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L’organisation a grande échelle
du chromosome bactérien

Romain Mercier, Olivier Espéli, Frédéric Boccard

> La grande taille des chromosomes
comparée a la dimension des cellules
impose une compaction des molécules
d’ADN. Ainsi, le facteur de compaction
du génome de cellules eucaryotes est
de I’ordre de 10° et celui de cellules
procaryotes de I’ordre de 10° [1]. Cette
compaction doit néanmoins permettre
le bon déroulement des processus méta-
boliques associés a la molécule d’ADN
(Pexpression des génes, la réplication
de ’ADN, la ségrégation des chromoso-
mes, le contrdle topologique de I’ADN).

Cette compaction doit donc impliquer
une organisation structurale des chro-
mosomes précise et modulable. Un des
éléments les mieux connus de I'orga-
nisation de la molécule d’ADN est le
nucléosome qui enroule 140pb autour
d’un octamere d’histone dans les cellu-
les eucaryotes (voir revue récente dans
Médecine/Sciences [6]). Toutefois a
plus grande échelle (> 1kb), les connais-
sances sont moins précises. Les études
menées chez les bactéries ont montré
que I'organisation de leur chromosome
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Figure 1. Organisation du chromosome d’€scherichia
coli en 4 macrodomaines et 2 régions non-structu-
rées. Les macrodomaines et les régions non-struc-
turées sont représentés sur la carte génétique du
chromosome circulaire d’Escherichia coli (coordon-
nées en minutes (0-100’)). Les sites matS sont

indiqués dans le macrodomaine Ter (de 27’ a 40”).
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circulaire s’effectue a deux niveaux dif-
férents: (1) au niveau moléculaire, le
surenroulement de I’hélice d’ADN génére
la formation de microdomaines d’ADN
surenroulé dont la taille est de Pordre
de 10 kb; (2) au niveau cellulaire, le
chromosome est organisé en 4 régions
structurées, appelées macrodomai-
nes (MD), d’une taille proche de 1Mb
auxquelles s’ajoutent deux régions non
structurées (régions NS) [2, 3]. La dis-
tinction MD/région NS a été révélée par
un test génétique d’interaction a longue
distance entre des séquences d’ADN
[3]. Dans un macrodomaine, les colli-
sions entre séquences se font a haute
fréquence alors que deux séquences de
deux macrodomaines différents n’inte-
ragissent pas. Les séquences des régions
NS interagissent avec les séquences des
MD adjacents. Le domaine Ori incluant
I"origine de réplication oriC est flanqué
des deux régions non structurées. Le
domaine Ter comprenant la zone ol se
termine la réplication se situe entre les
domaines Right et Left (Figure 1).

Les macrodomaines et la dynamique
du chromosome bactérien

Au cours du cycle cellulaire, le chro-
mosome doit étre répliqué puis ségrégé
dans les cellules filles. Alors que ces
deux étapes du cycle cellulaire sont dis-
tinctes au niveau spatio-temporel dans
les cellules eucaryotes, elles peuvent
étre concomitantes chez les bactéries.
U'organisation du chromosome bactérien
doit donc prendre en compte la dyna-
mique du chromosome au cours de la
ségrégation. Nos travaux de localisation
des différentes régions du chromosome
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Figure 2. La protéine MatP
définit un espace cellu-
laire occupé par le macro-
domaine Ter. A gauche, le
foyer formé par la pro-
téine de fusion fluores-
cente MatP-mCherry (en
rouge) se colocalise avec
des marqueurs chromo-
somiques du macrodo-
maine Ter (indiqués en
vert et en bleu). La colo-
calisation est révélée par
la présence de foyers de
couleur jaune, blanche
ou magenta. A droite, le

foyer formé par la protéine de fusion fluorescente MatP-mCherry (en rouge) est distinct des foyers de marqueurs localisés dans
les macrodomaines Left et Right (indiqués en vert et bleu).

par microscopie a fluorescence avaient
révélé I'influence des macrodomaines
dans la dynamique du chromosome [4].
Nous avons pu caractériser trois proprié-
tés dans les MD qui les différencient des
régions NS. UADN des chromosomes est
trés peu mobile dans la cellule, il diffuse
dans un espace restreint de maniére sub-
diffusive. Nous avons fait les observa-
tions suivantes: d’une part les séquen-
ces contenues dans un macrodomaine
ont une mobilité particulierement faible
dans la cellule alors que les séquences
des régions NS ont une mobilité plus
grande ; d’autre part, il y a au niveau
des MD une étape de colocalisation des
chromatides sceurs aprés réplication
alors que cette étape n'est pas détectée
dans les régions NS. Finalement, apres
ségrégation, les séquences contenues
dans les MD vont chacune se concentrer
dans un espace précis de la cellule alors
que les séquences des régions NS ont un
positionnement moins bien défini. Les
MD isolent les chromosomes en quatre
grands territoires chromosomiques dans
la cellule. Cette organisation est assi-
milable a celle des territoires chromo-
somiques observés en interphase dans
les cellules eucaryotes. Les raisons de
cette organisation et les mécanismes
responsables restaient inconnus.

