PEG (Tampon TE 1X pH7.5, LIOAc 0.1M pH7.0 PEG 4000 40% (p/v)). Ce mélange est
homogénésé délicatement puis incubé 45 min a @043ulde DMSO sont ajoutés ensuite
et homogénéisés par aspiratibrefoulement avant de réaliser un choc thermique 5 min a
42°C. Les cellules sont ensuite centrifugées 1 min a0$86t lavées une fois avec 500uL

[au distillee <5 E]o0 A vs [!§Ev due%peve]}v ve ATIR> d¢ lauX TAIR>
suspension de cellules sont déposés sur milieu riche YEA et incubé€ peddant 24h.

% E * 10Z 0 5 %o]e OOHO ¢ 8 E %o0]<u o[ dites YEA O}puE-

}v8 v vS o vS] ]}S8]<u *%o ](]<u u P v E °*]*S v }vs v
utilisée. Ces boites sont ensuite incubéed Purs, voire plus dans le cas de mutants ayant
un fort défaut de croissance (tel que les mutaniss o ieP § ] idui nécessitent environ 10

iJUE HOSHE A v3 [} S V]E =« }o}v] o+X

Ve 0 e [uv SE ve(}EU 8]}V 0 AUE *» % E PV %0 eu] U
suivi mais les cellules sont déposées directement apres transformation sur milieu minimum

EMMcsansLeu ousansUrasuivantle géne de sélection contenu sur le plasmide.
2.1.3. Veérification des clones obtenus

Lavérification moléculairales clones positifs est réalisée par PCR. Pour ce faire une
0C- 0 o]v S (( Sp *UE pv (E ntSgdusse[sw milipo pelpctif.C
Cette lyse est réaligédans une solution de NaOH 0.04M chauffée 10min a&93jlLde
§S§ o0C- 0O o]v }vs v vs o[ E o] & . OOHO ¢ 5 usSjo]-
moyenne, une dizaine de colonies sont test@esir vérifier 1) la bonne intégration de la
ee 53 ve o P v}u o[ u%oet 1 w§ Aluop 0 ¢ <cpv e+ pA P
-}E]JP]v X veoO o [upVviaPrésenc&|dyTAG est aussi vérifiee par western

blot et lactivité dela protéine évaluéepar des tess de croissance ou des RTQPLIR les
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cibles ARN ve o e ¢ % E}S ]Jv ¢ Ju%o]<p ¢ Ve O PE - §]}v C
( S HE- o[ £}+}u U o[ A£}+}u U Du]iU 8§ XXX

3. Test en goutte

Pour évaluer le taux de croissance sulieni solide des tests en goutte ont été
réalisés. Les tests sont eftués a partir de 4mte culture @ levures en milieu YEA a une
DOs00nm inférieur & 2. Exactement 1€ellules sont prélevées, lavées avec du milieu YEA et
remises en suspension dans 2T5¢ge milieu YEA. On réalise ensuite 5 dilutions en cascade
[uv ( 8§ HWE i1 Vv u]o] p z Ve UV %0 < 00 %opn]Se S E]Jo X > =
milieu YEA et inculesa 30Cde 48h a 96h.

4. d S ol ((1 18 }VipP Jelv S lewtes Epo S]tv e

Le test de sporulation est utilisé dans cette étude péualuerla capacité dalifférentes
souchesa entrer ou progresseen différentiation sexuelle. Le test est réalisé par comptage
au microscop descellules végétatives, des zygotes et desu@sq ainsi quear coloration a
o A % pPE []} % E » %€S ¢ 00O * euE ul]o]l u []Jv M 3]}V
SPASX > A % HE []} }Jo}E& vS o0« 0 u vSe }vS vpue Ve 0 %

coloration qui apparait est un reflet de la sptation des souches
4.1. Test de sporulation

Les tests de sporulation sont réalisés soit a partir de cultures de levures
homothalliques h90, soit a partir de cultures de levure de types a@ex(mating type)
opposés, h+ eth Dans le cas des cellules h90 @éllules sont prievées, lavées 2 fois avec
500L [ p S CEJo U 8§ %o}e o euE u]Jo] B "W A~  ve O us [lv ]
incubées & 3@.Pour les croisements entre cellsle+ et h, 10 cellules de chaque mating
type» sont mélangées davées 2 fois avec 500u [ pu A vs [ISE %o}e o suE u
SPAS et incubées a 80Au temps vouluentre quelques heures et 4 jourdy patch de
cellules est prélevé pour le comptage en microscopie, ou utilisé pour la coloration a la

A % pE []} X
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4.2. Comptage en microscopie

Le patch de cellules sur SPAS est resuspendsi diaglycérol 50% stérile et 2ghnt
%}e ¢ *UHE O U %}UE } « EA 3]}v o[ ] [Uv u] E}e } %o ]
viu E [ e<p U ICP}S « & oaspcomptéd) L pougdehtage de

conjugaisos et de sporulatios sont calculés selon les formules suivarntes

%conjuguaison= [(zygotes + asques)x2]/[(zygote + asques)x2 + cellules végétatives]x100

%sporulation= (asquesx2)/[(asques + zygotes)x2 + cellules tiggeal00
Pour chaque croisement réalisé, au moins 300 cellules ont été comptées.
4.3. Jo}E 3]}v. 0o A % uE []}

> e%}EMHO S]}v 5 eS]u % E u SZ} }Jo}E]Ju SE]«H [ A %o
A % UE []} ~ E]*8 p& []} U 7*]Pdemmgnt(Gutz add Boe%hldr3)
> A % PE []} < (£ HAE %}oCe Z E] + IV Ve Ve 0 % (E
les patches de cellules en ngilus ou moins foncé selon le pourcentage de sporulation.
> o (E]*S uA&E []1} *}vS Z p((» o P CE u vsS ipe<y] %0 %0 E]S]}V
S AW A o8 /E%o}e 0 A % PE ips<u] %% E]3]}v o }
oopo X >[ S]u §]}v ol ((] 18 *% }EMNO S]}e par ( ]S
comparaison entre les croisements d'intérét et les croisements cargravec les souches

sauvagesWTh+xWTh- ou WTh90).

5. Analyseen microscopie a fluorescence

Pour analyser la localisation des protéines Mmil et Mtl1, les cellules exprimant des
versions étiquetées respectivement avec les protéines CFP et YFP ont été observées par
microscope a égiluorescence.5mL de cellules ont été cultivées jusqUEOS00nm = 0.6 en
milieu minimum EMMc puis fixées avec du PBoamaldehyde (4% final) pendan0 3
minutes. Les cellules sont ensuite lavées dans du tampon PEMMEBS1I mM, EDTA
1mM), centrifugées et resuspendues dans du tampon DAKO (milieu de montage pour

fluorescence, DAKO Agilent Technologies) avant d'étre déposées entre lame et lamelle. Les
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cellules sont ensuite observées sur microscope Axiolmager2 (Zelss)ietages acquises et

traitées grace au logiciel AxioVision (Zeiss).

6. Analyse des ARN

L'abondance d'’ARN est analysée, aprés extraction et purification, par transcription

inversesuivie [pv. W Z <p v3]8 §]A X
6.1. Extraction des ARN totaux

La purification des ARN totaux se fait par extraction au phéhlmroforme acide et

% E ]%]3 8]})v o0o— 8Z vio (E}] U epul]A] [pv % pE](] 38]}v *pE

50mL de culture a D=0.5 (phase exponentiellde croissance) sont centrifugés
2mina 611IPX > o OOpO * *}vs o0 A < rasuspenduefians BOUL de
tampon TES (Tris pH=71®mM, EDTA 10mM pH=8.0, SDS%) + 750l de phéno}
Zo}E}(}Eu ]  ~% ,AdXAU u ]J}veX >[30sec ailes cdlldes@ant /£ i
lysées 15 min a 68°en vortexant 1220 sec toutes les 3 minutes. Les échantillons sont
ensuite centrifugés 15 min 12000g a @%t subissent une ' extraction au phénal
ZOo}E}(}Eu ] %o}uE % Eu $SE contaninjntetE La pha%e @psudey
est ensuiteadditionnée [uv A}opu Z o} E}(} @urélimner Rs résidus de
phénol vortexée. Apres centrifugationla phase aqueuse egtrélevée et additionnée d8
Alopu o [ 8Z v}o § ilii p Alopu} Jpu i % ,AXTeX >[ ZE +3 % (
30min a-6i1£ X > HO}S [ ZE 3 E u% E % E o CVXEJ(UP S]}v
o[ 8Z vio 6A9 ~AlAsU « Z f ulv § u%S E[ISEE Euelad VA v
100uL [ puX > e}opusS]}v [ ZEpE&E] (Ve g E%o}0o}vv % & o[uS]o]e S]}v
Y] Pv «o0o}v o« E }uuv S]}ve n ( EJ<p vEX > <«pn VvS]S [

purification est estimée par quantification au nanodrop.
6.2. RTgPCR (Reverse Transcriptase & PCR quantitative)

La quantific $]}v o[ ZE Ve 0°¢ J(( E vS e o}pu Z ¢ usSjo]e
SE ]S u vs o] E o %}uE - EE - E ol E }vS u]v vs /
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[LV 8 %o E A Ee SE ve E]%S °revers§» tdngchHt eh ADSIE h

complémentaire (ADc). Et cet ADNc sera ensuite quantifié par méthode de qPCR.
6.2.1. Traitement a la DNAse |

iRP [ ZE S§}S p&E <}vs SE ]S - o E e |/ %}uE o]Ju]v C
contaminant. La réaction se déroule pendant 40 minutes aC3Mhibiteur de RNAse
(Ribolock, TaermoFisher Scientific)luL, DTT 10mM, Tampon DNase | (BD@M pHS,
MgCh 2mM), DNAse | (Roche) 2UjulLa DNAse est enseiiinactivée par ajout de 0.75uL

[ d AiuDindibationa 70Cpendant 10 min.
6.22. "CvSZ ¢+ [ E }u%o0 u vsS |E %dn&s8E ve E]%S]}V

Les ARNs sont incubés pendant 10 minutes & @dec 2udun u o vP [ UJE -
spécifigues des ARNs arétrans E]E ~TRD Z pupv « }Jp A  {iR> [uv u o vP
[ UJE <+ o0 sBéjameriqus non spécifiqus (de maniere a rétraranscrie tous les
ARNs présest ve o[ Z v$§]odpeMgE) (@EHRmMM). Apres un refroidissement rapide
des échantillons (1min a @y, aux 7pLldu mélange ARNs et amorcgsnt ajoutés : inhibiteur
de RNAse 2.2U/ylTampon RI(Roche) 1X, dNTPs (1mM de chag&syerse Transcriptase
(Roche) 10Ul et le mélange est incubguccesivementOmin a 25¢, 30min a 55Cet 5 min
a 85T pour inactier la "Reverse TranscriptaseUne réaction contrdle est également
réalisée en absence da'IReverse Transcriptas¢remplecée %o & o[ Hne (]v o[ eopC
<u o[ u%o0](] 38]iv} -« EA HE v 0 <W Z V[ *3 % * W 0 % E

6.2.3. Amplification des ADNc par PCR quantitative (QPCR)

Les ADNc obtenus sont amplifiés par PCR quainttatans un volume final de g0

Ve e %0 < e 00 %op]Se ~Z} Z X >[ u%o](] S]}v S E o]
(Roche). Les ADNCc obtenus sont dila@ ¥4 et 4ude o ]JousS]}tv ¢}vsS i}us o iOR>
mix contenant 1.2uL [ u}@E& ¢ *% J(]J<p * « E P]}ve ue®)p4BLE ~ARD

[ 0 S LiR D~ op D 8 Bul]E Woue "z Z ~ HWE}P vS ¢ }vsS v
fluorochrome SYBR green (excitation a 492nm, émission a 516esyINTPs et les ions
v ee ]JE ¢ u v (}v 3]}vv u vilLe SYHRwWI€En est incorpoet rdaniére
non spécifigue et homogene le long des ADN doublestammettant un suivi de la quantité

d'ADN synthétisé cycle apres cycle. Le programme de la gPCR contient une étape de
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dénaturation initiale de 10min & 96U < p]A] 0i C o0 ¢ [corbprendint & }v
étapes successives 15secde dénaturation a 95¢ 15sec hybridation a 60C 15secde
polymérisation a 78X > % E}PE& uu + 3§ Eu]v % E& pv S % %o Eu

courbe de dissociation des amplicons de PCR (spécifique a chayjoe agnplifice).

