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RÉSUMÉ 

 Contrôle co-transcriptionnel de la synthèse des ARN ribosomaux par la protéine de 

liaison à l’ARN conservée Seb1 chez Schizosaccharomyces pombe 

 

 

Par 

Maxime Duval 

Programme de Biochimie 

 

Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l’obtention 

du diplôme de maitre ès sciences (M.Sc.) en Biochimie, Faculté de médecine et des 

sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4 

 

Les ARN ribosomiques (ARNr) sont les ARN non codants les plus abondants chez les 

organismes vivants. En fait, l'ARNr représente jusqu'à 80 % de tous les ARN produits dans 

la levure Schizosaccharomyces pombe. Plus de 350 protéines différentes sont impliquées 

dans la synthèse de l'ARNr et la biogenèse du ribosome, incluant la production du précurseur 

primaire de l'ARNr à sa maturation complète en sous-unités ribosomiques matures. S. pombe 

Seb1 est un homologue protéique conservé au cours de l'évolution de la protéine Nrd1 chez 

Saccharomyces cerevisiae, qui a été fortement étudiée, et des protéines humaines SCAF4 et 

SCAF8, elles moins connues. Auparavant, nous avons identifié un rôle pour Seb1 dans la 

coordination de la maturation co-transcriptionnelle en 3' et de la sélection du site de 

polyadénylation. Ici, nous décrivons un nouveau rôle de Seb1 dans la biogenèse des 

ribosomes via une fonction dans le traitement de l'ARNr co-transcriptionnel. Nos données de 

ChIP-seq montrent que Seb1 est activement recruté à l'ADN ribosomique. En accord avec 

ces données de ChIP, des tests protéomiques indépendants en plus d’autres expériences de 

ChIP-qPCR supportent des associations physiques entre Seb1 et la machinerie de 

transcription de l'ARNr. Notamment, la déplétion de Seb1 dans la levure à fission entraîne 

une occupation réduite de l'ARN polymérase I (ARNpI) au niveau des gènes de l'ADNr. 

Cette diminution ne semble pas être produite par une baisse du niveau d’initiation 

puisqu’aucun changement du facteur de transcription Rrn3 n’a été observé en absence de 

Seb1. L'analyse de la maturation des précurseurs de l'ARNr à l'aide d'essais de Northern blot 

et de "pulse-chase" suggère des niveaux réduits de clivage co-transcriptionnel du précurseur 

d'ARNr primaire lorsque les cellules sont déficientes en Seb1. L’activité de Seb1 au niveau 

des ARNr semble être dépendante de son domaine RRM, alors que son domaine d’interaction 

au CTD (CID) ne l’est pas. Enfin, des données de CRAC montrent une réduction de pause 

du complexe de l’ARNpI en absence de Seb1, particulièrement aux régions ITS1, ITS2 et 

5.8S. Nos résultats sont cohérents avec un modèle dans lequel Seb1 module la cinétique 

d'élongation de l’ARNpI pour faciliter le clivage co-transcriptionnel du précurseur d'ARNr 

primaire. 

 

Mots clés : Schizosaccharomyces pombe, expression génique, cinétique d’élongation, 

maturation de l’ARNr, Seb1 
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INTRODUCTION 

1. L'expression génique 

Toute l’information génétique que possèdent les procaryotes et les eucaryotes est 

contenue et organisée en séquences précises d’acides déoxynucléotidiques appelées les 

gènes. Chez les eucaryotes, il existe deux sortes de gènes : les gènes codants, qui donnent 

comme produit final une protéine et les gènes non codants, qui eux ne sont pas traduits en 

protéine. L’expression génique est un processus par lequel la formation des protéines est 

médiée par le code contenu dans les différents gènes. Les protéines produites peuvent avoir 

des propriétés biochimiques causant des phénotypes particuliers. Étant donné que le contrôle 

transcriptionnel de l’expression génique est un mécanisme fondamental important qui se 

déroule avant la synthèse protéique, il se doit d’être extensivement régulé. Cette régulation 

peut se produire à plusieurs étapes justes avant ou lors de la formation des protéines. Par 

exemple, l’expression des gènes est modulée de différentes façons selon l’environnement de 

la cellule pour sa survie, puisque les besoins de celle-ci sont alors différents (Causton et al, 

2001). 

2. ARN polymérases eucaryotes 

Chez tous les organismes vivants, la transcription génique est médiée par l’ARN 

polymérase (ARNp), qui avec son activité catalytique, permet de créer les ARN. Alors que 

les procaryotes possèdent une seule ARNp, les eucaryotes, étant beaucoup plus complexes, 

possèdent trois complexes multiprotéiques de l’ARNp qui sont responsables de la 

transcription de tout leur ARN. Il faut noter que chaque ARN polymérase transcrit des ARN 

distincts. Chez la levure, l’ARN polymérase I (ARNpI) est entièrement consacrée à la 

transcription de l’ARN ribosomique (ARNr).  Tout comme l’ARNpI, l’ARN polymérase III 

(ARNpIII) transcrit un ARNr, le 5S, mais aussi d’autres types, comme les ARN de transfert 

(ARNt) et plusieurs ARN non codants (ARNnc). Finalement, l’ARN polymérase II (ARNpII) 

permet la transcription de l’ARN messager (l’ARNm) (aussi nommé les ARN codants 

(ARNc)), en plus d’une multitude d’ARN non codants (ARNnc). Ces ARNnc, qui sont 

généralement impliqués dans la régulation de l’expression génique, peuvent être abondants 

et stables, ce qui est le cas des petits ARN (pARN) et petits ARN nucléolaires (pARNnu), ou 
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bien longs et rapidement dégradés, comme les longs ARN non codants (lARNnc) (Proudfoot, 

2016,. Dieci et al, 2007,. Goodfellow et Zomerdijk, 2013) 

3. La transcription par la polymérase I 

Malgré le fait que le complexe de l’ARNpII est le plus étudié pour sa transcription 

des ARNc qui sont traduits en protéines, il faut savoir que 80% de la transcription qui se 

produit chez la levure est de l’ARNr (Moss et Stefanosky, 2002). Il est donc essentiel de bien 

comprendre sa transcription et ses mécanismes de régulation. 

3.1 Arrangement de l’ADNr 

Il est possible de retrouver chez Schizosaccharomyces pombe (S. pombe) les répétitions 

du gène de l’ADNr organisées en tandem à chaque extrémité du chromosome 3 (figure 1). Il 

existe environ de 100 à 200 copies de l’ADNr qui permettent la transcription d’une grande 

quantité d’ARN. Chaque copie est d’une longueur de 10.4 kb et contient une séquence 

transcrite séparée par une courte séquence intergénique (IGS). Chaque répétition de l’ADNr 

est transcrite en un seul brin d’ARN puis éventuellement maturée pour obtenir les séquences 

correspondantes aux ARNr matures qui sont utilisés dans l’assemblage des ribosomes, soit 

le 18S (un constituant de la petite sous-unité r) le 5.8S et le 25S (des constituants de la grande 

sous-unité ribosomique) (Wood et al, 2002; Perreault et al, 2008). Finalement, contrairement 

à ce que l’on peut observer chez  d’autres organismes, comme Saccharomyces cerevisiae, le 

gène de l’ARNr 5S (constituant de la grande sous-unité ribosomique) ne se retrouve pas dans 

le tandem de répétition des copies de l’ADNr, mais est bel et bien dispersé à haut nombre de 

copies à travers le génome (Mao et al, 1982). 
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Figure 1 : Arrangement de l’ADNr chez S. pombe 

Les copies de l’ADNr se retrouvent en tandem de chaque extrémité du chromosome 3 chez 

S. pombe. Chaque copie consiste en une séquence non mature nommée 35S séparée par des 

régions intergéniques (IGS). Chaque séquence 35S non mature est constituée d’une région 

espace transcrite en 5’ (5’ETS), de deux régions espaces transcrites internes (ITS1 et ITS2), 

d’une région espace transcrite en 3’ (3’ETS) et des gènes de l’ADNr matures (18S, 5.8S et 

25S). Le clivage co-transcriptionnel par l’endonucléase Pac1 ainsi que la région terminatrice 

T1 sont indiqués. 

 

3.2 Régulation de la transcription de l’ADNr 

Il existe plusieurs façons de réguler la transcription de l’ADNr, en modifiant soit: le 

nombre de copies accessibles, le niveau d’initiation de la transcription, le niveau d’élongation 

de la transcription (nombre de nucléotides ajoutés par minute) et la processivité de la 

polymérase (le nombre de polymérases qui réussissent à transcrire au complet) (Turowski & 

Tollervey, 2015). 

L’accessibilité de la polymérase est modulée par le réarrangement de la chromatine, 

qui est très dynamique et dépendant de l’état de la cellule. Normalement, dans une cellule en 

pleine croissance, environ 50% de chaque copie de l’ADNr possède un réarrangement 

permettant une transcription active (Ganley & Kobayashi, 2014). En fait, il est possible de 

visualiser le nombre de copies actives par microscopie électronique, ou les copies inactives 

sont parsemées de nucléosomes (Hamperl et al, 2013).  

L’initiation de la transcription par la polymérase commence par une association entre 

un complexe de préinitiation sur le promoteur du gène. Plus précisément, lors de l’initiation, 

des facteurs généraux de transcription reconnaissent des éléments présents dans le promoteur 

qui induit ensuite un bon recrutement, une bonne orientation et de l’aide dans l’ouverture 

initiale de la double hélice d’ADN du complexe de l’ARNpI. Il a été longtemps pensé que 

différents mécanismes étaient responsables de l’initiation de la transcription par les ARN 

polymérases, et ce, en raison de leurs différents facteurs généraux d’initiation.  Depuis, il a 

été montré que les mécanismes d’initiation sont en fait assez similaires. Tout d’abord, la 

protéine de liaison TATA (TBP) est présente et nécessaire pour l’initiation de toutes les ARN 

polymérases eucaryotes (Cormack & Struhl, 1992). Il est aussi connu que le complexe TFIIB 

est essentiel pour le recrutement de la polymérase, notamment en formant un pont entre le 

promoteur et la polymérase. Des analyses fonctionnelles ont permis de démontrer que la 

protéine Rrn7 chez la levure est un facteur TFIIB ‘like’ (Knutson & Hahn, 2011; Naidu et 
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al, 2011). Plus précisément, Rrn7 s’associe avec Rrn6 et Rrn11 pour former le cœur de 

l’initiation de la transcription du complexe de l’ARNpI. Par ailleurs, la protéine conservée 

Rrn3 a aussi été démontrée comme essentielle pour l’initiation de la transcription du 

complexe de l’ARNpI. Plus particulièrement, il a été montré que Rrn3 ne fait pas partie d’un 

complexe protéique et n’est pas en mesure de lier l’ADN, mais se lie plutôt à l’ARNpI 

directement (Moorefield et al, 2000). À la suite de la liaison de Rrn3 sur le complexe de 

l’ARNpI, celui-ci est considéré comme étant actif et peut ainsi initier la transcription de 

l’ADNr (Bodem et al, 2000). Rrn3 est particulièrement important pour réguler la synthèse de 

l’ARNr lors de la croissance cellulaire. Lors d’une situation de stress ou dans un milieu faible 

en nutriment, Rrn3 n’est pas en mesure de se lier l’ARNpI, ce qui réduit la transcription et la 

production de ribosomes (Blattner et al, 2011). Il est aussi important de noter que le complexe 

de l’ARNpI doit être un monomère pour induire une bonne initiation. En effet, le complexe 

de l’ARNpI peut se dimériser par une interaction des composantes A14-A43 entre deux 

polymérases. Ici, la dimérisation empêche la liaison du complexe de l’ARNpI avec les 

protéines Rrn3 et Rrn7, en bloquant notamment leurs sites de liaison au complexe (Engel et 

al, 2013). 