M/S n® 11, vol. 25, novembre 2009

Organisation du macrodomaine Ter

La compréhension des mécanismes de
structuration du chromosome implique
I'identification des déterminants des
MD. Nous avions proposé que la struc-
turation d’un MD pouvait reposer sur la
reconnaissance par un facteur protéique
de séquences multiples spécifiques d’un
MD [3]. Pour tester cette hypothese,
nous avons recherché en collabora-
tion avec Marie-Agnes Petit, Meriem
€l-Karoui, Sophie Schbath (INRA, Jouy-
en-Josas) et Stéphane Robin (INRA,
Paris) des motifs nucléotidiques répétés
sur le chromosome et spécifiques d’un
macrodomaine. Nous avons identifié un
motif de 13 nucléotides (appelé matS
pour macrodomain Ter site) présent en
23 exemplaires dans le macrodomaine
Ter et absent du reste du chromosome
(Figure 1) [5]. La densité de sites matS
dans cette région est d’environ 1site
tous les 35 kb. Par des approches de
biochimie et de génétique, nous avons
identifié et caractérisé un facteur pro-
téique interagissant spécifiquement
avec le motif matS (appelé MatP pour
macrodomain Ter protein). Le motif
mat$ et la protéine MatP sont conser-
vés chez les entérobactéries ainsi que
chez d’autres bactéries plus éloignées
phylogénétiquement suggérant que I’or-

ganisation des chromosomes en macro-
domaines pourrait étre un mécanisme
général conservé de structuration des
chromosomes.

MatP confere ses propriétés au MD Ter
Les analyses d’interaction de la pro-
téine MatP avec le chromosome d’€ coli
montre que MatP reconnafit spécifi-
quement les séquences du macrodo-
maine Ter (Figure 2). Des expériences
d’immunoprécipitation de chromatine
ont montré de maniére directe la liaison
in vivo de la protéine MatP avec la
majorité des sites matS. Leffet de la
délétion du gene matP sur les proprié-
tés du macrodomaine Ter révele que
MatP est le principal facteur protéi-
que responsable de la structuration
du macrodomaine Ter [5]. €n effet en
I’absence de MatP, le macrodomaine Ter
présente des propriétés caractéristiques
de région NS: (1) les séquences conte-
nues dans le macrodomaine Ter peuvent
interagir avec les séquences des macro-
domaines adjacents, (2) la mobilité des
séquences de la région Ter est identi-
que & celle des régions NS, (3) I’étape
de colocalisation des marqueurs apreés
réplication est réduite, (4) le territoire
chromosomique occupé par la région Ter
est moins bien défini.



MatP contréle

la ségrégation du chromosome

Les propriétés conférées par la protéine
MatP sont essentielles au bon déroule-
ment du cycle cellulaire. Dans une souche
mutante pour le gene matP, on observe
un défaut de viabilité qui s’"accompagne
de la formation de deux types de cellules
aberrantes : (1) de longues cellules fila-
menteuses qui résultent d’une incapacité
a se diviser et qui accumulent un grand
nombre de chromosomes non ségrégés,
(2) des cellules anucléées ayant perdu
leur chromosome [5]. Ces deux types
cellulaires indiquent un défaut de ségré-
gation des chromosomes au cours du
cycle cellulaire. Ces résultats mettent
en lumiére un role de I'organisation du
macrodomaine Ter dans la ségrégation
du chromosome.

Uidentification des déterminants de la
structuration d’un MD ouvre la voie pour
la caractérisation moléculaire de méca-
nismes responsables de la prise en charge
d’une grande région chromosomique.
Ces résultats permettront également
la recherche de partenaires de MatP

impliqués dans la chorégraphie du chro-
mosome au cours du cycle cellulaire. Ils
réveleront ainsi les structures qui assu-
rent au chromosome son positionnement
dynamique dans la cellule. ¢
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