>[ v oCe e }jvv ¢ 5 (( Snu *UE 0 % E}PE uu pH >]1PZSs
[ £ESE ]JE o Ao pPuE p * plo [ u%o](] 8]}v o]l]v JELY }EE -
minimum nécessai® % }LE U%o0](] E pv E P]}ve liHéagedEesS niveauxv] E
[ ZE o & P]}v []Jvs E!'S § pv €& P]}v }vSE€0 <}vS <u vS]{
rapport aux niveaux des mémes ARIlpve}p Z « pA P X > Vv]A p [ ZE o
[JvS E!S 8§ o0}E&es Vv}EuU O] o |e] afin de n&p#s] tonsigarsrda€ o
A E] ]o]s [pv IT2AB]op}E o[ uSE X > E P]}v }v8EE€o .
ménage(tublouactle }v3 o V]A p [ A% E]eePpvev[uv Jautles]}v o]

tN¢

7. Interaction protéine-protéine

7.1. Colmmnoprécipitation (ColP)
Principe: Le butdelaGdW <3 [ Sp ] €& o[]vSs B S]}v VvSsSEE HAE % E}S ]

50mLde cellules sont cultivées et récupérées en phase exponentielle de croissance

(DQo=0.50.8, 0 A « i (}]* ve of U 8 }VP o « E %] @[viJd~(0 Z
liquide pour étre conservées 80°C.Les culots de cellules sbremis en suspension dans
400uL de tampon de lyse (HEPES pHI®mM, MgCGROmM, glycérol 10% (p/v), EGTA
10mM, EDTAOMM, NR40 0.4%(p/v), NaCl150 a 500 mM PMSFL mM, benzamiihe 1
mM, DTTiuDU > W iiRP ~ } I8 Jo []vZ] g-d)glgEérophsBat®0 mM
et NaF11mM) et 1mL de billes de verre (0.5mm de diamétre, Retst@r)sémbleest agité
U V]<g U VS %}UE % Eu SSCE o0 o0C- « 0 A|b€adbeaten} ] [pv
(Biospec) 4 fois 30sec avec 2 minutes de refroidissement sur glace entre chaque cycle de
lyse.> euEv P vS }vS v vS 0 %@E}S Jve 5} S VU % & VSE](}
5000rpm. Un aliquot de 10udu surnageanest conservé poule contréle de charge (Input)
et le reste du lyat est séparé en 2 (2 fois 150uX > u}]§] S u]e VvV %E v

[ V3] JE %o *% -JDk]ie ~3v8] uSE u}]3] A {iRP [ v8] }E%-* v}v
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de lapin)afin de déterminer les interaiins non spécifiquesLes lysats en présence de
anticorps sont incubés a°@ sous agitation sur roue a 12rpm, 3buis 20jL de billes
magneétiques couplées a la protéine A (Dynabeads, ThermoFisher Scientist) préalablement
lavées 3 fois dans letampon de lys, sont ajoutés. L'ensemble estncubé a 4C€ sous
agitation 1h. Les billes sont ensuite récupérées grace a umopomagnétique et lavées 3x
aveclmL de tampon de lyse. Les protéines sont ensuite éluées par addition de Bleu de
Laemli (SDS 2% (p/v), glycd 10% (p/v), TriglCL pH6.8 60mM, Bleu de Bromophenol 0.02%
(p/v), Betamercaptoéthanol 5% (v/v@t incubation 15min a 682 Les éluts sont analysés

par westernblot.
7.2. Westernblot

> o % E}S ]Jv ¢ <}vs %ote o cUuE P12 ($elai (rotailldes 09
protéines a analyser) dans du tampon de migration TGS 1X (Tris 3.025g/L, glycine 14.4g/L,
SDS 1g/L) et séparées par électrophorése 1h a 180V. Ellexrssuite transférées sur
membrane de nitrocellulose (Hybor@ Extra, Amersham) par électransfert en tampon
de migration (TGS 0.5X, étharl%).La membrane est saturée 45 minutes a température
ambiante (ou sur la nuit a 4°) dans du PBS 1X (Phosphate Buffered: S&th&37mM, KCI
2.7mM, NaHPQ 8mM, KHPQ, 2mM) contenant 0.1%p/v) Tween20 et 1% (p/v) de lait
écrémede vache en poudrda membrane esensuiteincubée 2h a température ambiante

A Auo [HV V] %} FE } %o E ] [ v S PBSEIXIweed2Z00 1% 500uL de
e Epu A n ("S[oWSTIREE %o+ «%0iridljleau6). Lamembrane est ensuite
lavée 3 fois 5 min avec du PBSTIden200.1%, et incubée 1h a température ambiante en
% E * Vv [ V8] }E %0 = }v ]JE ¢ p ilAiLPBY XIneen3W0.2%igitU fiiiR
5% (p/v), 1L [ vS] }E %o » }v ]JE& X >] ireS pppdHitde des }gG utilisées
pour l'anticorps primaire produitechez la souris ou le lapin (voir Table@y est couplé a
o— VICuU ,ZW ~,}JEe+ Z ]*Z W E}AEC =« +X >[ 3]A]8 VICu 3]«
du kit ECL (Amersham) qui permet R v E $]}v [uv ¢]Pv o opu]v pA& S

exposition de films autoradiographiques (Amersham).
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Tableau 6 Liste des principaux anticorps utilisés et de leur dilution pour les expériences.

' Anticorps Dilution utilisée Origine

pour western blot

Anti-Mmil ~ 1/5000 Eurogentec 556
Anti-HA 1/1000 Abcam Ab9110
Anti-Myc 1/1000 Eurogentec ELO
Anti-Flag 1/5000 Sigma F3165
Anti-TAP 1/5000 Thermofisher CAB1001

7.3. Purification decomplexes protéiques (Purification TAP tag)

Principe: La méthode d purification TAPS P % &u § [ &£ u]v GEineovJuE 3S}u
protéine portant cette étiquette Elle consisteen une double purification de la protéine en
utilisant son étiquette TAP puis en l'analyse des protéines associées par spectrométrie de
masse Les quantités de peptides analysés sont normalisées par rapport a une souche non
étiquetée (Rigaut et al., 1999)>[ S]«u § 3§ Tatd®h Affinity Purification) est constituée
[LV%o %0 S [Ivd & 3§]}v A @lmodalinBindinpweptide: CBP) et de la
protéine A associés par un site de clivage a la protéase TabactoBch Virus). La
purification se fait donc etrois étapes: une premiére immunoprécipitation aveesl IgG qui
vont interagir avec la protéine A, un clivage a la protéase TEV pour libérer les comglexes,

une 2eme purificatiord'affinité utilisantla calmoduline.

Dans le cas des doubles purifications avec la protéine Mmil, les échantillons sont immuno

PE ][%]S « A o WnilsEaprésva livage a la protéase TEV.

Préparation des culots Les cellules sont poussées en fermenteur (LaBfdnfors) et les

constantes (pH, oxygeéne, ajout de nutriments, agitation) sont suivies et contréigéds

logiciel Iris (Labfor). Les cellules sont dans un premier tempss en culturedans 1L de

ulJo] B z » ipe<pu] * SUE 3]}VeorAHMB](F %% EE} KEA 3]}v  + o00pC
u] €} }% *X % E ¢« iNZ v « SHPE S]}vU pn u]o] p z ~ily 8 i}us
o[} § v8]}v TX0> 1 0 3 1 Goonn=60e70AL<Ieellulesksont alors centrifugées

a 5000g pendant 15 min, et ploP + ve o[ 1}3 o0]<u] % }UE }¥Rslo S]iv &E
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freeze»). Les culots de cellules congelés sont cassés manuellement en petit morceaux pour

étre ensuite pesés et conservésd®dC

Lyse des cellules110mL de tampon de lyse (HEmMESOHpH=7.550mM, MgC} 5mM U - t
glycérophosphate20mM, glycéroll0% (p/v), EDTALmMM, EGTA MM, NaF50mM, NaVvo,
0.1mM, NP400.2%(p/v), NaCliAiiuDU > W iRP ~u oepretease$),\B&hzamidine
1mM, PMSHAmMM) sont ajoutés a 70g de cellules congelées réduites en poudre par mixage.
Au mélange cellules + tampon est ajouté environ 400g de billes de verre (0.5mm @, Retsch),
puis I'ensemble subitune agitation mécanique en utilisant le " bebdater " (biospect
product) 5 fois 1min30 de lyse avec 2 min de refroidissement sur glace @mdrpie cycle.

Le surnagent de lyse est ensuite récupéré apres centrifugation 5 min a 8009 et traité 1h avec

250U de la nucléasebenzonase> (Millipore).

Précipitation des complexes protéigued.es échantillons sont incubés 2h &48n présence

de 500uL de billes sépharose sensibiles® aux 1gG (6 Fast Flow, GE Healthcare)

% @E 0 o0 uv3 oA < i (}]* M 3 u%}v 0Ce X >[ Ve U O 3§ Ve
colonne de 5mL (BioRad). Les colonnes ont été lavées 3 fois avec 1mL de tampon de lyse et
1mL deTampon TEMC (TrisHCL pH&0mM, NaClL50mM, NP40 0.1%(p/v), MgC} 1mM,
EDTAO0.5mM, DTT mM, glycérol5% (p/v)). Les colonnes contenant les billes sont ensuite
incubées 1h a température ambiante avec 1mL degamTEMWC auquel est ajouté 40de

Protéag TEWis. Cette étape permet le clivage do[ §]«<[iABet valibérer les protéines

fixées sur les billeX >[ op § 8§ vepu]S SE ve( E +uCE (BioRad)}o}vyv
contenant 6mL de CAM buffer (TrisHCL pH&0mM, NaCl 150mM, Mg{ClmM, Imidazole

i u D U-ntercaptoéthanollOmM, glycérol 5%/v)). Apres 3 lavages au TEV300 (Tampon

TEVC avec Na@OOmM) les colonnes sont incubées sur la nuit (ou minimum 4haadéc
400pL de billes couplées a la calmoduline (Ge Healthcare) pour permettre unendeco
purification des complexewia la partie CBP restante du TAP. Les billes ont été

préalablement lavées 3 fois avec le tampon CBMuffer.

Elutions des complexes protéiqued.a fixation entre Gmoduline et CBP est dépendante de
la présence de calciums$ 0 <u vSsS]S e 0*X >[ opusS]}v ¢ }lu%oo £ ¢
par ajout de concentrationscroissanés [ 'd ~ Z o § p&E 0O Jpue § E ¢

fragilisent les interactions faibleses billes, retenues sur la colonne, sont lavées 3 fois avec
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1mL de tampon CANB + NP0 0.05%(p/v), puis 4 élutions successives sont effectuées en
utilisant le tampon CAME (TrisHCL pH&0mM, NP40 0.02%(p/v), MgC} 1mM, Imidazole

i u D U-ntercaptoéthanol1l0mM, glycérol5% (p/v)) supplémenté par des concentrations
croissantes en NaCl et EGTA comme suit. La premiéere élution (E1) se fait avea@00u
tampon CAME 1564 (NaCl 150mM, EGTA 4mM), la deuxieme3)E&vec 2 fois 70Qude
tampon CAME 1564, puis avec 2 fois 700ul de CAML56020 (NaCl 150mM, EGTA 20mM)
(E45). Pour finir, la derniére élution (E6,) est réalisée avec 350ul de-EEADMB20 (NacCl
500mM, EGTA 20mM). Les 4 ékiainsi récupérés (E1, B E45 et E6) sont analysés par

électrophorése et coloration dugel au nitrate [ EP %&uE A E](]téEeto[]vs Pa

o[ vE] Z]** u vSs * %o (E } 6t par spéetpo@Edt(ie de masseour quantifier et
v oCe E o[]vS & S}u

Analyse des échantillonsA chaque étape de la purification TAP, un échlamtiest prélevé

et analysé par westernblot en utilisant i anticorps anid W % }uE [ c*uE& E

déroulement de la purificationLes éluts (]v HAU ¢}vS ¢ % E » *uE P o |

(v/v) et les protéines coloréesu nitrate df EP vS v uS]o]esiwergoestl!jifeh
staining» (Life Technologie®n suivantles instructions du fabricant.es échantillongssus
d'une souche sauvage et une souche exprimant la protéine fusionnée alf ABFPsont
analysés par spectrométrie de masse et comparés eatne sur 3 isolats indépendants.
>[ v ofiar chromaographie liquide een spectrométrie de masge GMS/MS)utilisant le
spectrometre de masse LTQbitrap Velos (Thermo Scientific) ainsi que les analyses
statistiques pour obtenir les résultats ont été réaisar nos collaborateurs (équipe EdyP,

Institut de Biosciences et Biotechnologie de Grenoble BIG, CEA Grenoble).