Le niveau d’élongation normale de la polymérase I in vivo, mesuré par des essais 

cinétiques, est de 40 nts par seconde-1 (Koš & Tollervey, 2010). Cependant, d’autres essais, 

comme l’analyse de la chromatine par microscopie électronique, ont permis de démontrer 

que la densité de la polymérase n’est pas constante lors de sa transcription. En fait, il est 

possible d’observer une plus grande densité de la polymérase sur la région 5’ des gènes 18S 

et 25S. L’hypothèse la plus probable pour expliquer une densité élevée dans cette région est 

que la polymérase serait ralentie au niveau de cette région, possiblement pour permettre 

l’assemblage co-transcriptionnel des ribosomes. L’assemblage de la petite sous-unité du 

ribosome commencerait en 5’ de la région de l’ARNr 18S, alors que l’assemblement de la 

grande sous-unité commencerait en 5’ de la région de l’ARNr 25S (Turowski, 2013). 

L’élongation est aussi affectée par la présence de topoisomérases. Lors de la transcription, 

l’ADN tourne selon un axe qui est relatif à la polymérase, ce qui induit une torsion au niveau 

de l’ADN. Chez la levure, ce sont les topoisomérases Top1 et Top2 qui sont responsables de 

réduire cette torsion de l’ADNr (Ray et al, 2013). Notamment, il a été montré que Top1 



 

 

5 

 

enlève la torsion en arrière du complexe de la polymérase, alors que Top2 enlève la torsion 

en avant de la polymérase (French et al, 2011). 

Enfin, la processivité de l’ARNpI dépend de sa structure. Par l’entremise de ses 

composantes uniques, l’ARNpI peut prendre une structure en forme de pince serrée qui 

augmente considérablement sa processivité lors de sa transcription (Engel et al, 2013). 

3.3 Événements de maturation co-transcriptionnels et post-transcriptionnels 

Chaque copie des gènes de l’ADNr est constituée d’un seul promoteur, résultant en un 

brin pré-ARNr. Ce brin de pré-ARNr peut subir différentes modifications co-

transcriptionnelles et/ou post-transcriptionnelles, comme des clivages et des modifications 

nucléotidiques (Turowski & Tollervey, 2015). 

Plusieurs endonucléases et exonucléases sont responsables de la maturation du brin 

pré-ARNr où les segments 5’ETS, 3’ETS, ITS1 et ITS2 sont enlevés, pour obtenir les ARNr 

matures 18S, 5.8S et 25S (figure 2). Deux chemins de maturation peuvent se produire, soit 

un chemin co-transcriptionnel, constitué de clivages avant la fin de la transcription par la 

polymérase, ou bien un chemin post-transcriptionnel, constitué de clivages après la fin de la 

transcription par la polymérase.  Il est important de noter que chez la levure, 70% des clivages 

de maturation se font de façon co-transcriptionnelle (Turowski & Tollervey, 2015). Les 

clivages co-transcriptionnels se produisent successivement et très rapidement aux sites A0, 

A1 et A2, alors que les clivages post-transcriptionnels se font à la suite des uns des autres 

aux sites B0, A0, A1 et A2. Ici, à la suite du clivage au site B0, qui se produit seulement lors 

d’un clivage post-transcriptionnel, on retrouve le pré-ARNr 35S, qui est un bon indicateur 

du chemin de maturation des ARNr. Ce clivage est médié par l’endonucléase Pac1 chez S. 

pombe, et permet d’induire la terminaison de l’ARNpI par l’entremise d’une exonucléase 5’ 

vers 3’ connue sous le nom du modèle torpédo (Ivakine, 2003; Ghazal et al, 2009).  
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Figure 2. Maturation de l’ADNr chez S. pombe (adapté de (Perreault et al, 2008)) 

A Représentation de la séquence 35S des répétitions de l’ADNr. B Processus de maturation 

que suivent les pré-ARNr pour obtenir les ARNr matures. Les clivages co-transcriptionnels 

sont dans les cercles verts et les clivages post-transcriptionnels dans les cercles noirs. 

 

 Par ailleurs, les ARNr matures subissent plusieurs modifications nucléotidiques afin 

d’améliorer leurs stabilités. Plus précisément, approximativement 2% des nucléotides 

subissent deux modifications ou la grande majorité sont des méthylations et des 

pseudouridylations. Ces modifications se retrouvent à des endroits spécifiques et sont 

conservées dans l’évolution, signifiant qu’elles sont essentielles dans la biogenèse des 

ribosomes (Jack et al, 2011; Motorin & Helm, 2011). La méthylation est médiée par des 

pARNnu de type boîte C/D. Les pARNnu s’associent en complexe avec notamment la 

méthyltransférase Nop1 et la protéine accessoire Nop58 pour méthyler le groupement 2’-
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hydroxyle du ribose des nucléotides. Un des avantages de cette méthylation est qu’elle 

augmente la stabilité des liaisons ARN-ARN (Motorin & Helm, 2011). Pour leur part, les 

pseudouridylations sont médiés par des pARNnu de type boîte H/ACA. Tout comme lors de 

la méthylation, les pARNnu s’associent en complexe avec notamment la pseudouridine 

synthétase Cbf5 pour convertir une uridine en pseudouridine. La présence des pseudouridines 

apporte un groupement NH libre additionnel, qui a la capacité de stabiliser des structures 

tertiaires de l’ARN (Ge & Yu, 2013). 

4. La transcription par la polymérase II 

4.1 CTD de l’ARN polymérase II 

L’ARNpII est un complexe multiprotéique composé de 12 protéines, dont 5 sont 

communes parmi toutes les polymérases (Rpb5, 6, 8, 10 et 12), 3 sont spécifiques au 

complexe de l’ARNpII, mais ne sont pas nécessaires pour l’élongation de la transcription 

(Rpb4, 7 et 9) et 4 possèdent des homologues chez les procaryotes (Rpb1, 2, 3 et 11) (Schier 

& Taatjes, 2020). Parmi ces protéines, Rpb1 est une protéine particulièrement intéressante 

puisqu’en plus d’être la protéine responsable de l’activité catalytique du complexe, elle 

possède un domaine en C-terminal (CTD) se retrouvant près de l’ARN et qui est impliqué 

dans toutes les étapes de la transcription. Le CTD est une répétition d’une séquence 

consensus désordonnée des acides aminés Tyr1-Ser2-Pro3-Thr4-Ser5-Pro6-Ser7.  Malgré le 

fait que cette séquence est conservée chez les eucaryotes (des espèces fongiques jusqu’à 

l’humain), le nombre de répétitions varie selon les espèces et semble suivre la complexité 

génomique des organismes (Hsin & Manley, 2012). Par exemple, chez les levures, il est 

possible de retrouver 26 répétitions chez S. cerevisiae et 29 chez S. pombe, deux organismes 

modèles hautement étudiés (Chapman et al, 2008). Cependant, chez les vertébrés, l’on 

retrouve un plus grand nombre de répétitions, soit 52 chez l’humain, la souris et le poisson-

zèbre. Ici, le fait de retrouver le même nombre de répétitions chez ces 3 espèces prouve que 

le CTD est hautement conservé dans l’évolution, puisqu’il y a 400 millions d’années 

d’évolution entre ces vertébrés (Corden, 2013) 

Le nombre de répétitions est important pour la survie cellulaire. Différentes 

constructions avec des délétions du nombre de répétitions chez la levure S. pombe montrent 
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que d’avoir seulement 8 répétitions proximales ou moins est létal pour les cellules (Schneider 

et al, 2010). 

4.1.1 Les modifications du CTD 

Le CTD peut être modifié sur chacun de ses résidus. La tyrosine 1, la thréonine 4 et les 

sérines 2, 5 et 7 peuvent subir une phosphorylation alors que les prolines 3 et 5 peuvent se 

retrouver en conformation cis ou trans à la suite de leurs isomérisations. Un portrait global 

de ces modifications lors des diverses étapes de la transcription est maintenant connu, 

montrant l’implication que possèdent les différents résidus lors de la transcription (figure 3). 

Par exemple, il est possible d’observer un maximum de phosphorylation du résidu S5 au site 

d’initiation de la transcription. Comme de fait, cette modification est reconnue par des 

enzymes impliqués dans l’ajout de la coiffe en 5’ des ARNm, une étape essentielle pour leur 

survie, en empêchant leur dégradation (Corden, 2013).  Ici, l’importance de cette 

phosphorylation a été démontrée, lorsqu’une version mutante de la séquence consensus du 

CTD dans laquelle la sérine 5 a été remplacée par une alanine, un résidu qui est non 

phosphorylable, fut létale pour la cellule. Ce qui est intéressant, c’est que ce n’est pas le 

même phénotype si l’on fait la même substitution avec la sérine 2, dans laquelle un mutant 

S2A n’est pas létal. Ici, la sérine 2 a un pic de phosphorylation au niveau du 3’ des gènes et 

semble être impliquée dans la terminaison de la transcription (Meinhart & Cramer, 2004; 

Yague-Sanz et al, 2020). Il a été montré que plusieurs protéines impliquées dans la 

terminaison de la transcription lient le CTD de Rpb1 lorsque la sérine 2 est phosphorylée 

(Yague-Sanz et al, 2020). Ceci semble indiquer que la régulation de la terminaison de la 

transcription peut se faire de différentes façons, et que ces dernières ne sont pas toutes bien 

comprises à ce jour (Schwer & Shuman, 2011). 

4.1.2 Les protéines avec un domaine d’interaction au CTD (CID) 

Malgré le fait que le CTD de la sous-unité Rpb1 du complexe de l’ARNpII possède 

plusieurs fonctions, son rôle principal est d’agir comme une plateforme de recrutement pour 

diverses protéines lors des étapes de la transcription. Afin d’interagir spécifiquement avec le 

CTD de Rpb1, ces protéines possèdent un domaine d’interaction au CTD (CID). Même si 

ces protéines possèdent une structure similaire, ils sont en mesure de cibler différents stades 

de phosphorylation du CTD, faisant en sorte que certaines protéines sont recrutées plus tôt 
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lors de la transcription, alors que d’autres beaucoup plus tard. Ce domaine se retrouve 

généralement en N-terminal des protéines et est hautement conservé dans l’évolution 

(Buratowski, 2009). 

Autre fait intéressant chez S. cerevisiae, toutes les protéines qui possèdent un domaine 

CID sont impliquées dans la terminaison de la transcription de l’ARNpII.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. La présence de la polymérase II et des modifications du CTD de Rpb1 à 

travers le génome de la levure à fission (adapté de : (Larochelle et al, 2018a)) 

Le profil du signal de ChIP-seq de l’ARNpII (Rpb1) et des différentes modifications de son 

CTD dans une souche sauvage pour 4755 ARNm au site d’initiation de la transcription (TSS) 

et au site de la polyadénylation (p(A)). 

 

 

5. La protéine Seb1  

5.1 Domaine de Seb1 

La "Seven Binding protein" (Seb1) est une protéine de 66,44 kDa qui est essentielle 

pour la survie de S. pombe. Elle comporte deux domaines, soit un domaine d’interaction au 

CTD (CID) et un domaine de liaison à l’ARN (RRM) (Figure 4). 
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Figure 4. Schématisation de la protéine Seb1. 

