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NOUVELLE

La transcription, clé
de voite de Yarchitecture
du chromosome bactérien

Amaury Bignaud, Romain Koszul

> Chez les bactéries, I'information géné-
tique est typiquement portée par une,
parfois deux, rarement plus, molécules
d’ADN circulaire d’environ 1 a 10 Mb,
comportant une origine de réplication.
Ce chromosome bactérien est stocké
dans le nucléoide, un compartiment qui,
contrairement au noyau des cellules
eucaryotes, n'est pas délimité par une
membrane. La double hélice d’ADN est
un trés long polymére, surenroulé et
structuré en différents domaines [1,
2]. Cette organisation chromosomique
permet d’empaqueter une molécule de
quelques mm dans un volume contraint
de I'ordre du pm?, tout en exploitant
I'information génétique qu’elle contient
afin de diriger la croissance et la division
cellulaire, ou de réagir a des change-
ments de I’environnement. La structure
tridimensionnelle du chromosome peut
ainsi jouer un réle important pour la
régulation de I’expression génique, ainsi
que pour la réparation et la réplication
de la molécule d’ADN. Cette organisation
3D peut également varier en fonction de
I’état métabolique de la cellule [3].

Chez la bactérie Escherichia coli, dont
le génome a été tres étudié, des expé-
riences ont mis en évidence une subdivi-
sion du chromosome en macrodomaines
correspondant notamment a origine
et a la terminaison de la réplication de
la molécule d’ADN, et aux bras chromo-
somiques entre ces deux régions [4]. A
I’intérieur de ces macrodomaines, deux
segments d’ADN interagissent plus fré-
quemment que s’ils étaient situés a la
méme distance dans des macrodomaines
différents. Ces macrodomaines ont pu
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étre subdivisés eux-mémes en sous-
domaines délimités par des genes for-
tement exprimés [3]. La réplication et
la transcription de I’ADN jouent ainsi un
role structurant dans organisation du
chromosome bactérien. Cependant, I'im-
pact local d’une plage de transcription
sur I'organisation du chromosome reste
mal caractérisé, bien que I’on sache que
les processus biologiques liés a I’ADN
modifient localement sa structure. Par
exemple, lors de la réplication ou de la
transcription, la double hélice d’ADN
doit étre ouverte, ce qui produit des
contraintes physiques sur le polymeére
et un surenroulement de la molécule
[5, 6]. Les progrés récents en imagerie
ainsi que la technique de capture de
conformation chromosomique (Hi-C)
pour analyser la structure tridimension-
nelle moyenne d’un génome ont permis
d’étudier "impact de la transcription
sur I'organisation du nucléoide avec un
degré de résolution sans précédent [7].
€n particulier, il devenait possible de
déterminer comment une unité de trans-
cription influe localement sur la struc-
ture du chromosome bactérien, et dans
quelle mesure la somme de ces effets
locaux peut rendre compte de propriétés
organisationnelles du génome a plus
grande échelle.

Des microdomaines induits

par la transcription

L'analyse du repliement tridimensionnel
du chromosome de la bactérie €. coli a
ainsi révélé la présence de dizaines de
microdomaines couvrant de quelques
centaines a quelques milliers de paires
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de bases, dont nous avons montré qu’ils
correspondent aux régions transcrites
du génome [8].
(transcription-induced domains, TID)
isolent les unes des autres les régions
avoisinantes. De plus, des TID situés a
proximité les uns des autres tendent a
se regrouper entre eux. 'ajout de rifam-
picine, un antibiotique inhibant ’ARN
polymérase bactérienne, dans le milieu
de culture des bactéries a conduit a la
disparition des microdomaines [8]. Pour
caractériser plus finement ces microdo-