8. Interaction protéinesacides ribonucléigues Immunoprécipitation de
o] ZE ~IPE

Principe: S8 S Zv]<p % &®u S [ Vv oCe CE o[]vS E S]}v vVvSCE
spécifique. Lerincipe de la méthode repose sur 1) la création de liadsmvalentesin vivo
VSE o0 ¢ %E&}S ]Jv e S o] ZE PE puv P vS§ % }vs P ~o

des complexes associés a la chromatine et fragmentation modérée des ARN pati@onica
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Te uv P «S8]}v of] EU 0 o[Juupv}%e E ]% ]S VEgvanticorps¥%. E}S v
spécifique 5) la purification des ARNt 6) I'analysedes ARNbar RTgPCR.

Préparation et fixation des culots de cellule®0mL de cellules sont cultivéen milieu YEA

a30T ipe<u[ HMVeodK 1.2 a 1.5 (phase exponentielle de croissance) et fixées par 1%

(p/v) de formaldéhyde pendant 15min sous agitation a température ambiante. Le
formaldéhyde est ensuite neutralisé par ajout de glycine a une conatmtr finale de
0.125Msousagitation 5min a température ambiante. Les cellules sont ensuite lavées 2 fois

avec 20mL de tampon TBS froid (Tris Buffered SalingeHCL pH=7.80mM, NaCl 150mM)

et centrifugées 5min & 800g a@Puis congelées instantanémeS v o[ 1}8 o]«u] X >

culots ainsi préparés peuvent étre conserves plusieurs meée &€

Lyse et sonication des celluled.e culot de cellules esemis en suspension dans 400¢&
tampon de lyse froid (HEPERROH pH=7.50mM, NaCL150mM, EDTAmM, Triton X100

1% (p/v), sodium deoxycholated.1% (p/v), DTT 5mM, PMSF 1mM, Ribolock 100U/ml
(Thermo Scientist) auquel est rajouté 1.2mL de billes de veprgs les cellules sobroyées

grace au Beatteater avec 4 cycles de lyse de 1min30 et 2 naswude refroidissement sur
glace entre chaque cycle. Le fond des tubes est ensuite percé avec une aiguille de diametre
inférieur a celui des billes de verre et le lysat est récupéré par centrifugation 5 min a 800g.
Une sonication est réalisée par 6 cyclescessifs de 30 secondes de sonication a 240W et
30 secondes de refroidissement (Bioruptor, Diagenode). Les débris cellulaires sont ensuite

eliminés par 10 min de centrifugation a 16000g @ 4°

Traitement a la DNAsel Le traitement a la DNAsel permet de EE - E o[ E
P viu]J<pg %o E ¢ vS§ Ve 0 0Ce § OOHMO *X /O 8 ]V J*% Ve
*% J(]<H u vS e} ] MAE % E}S ]Jv ¢ ~ S Vviv UAE % AA00Mbo]S * %o (
de lysas de cellules sont ajoutés 50de tampon INAse 10X @mM MgClI2, 50mM Cacl2),

et 50uLde tampon de lyse contenant 700U de DNAse | (RNAse free, from Bovine Pancreas,
Sigma). Le mélange est ensuite incubé 1h & PAiis la réaction est stoppée par ajout de

fiuD (Jv o d X >[ Z v3§]opadni0 minutes @e]ddntrifugation a 16000g &£4°

50L [ Z v$§]oo}misdevddtéet congelés a20°C pour servir de contrdle de charge

~IV%ouSeX > E <8 o[ Z vSjomynoprésipjiaipole % }uE o]
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Immunoprécipitation: La précipitationde la protéine Rrpd3Myc est réalisée avec 0.35ug

[ v8] }E %oy 910 (0.35% plpsouris; Covance RéfMMS150P; 0.7mg/nL) pour
1lug de protéines totalesgantité estimée par dosage BradfordBiorad). Le mélange est
incubé 2 a 4T sous agitathn orbitale (13rpm). En paralléle un échantillon identique est
incubé sans anticorps et sera utiligdur déterminer le bruit de fond di a la fixation
résiduelle des ARN/protéines sur les billee complexe ARplrotéine-anticorps est ensuite
précipité parajout de 20jL de billes de sépharose couplées a la protéine A (4 Fast Flow, GE
Healthcare) préalablement lavé@&sfois dans du tampon de lysBour les précipitations des
% E}S Jv o 8lcu & « A o] 3TAR, nilTARVRmpGAH), les échaitibns
sont incubés avec 2Qude billes de sépharose couplées aux immunoglobulines G (Flow, GE
, 083Z @& o «pu] [ **} ] VE %o @B}S ] o[ §]«<u Aés d WX
immunoprécipitation, la sépharose (soit couplée a la protédnesoit couplée aux IgGxe
lavée 2 fois 5 min a température ambiante et sous agitation douce dans 1mL de tampon de
o0Ce }vS v vsSiih []vZ] ]S pE& pudcentrifuggdaladPgla 4C Les billes
sont ensuite lavées de la méme maniere dand.tim Tampon de Lyseontenant 500mM
NaCl (HEPE$aOH pH=7.50mM, NaCb00mM, EDTAmM, Triton X100 1% (p/v), sodium
deoxycholate0.1% (p/v), DTTSmM, PMSFLmM, Inhibiteur de RNAse RibolotkOU/ml),
1ml de tampon de lavage (T4H#CL pH&.0mM, LiCLO.25M, NP40 0.5% (p/v), sodium
deoxycholated.5%(p/v), EDTA MM, DTTBmM, RibolocklOU/mL) puis dans 1lhde tampon
TE 1X (TrBICL pi8 10mM, EDTAmMM, DTTS-mM, RibolockOU/mL).

Les complexes ARNotéines sont ensuite élués par ajout de 1Q0ge tampon

[ opus]}v-HEH @H®OMM, EDTALOMM, SD3% (p/v), DTTomM, RibolocklOU/mL) et
incubation 20 min a 6% Aprés 30 samndes VSE](uP 8]}v iTiiiPU of op
récupéré. Les billes sont alors mises en présence delid®tampon TE®TT (Trisd1CL pH8
10mM, EDTAmMM, SD®.67%(p/v), DTTomM, Ribolock 10 U/f) et le surnagent récupéré
est ajoutéaux 100lL [ @pprécedent. 200ul de tampon TES (HIEL pH&0mM, EDTA
1mM, SDS0.67% (p/v), Ribolock 10 U/Mj sont ajoutés aux 50Qu [ Z vS]oo}ve
préalablement mis de c6té pour leontrole de charge (Input) apres le traitement a la
DNAsel. Les échantillons (Input, échantillons immunoprécipités avec anticorps, échantillons
sans anticorps) seront ensuite tous traités de maniére idemtigt sont incubés de 4h a 15h

a 65Tpour casselle pontage chimique au formaldéhyde.
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Purification des ARN > ]JP ¢8]}v ¢ % E}S Jv ¢ ¢35 E o0]* % & of i}us
TE 1X + 5mM DTT, 10U/mL Ribolock et 100ug de protéinase K (Roche). Le tout est incubé 30
min & 65€. Les ARN sont ensuite puf] * % & i}us [ vphlddjag¢hioroforme
acide (Solution & ; pH4.5 Ambion) e1/10°™ de volume d'acétate de sodiufidM pH5.2,
centrifugés 5min 16000g a £. Lesurnagent est prélevé puis additionné d'urolume de
chloroforme et1/10°™ de volime d'acétate de sodiun8M pH5.2. Aprés centrifugation, la
phase aqueuse est récupérée kets ARI sont ensuite précipité par ajoutde 3 volume

[ §Z v}o i119 § iRP , & mGubpRonB0 minute a-80°C. Aprés 30 minutes de
centrifugation & 16006, 0 * po}3e *}v3 0 A ¢ puv (}]e o[ $Z sdans6i9U §

13uLde Tampon TE1X contenatia DTT 5mM et QU/mL de Ribolock.

V 0OCe o] ZERCREORd [ ZE Sdel@&RNAP sont traité a la DNase (15
minutes) et sont'reverse trarscrits" en utilisant des amorces spécifiques (voir chapitre 6.2).
Les cDNA sont ensuite dilués au ¥4 et la gPCR est réalisée dans les mémes conditions que

cellesdécritesdans le chapitre 6.2.3.
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Z %o]S@W }VISE€00 S Eu]v Je}v
SE ve E]%S]}v U ovdZECQ v | S]}
e ElH 00 S]Jopv hvPi SE ve E]%S
o[Z S &} ZE}u S]v %0 E 0
Duljil £}¢}u X

1. Z epu S Joo o] ES] o E Z & Z

La programmation génétigue des humsaiet des autres organismes complexes a été
& pu]s 0[ZC%}SZ + ]v]fpjarité«des fonctignsedellulaires sont assurées et
E PHUO * % E 0 ¢« P Vv e } VSe %B}UE 0 ¢ % E}S Jv X % Vv VvSU
séquencage a haut débit% @Eu]e E Ao E <p[pv PE v % ES3] « E P
cellules eucaryotes impliqgue des ARN wmadants fonctionnelfAndersson et al., 2014;

Birney et al., 2007; Derrien et al., 2012)

Parmi ces ARN necbdants, les IncRNAs (long rooding RNA) sont apparus comme
étant des régulateurs a part entiere de la transcription des genes chez les eucaryotes.
% v vSU o WE (}v S]}v u}o po J&E S 0o u V]eu ¢ <u[]Joe u 88
O £% E <]}V P v « }Imajaitairéinert nesonnus (Mercer and Mattick,
2013; Rinn and Chang, 2012)

>[ S E]Ss Ve Z %o | SeiB d¥ nGie émtpe aviec la levuse pombe
Juu u} o [ 3 U E Ao <u 0 %E}S v 0] ]*}v o[ ZE
différenciation sexuelle et le silencingi 0 SE& ve E]%S]}v H ]V o[z § E

en modulant la terminaison de laanscription de plusieurs génes produisant des INncCRNAs.
Par ailleurs, elle suggére que cette terminaison de transcription pourrait impliquer

o[ £}+}u X

Grace a une analyse combinant une recherahsilico des cibles ARN de Mmil et
o[] vS8](] §]}M associgs a Mmil apres immunoprécipitation et séquencage massif,

de nouveaux ARN ciblés par Mmil ont été découverts, dont des INCRNAs.
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W E Joo pE-U pv -« E] [ A% E] v - e ¢ ouE 0 SCEM Spd
% Eul]e o[} 3 v3]}v w BUSowSivEB)XE( & v38 A o0 0] Je}v Duli
}vS§ 0 SEMU SPE p }tu ]Jv zd, V[ *S %o ¢ }H %o p (( S X e ups

montrer que la liaison de Mmil a ses cibles ARN passe bien par son domaine YTH.

Par la suite, nous avons )WwS & <u[pv ¢ ov ZE ] vS](] « }uu ] o
gue nous avons nomméam1 (Non-coding RNAAssociated toMu]ieU }vSE€0 o[ vVSE
différenciation. Ce INcRNA est localisé en amont du gene codant pour la MAP kinase kinase
kinase (MAPKKK) Byr2icst elleu!u e vS] 0O o[ VSG&E v ](( & v ] S]]}
Nos travaux ont alors permis de montrer que lorsque la liaison de Mmil a cet ARN non
codant est altérée (dans des mutants igenil ou dans des mutants ponctuels des motifs de
liaison de Mml présents surnaml) les cellules présentent un défaut trés important

[vsE v J(( E v ]SJlv e} ] pv  Julvpslivop viA p 0

Ju% }ES vsSU (us [ vVS&E V ]J(( & v ] S]}v ¢S ¢ JHUEHU % E ¢
d[puv %0 eu] U }v(]J]Eu vS ]Jve] <y ndmd]dontsdlent l@ diffBrEnciation
Al o }v8EE€o of A% E <]}V CETX

Le mécanisme par lequel Mmil et sa liaisomainlrégulent la différenciation a ensuite

eté découvert en partie. En effet, lexpériences conduites ont montré que la liaison de
Mmil anamlagit enciset entraine la terminaison de la transcription du gememllocalisé
juste en amont du genbyr2. Cette terminaison induite par Mmil empéche la transcription
de se poursuivre dank génebyr2X >[ VA Z]ee u v$ by par Va transcription
provenant de naml aboutit & la répression débyr2 § up o} P o[ v§&E \
différenciation. Le rble essentiel du contrbéle de la terminaison de la transcriptiamadel
(induite par la fixa]}v Dulie S u}vs&E& v}sS uu vs PE o[]ve
S Bu]v S puCE SE ve E]% S]namlqyi adpduttefief de sijcourir les défauts

[ vS&E v J(( E v]38l}ve Euoo }» EA -+ vramlX upufdvEe+%o}v
expérences ont indiquées que Rrp6, une sous | S o[ £}*}u vp o JE U %}uE

impliquée dans la terminaison de transcription mi@m21.