Seb1 possède deux domaines, soit un domaine d’interaction avec le CTD de l’ARNpII (CID) 

et un domaine de reconnaissance de motif dans l’ARN (RRM). 

 

Il a été montré que Seb1 possède une certaine affinité pour lier des conformations 

spécifiques du CTD de l’ARNpII.  Avec des approches  ‘in vitro’, incluant des essais de 

liaison de peptides et des essais de fluorescence de type anisotropie, il a été démontré que 

Seb1 se lie au CTD avec la plus haute affinité lorsque ce dernier est phosphorylé sur la sérine 

2 et se lie au CTD avec une affinité beaucoup plus faible lorsque celui-ci est phosphorylé sur 

la sérine 5 (Wittmann et al, 2017a).  Par ailleurs, Seb1 est aussi en mesure de lier l’ARN à 

l’aide de son domaine RRM. Il a été montré avec la technique du "cross-linking and cDNA 

analysis" (CRAC) que le motif de liaison de Seb1 sur l’ARN est constitué des nucléotides 

GUA et est renforci avec le nucléotide A/U en amont et les nucléotides A/G suivit de A/U 

en aval. Ce qui est frappant, c’est qu’une analyse des séquences UGUA et GUAG, deux 

séquences que Seb1 est en mesure de lier sont absentes dans la séquence codante des gènes, 

alors qu’ils sont très enrichis dans la région en 3’ des gènes, comparativement à d’autres 

motifs aléatoires (Lemay et al, 2016a) (figure 5). Enfin, il a été montrer que la délétion du 

domaine CID et/ou du domaine RRM est létale pour la levure, suggérant que les deux 

domaines sont essentiels pour la fonction de Seb1 (Wittmann et al, 2017a)  
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Figure 5. Motif que reconnait la protéine Seb1 dans l’ARN 

A Le motif que Seb1 reconnait dans l’ARN. Il est constitué des nucléotides GUA et renforci 

par d’autres nucléotides en amont et en aval. B Fréquence relative de la présence des motifs 

au niveau des gènes transcrits par l’ARNpII, 500 pb en 5’ des gènes, au niveau du cadre de 

lecture des gènes et 500 pb en 3’ des gènes. Les motifs en rouge et en orange sont des motifs 

que Seb1 peut lier, alors que les motifs en bleu pâle et gris sont des motifs aléatoires avec les 

mêmes nucléotides. 

 

5.2 Orthologues de Seb1 

Seb1 est une protéine qui est hautement conservée dans l’évolution, comme le sont la 

plupart des protéines contenant un domaine CID. Son homologue chez l’organisme 

Saccharomyces cerevisiae est la protéine Nrd1, alors que chez l’humain, les homologues de 

Seb1 sont les protéines SCAF4 et SCAF8, qui sont entre eux des paralogues. La protéine 

Nrd1 a été extensivement étudiée et l’on connait maintenant très bien son implication dans 

la régulation des transcrits non-codant et codant. Pour leur part, les protéines SCAF 4 et 

SCAF 8 ont été beaucoup moins étudiées que Nrd1. Tout de même, il a été montré que  ces 

protéines ont des propriétés anti-terminatrices de la transcription (Gregersen et al, 2019). 

5.2.1 La protéine Nrd1  

Tout comme la protéine Seb1, la protéine Nrd1 possède un domaine d’interaction à 

l’ARN (RRM) de même qu’un domaine d’interaction au CTD de l’ARNpII (CID). Ici, 

contrairement à la protéine Seb1, il a été montré que Nrd1 lie le CTD de l’ARNpII avec une 

plus haute affinité lorsqu’il est phosphorylé au niveau de la Sérine 5, ce qui suggère qu’il agit 

très tôt après l’initiation de la transcription. Tout comme Seb1, Nrd1 reconnait un motif 

spécifique dans l’ARN composé des nucléotides GUA qui sont souvent accompagnés  

d’autres nucléotides plus ou moins conservés en amont et en aval (Creamer et al, 2011; Heo 

et al, 2013).  

Tout comme il est possible d’observer chez S. pombe, l’ARNpII de S. cerevisiae 

synthétise une variété de transcrits dont certains sont codants et d’autres non codants. Dans 

les deux organismes, le mécanisme de terminaison des transcrits codants est très similaire, 

ou des éléments en cis dans l’ARN guident différents complexes protéiques pour couper le 

transcrit d’ARNm nouvellement synthétiser co-transcriptionnellement, lui permettant ensuite 

de subir sa dernière étape de maturation (Bienroth et al, 1993; Creamer et al, 2011). 

Cependant, le mécanisme de terminaison des transcrits non codants est très différent entre 
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les organismes. Parmi les ARNnc non fonctionnelles transcrits chez S. cerevisiae par 

l’ARNpII, il est possible de retrouver les transcrits instables cryptiques (CUTs) et les 

transcrits stables cryptiques (SUTs). Ici, la différence entre les CUTs et les SUTs n’est pas 

très grande. Les SUTs sont des transcrits qui sont stabilisés dans différentes souches mutantes 

(Marquardt et al, 2011). Tout de même, l’accumulation de ces transcrits peut être 

dommageable pour l’organisme, puisqu’ils peuvent interférer avec la transcription de 

certains gènes codants, notamment en bloquant l’accès au promoteur pour ces gènes. Ainsi, 

il est essentiel que la levure termine efficacement et rapidement la transcription de ces 

transcrits, tout en induisant leur dégradation (Arigo et al, 2006). 

 Chez S. cerevisiae, le mécanisme de terminaison des transcrits non codants est clivage 

indépendant, ce qui n’est pas le cas chez S. pombe, et est dépendant du complexe que forment 

les protéines liant l’ARN Nrd1, Nab3 et Sen1 (complexe NNS) (Creamer et al, 2011; 

Larochelle et al, 2018a). Initialement, la protéine Nrd1 est recrutée par le CTD de l’ARNpII 

et interagit avec celui-ci avec son domaine CID lorsque le CTD est phosphorylé en S5. Étant 

donné que le maximum de S5P se situe peu après le site d’initiation des gènes (TSS), la 

terminaison de la transcription par ce mécanisme est le plus efficace seulement environ 1 kb 

après le site d’initiation (Gudipati et al, 2008). Puis, Nrd1 et Nab3 sont en mesure de lier des 

motifs spécifiques dans l’ARN à l’aide de leur domaine de liaison à l’ARN (RRM) (Carroll 

et al, 2007).  Suite à leur interaction avec l’ARN, Nrd1 et Nab3 recrutent l’hélicase Sen1, qui 

détache l’hybride ADN/ARN et induit éventuellement l’arrêt de la transcription de l’ARNpII 

(Tudek et al, 2014). 

 Une autre caractéristique importante du complexe NNS c’est qu’en plus d’arrêter la 

transcription des transcrits cryptiques, il peut induire leur dégradation. En effet, après le 

décrochement de l’ARNpII, Nrd1 et Nab3 sont eux encore lier sur l’ARNm et recrute le 

complexe Trf4-Air1/2-Mtr4 (TRAMP) par des interactions directes (Vasiljeva & 

Buratowski, 2006). Une fois recruté, le complexe TRAMP induit la polyadénylation d’une 

courte séquence d’adénosine sur les transcrits en 3’. Ici, contrairement à la longue séquence 

d’adénosine qui stabilise les ARNm, la courte séquence d’adénosine agit comme plateforme 

de recrutement de l’exosome, qui ensuite induit la dégradation des transcrits (Wong et al, 

2015). Une distinction importante à faire est que dans le cas des pARNnu/pARNn, la 

déstabilisation de la courte séquence d’adénosine n’induit pas leur dégradation complète, 
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mais leur maturation par une dégradation partielle de séquences ne faisant pas partie de ces 

ARN (Vasiljeva & Buratowski, 2006). 

 Malgré le fait que S. pombe ressemble beaucoup à S. cerevisiae, il a été montré qu’il 

ne possède pas de complexe NNS. De plus, il a aussi été montré que Seb1 ne peut pas 

remplacer fonctionnellement son orthologue dans le complexe NNS, ce qui montre que les 

deux protéines ont des différences au niveau de leur fonction. 

5.2.2 Les protéines SCAF4 et SCAF8  

Tout comme les protéines Seb1 et Nrd1, les protéines SCAF4 et SCAF8 possèdent un 

domaine d’interaction à l’ARN (RRM) de même qu’un domaine d’interaction au CTD de 

l’ARNpII (CID). Tout comme Seb1, il a été montré avec des essais ‘in vitro’ que ces 

protéines interagissent avec le CTD de l’ARNpII avec une haute affinité lorsqu’il est 

phosphorylé au niveau de la sérine 2 et sérine 5 et avec une faible affinité lorsque le CTD est 

phosphorylé sur la sérine 2 uniquement. 

 Les protéines SCAF4 et SCAF8 ont été initialement identifiées comme faisant partie 

d’un groupe des protéines riches en sérine et arginine (SR) étant des facteurs associés au 

CTD de l’ARNpII à l’aide de la méthode du double hybride (Yuryev et al, 1996). Depuis, 

nous en savons un peu plus sur les rôles de ces protéines. Ces protéines possèdent à la fois 

un rôle redondant comme étant des protéines anti-terminatrice de la transcription et elles 

possèdent à la fois des rôles qui les distinguent l’une de l’autre. Tout d’abord, il a été montré 

qu’en absence des protéines SCAF4 et SCAF8, il y a beaucoup plus de clivage à des sites 

PAS proximaux. Ici, les sites PAS proximaux ne sont pas ceux qui se retrouvent à la fin de 

la séquence codante du gène, mais dans un intron ou un exon en amont, ce qui a pour résultats 

de créer des transcrits alternatifs. Étant donné que cette préférence pour sélectionner des sites 

PAS proximaux est observée dans des cellules humaines (HEK293) contenant une double 

délétion pour les protéines SCAF4 et SCAF8, l’on peut conclure que ces deux protéines 

possèdent au moins un rôle redondant pour éviter ce biais. Pour ce qui est de leurs rôles 

distincts, il a été observé que dans une cellule humaine qui n’exprime pas la protéine SCAF4, 

il y a du ‘read through’ au niveau des transcrits de l’ARNpII. Ce qui est intéressant, c’est que 

chez une cellule double mutante ou les protéines SCAF4 et SCAF8 sont déplétées, on 

n’observe plus ce ‘read-through’, ce qui suggère que SCAF8 a une fonction qui stimule ce 

défaut de terminaison. Comme de fait, il a été montré que la protéine SCAF8 est une protéine 
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qui stimule l’élongation de l’ARNpII. Il est important de noter que les protéines SCAF4 et 

SCAF8 se lient au même endroit sur le complexe de l’ARNpII, signifiant qu’en absence de 

SCAF4, SCAF8 est en mesure de rester lier au complexe induisant le défaut de terminaison 

identifié dans une cellule humaine qui n’exprime pas la protéine SCAF4. Tout de même, les 

deux protéines sont en mesure de réguler à la fois des gènes codants et des gènes non codants, 

comme ce qui est le cas pour la protéine Seb1 (Gregersen et al, 2019). 

Il a aussi été montré que des personnes possédantes un variant dans la région N-

terminale de la protéine SCAF4 démontrent un trouble neurodéveloppemental variable qui 

est caractérisé par une déficience intellectuelle légère, des convulsions, des anomalies 

comportementales et diverses anomalies squelettiques et structurelles (Fliedner et al, 2020). 