Ces microdomaines

maines, nous avons utilisé une approche
expérimentale permettant d’activer
une seule unité de transcription dans
le génome bactérien. Cette approche
exploite deux propriétés de I’ARN poly-
mérase du bactériophage T7 : sa résis-
tance a la rifampicine et sa spécificité
de transcrire a partir d’une séquence
promotrice de I’ADN de ce bactério-
phage préalablement introduite dans le
génome de €. coli. Aprés avoir intégré
dans le génome bactérien un promoteur
du phage T7, et placé ’ARN polymérase
de ce bactériophage sous le contrdle
d’un promoteur inductible, nous avons
vérifié qu’en présence de rifampicine
ajoutée au milieu de culture, "ARN poly-
mérase du phage T7 reste capable de
transcription a partir du seul promo-
teur phagique du chromosome bactérien.
Cela conduit a I’apparition d’une unique
unité de transcription active au milieu
d’un génome par ailleurs « éteint ».
Linduction controlée de cette unité de
transcription a ainsi permis de confirmer
que la transcription induit la formation
d’un microdomaine TID, isolé du reste
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Figure 1. Impact de la transcription sur le repliement d’un chromosome bactérien. ’ARN polymé-

rase est représentée en bleu. €n rouge sont représentés les domaines induits par la transcription

(transcription-induced domains, TID), qui sont isolés des régions adjacentes. Les TID sont en

périphérie du nucléoide a la suite de leur transcription, et sont moins mobiles que les régions

non transcrites (fleches rouges).

du génome [8]. En combinant des paires
d’unités de transcription activées spé-
cifiquement grdce au systéme du phage
T7 sus-décrit, nous avons également
confirmé et directement visualisé par la
technique Hi-C I'effet de surenroulement
de la transcription sur la molécule d’ADN,
avec une accumulation de supertours «
négatifs » en amont de "unité de trans-
cription, et de supertours « positifs » en
aval [5, 6, 9]. Nos résultats indiquent
que le chromosome est structuré en une
succession de TID induits par la trans-
cription (Figure 1). Nous avons ensuite
cherché a déterminer dans quelle mesure
ces unités influent localement sur la
dynamique de I’organisation de I’ADN.

Les microdomaines transcrits sont

localisés en périphérie de la cellule

Pour analyser par microscopie la loca-
lisation des unités transcrites dans le
nucléoide, nous avons étiqueté une
région transcrite et une région non-
transcrite par des marqueurs fluores-
cents (collaboration avec Olivier Espeli
au Collége de France, Paris). Nous avons
constaté une localisation plus fréquente
du marqueur de la région transcrite en
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périphérie du nucléoide. Linactivation
de la transcription a entrainé la reloca-
lisation de la région auparavant trans-
crite vers le centre du nucléoide, tandis
que I'activation transcriptionnelle de
la région auparavant non transcrite, a
’aide du systeme du bactériophage T7
décrit précédemment, I’a déplacée vers
la périphérie du nucléoide. De plus, en
observant la mobilité des étiquettes de
marquage en fonction de I’état trans-
criptionnel de la région marquée, nous
avons constaté que lorsque la région
était transcrite, elle était moins mobile
au sein du nucléoide. Nous en avons
conclu que les régions transcrites du
génome bactérien sont localisées vers
la périphérie du nucléoide, et que leur
mobilité est plus contrainte que celle des
régions non transcrites (Figure 1).

La transcription génique joue ainsi
un réle crucial dans Iarchitecture du
nucléoide bactérien. Les TID appa-
raissent comme des unités fondamen-
tales de I'organisation des domaines
chromosomiques, modulant les inte-
ractions entre les régions génomiques,
leur localisation dans le nucléoide, et
contraignant leur mobilité. La transcrip-

tion est a I'origine d’une multitude de
contraintes mécaniques locales, dont la
résultante a pour effet de compacter et
organiser le chromosome bactérien. Voila
pourquoi, en présence de rifampicine
inhibant la transcription, le nucléoide
se décondense et occupe un volume bien
plus grand qu’a I’état basal. ¢
Transcription: The backbone of bacte-
rial chromosome architecture
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