Enfin, nous avons également démontré que Mmil, assistée de Rrp6, contrble la mise
sous silence de la transcriptionya » v o[Z § &} ZE}u S]v X v (( sU SRS

«<p Duli ] o pee] * ov ZE ¢ u v VvS§ e <pv o [ E vVv(}pn] -
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o[Z § &} ZE}u S]v % E] VvSE}u E]J<p X W E ]Joo pE*U Du]i
paralléle du RNAI pour silence i e (E P]}veX o ulu uv] @Gamkig p P v
recrutement de Mmil aux IncRNAs péricentromériques va entrainer leur terminaison de

transcription.

vV E epu U « SE A p/E }vd % Eule [] VvS](] & =+ ov ZE « ]
qui sont dégrdé encis %o & o[ A}e}ju X < SE A p/£E u 3 vs3 v A vs pv
Duli Ve O }IvSEE£€o0 o[ VSG&E v ] Wa & regylaidi \deela/Ep 00
S Bu]v Je}v SE ve E]% S]}leodapp parPson propre INCRNA. Enfin, ces
travauxu}vsSE vS pee] o[Ju%eoo] S]}v -transcripfo@elles] Javterininaison
des IncRNAs ciblés par Mmil/Rrp6 dans le maintien sous silence transcriptionnel des régions

[Z S &} ZE}uU S]v U v % E oo o u ZE ]X

En conclusion, le travail effe@udans cet article révele un mécanisme unique de
régulation c6SE ve E]% 3]}vv 00 % E o § Eul]v ]J*}v [uv ov ZE A]

ainsi une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires mis en jeu par les INcRNAs.

2. Article de recherche « Selective termination of IncRNA transcription

promotes heterochromatin silencing and cell differentiation

21. }VEE] upsl}v ulv SE A Jo §Z o[ E3] o E Z E

La majorité des résultats présentés dans cet article a été obtenue par Leila Touat
Todeschini durant ses travaux de pes} S}E SX WIHE u % ESU i[ ] }vSE] p
collaboration avec Leila dans le cadre de mon projet de thése. Ma participation dans ce
% E}i S }v. E&v of Sunamlpy Sov Z&[]Ju% o] S]}v 0og o&tee Ju v
& Ppo S]}vX [ ] 1ve]l 1 0 & S]}v ] A n@ml énamHl)Z ¢ ups \
utilisées dans les Figures 2, EV2, 3 et EV3, ainsi que des souches dans lesquelles le
terminateur Ttef a été inséré a la fin du génamlet utilisées dansle& ]PUE « T § soX [
aussi été impligué dans la quantification du niveau de transcrits pervaaife-L dans ces
UUS vSe ~&JPHE T ¢ Jve] <M [ USCE ¢ o}pu Z o ~&]PUE T X

expériences de conjugaison et sporulation (FigurestEHvdJ).

2.2. Article de recherche
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Selective termination of IncRNA transcription
promotes heterochromatin silencing and

cell differentiation
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André Verdét

Abstract

Long non-coding RNAs (IncRNAs) regulating gene expression at the
chromatin level are widespread among eukaryotes. However, their
functions and the mechanisms by which they act are not fully
understood. Here, we identify new fission yeast regulatory INcCRNAs
that are targeted, at their site of transcription, by the YTH domain
of the RNA-binding protein Mmil and degraded by the nuclear
exosome. We uncover that one of them, naml, regulates entry into
sexual differentiation. Importantly, we demonstrate that Mmi 1
binding to this IncRNA not only triggers its degradation but also
mediates its transcription termination, thus preventing IncRNA
transcription from invading and repressing the downstream gene
encoding a mitogen-activated protein kinase kinase kinase
(MAPKKK) essential to sexual differentiation. In addition, we show
that Mmil -mediated termination of INncRNA transcription also
takes place at pericentromeric regions where it contributes to
heterochromatin gene silencing together with RNA interference
(RNAI). These findings reveal an important role for selective
termination of IncRNA transcription in both euchromatic and
heterochromatic IncRNA-based gene silencing processes.

Keywords heterochromatin; non-coding RNA (ncRNA); sexual differentiation;
transcription; YTH domain

Subject Categories Development & Differentiation; RNA Biology;
Transcription
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The EMBO Journal 017) 36: 2626-2641

Introduction

Long non-coding RNAs (IncRNAs) are widespread regulators of gene
transcription and chromatin modification among eukaryotes.
LncRNAs control gene expression, incis or in trans, by serving as
decoy or scaffold that interact with chromatin modifiers and remod-
elers to regulate the chromatin state of specific genomic sites (Rinn
& Chang, 2012; Morris & Mattick, 2014). Studies on nuclear RNA
interference (RNAi)-mediated gene silencing have further provided
evidence that RNAI co-transcriptionally eliminates regulatory
IncRNAs and, in addition, mediates the function of these IncRNAs
in forming heterochromatin or silent chromatin in the fission yeast
Schizosaccharomyces pombeand other eukaryotes (Castel &
Martienssen, 2013). However, most of the co-transcriptional activity
eliminating IncRNAs relies on the conserved exosome complex
instead of RNAI (Kilchert et al, 2016) and, in this case, the func-
tional and physical connections between exosome-dependent co-
transcriptional elimination of IncRNAs and IncRNA-based gene
silencing processes are poorly characterized.

Among the extensively studied cases of regulatory IncRNAs co-
transcriptionally controlled by RNAi are the S. pombe pericen-
tromeric IncRNAs, which play a central role in the formation of
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heterochromatin (Buhler & Moazed, 2007; Camet al, 2009), charac-
terized by the methylation of histone H3 on lysine 9 (H3K9me;
Grewal & Jia, 2007). Schizosaccharomyces pombpericentromeric
regions are mainly composed of DNA repeats, nameddg and dh,
transcribed by the RNA polymerase Il (RNAPII; Djupedal et al,
2005; Kato et al, 2005). Production of dg and dh sense and anti-
sense IncRNAs is believed to lead to the formation of double-
stranded RNAs (dsRNAs; Reinhart & Bartel, 2002). The RNAI
protein Dicer (Dcrl) processes dsRNAs into small interfering RNAs
(siRNAs) that load on the RNA-induced transcriptional gene silenc-
ing (RITS) complex (Verdel et al, 2004). RITS uses the siRNAs as
guides to co-transcriptionally base-pair with nascent and comple-
mentary INcRNAs (Motamedi et al, 2004; Buhler et al, 2006) that
are then eliminated by a cis-acting positive feedback loop. In this
loop, the targeted nascent INcCRNAs serve as matrixes to locally
synthesize double-stranded RNAs and produce more siRNAs and
RITS that bind the nascent pericentromeric IncRNAs (Motamedi
et al, 2004; Colmenareset al, 2007). In complement to RNAI, the
exosome complex and its cofactor, the TRAMP complex, also contri-
bute to the elimination of dg and dh IncRNAs (Buhler et al, 2007;
Wang et al, 2008; Reyes-Turcuet al, 2011). The exosome is a highly
conserved nucleocytoplasmic complex that degrades RNA
(Chlebowski et al, 2013; Kilchert et al, 2016), including the nascent
IncRNAs issued from pervasive transcription (Jensenet al, 2013).
Because both Rrp6, a 8?2 5° exonuclease only present in the
nuclear form of the exosome complex, and Cid14, a subunit of the
TRAMP complex, localize in the vicinity of pericentromeric hete-
rochromatin (Keller et al, 2012; Oya et al, 2013), it has been
proposed that the exosome and TRAMP reinforce heterochromatin
gene silencing by acis-acting post-transcriptional gene silencing that
degrades IncRNAs produced from heterochromatin regions

Like in other eukaryotes, a major function of the S. pombe
nuclear exosome is to degrade co-transcriptionally the IncRNAs
produced by pervasive transcription (Zhou et al, 2015). In addition,
the nuclear exosome is also part of an RNA surveillance machinery
that targets meiotic pre-mRNAs in a selective manner to prevent
S. pombecells from undergoing meiosis during vegetative growth
(Harigaya et al, 2006; Yamanaka et al, 2010; Hiriart et al, 2012;
Zofall et al, 2012; Tashiroet al, 2013). The selective targeting of the
surveillance machinery is achieved by the YTH RNA-binding
domain of Mmil (Harigaya et al, 2006; meiotic MRNA interception
protein 1), which recognizes the hexameric RNA motif UNAAAC
(where N can be any nucleotide) present in several copies in these
meiotic transcripts (Chen et al, 2011; Hiriart et al, 2012; Yamashita
et al, 2012). In parallel, Mmil RNA surveillance machinery also
eliminates specific nascent IncRNAs by recognizing the same
hexameric motif (Hiriart et al, 2012; Ard et al, 2014; Shahet al,
2014; Chatterjee et al, 2016). Mmil-mediated elimination of the
INcRNA meiRNA regulates meiosis (Hiriart & Verdel, 2013;
Yamashita et al, 2016), while its elimination of the IncRNA prtl
regulates phosphate uptake (Shahet al, 2014; Chatterjee et al,
2016). Mmil binding to prtl and to meiotic pre-mRNAs triggers the
recruitment of RNAI proteins (Hiriart et al, 2012; Shahet al, 2014)
and the formation of facultative heterochromatin (Hiriart et al,
2012; Zofall et al, 2012; Tashiro et al, 2013; Shah et al, 2014).
Mmil also promotes the transcription termination of its targeted
meiotic and IncRNA genes (Shahet al, 2014; Chalamcharla et al,
2015). It has been proposed that Mmil/exosome-mediated
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transcription termination serves to prime the IncRNA targets for
degradation (Shahet al, 2014), yet this remains to be tested. More
broadly, the biological significance and the direct implication of this

transcription termination in Mmil-mediated gene silencing have not
been addressed.

According to its primary sequence, Mmil belongs to the large
family of YTH (YT521-B Homology) RNA-binding proteins (Stoilov
et al, 2002; Zhanget al, 2010; Wang & He, 2014). The recent struc-
tures of its YTH domain confirmed its overall similarity to the other
YTH domains studied (Chatterjee et al, 2016; Wang et al, 2016).
However, in contrast to budding yeast and mammalian YTH
domains that bind to RNA by specifically recognizing the methy-
lated adenine (m6A) RNA modification (Li et al, 2014; Theler et al,
2014; Xu et al, 2014; Zhu et al, 2014), Mmil1 YTH domain binds to
RNA by recognizing the unmethylated UNAAAC motif (Chen et al,
2011; Yamashitaet al, 2012; Wanget al, 2016). On the other hand,
and similarly to Mmil, other YTH domain-containing proteins asso-
ciate to both mRNAs and IncRNAs (Xuet al, 2014; Patil et al, 2016),
and their association with mRNAs controls RNA decay (Wanget al,
2014) and splicing (Xiao et al, 2016), while the function of their
association with IncRNAs is poorly characterized.

In this study, thanks to a combination of high-throughput
sequencing, computational prediction, and protein structure-driven
analyses, we identify new IncRNAs targeted by the YTH domain of
Mmil and find that the co-transcriptional binding of Mmil to some
of these INcRNAs controls sexual differentiation and heterochro-
matin gene silencing. We uncover that Mmil binding to a unique
nascent INncRNA, that we named non-coding RNA associated to
Mmil (nam1l), is sufficient to control entry into sexual differentia-
tion. Importantly, Mmil binding to naml not only promotes the
recruitment of the exosome but also imposes a robust termination
of transcription of nam1. We further demonstrate that, by doing so,
Mmil prevents naml read-through transcription from repressing the
downstream mitogen-activated protein kinase kinase kinase
(MAPKKK) essential to entry into sexual differentiation. In addition,
we also uncover that Mmil binding to pericentromeric IncRNAs
mediates heterochromatin gene silencing, in particular by promoting
transcription termination. Finally, we show that Mmil-mediated
termination of IncRNA transcription may not act in parallel but
rather alternate during the cell cycle with the RNAi-mediated hete-
rochromatin gene silencing. Altogether, these findings demonstrate
that the selective transcription termination of IncRNA genes medi-
ated by the YTH domain of Mmil regulates IncRNA-based gene
silencing processes implicated in important cellular processes such
as cell differentiation and heterochromatin gene silencing.