Il est important de noter qu’il n’existe aucune publication ou des tests de 

complémentation ont été effectués entre les protéines SCAF4 et SCAF8 avec les protéines 

Nrd1 et Seb1 en date de ce mémoire. 
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Figure 6. Orthologues de la protéine Seb1 (adapté de (Wittmann et al, 2017a)) 

Haut Représentation schématique des domaines de la protéine Seb1, Nrd1, SCAF4 et 

SCAF8. Bas Informations sur la protéine Seb1 et ses différents orthologues sur leurs 

interactions avec le CTD, leurs gènes cibles qu’elles régulent, ainsi que sur l’effet de leurs 

délétions. Les informations ont été obtenues à partir d’articles publiés (Heo et al, 2013; 

Lemay et al, 2016a; Gregersen et al, 2019) 

5.3 Fonctions de Seb1 

Seb1 a initialement été identifiée par la méthode du double hybride  comme étant une 

protéine liant des protéines du complexe de la polymérase II (Mitsuzawa, 2003). Or, depuis 

cet article, il a été montré que Seb1 à un rôle dans la formation de l’hétérochromatine (Marina 

et al, 2013), dans la méiose (Ding et al, 2019), en plus d’un rôle dans la maturation des 

pARNnu et la maturation en 3’ des transcrits de l’ARNpII (Lemay et al, 2016a; Wittmann et 

al, 2017a).  Le rôle de Seb1 dans la maturation des pARNnu et la maturation en 3’ des 

transcrits de l’ARNpII va être décrit ici, puisqu’ils sont intéressants dans le cadre de ce 

mémoire. 

Avant d’introduire le mécanisme de la protéine Seb1 dans la maturation et la sélection 

du site de polyadénylation (PAS) des transcrits codants de l’ARNpII, je dois introduire 

comment est-ce que la terminaison des transcrits se produit. La maturation en 3’ consiste au 

clivage du brin de l’ARNm nouvellement synthétisé. Chez les vertébrés, le clivage, aussi 

nommé le site PAS est médié par un ou plusieurs éléments en cis dans l’ARN. Il est possible 

d’observer le motif AAUAAA en amont du site PAS en plus de séquences riches en U et du 

motif UGUA, alors que les séquences enrichies en aval sont U et UGUG riches. Les éléments 

en cis dans l’ARN sont différents selon les espèces, ou l’on ne retrouve aucun enrichissement 

du motif UGUG en aval du PAS chez S. cerevisiae (Liu et al, 2017). Ces éléments en cis 

guident les complexes impliqués dans le clivage, ou une endonucléase (Ysh1 chez S. pombe 

et S. cerevisiae, CPSF-73 chez l’humain) coupe le brin d’ARN. À la suite de la coupure, deux 

mécanismes différents vont prendre place simultanément. D’un côté, on y retrouve le brin 

d’ARN nouvellement synthétisé. Ce brin va subir sa dernière étape de maturation, sois l’ajout 

d’une queue série d’adénosine, sois 100 à 200, nommer la queue poly (A), qui aide à la survie 

de notre ARN.  De l’autre côté, on y retrouve un brin d’ARN qui est encore lié à notre 

complexe de la polymérase. Afin de terminer la transcription, une exonucléase (Xrn2 chez 

l’humain, Rat1 chez S. cerevisiae et Dhp1 chez S. pombe) 5’-3’ va reconnaitre l’extrémité 

5’-OH de l’ARN et va venir dégrader l’ARN. L’exonucléase va éventuellement rattraper et 
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entrer en contact avec le complexe de la polymérase encore actif, ce qui va provoquer son 

décrochement. Ce mécanisme de terminaison est aussi connu sous le nom ‘torpedo’ et se 

produit sur chaque ARNc. Ici, la protéine Seb1 est essentielle pour permettre l’identification 

du site PAS chez les eucaryotes. Le mécanisme proposé nous dit que la protéine Seb1 induit 

un ralentissement du complexe de l’ARNpII, qui est crucial pour donner du temps aux 

protéines impliquées dans la reconnaissance du site PAS d’être recrutées, tout comme les 

protéines de clivages. Deux évidences nous permettent de proposer ce mécanisme. La 

première est qu’en absence de la protéine Seb1, il est possible d’identifier des problèmes 

dans la terminaison de la polymérase, autrement appeler du ‘read-through’. Pour identifier 

ce problème de terminaison, plusieurs expériences de ChIP-seq contre l’ARNpII montrent 

un défaut global au niveau de la terminaison du complexe. La seconde évidence est que 

lorsque l’on ralentit le complexe de l’ARNpII en utilisant une drogue, nous sommes en 

mesure de contrer les effets de ‘read-through’ en absence de Seb1. Ceci suggère donc que le 

rôle de Seb1 est un rôle similaire à l’effet de la drogue, donc au niveau du changement de la 

cinétique d’élongation du système. Bien évidemment, ce mécanisme n’est pas encore 

définitif puisqu’il manque encore d’autres évidences expérimentales afin de très bien 

supporter le modèle (Lemay et al, 2016a). 

6. Problématique et hypothèse  

Lors des recherches effectuées par mon laboratoire en étudiant le rôle de Seb1 dans la 

terminaison en 3’ des transcrits de l’ARNpII et la sélection du site de polyadénylation, 

plusieurs expériences de ChIP-seq avaient été effectuées. Brièvement, le ChIP est une 

méthode qui permet de déterminer si une protéine d’intérêt peut lier la chromatine in vivo. 

Ici, un traitement de formaldéhyde créer un lien covalent entre les protéines qui touchent 

l’ADN et y sont immobilisées.  Ensuite, l’immunoprécipitation de notre protéine d’intérêt 

par un anticorps permet de co-purifier toutes les régions d’ADN préalablement liées lors du 

pontage initial au formaldéhyde. À l’aide de séquençage (ChIP-seq) ou d’analyses PCR 

(ChIP-qPCR), nous sommes ensuite en mesure d’analyser des régions d’intérêt pour 

identifier la localisation de notre protéine d’intérêt sur la chromatine. Deux expériences de 

ChIP-seq réalisées par le laboratoire ont montré une association de Seb1 avec la chromatine 

de l’ADNr (figure 7). Ces résultats sont intrigants puisque, comme mentionnée dans 

l’introduction, la protéine Seb1 possède un domaine CID qui lui permet d’interagir avec le 
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CTD de la polymérase II. Or ici, la polymérase I, responsable de la transcription de l’ADNr 

ne possède pas de CTD, ce qui soulève la question de comment Seb1 est recruté à l’ADNr et 

s’il joue un rôle essentiel à cette région. L’objectif de mon projet était donc dans un premier 

temps de confirmer l’observation initiale montrant la présence de la protéine Seb1 au niveau 

de cette région, puis de faire des essais fonctionnels dans l’optique de déterminer sa fonction 

et son mécanisme. Notre hypothèse était que Seb1 avait bel et bien un rôle à jouer dans la 

transcription ou la maturation des ARNr, puisqu’il a déjà été montré que son homologue chez 

Saccharomyces cerevisiae, la protéine Nrd1, était recruté à cette région et était impliqué dans 

la maturation de l’ARNr (Leporé & Lafontaine, 2011). Cependant, le rôle attendu de Seb1 

au niveau de la polymérase I serait possiblement le même rôle que pour celui de la 

polymérase II, soit dans le ralentissement de la polymérase, possiblement encore une fois 

pour aider la terminaison de la transcription. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7. Signal de la protéine Seb1 en 3’ des copies de l’ADNr 

Signal de ChIP-seq normalisé de Seb1 et des différentes protéines impliquées dans la 

maturation en 3’au locus de l’ADNr montrant que Seb1 et Dhp1 sont recrutés au locus de 

l’ADNr contrairement à d’autres facteurs de maturation de l’ARNm en 5’ et 3’ comme 

Cbp80, Rna15, Pcf11 et Ysh1. La liaison des protéines Cbf5 et Nop58 est utilisée comme 

contrôle. 

 

  



 

 

MATÉRIELS ET MÉTHODES 

Souches de levure et milieux 

Une liste des souches de S. pombe et des oligonucléotides utilisés se trouve dans les tableaux 

1 et 2. Sauf indication contraire, les cellules ont poussé à 30°C jusqu’à leur phase 

exponentielle mid-log (DO600nm ~0,5-0,8) soit dans du YES (Yeast extract supplemented 

medium) ou du EMM (Edinburg minimal media) supplémenté avec de l’adénine, histidine, 

leucine et uracile, à moins d’indications autres. Pour les cellules où le gène seb1 contient le 

promoteur conditionnel à la thiamine Pnmt1, un traitement avec 60 µM de thiamine pour 12-

15h a été effectué pour réprimer la transcription. La séquestration de Seb1 au cytoplasme a 

été effectuée par la méthode du "Anchor Away" (Hirohito Haruki et al. 2008). Ici, une souche 

sauvage (WT) et une souche Seb1-FRB-GFP ont poussé dans du EMM soit en présence de 

2,5 µg/mL de rapamycine ou d’une concentration similaire de DMSO pour 2-4 h, puis les 

cellules ont été récoltées à une DO600nm 0,5~0,8. Les mutations dans la protéine Seb1 ont été 

introduites par mutagenèse dirigée en utilisant des amorces contenant les mutations 

indiquées. L’ajout des étiquettes moléculaires en C et N-terminal et la délétion de gènes a été 

effectué par une approche de ciblage des gènes médié par PCR (Bähler et al., 1998) suivie 

d’une transformation avec la technique du lithium acétate pour la levure. L’expression des 

protéines avec des étiquettes moléculaires a été confirmée par des immunobuvardage et la 

délétion de gènes par RT-qPCR. 

 

Test de croissance 

Pour les tests de croissances en liquide des mutants de seb1, les cellules en phase 

exponentielle de croissance ont d’abord été ajustées pour obtenir une DO600nm de 0,01 dans 

du EMM A.S. + 60 µM de thiamine. Puis, les souches ont été mises dans un lecteur de plaque 

à 30°C et une lecture de la densité optique a été fait chaque 15 min pour 289 fois (72h total). 

Après une moyenne de moyenne (3 lectures par expérience, 3 expériences totales), le temps 

de dédoublement a été calculé puis normalisé selon la souche sauvage. Une analyse 

statistique One way ANOVA a été réalisée, ou chaque souche a été comparée selon le temps 

de dédoublement du WT ou une différence statistique est supérieure à 95%. 
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CRAC 

L’analyse CRAC de l’ARNPI (Rpa2-HTP, deuxième plus grande sous-unité du complexe de 

l’ARNpI) a été réalisée comme décrit précédemment (Tomasz W. Turowski et al., 2020). En 

bref, les souches pour l'analyse CRAC ont été cultivées dans un milieu EMM additionné de 

thiamine pour permettre la déplétion de Seb1. Les cellules en phase exponentielle à mid-log 

(OD600nm ~ 0,5-0, 8) ont été irradiées dans un milieu de culture à l'aide de rayon UV par un 

UVC mégatron pendant 100 secondes. Les échantillons irradiés ont été traités et lysés dans 

TNMC100 (50 mM Tris-HCl pH7,5, 150 mM NaCl, 0,1% NP-40, 5 mM MgCl2, 10 mM 

CaCl2, 5 mM β-mercaptoéthanol, 50U de DNase RQ1 et un inhibiteur de protéase cocktail) 

avec des billes de zircone dans un tube conique de 50 mL. Les lysats clarifiés ont été incubés 

avec IgG Sepharose et lavés trois fois avec TMN600 (50 mM Tris-HCl pH 7,5, 600 mM 

NaCl, 0,1 % NP-40, 1,5 mM MgCl2) et deux fois TMN100 (50 mM Tris-HCl pH 7,5, 100 

mM NaCl, 0,1 % NP-40, 5 mM MgCl2). Les complexes protéine:ARN ont été élués avec 

HaloTEV et le surnageant a été soumis à une purification par affinité au nickel dans des 

conditions dénaturantes. Après un lavage approfondi des billes de nickel, l'ajout de lieurs 3 ', 

le radiomarquage de l'extrémité 5' et la ligature du lieur 5' ont été effectués sur les billes. Les 

complexes protéine:ARN ont ensuite été élués, précipités, séparés sur des gels et transférés 

sur des membranes de nitrocellulose. Après détection des ARN marqués par 

autoradiographie, la région appropriée a été excisée et traitée avec la protéinase K. L'ARN a 

ensuite été isolé, rétrotranscrit et amplifié par PCR comme décrit précédemment [36]. La 

transcription inverse et l'amplification par PCR d'échantillons de type sauvage et déplété en 

Seb1 ont été analysées simultanément pour minimiser le biais d'amplification par PCR lors 

de la préparation de la bibliothèque. Après extraction sur gel des amplicons PCR 

correspondants à 140-200 bp, les bibliothèques ont été mesurées par Qubit et analysées par 

séquençage Illumina. 

Les données Seb1 CRAC ont été analysées comme décrit précédemment , avec quelques 

ajustements pour tenir compte des lectures en multicartographie provenant des gènes d'ARNr 

multicopies : la cartographie de lecture a été effectuée avec HISAT2 (Lemay et al, 2016a) en 

utilisant l'option -k 5 pour signaler jusqu'à 5 alignements par lecture. Le comptage des 

lectures échouées par fonctionnalité a été effectué avec featureCounts (mode sous-lectures) 
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en mode apparié avec les options "--fraction -M" pour activer le comptage fractionné des 

lectures multimappages. 

 

Immunobuvardage des protéines 

L’extrait total de cellules est resuspendu dans une solution de lyse froide (50mM Tris [pH 

7,5], 5mM MgCl2, 150mM NaCl et 0,1% NP-40) contenant des inhibiteurs de protéases (1X 

PMSF et 1X PLAAC). Suivant l’ajout de billes de verres, une lyse sur un fast-prep (MP 

Biomedical) est effectuée avec 3 cycles de 30 secondes à 6,5m/s et pause de 2 minutes sur 

glace avant chaque cycle. La quantité totale de protéines a ensuite été dosée avec la technique 

du Bradford. Puis, 30µg de protéines ont été séparées sur un gel SDS-PAGE, transférées sur 

une membrane de nitrocellulose et analysées avec les anticorps primaires et secondaires 

appropriés. La détection des protéines a été effectuée avec le système d’imagerie infrarouge 

Odyssey à 680 ou 800 nm (LI-COR).  

 

Immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) 

Pour chaque condition (IP), 50 mL de cellule a été cultivé jusqu’à une DO600nm de ∼0.5-0.8 

à 30°C dans du EMM supplémenté avec 60 µM de thiamine pour 12-15 h. Puis, un pontage 

ADN-protéine est effectué par l’ajout d’une concentration finale de 1% formaldéhyde dans 

une solution diluant (0,143mM NaCl, 1,43mM EDTA et 71,33mM HEPES-KOH [pH7,5]) 

pour 20 min à température pièce (TP) en agitant chaque 5 min. Puis, une concentration finale 

de 360 mM de glycine est ajoutée pour 5 min à TP pour arrêter le pontage, pour ensuite être 

lavée 2 fois avec une solution tampon froide de Tris saline (20mM Tris-HCl [pH 7,5] et 

150mM NaCl) et congelé rapidement dans l’azote liquide. Les culots cellulaires sont 

resuspendus dans 500 µL d’une solution de lyse froide (50 mM HEPES-KOH [pH 7.5], 140 

mM NaCl, 1 mM EDTA pH 8.0, 1% Triton X-100 et 0,1% Na-deoxycholate) supplémentée 

avec un cocktail d’inhibiteur de protéase (1X PMSF et 1X PLAAC), puis brisés 

vigoureusement dans un Fast prep (Mp Biomedical) avec 3 cycles de 30s à 6.5m/s avec pause 

de 2 min sur glace entre les cycles. Puis, 150 µL de tampon de lyse froide avec protéases a 

été ajouté pour augmenter le volume et les échantillons ont été soniqués pour 12 cycles de 

10s à une amplitude de 20% avec 2 min sur glace entre les cycles avec un Branson digital 

sonifier. L’extrait total (WCE) a ensuite été incubé pendant la nuit avec 50 µl de billes 
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préalablement couplées avec les anticorps appropriés à 4°C. Ensuite, les billes ont été lavées 

2 fois avec 1 mL de solution tampon de lyse froide, 2 fois avec 1 mL de la solution tampon 

de lyse froide contenant 500 mM NaCl, 2 fois avec 1 mL avec une solution de lavage froide 

(10 mM Tris-HCl [pH 8.0], 250 mM LiCl, 0.5% NP-40, 0.5% sodium deoxycholate et 1 mM 

EDTA) et 1 fois avec 1 mL de solution Tris-EDTA froide (TE : 10 mM Tris-HCl [pH 8.0] et 

1 mM EDTA [pH8,0]). Le matériel attaché aux billes a été élué en resuspendant les billes 

dans un tampon d’élution (50 mM Tris-HCl [pH 8.0], 10 mM EDTA et 1% SDS) et en 

incubant à 65°C pour 15 min à 1200 rpm avec un Thermomixer Eppendorf. Après une courte 

centrifugation, les pontages ont été enlevés en incubant 50 µl du matériel élué avec 120 µl 

de TE et 1% SDS ou 5 µl du WCE dans 95 µl de TE avec 1% SDS à 65°C pendant la nuit. 

Les échantillons ont ensuite été traités avec un mixte contenant la protéinase K (150 mg 

protéinase K, 60 mg glycogène dans TE) et l’ADN a été extrait deux fois avec du phénol-

chloroforme-isoamyl alchohol (21 :1 :2, [pH8,0], Invitrogen) et une fois avec du chloroforme 

(Bioshop), puis précipités avec de l’éthanol et resuspendu dans 30 µl de TE. Une quantité de 

10 µg de RNAse A a ensuite été ajouté à l’ADN qui a été incubé à 37°C pendant 1 h pour 

ensuite être purifié avec un kit de purification PCR de QIAGEN. L’ADN des inputs (WCE) 

a été dilué 100 fois alors que l’ADN des conditions (IP) a été dilué 20 fois dans de l’eau. 

Puis, des régions spécifiques ont été analysées en qPCR avec l’ajout du supermix prerfecta 

SYBR (QuantaBio) en présence de 150 mM d’oligonucléotides spécifiques (tableau 1) à 

l’aide d’un mastercycler. La densité protéique a été calculée par la soustraction de la moyenne 

de trois réplicats techniques du CT conditions (IP) par le CT input (WCE). Ensuite, la 

différence a été utilisée pour calculer l’abondance relative de la protéine immunoprécipitée 

en utilisant la formule 2ΔCT.  

 

Préparation et analyse des ARN 

L’ARN total a été extrait par la méthode de chauffage acide-phénol (Bähler & Wise, 2017). 

Les cellules sont d’abord resuspendues dans 500 µl de solution TES (10 mM Tris-HCl [pH 

7,5], 10 mM EDTA [pH8,0] et 0,5% SDS) et 500 µl de phénol-chloroforme 5 :1 (Bioshop) 

puis incubées à 65°C pour 60 min, avec vortex des échantillons chaque 10 min. Puis, l’ARN 

a été extrait 1 fois avec 500 µl de phénol-chloroforme 5 :1 (Bioshop) et 1 fois avec 500 µl de 

chloroforme-isoamyl alcool (24 :1, Bioshop) puis précipité avec de l’éthanol et 3M NaOAc 
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[pH5,2]. Pour les analyses de RT-qPCR, 1 µg d’ARN total est traité avec de la DNAse RQ1 

(Promega, M6101), puis subit une transcription inverse avec la RT Omniscript (QIAGEN). 

L’ADN a ensuite été dilué 100 fois et l’expression des gènes a été mesurée en utilisant un 

MasterCycler (Eppendorf) avec l’ajout du supermix prerfecta SYBR (QuantaBio) en 

présence de 150 mM d’oligonucléotides spécifiques (tableau 1). La méthode du ΔΔCq a été 

utilisée pour calculer l’abondance de l’ARN en utilisant le gène nda2+ (code pour l’alpha 1 

tubuline) comme gène de référence interne. L’abondance de l’ARN a été représentée 

graphiquement en normalisant l’abondance du mutant sur l’abondance du gène nda2+ et 

l’abondance d’une souche sauvage. 

L’analyse des pré-ARNr a été effectué par NB comme décris ici avec les modifications 

suivantes : 5µg/puit d’ARN mélangés avec un volume de 0,66 de tampon de chargement ont 

été séparés sur un gel d’agarose 0,8% contenant du formaldéhyde pour 4h30 à 200V. Puis, 

les ARN ont été transférés sur une membrane de nylon (Amersham Hybond™) puis ont subi 

une réticulation. Les membranes ont ensuite été préhybridées dans un tampon Denhardt 5X 

à 42°C. Les sondes d’ADN ont été radiomarquées en 5’ avec du [γ-32P]-ATP par l’entremise 

de la T4 polynucléotide kinase (NEB) et ajoutées à la membrane. Deux lavages de 15 min 

ont été faits avec 2× SSC/0.1 % SDS, puis 2 lavages de 5 min avec 0.1× SSC/0.1 % SDS. Un 

phosphoscreen a été ajouté sur les membranes et des photos ont été prises à différents temps 

avec un typhoon trio. La quantification a été réalisée avec le logiciel ImageQuantTL (GE 

healthcare). 

 

L’analyse pulse-chase (PC) de la maturation des pré-ARNr 

Dans cette expérience, 50mL de cellules ont été poussés à 30°C dans du EMM-ura jusqu’à 

DO600nm de ∼0,5. Puis, les cellules ont été diluées à DO600nm de 0,018 (WT) ou 0,03 (Pnmt1-

seb1) ou 60 µM de thiamine a été ajoutée. À la suite d’une croissance de 15 h dans du EMM 

ura- à 30°C les cellules ont été resuspendues dans 850 µl d’EMM -ura contenant 125 μCi 

d’uridine-3H (Perkin Elmer, cat no : NET367250UC). Après un pulse de 4 min à TP, 200 µl 

des cellules ont été diluées dans 1,7 mL d’EMM -ura supplémentées avec 60 µM de thiamine 

et récoltées à différent temps (Chase :  0, 3, 6, 12 et 45 min). L’ARN a été récolté et séparé 

comme décrit dans la section ‘préparation et analyse des ARN’, avec les modifications 

suivantes : Le dosage a été effectué sur un compteur à scintillation et 10 000 cpm de 
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radioactivité de chaque échantillon ont migré sur un gel d’agarose-formaldéhyde 0,8%. 

Enfin, un screen de tritium a été ajouté sur la membrane et des photos ont été prises à 

différents temps avec un typhoon trio.  