Results

Extensive identification of RNAs targeted by Mmi  1's YTH domain

To better characterize the function of Mmil RNA-binding protein,

we searched for the RNAs targeted by Mmil on a genomewide scale
We first conducted Mmil RNA-IPs coupled to high-throughput
sequencing. Thousands of RNAs were identified in both Mmil and
control RNA-IPs, but only 27 RNAs were enriched at least twofold
in all Mmil RNA-IPs (Fig 1A and Appendix Table S1); 15 of the 20
previously validated mRNA targets of Mmil (Harigaya et al, 2006;
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Figure 1. Extensive identification of Mmi 1 RNA targets by combining RNA-IP sequencing and computational approaches.

A Box plot of the enrichment of the RNAs identified by MmRNA-IPs coupled to high-throughput sequencing. The log of the average enrichments obtained from
two independent RNA-IPs is plotted. The enrichment is relative to the no antibody RNA-IPs conducted in parallel withLNRNA-IPs. The boxes represent the
median and the upper and lower quartiles28% and 73%). The whiskers extend tb.5 times the interquartile range from the box. The mRNAs and IncRNAs enriched
at least twofold in both Mmil RNA-IPs are shown in blue and green, respectively. Crosses represent newly identified tdigets and dots known targets.

B LncRNAs predicted to be targets of Mmidith a high confidence by our computational approach.

C  Surface representation of Mmi¥TH domain. Area corresponding to conserved residues (according to the alignment shown in Fij) EN@ located at the surface
are highlighted in green. Mutated residues in Mmi¥TH domain are indicated in blue for the ones located within the aromatic cage, in purple for the ones
surrounding the cage, and in red for the rest.

D  RNA-IPs showing the impact of MriYTH domain point mutations on Mmibinding to ssm4mRNA. The lower part shows a Western blot monitoring the protein
level of WT and mutant Mmilproteins in the cells used for the RNA-IPs. Loading was monitored using an antidTbbulin) antibody.

E, F RNA-IPs showing the YTH-dependent association of Mnitth the IncRNAs identified in (A) and (B).

Data information: Average fold enrichment is shown with error bars that indicate mean average deviations for three independent experiments-ey. (D
Source data are available online for this figure.
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Hiriart et al, 2012) as well as eight new mRNAs were among them.
As expected, the enriched mRNAs showed almost exclusively a
meiotic expression profile (Appendix Table S1) and a high density
of Mmil binding motifs UNAAAC in comparison with the complete
set of S. pombe mRNAs (Fig EV1A). Interestingly, three new
IncRNAs produced from different euchromatic regions and a
snoRNA were also enriched in Mmil RNA-IPs (Fig 1A). All three
IncRNAs possess an overrepresentation of UNAAAC motifs in their
sequence relative to the complete set ofS. pombeannotated non-
coding RNAs (Fig EV1A), suggesting that they are also targets of
Mmil.

We conducted in parallel a computational approach to identify
Mmil targets. Conversely, to the RNA-IPs sequencing approach, the
computational approach does not require a minimal level of expres-
sion of the target RNA to be identified. The computational approach
considers the number and density of UNAAAC motifs per RNA as
criteria to screen among all S. pombeannotated mRNAs and
IncRNAs (Fig EV1B). Using stringent filtering conditions (see the
Materials and Methods for more details), a total of 17 mRNAs
mostly expressed during meiosis (Appendix Table S2) as well as five
IncRNAs were identified as high-confidence targets of Mmil
(Fig 1B). Noticeably, the set of IncRNAs included two of the
IncRNAs identified by the high-throughput RNA-IP approach, the
meiRNA (Hiriart et al, 2012; Yamashita et al, 2012) and, intrigu-
ingly, two IncRNAs produced from pericentromeric regions embed-
ded within heterochromatin, suggesting that Mmil binding to
IncRNAs may not be restricted to euchromatic IncRNAs but also
encompasses heterochromatic INcRNAs expressed at low levels.

In the process of characterizing Mmil binding to RNA, we
obtained the structure of the Mmil YTH domain, at 1.5 A resolu-
tion (Figs 1C and EV2A and B, and Appendix Table S3) and, based
on this structure, we made a series of point mutants that may inter-
fere with Mmil binding to RNA without impacting on the structure
of the domain. Wild-type and mutant Mmil proteins were
expressed inmmil cells, and their in vivo binding to ssm4, spo5,
and rec8 mRNAs, three previously validated targets of Mmil (Hiri-
art et al, 2012), was monitored. Out of the 10 mutations made,
mutations R351E and R381E were found to cause a marked reduc-
tion of Mmil binding to the three target mRNAs without reducing
the protein level of Mmil (Figs 1D and EV2C). In agreement with
the possibility that these two mutations impact on Mmil YTH
domain binding to RNA rather than on its structure, gel filtration
experiments showed similar elution patterns for R351E, R381E, and
wild-type Mmil YTH domains (Fig EV2D), and RNA pull-down
experiments indicated that both mutations negatively impact on
Mmil binding to RNA in vitro (Fig EV2E and F). Additionally, the
analysis of the subcellular localization of Mmil R351E and R381E
proteins by immunofluorescence showed that their localization is
similar to the wild-type Mmil protein (Fig EV2G). Importantly, the
RNA-IP of Mmil R351E and R381E point mutant coupled to PCR
(which is more sensitive than the RNA-IP Seq) confirmed that
Mmil YTH domain specifically recognizes the five new IncRNAs
identified by our RNA-IP high-throughput sequencing and computa-
tional approaches (Fig 1E and F). We named these IncRNAsion-
coding RNA associated to Mmil (nam). Hence, from our broad
search of Mmil RNA targets based on the combination of different
approaches, we discovered new RNAs, including euchromatic and
heterochromatic IncRNAs.

a 2017The Authors
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Mmi 1 association with the sole naml IncRNA regulates the
MAPK-mediated entry into sexual differentiation

Mmil is well known as an inhibitor of sexual differentiation
progression that prevents entry into meiosis by targeting and trigger-
ing the degradation of meiotic mMRNAs (Harigaya et al, 2006). In
response to nutrient starvation (mainly nitrogen), S. pombe cells
undergo sexual differentiation (Fig 2A), to allow them to adapt and
resist to conditions not favorable to cell growth. At the onset of
sexual differentiation, two cells of opposite mating type (h+ and h-)
mate to produce a zygote. The zygote then undergoes genome dupli-
cation followed by meiosis and the formation of four spores. Quite
unexpectedly, we found that mmil cells poorly execute sexual dif-
ferentiation, indicating that Mmil may be also required to promote
sexual differentiation (Figs 2A and EV3A). Further analysis of
mmil cells showed that they poorly mate, indicating that the onset
of sexual differentiation is defective (Fig 2B). This defect occurs irre-
spective of the mating type identity of mmil cells (Fig EV3B and
C). We then assessed the importance of Mmil binding to RNA for
the control of entry into sexual differentiation by taking advantage
of our Mmil R351E and R381E point mutants and analyzing
whether their expression rescues the cell differentiation defect.
While the expression of Mmil wild-type protein completely rescues
the sexual differentiation of mmil cells, the expression of Mmil-
R351E or Mmil1-R381E YTH mutant proteins does not (Figs 2A and
B, and EV3A), indicating that the binding of Mmil YTH domain to
one or more RNA is essential for the proper control of entry into
sexual differentiation.

In relation to Mmi1Os function in entry into sexual differentia-
tion, we noticed that naml IncRNA, one of the most enriched
RNAs in Mmil RNA-IPs (Fig 1A), maps just upstream of byr2
(Fig 2C), a gene encoding a MAPKKK essential for entry into
sexual differentiation (Wang et al, 1991; Styrkarsdottir et al,
1992). This prompted us to test whether Mmil targeting of nam1
plays a role in regulating MAPK-mediated entry into sexual dif-
ferentiation. We previously showed that a single mutation in
Mmil RNA binding motif (UNAAAC), consisting in the replace-
ment of the first ribonucleotide U with a G, compromises its bind-
ing to Mmil both in vitro and in vivo (Hiriart et al, 2012;
Yamashita et al, 2012). We thus made recombinant cells express-
ing a mutant version of nam1 IncRNA from the endogenous locus,
named naml-1, in which the first ribonucleotide for eight out of
its nine UNAAAC motifs was swapped from U to G (Fig 2D). As
expected, the specific binding of Mmil to naml-1 is lost and
naml-1 accumulates, while it still binds to its other targets as illus-
trated by its preserved binding to mei4 mRNA another known
target of Mmil (Figs 2E and EV3D). Remarkably, we found that
naml-1 cells recapitulate the mating defect ofmmil cells, when
induced to differentiate (Fig 2F). In agreement with Mmil directly
regulating byr2 gene expression, Mmil localizes to naml gene
(Fig EV3E). Furthermore, Byr2 protein level is significantly
reduced in nam1-1 cells compared to wild-type cells (Fig 2G), and,
importantly, the expression of Byr2 from a plasmid rescues the
mating defect of both naml-1 and mmil cells (Figs 2H and
EV3F). From these findings, we conclude that the sole binding of
Mmil to naml IncRNA plays a central role at the onset of sexual
differentiation by regulating the expression of the byr2 MAPKKK
gene.

The EMBO JournaVol36| No 17| 2017
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Figure 2. Mmi1 binding to nam1 IncRNA controls MAPK-mediated entry into sexual differentiation.

A Upper part, scheme dschizosaccharomyces pondexual differentiation. Lower part, microscopy images showMgrand mmil cells, andmmil cells expressing
Mmil-R35E or Mmil-R381E mutant proteins. Images were taken aft&4 h of induction of sexual differentiation by growth on SPAS medium. The percentage of
cells that underwent differentiation and iodine vapor assays, conducted on the corresponding patches, are shown at the bottom of each image. Scalbar,
Mating assay showing the percentage of zygotes forming over time in the same cells as in (A).

Scheme ofaml-byr2 locus. MmiL UNAAAC binding motifs are depicted by white lines.

Scheme ohaml-byr2 locus innaml-1 cells highlighting the eight UNAAAC motifs mutated (red lines).

Mmil RNA-IPs showing the specific loss of binding of Minid naml-1 IncRNA but not tome4 mRNA, another target of Mnii.

Mating assay showing the percentage of zygotes formed over timé\ifif and naml-1 cells.

Western blots showing the level of Flag-Byprotein over the first4 h of sexual differentiation inWTand nami-1 cells. Tubulin (Tub) level was used as a loading control.
Microscopy images VT (h90) cells transformed with an empty plasmid (Control) angamil-1 cells transformed with either an empty plasmid (Control) or a plasmid
expressing Byz protein (Byr3, after24 h of induction of sexual differentiation. Scale bat0 | m.
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Data information: Average fold enrichment is shown with error bars that indicate mean average deviations @; B, E and F).
Source data are available online for this figure.
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Mmi 1-induced transcription termination of  naml gene promotes
expression of the downstream byr2 MAPKKK gene

We next investigated the mechanism by which Mmil binding to
naml IncRNA favors expression of Byr2. The detection ofnaml
IncRNA and byr2 mRNA by Northern blot showed that their levels
are anti-correlated, with the level of byr2 mRNA being low when
the level of naml is high when comparing wild-type cells to nam1-1
cells (Fig 3A). We also noticed the accumulation of a second and
longer form of nam1 IncRNA (that we named nam1-L) and that was
detected with a probe specific for eithernam1 or the 5% end of byr2.
This latter result indicated that, in the absence of Mmil binding to
naml IncRNA, the nam1 gene might be experiencing read-through
transcription. In agreement with this possibility, strand-specific
RT-gPCR experiments showed a 13-fold increase of read-through
transcripts in nam1-1 cells (Fig EV4A). Importantly, while the occu-
pancy of the overall population of RNAPII increases only modestly
downstream of naml in naml-1 cells relative to wild-type cells
(Fig EV4B), the elongating RNAPII (RNAPII-S2P), which rapidly
decreases after the 8end of nam1 in wild-type cells, stays at a high
level in nam1-1 cells (Fig 3B), as well as inmmil cells (Fig EV4C).
Moreover, the occupancy of the initiating RNAPII (RNAPII-S5P) at
byr2 promoter strongly decreases in naml-1 cells (Fig EV4D).
Collectively, these results show that in the absence of Mmil binding
to nam1, the termination of transcription at nhaml gene is defective.
To test the importance of Mmil-dependent transcription termi-
nation of naml in regulating sexual differentiation, we introduced
a potent terminator of transcription ( Ttef) at the 3° end of nam1 to
prevent naml read-through transcription. As expected, the inser-
tion of Ttef significantly reduces the accumulation of naml read-
through transcripts in nam1-1 cells (Fig 3C, left part). Strikingly,
the insertion of Ttef rescues most of the defect in entry into sexual
differentiation of both naml-1 and mmil cells (Figs 3D and
EVA4E), as well as the expression ofbyr2 (Fig EV4F). Of note, the
rescue caused by the insertion of Ttef occurs despite the sevenfold
increase of nam1 IncRNA level (Fig 3C, right part), suggesting that
the accumulation of nam1 IncRNA by itself has little or no role in
regulating byr2 expression and sexual differentiation. Additionally,
and in agreement with naml transcripts acting only in cis, the
production of naml read-through transcripts from a plasmid did
not interfere with sexual differentiation even with a 25-fold

Figure 3. Mmil promotes transcription termination of
downstream MAPKKK gene byr2.