 

 

TurboID 

Pour chaque souche, 50 mL de cultures ont poussé dans du YES supplémenté avec les acides 

aminés appropriés et 50 µM de biotine, jusqu’à une DO600nm de ∼0,5–0,6. Les culots 

cellulaires ont ensuite été resuspendus dans une solution tampon RIPA 1X froid (50 mM 

Tris-HCl [pH 7.5], 150 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 0.1% SDS et 1% NP-40) 

supplémentée avec 0.4% sodium deoxycholate, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 1× PLAAC et 1x 

c0mplete, puis brisés vigoureusement dans un Fast prep (Mp Biomedical) avec 3 cycles de 

30s à 6.5m/s avec pause de 2 min sur glace entre les cycles. Puis, 500 µL de la solution 

tampon RIPA 1X froide avec les suppléments a été ajoutée pour augmenter le volume et les 

échantillons ont été soniqués avec 3 cycles de 10 s à une amplitude de 20% avec 2 min sur 

glace entre les cycles avec un Branson digital sonifier. Puis, 1 µl de benzonase 250 U/µl 

(Sigma-Aldrich; E1014) a été ajouté et les échantillons ont été incubés à 4°C pour 1 h. 

L’extrait total (WCE) a ensuite été dosé avec la méthode de Bradford. Ensuite, 1 mL de 

solution tampon RIPA 1X froide avec supplément et 0,4% SDS total contenant 5 mg de 

protéines ont été ajoutés à 50 µl de billes de Streptavidin–Sepharose beads (GE Healthcare; 

17-5113-01) pour 3 h at 4°C. Les billes ont ensuite été lavées avec agitation à la température 

pièce une fois avec du tampon de lavage (50 mM Tris-HCl [pH 7.5] et 2% SDS), trois fois 

avec la solution tampon RIPA 1X froide avec ajout de 1mM DTT (50 mM Tris-HCl [pH 

7.5], 150 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 0.1% SDS et 1% NP-40) et cinq fois avec 

une solution tampon ABC (20mM ammonium bicarbonate). Les protéines attachées aux 

billes ont ensuite été réduites par l’ajout de 10 mM de DTT et alkylées par l’ajout de 15 mM 

d’iodoacétamide (IAA). Pour digérer les protéines encore liées aux billes, 1 µg de trypsine a 

été ajouté et les échantillons ont été incubés à 37°C pendant la nuit. La réaction a été arrêtée 

par l’ajout d’acide formique (concentration finale de 1%). Les peptides ont ensuite été 

séparés et extraits des billes par l’entremise d’acétonitrile 2 fois. À la suite d’une 

lyophilisation, les peptides ont été resuspendus dans 0,1% d’acide trifluoroacetic (TFA) et 
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les sels ont été enlevés par l’entremise de ZipTips (EMD Milipore). Après une seconde 

lyophilisation, les peptides ont été resuspendus dans 25 µl de FA 1% puis quantifiés avec un 

nanodrop (Thermo Fisher) à 205nm et remis à la plateforme de spectrométrie de masse. 

L’identification des peptides a été réalisée avec le logiciel MaxQuant en employant le 

protéome de S. pombe provenant d’Uniprot. 

 



 

 

RÉSULTATS 

Seb1 est recrutée spécifiquement à l’ADNr 

Nous avons précédemment utilisé la technique du ChIP-seq pour cartographier le profil 

de liaison de plusieurs facteurs de maturation et de terminaison de transcription pré-ARNm 

au niveau du génome entier chez la levure de fission, dont la protéine Seb1 (Larochelle et al, 

2018b). En plus de la liaison aux gènes d'ARNm, l'inspection visuelle de l'ADNr a révélé un 

recrutement de Seb1 au niveau du gène de l’ARNr (figure 8, A). Nous avons également 

détecté le recrutement de Dhp1 au niveau de l'ADNr, compatible avec l'association de son 

homologue Rat1 dans S. cerevisiae (El Hage et al, 2008). En revanche, aucun signal ChIP 

significatif n'a été détecté pour les autres facteurs de maturation de l'ARNm (Rna14, Pcf11, 

Ysh1 et Cbp80). En tant que contrôles positifs, deux facteurs de biogenèse des ribosomes, 

Cbf5 et Nop58, ont été analysés et ont démontré une localisation au niveau du gène de l'ARNr 

(figure 8, A). Pour confirmer ces données, plusieurs expériences de ChIP-qPCR de la 

protéine Seb1 ont été réalisées.  Pour faire l’immunoprécipitation de la protéine Seb1 lors de 

l’expérience, un tag TAP a été fusionné en C-terminal de Seb1. À la suite d’une mise en 

commun de 4 réplicats indépendant, il est possible d’observer un enrichissement de la 

protéine Seb1 dans l’entièreté de la région transcrite par la polymérase si l’on compare ce 

signal à une souche contrôle (n’exprimant pas de protéine étiquetée) (figure 8, B). Ce qui est 

frappant, c’est que le signal de recrutement le plus important de Seb1 se trouve dans la région 

terminatrice de l’ADNr, soit la région correspondant au 3’ETS (figure 8, B et C, région 5). 

À partir de ces données, nous concluons que Seb1 est recrutée sur les sites de transcription 

de l'ARNr. 

Afin de confirmer les données de ChIP-seq cartographiant le recrutement de Seb1 à 

l’ADNr, une analyse de motifs que lie la protéine Seb1 (Lemay et al, 2016b) sur l’ARN a été 

effectuée au gène de l’ARNr. Les résultats montrent qu’il y a seulement un enrichissement 

de motif de la protéine Seb1 en 3’ de l’ARNr, dans la région ETS (figure 8, D). Ceci corrèle 

avec l’enrichissement de Seb1 dans la région 3’ETS de l’ADNr. 
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Figure 8. Seb1 est recrutée à l'ADNr  

A Signal de ChIP-seq normalisé de Seb1 et des différentes protéines impliquées dans la 

maturation en 3’au locus de l’ADNr montrant que Seb1 et Dhp1 sont recrutés au locus de 

l’ADNr et ce, contrairement à d’autres facteurs de terminaison en 5’ et 3’ comme Cbp80, 

Rna15, Pcf11 et Ysh1. La liaison des protéines Cbf5 et Nop58 est utilisée comme contrôle. 

B ChIP-qPCR de Seb1-HTP au locus de l’ADNr normalisé selon une souche n’exprimant 

pas Seb1 fusionnée à une étiquette moléculaire. Ici, il y a N = 3 répétitions biologiques 

indépendantes. La significativité a été mesurée par un t-test multiple non corrigé, ou un 

résultat significatif est Pvalue<0,5. C Représentation schématisée du locus de l’ADNr. Les 

barres sous le locus montrent les positions des produits de PCR utilisés dans l’analyse du 

ChIP-qPCR. D Fréquence de distribution de 2 motifs sur une fenêtre de 50 nucléotides que 

Seb1 est en mesure de liée sur l’ARN ([AU]GUA[AG]) et trois motifs contrôle aléatoire 

([AG]AUG[AU]) [AU]CAU[UC] et [UC]UAC[UA]) au niveau d'une copie de l’ADNr 

transcrit par l’ARNpI 

 

Seb1 interagit avec des groupes de protéines impliquées dans la transcription et la 

maturation de l’ADNr 

Pour valider la présence de Seb1 à l’ADNr, nous avons utilisé différentes données 

d’approches protéomiques utilisant la protéine Seb1 pour étudier le protéome d’interaction 

de Seb1 dans l’optique d’y identifier des composantes impliquées dans la transcription et la 
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biogenèse des ribosomes.  Pour obtenir des résultats robustes, deux approches protéomiques 

ont été utilisées. La première approche était une purification d'affinité suivie par une analyse 

de spectrométrie de masse (AP-MS). Un tag a été ajouté sur la protéine Seb1, puis les 

protéines purifiées en condition native ont été analysées par spectrométrie de masse (MS) 

(Lemay et al, 2016a). La seconde approche protéomique était une purification de 

biotinylation par proximité suivie par une analyse de spectrométrie de masse (PDB-MS) qui 

se nomme le Turbo identification (Turbo ID). Cette technique utilise une version mutante de 

l’enzyme bactérienne biotine ligase (BirA) de E. coli, qui permet d’ajouter un groupement 

biotine aux amines primaires de protéines se trouvant à sa proximité (Roux et al, 2012). Puis, 

il est possible de récupérer ces protéines biotinylées suite à une purification en utilisant la 

Streptavidin, reconnue pour sa forte interaction avec la biotine, qui n’est pas défaite en 

condition dénaturante (Larochelle et al, 2019). À la suite de la fusion de l’enzyme BirA en 

C-terminal de Seb1 nous avons analysé les protéines biotynilées par cette technique avec le 

programme bio-informatique SAINT. L’analyse SAINT, qui signifie ‘analyse de 

signification de l’interactome’ est un outil information qui attribue des scores de confiances 

aux données d’interaction protéine-protéine générées à l’aide de la spectrométrie de masse. 

Ici, un haut score pour une protéine signifie qu’elle est présente à travers mes différents 

réplicats avec une forte abondance, tout en étant absent, ou peu présente dans des contrôles 

négatifs  (Choi et al, 2011). Au total, 1048 protéines ont été purifiées et identifiées par 

l’approche d’AP-MS alors que 443 protéines avec un score SAINT de 1 (maximum) ont été 

obtenues par l’approche du TurboID (figure 9, A). Il faut noter que les protéines conservées 

lors de ces analyses possédaient au moins deux peptides uniques ainsi qu’une couverture de 

séquence de plus de 10%. Parmi les protéines identifiées, seulement 268 ont été conservées 

puisqu’elles étaient communes aux deux approches (figure 9, A). Afin d’analyser les groupes 

de protéines les plus enrichis, une ontologie de gènes (GO) par processus biologiques des 

268 partenaires d’interactions a été effectuée. De façon frappante, 3 des 10 groupes de 

protéines les plus enrichies sont des protéines qui sont impliquées sois dans la transcription 

de l’ADN ribosomique ou bien dans la maturation de l’ARN ribosomique (figure 9, B).  
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Figure 9. Seb1 est recrutée à l'ADNr et s'associe physiquement à la machinerie de 

transcription de l'ARN polymérase I 

A Diagramme de Venn montrant 268 protéines communes identifiées indépendamment par 

les analyses AP-MS et TurboID de la protéine Seb1. B Top 10 des termes d’ontologie de 

gènes (GO) par processus biologique les plus enrichis (enrichissement le plus élevé calculé 

à l'aide d'amigo2) parmi les 268 protéines associées à Seb1. FDR=taux de fausses 

découvertes. Les termes liés à l'expression de l'ARNr sont surlignés en gris. C 51 protéines 

associées à Seb1 à haut niveau de confiance qui possèdent des fonctions liées à la 

transcription de l'ARNpI et à la biogenèse des ribosomes (à partir des 268 interactions 

identifiées). 

 

Au total, 51 (19%) des 268 protéines associées à Seb1 ont des fonctions associées à la 

transcription par l’ARNpI et à la biogenèse des ribosomes, y compris des protéines 

connectées au complexe central de l’ARNpI (Rpa34, Nuc1, Rpa49, Rrn3, Rpa43, Rpb10, et 

Rpc40) et des régulateurs positifs de la transcription par l’ARNpI (Utp10, SPBC28F2.11, 

SPCC4B3.08 et Prh1) (figure 9, C). Avec ces résultats, il est possible d’affirmer que Seb1 

est bel et bien localisée au loci de l’ADN ribosomique et s’associe physiquement avec la 

machinerie transcriptionnelle de l’ARNpI. 

Réduction de la densité de la polymérase I en absence de Seb1 

Afin de comprendre la fonction de Seb1 à l’ADNr, nous avons décidé de faire un essai 

fonctionnel en absence de la protéine Seb1 en étudiant la distribution du complexe de 

l’ARNpI en ChIP-qPCR. Étant donné que Seb1 est une protéine essentielle, un système 

d’expression par induction à la thiamine a été mis en place. Dans ce système, le gène seb1 
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est sous le contrôle du promoteur inductible nmt1, ou l’ajout de thiamine bloque l’expression 

du gène (Maundrell, 1990). Ici, nous avons fusionné une étiquette myc en C-terminal de la 

protéine Rpa2 (une composante de l’ARN polymérase I) et avons analysé sa distribution en 

ChIP-qPCR au locus de l’ADNr en présence et en absence de Seb1 (figure 10, A et B). Une 

souche ne portant pas d’allèle étiqueté a été utilisée comme contrôle négatif, montrant le bruit 

de fond de l’expérience. Il est possible d’observer qu’il y a une réduction globale de la densité 

de la polymérase I à l’ADNr par ChIP-qPCR lorsque la transcription de Seb1 est bloquée par 

l’ajout de thiamine. Notamment, si l’on normalise nos résultats selon la souche Rpa2-myc 

sauvage, nous avons de 50 à 70% moins d’ARNpI en absence de Seb1 aux régions 

correspondantes aux ARNr matures ainsi que les régions 5’ et 3’ETS (figure 10 C, comparer 

gris et beige).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10. La perte de Seb1 entraîne une réduction de la densité de l’ARN polymérase 

I à l’ADNr 

A Représentation schématisée du locus de l’ADNr. Les traits sous le locus montrent les 

positions des produits de PCR utilisés dans l’analyse du ChIP-qPCR. B Donnés du ChIP-

qPCR de la protéine Rpa2 dans une souche sauvage et Pnmt1-seb1 traité avec 60µM de 

thiamine pour 16h normalisée selon une souche n’exprimant pas de protéine étiquetée. Les 

données et les barres d’erreur représentent les moyenne et écart-type de 4 expériences 

indépendantes. L’expression de Rpa2 à la suite de l’ajout de la thiamine est montrée par 

immunobuvardage. C Analyse du pourcentage d’input relatif à une souche sauvage pour la 

souche Pnmt1-Seb1. Les données et barres d’erreur représentent les moyenne et écart-type 

de 3 expériences indépendantes 

 

Afin de confirmer ce résultat, la même expérience a été réalisée, mais dans un second 

système de déplétion, le système "Anchor away". Ce système utilise le fait que la protéine 

Seb1 se retrouve uniquement dans le noyau pour la séquestrer dans le cytoplasme, ce qui 
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l’empêche donc de faire son activité (Haruki et al, 2008). La séquestration protéique du 

système a été confirmée par microscopie, ou il est possible de voir une relocalisation et une 

accumulation du signal cytoplasmique lorsque de la rapamycine est ajoutée au milieu pour 2 

h (figure supplémentaire 2, A). Tout comme ce qu’il est possible d’observer avec le système 

de déplétion à la thiamine, il est possible d’observer une diminution globale de la densité de 

la polymérase I a l’ADNr à la suite de l’ajout de rapamycine (figure 11, B). Ici, contrairement 

au système de thiamine, cette diminution est un peu moins grande, sois de 30 à 50% si l’on 

normalise à la souche Rpa2-myc sauvage (figure 11, C). Enfin, l’abondance protéique de 

Rpa2 a été vérifiée avec un immunobuvardage contre l’étiquette myc, ou il est possible 

d’observer la même quantité de Rpa2 dans une souche sauvage que lorsque Seb1 est déplétée, 

et ce, dans les deux systèmes de déplétion utilisée (figure 10, B et figure 11, B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 La perte de Seb1 entraîne une réduction de la densité de l’ARN polymérase 

I à l’ADNr 

A Représentation schématisée du locus de l’ADNr. Les traits sous le locus montrent les 

positions des produits de PCR utilisés dans l’analyse du ChIP-qPCR. B Données du ChIP-

qPCR en % input de la protéine Rpa2 dans une souche sauvage et Seb1-AA traité avec de la 

rapamycine pour 2h. Les données et les barres d’erreur représentent les moyenne et écart-

type de 3 expériences indépendantes. Une souche non taguée a été utilisée pour montrer la 

spécificité du ChIP. L’expression de Rpa2 à la suite de l’ajout de la rapamycine est montrée 
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par immunobuvardage. C Analyse du pourcentage d’input relatif à une souche sauvage pour 

la souche Seb1-AA. Les données et barres d’erreur représentent les moyenne et écart-type de 

3 expériences indépendantes. 

 

La baisse des niveaux de l’ARNpI en absence de Seb1 n’est pas due à une baisse de 

l’initiation de la transcription par la polymérase  

Afin d’étudier la question de la baisse de la densité de la polymérase sur l’ADNr en 

absence de Seb1, le niveau d’initiation du complexe de l’ARNpI a été analysé. Pour ce faire, 

le facteur de transcription Rrn3 a été fusionné avec une étiquette myc dans une souche Seb1 

sauvage et une souche Seb1 conditionnelle par le promoteur nmt1, puis analysé par la 

méthode du ChIP-qPCR. Ici, différentes régions du promoteur de Seb1 ont été analysées, en 

plus d’une paire d’amorces dans la région 18S. Le signal observé a été normalisé selon une 

souche n’exprimant pas de protéine de fusion afin d’étudier la densité de Rrn3 selon le bruit 

de fond de mes essais. La faible différence observée entre la souche sauvage et la souche 

déplétée pour Seb1 (comparé gris à beige, figure 12 B) n’est pas significative. Encore une 

fois, il n’y a aucune différence protéique de Rrn3 à la suite de la déplétion de Seb1 comme 

le montre l’immunobuvardage contre l’étiquette moléculaire myc (figure 12, B). Ensemble, 

ces données suggèrent un rôle pour Seb1 dans la transcription de l'ARNr à une étape au-delà 

de l'initiation de l'ARNpI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12. La perte de Seb1 entraîne une réduction de la densité de l’ARNpI à l’ADNr 

A Représentation schématisée du locus de l’ADNr. Les traits sous le locus montrent les 

positions des produits de PCR utilisés dans l’analyse du ChIP-qPCR. B Données du ChIP-

qPCR en % input de la protéine Rrn3 dans une souche sauvage et Pnmt1-seb1 traité avec 

60µM de thiamine pour 16h. Une souche n’exprimant pas de protéine étiquetée a été utilisée 

pour montrer la spécificité du ChIP. Les données et les barres d’erreur représentent les 
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moyenne et écart-type de 3 expériences indépendantes. L’expression de Rrn3 à la suite de 

l’ajout de la rapamycine est montrée par immunobuvardage. 

L’absence de Seb1 affecte la maturation des pré-ARNr 

Pour étudier si la baisse de la densité de l’ARNpI observée dans des cellules déplétées 

pour Seb1 affecte la production d’ARNr mature, nous avons décidé d’étudier les niveaux des 

précurseurs des ARNr par la technique du Northern Blot (NB). Ici, une sonde spécifique à 

l’ARNr se localisant dans l’espace intergénique 1 (ITS 1) a été utilisée, ce qui permet 

d’observer les précurseurs 35S, 33/32S et 27Sa2. Il est possible d’observer qu’il y a une 

augmentation du précurseur 35S de même qu’une réduction du précurseur 27Sa2 lorsque 

Seb1 est déplétée par le système d’induction à la thiamine (figure 13, A). La quantification 

des ratios de ces deux précurseurs selon celui d’une souche sauvage suivis par une analyse 

statistique du student t-test de 4 expériences indépendantes nous montre une différence 

significative des niveaux de ces précurseurs (figure 13, C). La même analyse des précurseurs 

a aussi été effectuée avec le système de déplétion "Anchor Away", et la différence du ratio 

des précurseurs 35S/27SA comparée à une souche sauvage est significative à la suite d’un 

student t-test (figure 12, B et D).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13. Seb1 permet une bonne maturation des pré-ARNr 

A Analyse Northern Blot de l’ARN total récolté d’une souche sauvage et Pnmt1-seb1 à la suite 

de l’ajout de 60 µM de thiamine pour 16h. B Analyse Northern Blot de l’ARN total récolté 

d’une souche sauvage et Seb1-FRB-GFP (Seb1-AA) à la suite de l’ajout de 2,5ug/ul de 

rapamycine pour 2h. La membrane a été analysée avec une sonde spécifique à l’ITS 2, le 25S 

et le 18S (panneaux du haut, milieu et bas). Les pré-ARNr et les ARNr matures sont indiquées 

sur la gauche. Quantification du ratio des pré-ARNr 35S/27SA dans la souche Pnmt1-seb1 (C) 

ou Seb1-AA (D) normalisée sur une souche sauvage. Les données et les barres d’erreurs 
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représentent les moyenne et écart-type de 3 expériences indépendantes. La significativité a 

été analysée par un t-test de variances inégales ou Pvalue < 0,05.   

 

Ensuite, la transcription montrant les pré-ARNr nouvellement transcrits a été étudiée 

par la méthode du "Pulse-Chase". Plus précisément, les cellules ont été incubées en présence 

de la [5,6-3H]-uridine pour marquer le squelette de l'ARN de manière cotranscriptionnelle, 

puis réincubée avec un excès d'uridine non marquée, avec des échantillons récoltés à 

différents moments. Au temps 0, il est possible d’observer le même changement des 

précurseurs 35S et 27SA lorsque Seb1 est déplété par le système de thiamine, ou il y a une 

augmentation du précurseur 35S de même qu’une réduction du précurseur 27Sa2 (figure 14, 

A). La quantification du précurseur 35S normalisé selon celui de la souche sauvage suivie 

d’un student t-test montre des différences significatives à plusieurs temps de la quantité de 

ce précurseur (figure 14, B). Enfin, il est aussi possible d’observer un précurseur unique à la 

condition Seb1 dépléter avec l’apparition du transcrit 20S. De plus, il est aussi possible 

d’observer une réduction de l’accumulation des précurseurs mature (18S et 25S) lorsque 

Seb1 est déplété (figure 14, A et B). Ensemble, nos analyses d'ARN suggèrent que le 

recrutement cotranscriptionnel de Seb1 sur le gène de l'ARNr est important pour le traitement 

des pré-ARNr, notamment pour le clivage du transcrit primaire 35S au site A2 (voir figure 

2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14. La déplétion de Seb1 entraîne un ralentissement global de la maturation des 

pré-ARNr 

A Analyse "Pulse-Chase" de l’ARN total récolté d’une souche sauvage et Pnmt1-seb1 à la suite 

de l’ajout de 60 µM de thiamine pour 16h. De l’uridine tritié (3H) a été ajouté pendant 4min 

à 30 °C (pulse). Après l’ajout d’uridine froide, les ARN ont été divisés puis récoltés à 

différent temps (chase). Les pré-ARNr et les ARNr matures sont indiqués sur la gauche. B 
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Quantification du pré-ARNr 35S dans la souche Pnmt1-seb1 normalisé sur une souche sauvage 

à différents temps. Les données et les barres d’erreurs représentent les moyennes et écarts-

types de 2 expériences indépendantes. La significativité a été analysée avec une comparaison 

multiple non-pairée t-test ou la significativité est Pvalue < 0,05. 