The EMBO Journal

accumulation of nam1-L relative to wild-type cells (Fig EV4G and
H). Altogether, these findings demonstrate that Mmil-mediated
transcription termination of naml prevents naml read-through
transcription from repressing the immediately downstream byr2
gene.

Rrp6, but not H 3K9 methylation, contributes to Mmi
control of naml expression

1-dependent

Given the tight functional connection between the exosome and
Mmil, we next examined whether the exosome is implicated in
Mmil-mediated control of sexual differentiation. Similarly to

mmil and naml-1 cells, rrp6 cells present a defect in entry into
sexual differentiation (Fig EV4l), although the defect is less
pronounced after 48 and 72 h of sexual differentiation induction
(Fig EV4J). Additionally, nam1 read-through transcripts accumulate
in rrp6  cells (Fig 3E), and Rrp6 localizes tonam1 gene (Fig EV4K).
Because facultative heterochromatin forms in an exosome-
dependent manner at some of Mmil targets (Hiriart et al, 2012;
Zofall et al, 2012; Tashiro et al, 2013; Shahet al, 2014), we also
examined whether this was the case at the naml-byr2 locus.
However, no H3K9 methylation was detected at this locus in wild-
type, rrp6  or mmil cells (Figs 3F and EV4L). Thus, Rrp6, but not
the deposition of the H3K9me mark, contributes to Mmil-mediated
control of nam1 expression.

Mmi 1 induces Rrp6-dependent heterochromatin gene silencing
at pericentromeric DNA

Following on our computational approach that revealed Mmil bind-
ing to pericentromeric heterochromatic IncRNAs (Fig 1B), we also
investigated the function of Mmil in heterochromatin gene silencing
at pericentromeric DNA repeats. The two heterochromatic INcRNAs
identified, nam5 and 6, are produced from slightly divergent dh
repeats (Fig 4A). According to the transcriptomic analysis of peri-
centromeric DNA repeats, an additional and non-annotated INcRNA,
sharing the same UNAAAC-rich sequence withnam5 and 6, is
expressed from centromere 3 repeats. By using RNA-IPs, we found
that this IncRNA is also bound to Mmil, and named it nam7
(Fig EV5A). In contrast, dg-specific IncRNAs were not enriched in
Mmil RNA-IPs (Fig EV5B).

nam1l non-coding gene and prevents naml read-through transcription from repressing the

A Northern blots showingnaml and byr2 RNA levels during the firs# h of sexual differentiation. Ribosomal RNAs (rRNAs) stained with ethidium bromide were used as

loading controls. Black lines indicate probes used to deteeiml and byr2 RNAs.

B ChlPs showing the occupancy of the elongating RNAPII (RNAH)-8vemamil-byr2 locus, inWTand naml-1 cells. RNAPIIZP was immunoprecipitated with an
antibody recognizing the heptameric repeats (present in the C-terminal domain of the polymerase) when it is phosphorylated on its serBlack lines, genomic

regions investigated.

C RFgPCRs showing the accumulation eaml read-through transcripts (RT-gPCR) andchaml IncRNAs (RFqPCR) in cells with or without the transcription
terminator Ttefinserted at the3” end of naml (scheme). Black arrow, primer used for the strand-specific reverse transcription (RT); black line, location of the region

amplified by PCR.

D Microscopy images of, respectively,T (h90), naml-1, and naml-1-Ttef cells, after induction of sexual differentiation fo24 h. The percentage of sporulation and

iodine vapor assays are shown at the bottom of the images. Scale &r| m.

E RTgPCRs showing the accumulation efaml read-through transcripts inmmil andrrp6 cells. Black arrow and line as in (C).
F  ChIPs monitoring the enrichment of 8®me2 overnamil-byr2 locus andme# gene inWTand rrp6  cells.

Data information: Average fold enrichment is shown with error bars that indicate mean average deviations @) for (B, C, E and F).

Source data are available online for this figure.
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Figure 4. Mmi 1 drives Rrp6-dependent heterochromatin gene silencing at pericentromeric regions.

A Upper part, TNAAAC-rich sequence presemam5, 6, and 7 IncRNAs. Lower part, schematic representation of thi@epombeentromeres showing the different
pericentromeric DNA repeats susceptible to produscamb, 6, and 7 (green arrows).

B Northern blot showing the level oham5/6/7 IncRNA population inmmil-ts3,dcrl , cl4 single mutant cells, and irmmil-ts3 dcrl  and mmil-ts3 clr4  double
mutant cells, at the permissive25°C) and restrictive 6°C) temperatures.

C RFPCRs monitoring the accumulation afam? IncRNAs ancham?-L read-through transcripts, in the same cells and conditions as in (B). Red arrow heads point to
the expected PCR products while the other bands correspond to non-specific PCR products. From the scheme and the agarose gels: black arrows, primers used for the
three different reverse transcriptions; black lines and red numbers, expected PCR products of the three differdA€ERE; M, DNA ladder marketsb1, tubulin
control.

D RTgPCRs showing the levels aBmb5/6/7 IncRNA population in the double mutantrpé dcrl cells,relative to the single mutantrrp6 and dcrl cells.

E RNA-IPs showing that RGMyc13 binds to nam5/6/7 IncRNAs in a Mmi-dependent mannerP-value was calculated using a two-tailed Studefstt-test.

Data information: Average fold enrichment is shown with error bars that indicate mean average deviations @) for (D, E).
Source data are available online for this figure.
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To test whether Mmil could play a role in pericentromeric hete-
rochromatin gene silencing, we examined the levels of heterochro-
matic IncRNAs in mmil and mmil-ts3 thermosensitive cells.
Northern blot and RT-gPCR experiments showed no significant
accumulation of nam5, 6, and 7 IncRNAs in mmil-deficient cells
(Figs 4B and EV5C). However, since RNAi and the methylation of
H3K9, catalyzed by the methyltransferase Clr4, play a major role in
pericentromeric heterochromatin gene silencing, we also examined
the level of the nam5/6/7 IncRNA population in cells deficient for
both Mmil and Dcrl or Mmil and Clr4. Importantly, Northern blot
and RT-gPCR experiments showed a synergy of accumulation of
nam5/6/7 IncRNA population in mmil-ts3 dcrl and mmil-ts3
clr4 double mutant cells at restrictive temperature (36°C; Figs 4B
and EV5C). This requirement of Mmil is specific to nam5/6/7
INcRNAs, since no additional accumulation was observed for
nam5/6/7 anti-sense INcRNAs or for dg-specific IncRNAs in the
same double mutant cells (Fig EV5C and D). Interestingly, overex-
pression of Mmil causes a reduction of H3K9 methylation at
nam5/6/7 repeats as well asdg repeats (Fig EV5E), indicating that
Mmil may have a general impact on pericentromeric heterochro-
matin. In addition, strand-specific RT-PCR experiments showed that
nam? read-through transcripts also accumulate in mmil-ts3 clr4
but not in wild-type cells (Fig 4C), suggesting that Mmil contributes
to heterochromatin gene silencing especially by promoting termina-
tion of transcription. Similar results were obtained in mmil clr4
cells (Fig EV5F). Accordingly, ChIP experiments showed an increase
of the elongating RNAPII downstream of nam5/6 repeats which is
dependent on Mmil (Fig EV5G). Furthermore, in agreement with the
fact that Mmil and Rrp6 act together, RFqPCR experiments showed
that nam5/6/7 IncRNAs accumulate more in dcrl rrp6 double
mutant cells compared to the single mutant cells (Fig 4D). More-
over, RNA-IPs showed that Rrp6 is recruited tonam5/6/7 IncRNAs
in a Mmil-dependent and Cid14-independent manner (Figs 4E and
EV5H), and RT-gPCRs showed thaham? read-through transcripts
further accumulate in rrp6 dcrl double mutant compared to the
single mutants (Fig EV5I). From these findings, we conclude that
Mmil binding to pericentromeric IncRNAs mediates Rrp6-dependent
heterochromatin gene silencing and the termination of INcRNA tran-
scription within heterochromatin.

Mmi 1 silences pericentromeric DNA transcription preferentially
in early S phase

By conducting ChIP experiments, we noticed that the modest associ-
ation of Mmil with pericentromeric DNA in wild-type cells increases
significantly in clr4 cells (Fig 5A). Because the level of pericen-
tromeric H3K9 methylation as well as RNAi-mediated gene silencing
vary during the cell cycle progression (Chenet al, 2008; Kloc et al,
2008), we reasoned that Mmil-mediated gene silencing at pericen-
tromeric heterochromatin might also vary. Using synchronized cells,
we found that Mmil localization to heterochromatin reaches a peak
in the G1/S transition phase, when H3K9 methylation is minimal
(Fig 5B). Within the same time window, the level of nam5/6/7
IncRNA population reaches a low point in a Mmil-dependent
manner (Fig 5C). Moreover, Mmil-dependent nam?7 read-through
transcripts accumulate preferentially within the same time window
(Fig 5D). Hence, these findings reveal that, during the cell cycle,
Mmil-mediated heterochromatin gene silencing does not

The EMBO JournaVol36| No 17| 2017
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continuously act in parallel of RNAI but acts preferentially in early S
phase when pericentromeric DNA is being replicated and RNAi-
mediated heterochromatin formation is idling.

Discussion

Although the coupling of non-coding transcription to the elimina-

tion of its nascent INcCRNA occurs at many sites in eukaryotic
genomes, its potential to contribute to gene regulation is only
emerging. Here, we report a multiscale study that provides insights
into how exosome-dependent co-transcriptional elimination of
IncRNAs is linked to the function of IncRNAs acting as regulators
of gene expression. First, this study discovers new regulatory
IncRNAs recognized by the YTH domain of Mmil and degraded in
cis by the exosome. Second, it reveals that the co-transcriptional
degradation of these INcRNAs by Mmil/exosome machinery is
linked to the control of sexual differentiation and heterochromatin

gene silencing. Third, it provides evidence that transcription termi-

nation mediated by the binding of Mmil to a unique nascent
IncRNA (nam1l) plays a key role in the control of sexual differenti-

ation. Fourth, it uncovers that Mmil-mediated termination of

IncRNA transcription also takes place at pericentromeric DNA
repeats where it acts together with RNAi and in a cell-cycle-regu-
lated fashion, to silence transcription within heterochromatin.

Below, we discuss the implication of these findings for IncRNA-
based gene regulation.

LncRNA-mediated control of cell differentiation and protein-
coding gene expression

Our extensive search for RNAs targeted by Mmil led to the identi-
fication of several regulatory IncRNAs, including naml, which
regulates the MAPK-mediated entry into sexual differentiation.
Additionally, we demonstrate that Mmil co-transcriptional binding
to naml promotes its transcription termination and this plays a
central role in promoting the expression of the downstream
MAPKKK gene byr2, which is essential for entry into sexual
differentiation (Styrkarsdottir et al, 1992). The regulation of
protein-coding gene expression by the transcription of an adjacent
non-coding gene has emerged as a widespread regulatory process
among eukaryotes known as transcription interference (Guil &
Esteller, 2012; Hiriart et al, 2012; Jensenet al, 2013; Kornienko
et al, 2013; Yamashitaet al, 2016). Non-coding transcription posi-
tively or negatively impacts on gene expression, and occurs in
sense or anti-sense orientation relative to the regulated gene. Tran-
scription interference may be mediated by either the INcRNA under
synthesis, recruiting repressive or activating factors, or by the
elongating polymerase itself, which can interfere with the binding
of transcription factors or of other RNA polymerases on the adja-
cent protein-coding gene. Importantly, in all these cases, it is the
switch ON or OFF of the non-coding transcription that was found,
or proposed, to be the key step for regulating the adjacent protein-
coding gene. Here, we provide evidence for the existence of
another type of switch acting at the step of transcription termina-
tion. In the case of byr2 MAPKKK gene regulation, the binding of
Mmil to naml nascent transcript promotes robust termination of
RNAPII transcription of nam1 (Fig 6, left part). By doing so, Mmil
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Figure 5. Mmi1- and RNAi-mediated silencing of pericentromeric DNA transcription alternate during the progression of the cell cycle.

A ChlIPs assessing the localization of Miib pericentromeric DNA inWTand clr4  cells.

B ChlIPs showing the localization of Mmi(dashed line) and BKOme2 (black line) to the pericentromerimams/6/7 DNA regions during the progression of the cell cycle.
Cell synchronization was achieved by usiragl@5-ts cells (see the Materials and Methods for more details). Cell synchronization was monitored by measuring the
percentage of cells with a septum (right part).

C RFgPCRs monitoring the levels afamb/6/7 (left part) anddg (middle part) InNcRNA populations during the cell cycle.

D RTFPCRs monitoring the accumulation afam?7 IncRNAs ancham7-L read-through transcripts in @M and GL/S phases from synchronized cells as in (B). Red arrow
heads point to the expected PCR products. The other bands are non-specific PCR products. From the scheme: black arrows, primers used for the reverse
transcriptions; black lines and red numbers, regions amplified by PCR.

Data information: Average fold enrichment is shown with error bars that indicate mean average deviations @) for (A-C).

Source data are available online for this figure.
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Figure 6. Model for Mmi 1/exosome YTH-mediated control of cell differentiation and heterochromatin gene silencing mediated by its targeting of nascent

IncRNA and the induction of their transcription termination.

The YTH domain of Mnii co-transcriptionally binds to specific I"cRNAs expressed from either euchromatin or heterochromatin regions. We propose thdt iitmding

to a euchromatic nascent IncRNA (in green) induces the recruitment of the exosome and together they degrade the INcRNA and promote robust termination of the
IncRNA transcription, which otherwise will inhibit the expression of the downstream protein-coding gene (in blue). In the casamil-byr2 locus, the efficient
transcription termination prevents the occurrence of read-through transcription fromaml gene, which represselsyr2 MAPKKK gene, a critical regulator of the entry
into sexual differentiation. In parallel, Mmiko-transcriptional binding to the heterochromatic pericentromeric IncRNAs also recruits the exosome and contributes to
heterochromatin gene silencing by degrading the nascent INcRNAs as well as by inducing precocious termination of their transcription. STOP sign, sité-of Mmi

dependent INcCRNA transcription termination.

prevents nam1l read-through transcription from invading and inter-

fering with the transcription of byr2. The exact mechanism by
which Mmil binding to a nascent IncRNA promotes efficient tran-
scription termination is unclear. However, our finding that read-

through transcripts from naml accumulate in rrp6 cells, together
with the recent finding that Rrp6 could directly contribute to the

termination of transcription (Lemay et al, 2014), suggest that
Mmil may promote transcription termination of naml by recruit-

ing the exosome. In agreement with this possibility, Mmil and
Rrp6 were both reported to impose early transcription termination
at meiotic genes (Shahet al, 2014; Chalamcharlaet al, 2015). We
note that, although our results suggest thatnaml IncRNA has no
function by itself in silencing byr2 gene (Fig 3C), it is possible that
naml read-through transcripts have such a function by, for exam-
ple, interfering with transcription factors, forming double-stranded

RNA with potential byr2 anti-sense RNAs or recruiting histone
modifiers, as previously reported (Guil & Esteller, 2012; Kornienko
et al, 2013; Wery et al, 2016).

Our finding that Mmil also silences non-coding read-through
transcription at pericentromeric DNA regions shows that this process
is not limited to the naml-byr2 locus. Accordingly, our computa-
tional approach identified several other non-coding genes located
upstream of protein-coding genes that are potentially regulated by
Mmil (Table EV1). Thus, several other protein-coding genes may be
regulated by Mmil-mediated surveillance of IncRNA transcription.
More broadly, in human cells, a new class of unstable transcripts,
termed short intergenic ncRNAs (sincRNAs), that localize upstream
of many protein-coding genes was identified very recently (Schwalb
et al, 2016). The role of these unstable IncRNAs remains unknown,
but from our findings, it is possible that, in a similar way to the
termination of nam1 transcription that regulates the expressionbyr2
gene, the control of sincRNAs transcription termination might regu-
late the expression of diverse protein-coding genes.

The EMBO JournaVol36| No 17| 2017

LncRNA-based heterochromatin gene silencing

Heterochromatin gene silencing atS. pombecentromeres relies on
the processing and elimination of pericentromeric nascent IncRNAs
by RNAi (Motamedi et al, 2004; Colmenareset al, 2007) and the
exosome connected to the TRAMP complex (Buhleret al, 2007;
Wang et al, 2008; Reyes-Turcuet al, 2011). Our findings further
reveal that Mmil recruits the exosome subunit Rrp6 to specific
pericentromeric IncRNAs, in a TRAMP-independent manner, indi-
cating that Mmil also regulates expression of heterochromatic
genes and that the exosome can be recruited to heterochromatic
IncRNAs by different co-factors. Additionally, our finding that
read-through transcripts accumulate in a Mmil- and Rrp6-depen-
dent manner suggests that Mmil RNA surveillance machinery
mediates heterochromatin gene silencing especially by inducing
precocious transcription termination of RNAPII as it does at naml
gene (Fig 6, right part). Interestingly, transcription termination
also contributes to heterochromatin gene silencing in the evolu-
tionary distant budding yeast (Vasilieva et al, 2008), indicating
that precocious transcription termination is a mechanism of
heterochromatin gene silencing potentially shared by many
eukaryotes.

We also report that Mmil/exosome and RNAi machineries
eliminate the same heterochromatic IncRNAs. What could be the
advantage of having these two RNA surveillance machineries
acting at the same genomic loci? One obvious possibility is that
by implicating different RNA elimination machineries, the overall
robustness of heterochromatin gene silencing is improved, as it
has been proposed for the meiotic mRNAs targeted by Mmil RNA
surveillance machinery and the RNAi effector complex RITS
(Hiriart et al, 2012). However, our findings also suggest that the
Mmil- and RNAi-mediated gene silencing processes may mostly
alternate during the cell cycle progression, indicating that the
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implication of both machineries may rather insure a continuous
heterochromatin gene silencing throughout the cell cycle. Another
and non-mutually exclusive possibility is that Mmil/exosome and
RNAi machineries compete for the same RNA substrate. This
possibility is supported by our finding that overexpression of
Mmil reduces the level of pericentromeric H3K9 methylation
(Fig EV5E). Such a competition has already been described at
S. pombe retrotransposons (Yamanaka et al, 2013). In wild-type
cells, retrotransposons are silenced in an exosome-dependent fash-
ion, while in rrp6-deficient cells, retrotransposons are silenced by
RNAi-mediated formation of heterochromatin. At pericentromeric
heterochromatin, when cells are not replicating, RNAi-mediated
heterochromatin formation is favored. Elimination of IncRNAs by
RNAIi would then contribute to the efficient formation and mainte-
nance of heterochromatin, via the positive action of the RNAI-
dependent positive feedback loops. In early S phase, we propose
that Mmil/exosome RNA surveillance takes over and the elimina-
tion of the nascent transcripts may inhibit the RNAi amplification
loops. This possibility is supported by the fact that Mmil/
exosome silencing activity is predominant when the amount of
pericentromeric siRNAs is the lowest during the cell cycle (Kloc
et al, 2008). Intriguingly, in mmil cells although the nam hete-
rochromatic IncRNAs are no more degraded by the Mmil/
exosome machinery, they do not accumulate in early S phase,
conversely to the dg heterochromatic INcRNAs. The reason for this
apparent discrepancy is at the moment unclear. Importantly,
regardless of what may be the exact reason for having both RNAI
and the exosome acting on the same IncRNAs, our findings
provide insights on the mechanism and function of the elimina-
tion of nascent heterochromatic IncRNAs by the exosome. Know-
ing that the exosome was found to contribute to heterochromatin
gene silencing in plants (Shin et al, 2013) and drosophila (Eberle
et al, 2015), and that in mammals pericentromeric IncRNAs accu-
mulate in a cell-cycle-regulated manner (Lu & Gilbert, 2007), our
findings on Mmil-mediated heterochromatin gene silencing have
the potential to shed light on the mechanism and function of the
exosome-dependent heterochromatin gene silencing acting in other
eukaryotes. In addition, our study demonstrates the direct implica-
tion of Mmil, a member of the family of YTH domain-containing
proteins, in heterochromatin gene silencing. Remarkably, another
member of the YTH family has been recently implicated in hete-
rochromatin gene silencing at the inactive X chromosome in
mammalian female cells (Patil et al, 2016). Thus, the function of
YTH-mediated heterochromatin gene silencing is conserved
between fission yeast and mammals, and future studies shall
determine whether they implicate similar IncRNA-based mecha-
nisms.

Materials and Methods
Strains, media, and plasmids

Genotypes of strains used in this study are listed in
Appendix Table S4. Mating and sporulation assays were done
using exponentially growing cells in MM(+N) media, washed three
times with water, and transferred to MM media without ammo-
nium chloride MM(-N) for nitrogen starvation in liquid culture or
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on SPAS plates for the indicated times (with 1§ cells used at each
time point). Mating and sporulation efficiency were monitored
from three independent experiments and by counting under the
microscope at least 500 cells for each experiment. NewS. pombe
strains were made using the PCR-based gene targeting method
(Forsburg & Rhind, 2006). Positive transformants were selected by
growth on YEA medium containing the appropriate antibiotic and
confirmed by genomic PCR. Point mutants of Mmil protein were
made using the Quick-Change mutagenesis protocol (Agilent) and
the plasmid pJRL81 (Moreno et al, 2000) containing wild-type
mmil coding sequence as the template. Mutations were confirmed
by DNA sequencing before introduction of the plasmids in mmil
mei4 cells. Note that, as previously reported (Hiriart et al, 2012),
we used mmil mei4 cells because mmil deletion causes a
strong growth defect due to the expression of Mei4 transcription
factor. mei4 cells were thus used to control that the effects are
indeed caused by the deletion of mmil. A unique copy of WT
mmil, mmil-R351E, and mmil-R381E was integrated at arsl
genomic site in mmil mei4 cells, and grown on MM-LEU. The
naml-1, nam1-1-Ttef, and nam1-Ttef cells were generated in two
steps. First, ura4 gene was integrated intonaml locus and positive
transformants were selected by growth on “URA and genomic
PCR. Second,naml::ura4+ cells were transformed with synthe-
sized DNA fragments of naml (Shine gene) containing either the
single mutation of the first nucleotide (T to G) in eight of the nine
TNAAAC motifs present in naml, alone or together with the addi-
tion of the transcription terminator ( Ttef) to generate, respectively,
naml-1 and naml1-1-Ttef Terminator Ttef has been integrated at
the 3°end of nam1 in cells named nam1-Ttef or nam1-1-Ttef Posi-
tive transformants were validated by sequencing the recombined
genomic regions. Generation of cells expressing Flag-Byr2 from the
endogenous gene was realized following the same strategy as
described above and using a synthetic DNA including the sequence
of three Flag upstream and in frame with the coding sequence of
byr2 (Shine gene). Ectopic expression of Byr2-HA protein from
pREP41 and pJRU41 plasmids (Moreneet al, 2000) was achieved
by cloning byr2 coding sequence between Ndel and Bglll restric-
tion sites. Expression of nam1-L and naml-1-L from pREP3 plas-
mids was achieved by cloning, between Pstl and Sacl sites, a
fragment of naml-byr2 genomic DNA sequence, which encom-
passes 160 nt upstream and 1,700 nt downstream oham1, from
WT and nam1-1 cells, respectively.

RT-gPCR

Total RNA was isolated using phenol/chloroform from 25 ml of log-
phase cell cultures; 11 g of total RNA was reverse-transcribed using
Transcriptor reverse transcriptase (Roche). Strand-specific RF
gPCRs were performed using specific primers. PCR and qPCR were
done using the BioMix™ Red and the MESA BLUE gPCR MasterMix
for SYBR (Bioline, Eurogentec), respectively. Briefly, for the detec-
tion of read-through transcription of naml, the cDNA was synthe-
sized using RT primers located in byr2 sequence, and amplified
using primers located in naml. For the detection of read-through
transcription of nam?7, three different RT (1, 2 and 3) were
performed, RT1 and RT2 using primers located innam7 sequence,
RT3 using a primer downstream of nam7 sequence. Primers are
listed in Appendix Table S5.
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RNA-IP and chromatin-IP

ChIP and RNA-IP coupled to PCR analysis were performed as
described previously (Hiriart et al, 2012). RNA-IP experiments

coupled to high-throughput sequencing were conducted in dupli-

cates. Immunoprecipitated RNA was fragmented 208300nt long

using RNA Fragmentation Reagent Kit from (Ambion). Fragmented

RNA was 5 phosphorylated using T4 Polynucleotide Kinase (Fer-
mentas) and ligated to the % adaptor using the T4 RNA ligase (Fer-
mentas). After incubation overnight at 20°C, ligated RNA was

purified (Absolutely RNA kit, Stratagene) and reverse-transcribed

(Superscript 1l Reverse Transcriptase, Invitrogen). PCR amplifi-
cation of the cDNA library was performed using Phusion poly-

merase (NEB). ¥ adaptors and primers used for the RT and the PCR
are listed in Appendix Table S5. The antibodies used for the IPs are
anti-Mmil (Hiriart et al, 2012), anti-dimethylated H3K9 (Abcam,

ab1220), anti-Myc (9E10, Santa Cruz, sc-40), anti-TAP (Thermo
Fisher, CAB 1001), anti-RNAPII 8WG16 (Abcam, ab817), anti-
RNAPII-Ser-2P  (Millipore, 04-1571), and anti-RNAPII-Ser-5P
(Covance, MMS-134R).

High-throughput sequencing

DNA libraries from the RNA-IPs were deep-sequenced (Solexa,
lllumina). Bioinformatic analysis was performed as described

previously (Xiol et al, 2012). Briefly, the sequencing reads were
mapped to the genome and associated with the annotated region
at that genomic locus. For each experiment, the number of
unique reads associated to each gene was divided by the total
number of unique reads from that experiment, to obtain a

normalized count in reads per million (RPM). For each gene in

each duplicate RNA-IP experiment, the control and RNA-IP RPMs
were adjusted by adding a fixed pseudo-count of 10, and an
enrichment, defined as the ratio between the adjusted RNA-IP
and control RPMs, was calculated. Our list of candidate Mmil

targets contains only RNAs whose enrichment exceeds 2 in both
RNA-IP experiments. The high-throughput sequencing files are
available at the GEO database under the accession number
GSE90688.

Computational prediction of Mmi 1 targets

The computational method comprises three main steps (Fig EV1B)
and relies on the following definition: for any given annotated

sequence of RNA, we denote MW% (minimal window size) as

the smallest number of nucleotides that encompasses X occur-
rences of the UNAAAC motif in the RNA. For example, the MWS

of a given RNA is the size of the smallest subsequence of the
RNA that contains three UNAAAC motifs. In a first step, we
focused on our 33 validated Mmil RNA targets [21 from (Hiriart

et al, 2012), and 12 from this study]. For each value of X
between 2 and 8, we determined the smallest possible cutoff
window size CWS* (such that MWS* CWSY) for 75% of the 33

targets. X did not go above eight motifs since< 75% of the vali-

dated Mmil targets possess more than eight motifs. In a second
step, we calculated the MWS for each individual annotated gene

in S. pombe represented by its unspliced transcript sequence.
Finally, in a third step, the CWS* cutoffs were used to rank all
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the genes. In this study, we only considered as strong candidates
the ones that satisfy the following: MWS* CWS* for every X
from 2 to 8 (Appendix Table S2).

Protein expression and purification

A His-GST fusion of S. pombe Mmil YTH domain (residues 347-
488) was expressed in E. coli BL21Star (DE3) from pPETM-30
vector. The protein was first purified by affinity chromatography
using Ni?* resin. After His-tag cleavage with TEV protease, the
protein was further purified using a second Ni** column followed
by a size-exclusion chromatography. Purified Mmil YTH domain
was concentrated to 8.5 mg/ml in a buffer containing 20 mM Tris,
pH 7.0, 150 mM NaCl, and 10 mM b-mercaptoethanol. The best-
diffracting crystals grew within 3 days at 20°C in a solution
containing 0.2 M ammonium sulfate, 0.1 M Tris pH 8.5, and 25 %
PEG3350. Selenomethionine (SeMet)-substituted Mmil was
produced using E. coli BL21Star (DE3) in a defined medium
containing 60 mg/l of SeMet. Purification and crystallization of the
SeMet-substituted Mmil were done as for the native protein. For
data collection at 100 K, crystals were snap-frozen in liquid nitro-
gen with a solution containing mother liquor and 30% (v/v)
glycerol.

Crystallization, data collection, and structure determination

Crystals of Mmil YTH domain (347-488) belong to the space
group P2; with unit cell dimensions a =57 A b=58A,
c=94.1 A b =106.6. The asymmetric unit contains four Mmil
molecules and has a solvent content of 47%. A complete native
data set was collected to a resolution of 1.450 on beamline
ID23EH1 at the European Synchrotron Radiation Facility (ESRF,
Grenoble, France; Appendix Table S3). The data were processed
using XDS (Kabsch, 2010). The structure of Mmil was determined
by multiple-wavelength anomalous dispersion (MAD) phasing
method using a SeMet-substituted crystal. Data sets with a resolu-
tion of 1.7-1.8 A were collected at wavelengths corresponding to
the peak and inflection point wavelength of the Se K-edge
(0.979012 and 0.9793140A respectively). The positions of selenium
sites were identified, refined, and used for phasing in autoSHARP
(Bricogne et al, 2003). COOT (Emsley & Cowtan, 2004) was used
for model building. Structure was refined with REFMACS5
(Murshudov et al, 1997) to final R-factor of 15.7% and Rfree of
17.9% with all residues in allowed (99% in favored) regions of
the Ramachandran plot (Daviset al, 2004). Crystal diffraction data
and refinement statistics for the structure are displayed in
Appendix Table S3. Coordinates of the Mmil YTH domain have
been deposited to the Protein Data Bank and assigned the acces-
sion number PDB ID 508M.

Immunofluorescent microscopy

Schizosaccharomyces pomhbmid-log-phase cultures were fixed with
3.8% paraformaldehyde at room temperature for 30 min. After
digestion of the cell wall with 0.25 mg/ml of Novozym and
0.25 mg/ml of Zymolyase (Sigma), cells were permeabilized 2 min
with 1% Triton X-100 and blocked with 3% BSA for 30 min. Detec-
tion of Mmil was obtained using a Mmil primary antibody (1/100
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dilution) and a secondary antibody coupled to a fluorescent dye
(Alexa 448 1/400 dilution). DNA was stained with 4 °6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) 1 ng/ml for 5 min. Fluorescence microscopy
and differential interference contrast (DIC) imaging were done using
a Zeiss Apotome microscope (Carl Zeiss Microlmaging). Raw images
were processed using the AxioVision software (Carl Zeiss Micro-
Imaging).

RNA pull-down assay

3 x 10" E. coli BL21Star (DE3) cells expressing either His-Mmil
WT, His-MmilR351E, or His-MmilR381E mutant proteins were
lysed by sonication in 10 ml lysis buffer (50 mM HEPES, 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 5 mM DTT, 1 mM PMSF);
100 ng of the biotinylated RNA (5%Biot-GGAUCCUUAAACAGAUCU)
was denaturated 2 min at 90C and incubated 20 min at room
temperature in RNA structure buffer (10 mM Tris pH 7, 0.1 M KCl,
10 mM MgCl). The biotinylated RNA was added to a series of
1001 | of lysis extracts diluted 10-fold from 1 to 1,000, and incu-
bated 1 h at room temperature; 1511 of 10 mg/ml Dynabeads™
M280 Streptavidin (Invitrogen) was added to the mixture and incu-
bated for an additional 30 min at room temperature. The beads
were then washed three times with 1 ml of lysis buffer and then
eluted by boiling 5 min in SDS Laemmli buffer. The efficiency of
Mmil binding to the RNA was analyzed by Western blot using anti-
Mmil antibody. Relative enrichments of Mmil wild-type and
mutant proteins after RNA pull-down were calculated from three
independent experiments as follows: for each experiment and each
Mmil proteins, the signals obtained with the dilutions 1/1, 1/10,
and 1/100 of the extracts were quantified using ImageJ. The average
quantification of the three signals was then normalized to the input
signal to obtain the enrichment.

Northern blot

Northern blot experiments were conducted following the usual

procedure. 101 g of total RNA was used for each sample. Probes
were labeled radioactively by 5-min labeling using T4 Poly-

nucleotide Kinase (Fermentas) for the strand-specific nam5/6/7

probes, and by random priming for byr2 and naml probes.

Hybridization step was done overnight at 65°C in ULTRAHyb Buffer
(Thermo Fisher). The membranes were exposed to a Phosphorl-
mager screen (PM—Bio-Rad).

Cell cycle synchronization

Cell cycle synchronization experiments using the cdc25-22tempera-
ture-sensitive mutant strain were performed as described previously
(Forsburg & Rhind, 2006). Briefly, cell synchronization was
achieved by a block and release of cell proliferation, consisting in
shifting an early log-phase cell culture from 25 to 36°C for 3 h to
block the cells in G2 phase. The temperature of the culture was
rapidly lowered to 25°C by cooling it in cold water. At 25°C, cells
restart their growth in a synchronized manner. To evaluate the level
of cell synchronization, the septation index (which corresponds to

the proportion of cells with a septum) was determined after fixation

of the cells in 70% ethanol and staining with DAPI (1 | g/ml) and

Calcofluor (10 | g/ml).

a 2017The Authors
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Expanded View Figures

Figure EVL. Density of Mmi 1 binding sites within mMRNAs and IncRNAs, and computational approach developed to predict Mmi 1 RNA targets.

A Density of Mml binding motif (UNAAAC) among all the annotated mMRNAs and IncRNAs versus the mRNAs and IncRNAs enriched at least twofoldl RNWaiP

Seq.
Diagram of the genomewide computational approach used to predict Mntargets. In stepl, a hypothetical open reading frame that has eight UNAAAC motifs in its
sequence is shown as an example. The double-headed arrows indicate all possible windows containing from two to eight motifs. The thick double-laeamies]
correspond to the windows yielding the minimal window size (MWS) from two to eight motifs. In stpeach box plot represents the MW alculated for all of the
validated targets. The boxplots were produced using tfeoxplot’ function in R with default parameters: the boxes represent the median and the upper and lower
quartiles %% and 73%); and the whiskers attempt to capture the extreme values, but extend to at mddi times the interquartile range from the box, in which case
any outliers beyond this range appear as crosses. The numbers in red represent the cutoff window size (CWS) for two to eight motifs. See the Mat:iédshenuls

B

for more details.
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RNA-IP: Mmil 1. Selection of the minimal window size
(MWSX) for 2 to 8 motifs for each of the
33 validated targets.
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2. Determination of the smallest cut-off
window size (CWS X) for 75% of the 33
validated targets.
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3. Selection of Mmil candidate targets
by ranking all S. pombe annotated
genes according to the value of their
MWSX (from 2 to 8 motifs) that is
smaller or equal to the corresponding
CWSX (determined in step#2).

Figure EVL.
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Figure EV2. Characterization of Mmi 1 YTH domain point mutants R 351E and R381E.

Sequence alignment of YTH domains from the ye8shizosaccharomyces pon{B@, the yeastZygosaccharomyces roudir), andHomo sapiengHs).

Ribbon diagram of Mnfi YTH domain structure in the same orientation as in FRC.

RNA-IP showing that thén vivo binding of Mmil to three of its known targets ¢sm, red, and spcc mRNAS) is strongly reduced fo3RIE and RB8IE Mmil mutants.
Gel filtration showing similar elution behavior for WT,381E, and R81E Mmil YTH domains.

RNA pull-down showingn vitro that mutations R35IE and RB8IE impair Mmil binding to a RNA containing the UUAAAC motif.

Relative enrichments of Mniiprotein recovered after RNA pull-downs done in (E). The quantification was estimated from three independent experiments. See the
Materials and Methods for more details.

G Fluorescence microscopy images showing the cellular localization of MR85, Mmil-R381E and Mmil wild-type (WT) proteins. Nuclear DNA was stained with
DAPI (blue). Scale barQ | m.

Data information: Average fold enrichment is shown with error bars that indicate mean average deviations ) for (C, F).
Source data are available online for this figure.
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