 

Contrairement au domaine CID, le domaine RRM est essentiel pour la maturation des 

précurseurs des ARNr 

Seb1 possède deux domaines (CID et RRM) qui sont essentiels pour exercer sa 

fonction dans la maturation en 3’ et la sélection du site de polyadénylation (PAS) des 

transcrits de l’ARNpII  (Lemay et al, 2016b; Wittmann et al, 2017b). Afin d’obtenir plus 

d’information sur la fonction de Seb1 dans la transcription de l’ADNr, nous avons décidé 

d’étudier l’importance des différents domaines de Seb1. Pour ce faire, nous avons construit 

différents mutants dans lesquels certaines fonctions de Seb1 sont abolies. Ici, 4 des mutants 

utilisés sont des substitutions dans le domaine CID de Seb1, soit les mutants S22A/K25A, 

K121E, K124E et K121E/K124E ou le premier affecte la liaison de Seb1 au CTD de 

l’ARNpII lorsqu’il est phosphorylé en sérine 5 et les trois derniers affecte la liaison de Seb1 

lorsque le CTD de l’ARNpII est phosphorylé en sérine 2. Ensuite, 1 des mutants contient 4 

substitutions dans le domaine RRM de Seb1, soit les résidus R442A/H443A/F445A/K447A, 

empêchant Seb1 de lier l’ARN et affectant l’activité de Seb1 comme facteur de maturation 

en 3’ des transcrits de l’ARNpII (Lemay et al, 2016a; Wittmann et al, 2017a) (figure 15, A). 

Tout d’abord, le temps de dédoublement des souches mutantes a été mesuré à la suite de la 

déplétion de Seb1. Il est possible d’observer que le temps de dédoublement des souches Seb1-

RRMmut et Seb1 + EV est le même sois de 2,5 et 4 fois plus lent qu’une souche sauvage, 

respectivement (figure supplémentaire 2, A, comparé beige et mauve à gris). De plus, des 

tests de croissance sur un milieu solide contenant 60 µM de thiamine montrent aussi que ces 

deux souches ont un défaut de croissance en fonction du temps (figure supplémentaire 2, 

B). Ces résultats concordent avec ce qui avait été préalablement décrit dans la littérature 

(Lemay et al, 2016a; Wittmann et al, 2017a). Ensuite, il est aussi possible de remarquer une 

faible augmentation du temps de dédoublement de la souche double mutante Seb1-

K121E/K124E si l’on compare à la souche sauvage, alors que la croissance d’autres mutants 

n’est pas changée significativement (figure supplémentaire 2, A et B). Par ailleurs, des 

analyses des pré-ARNr par la technique du NB montrent encore une fois une abondance du 
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transcrit 27Sa2 et une faible quantité du transcrit 35S pour la souche sauvage, alors que c’est 

le contraire pour une souche déplétée pour Seb1. Pour nos souches mutantes, seulement la 

souche Seb1-RRMmut possède un profil des pré-ARNr similaire à la souche Seb1 déplétée, 

alors que les autres mutants possèdent un profil similaire à la souche sauvage (figure 15, B). 

Les quantifications de trois expériences indépendantes montrent une différence statistique à 

la suite d’un student t-test de l’abondance des transcrits 35S/27Sa2 pour deux de nos souches 

si l’on normalise selon notre souche dans laquelle l’allèle sauvage est exprimé à nouveau 

(figure 15, C). Enfin, l’abondance protéique des mutants a été vérifiée avec un 

immunobuvardage et il est possible d’observer que tous les mutants sont exprimés au même 

niveau d’expression (figure 15, D).  Ces résultats indiquent que la fonction de liaison à l'ARN 

de Seb1, mais pas son association avec le CTD de l’ARNpII, est nécessaire pour la régulation 

de l'ARNr. 
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Figure 15. Contrairement au domaine CID, le domaine RRM est impliqué dans la 

maturation des pré-ARNr 

A Représentation schématique des différents mutants de Seb1 utilisé dans ce mémoire. B 

Analyse Northern Blot de l’ARN total récolté d’une souche sauvage et de mutants Pnmt1-

seb1 à la suite de l’ajout de 60 µM de thiamine pour 16h. La membrane a été analysée avec 

une sonde spécifique à l’ITS 2, le 25S et le 18S (panneaux du haut, milieu et bas). Les pré-

ARNr et les ARNr matures sont indiquées sur la droite. C Quantification du ratio des pré-

ARNr 35S/27SA dans les souches mutantes Pnmt1-seb1 normalisées sur la souche sauvage. 

Les données et les barres d’erreurs représentent les moyennes et écarts-types de 2 expériences 

indépendantes. La significativité a été analysée par une comparaison multiple de "one-way 

Anova" ou Pvalue < 0,05 D Immunobuvardage contre l’étiquette moléculaire flag montrant 

l’expression des souches mutantes de Seb1 à la suite de l’ajout de 60 µM de thiamine. E 

Analyse Northern Blot des mutants Seb1 au gène rps2 après ajout de 60 µM de thiamine 

 

Seb1 ralentit le profil d’élongation de la transcription de l’ARNpI 

Afin de mesurer l’effet de la déplétion de Seb1 sur la distribution de l’ARNpI, nous 

avons utilisé la technique du cross-linking et l’analyse de l’ADNc (CRAC). Le CRAC est 

une approche utilisant l’UV pour faire un pontage des protéines avec les ARN avec une haute 

précision (au nucléotide prêt), qui a auparavant été utilisée pour identifier le profil 

d’élongation de l’ARNpI chez la levure à fission et la levure à bourgeon (Turowski et al, 

2020). Pour effectuer cette analyse, nous avons fusionné une étiquette moléculaire HTP (His-

TEV-ProtA) au locus chromosomique de rpa2 dans une souche sauvage ou une souche 

conditionnelle à la thiamine pour la protéine Seb1 (Pnmt1-seb1) (figure 16, A). Étant donné 

que l’étiquette moléculaire n’est pas le même, nous avons réalisé une expérience de ChIP-

qPCR pour vérifier la même baisse de l’ARNpI lors de la transcription (figure 16, B).  
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Figure 16. Vérification des souches pour le CRAC de Rpa2-HTP 

A Immunobuvardage montrant l’expression de la protéine Rpa2 à la suite de l’ajout de la 

thiamine B Données du ChIP-qPCR de la protéine Rpa2 dans une souche sauvage et Pnmt1-

seb1 traité avec 60 µM de thiamine 

 

À la suite d’une croissance dans un milieu enrichi de thiamine pour induire la déplétion 

de Seb1, les cellules ont subi une irradiation UV à 254nm induisant un ‘cross-linking’ ARN-

protéines. Puis, une purification par affinité en tandem de Rpa2-HTP en conditions 

dénaturantes, mais enrichies en pré-ARN naissants qui sont associés à l’ARNpI ont ensuite 

été isolés et préparés en librairie d’ADNc pour une réaction de séquençage à haut débit. Nous 

avons conservé exclusivement l’extrémité 3’ des lectures lors de l’analyse des données 

puisqu’elles représentent les pré-ARNr naissants qui sont encore associés au complexe de 

l’ARNpI. Comme contrôle, la souche Rpa2-HTP sauvage n’a montré qu’un bruit de fond 

comme signal au niveau de la plupart des ARNm et ARNt. Il est possible d’observer une 

réduction du signal de l’ARNpI tout au long du transcrit de l’ADNr de la souche Seb1 

déplétée (en bleu) si l’on compare à une souche Seb1 sauvage (vert), ce qui suggère une 

réduction des pauses du complexe de la polymérase (Figure 17, A, B et C). Une région 

particulièrement frappante se retrouve autour des séquences intergéniques (ITS1 et ITS2), où 

l’on a une forte réduction du signal du complexe de l’ARNpI en absence de Seb1 

comparativement à la souche sauvage (Figure 17, D). Collectivement, les analyses CRAC 

indiquent qu'une absence de Seb1 entraîne une diminution des états de pause de l’ARNpI 

pendant l'élongation, en particulier sur la région ITS1-ITS2. 
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Figure 17. Profil de l’ARNpI (Rpa2) à l’ADNr à la suite d’une analyse de CRAC 

Profil de 3 réplicats biologiques de la distribution de l’ARNpI (Rpa2) dans une souche 

sauvage (vert) ou déplétée de Seb1 (bleu) a l’ADNr (A), des 200 premiers nts de la région 

5’ETS (B) et 200 nts de la région 3’ETS (C). La ligne rouge permet d’identifier les différentes 

sections de l’ADNr. D Addition des lectures se retrouvant dans la section ITS 1 (bleu), ITS2 

(rose) et 5.8S (mauve) dans des souches sauvages et des souches déplétées pour Seb1.



 

 

DISCUSSION 

L’objectif de ce projet était de déterminer si Seb1 possède un rôle dans la transcription 

des ARNr chez S. pombe, puis d’élucider son mécanisme. Ici, mes expériences ont montré 

que 1) Seb1 interagit avec des protéines impliquées dans la transcription et la biogenèse des 

ribosomes (figure 8 et 9), 2) l’absence de Seb1 affecte l’association de l’ARNpI lors de la 

transcription de l’ADNr (figure 10 et 11), 3) il est possible d’identifier une différence de la 

maturation co-transcriptionnelle des ARNr lors de l’absence de Seb1, vers un profil post-

transcriptionnel (figure 13 et 14), 4) le domaine RRM est essentiel pour l’activité de Seb1 

dans la transcription des ADNr alors que son domaine CID ne l’est pas (figure 15), 5) la 

différence observée du complexe de l’ARNpI lors de la déplétion de Seb1 n’est pas due à 

une différence de l’initiation de ce complexe (figure 12), mais à une différence de la 

progression de l’élongation de l’ARNpI, ou une absence de Seb1 réduit les pauses du 

complexe de l’ARNpI (figure 17). 

L’utilisation de l’interactome pour interroger les partenaires d’interactions de Seb1 

Afin d’étudier les différents partenaires d’interaction de Seb1 dans l’optique d’y 

identifier des protéines impliquées dans la transcription et la biogenèse des ribosomes, nous 

avons décidé d’utiliser la protéomique. Il existe une pléthore de techniques permettant 

d’identifier des interactions protéines-protéines. L’immunoprécipitation par affinité (AP-

MS) est généralement la technique la plus commune pour identifier les partenaires 

d’interactions directes ou en complexe de notre protéine d’intérêt. En utilisant cette 

technique, nous avons donc un bon aperçu de l’interactome de la protéine Seb1. Cependant, 

cette technique contient des limitations dans l’identification de partenaires d’intérêts. Entre 

autres, cette technique a beaucoup de difficulté à identifier des interactions faibles et des 

protéines qui font partie de complexes insolubles (Larochelle et al, 2019).  Ainsi, afin 

d’augmenter la robustesse de nos résultats, nous avons décidé d’ajouter une seconde 

technique d’identification protéine-protéine, le turboID. Ici, le turboID nous permet 

d’identifier les protéines qui sont à proximité de notre protéine d’intérêt par l’ajout d’un 

groupement biotine. Ceci nous permet donc de répondre aux différents inconvénients de 

notre immunoprécipitation par affinité, comme en identifiant les interactions qui sont faibles 
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et/ou transitoires entre les protéines, puisque ceci ne va pas empêcher les biotinylations. 

Parmi les 10 groupes de protéines les plus enrichies, il est possible de voir plusieurs 

catégories impliquées dans la maturation de l’ARNm, ce qui nous permet de valider la 

justesse de nos approches protéomiques, puisqu’elle concorde avec le rôle de Seb1 dans la 

maturation et la sélection du site de polyadénylation des transcrits de la polymérase II. Enfin, 

parmi les dix catégories de groupes de protéines enrichies, il nous est possible d’identifier 

des catégories en lien avec la maturation et la biogenèse des ribosomes, ce qui suggère que 

Seb1 est bel et bien impliqué dans ce processus. 

La protéine Seb1 se localise dans la région 3’ETS de l’ADNr 

Les données de ChIP-seq de notre laboratoire montraient que Seb1 se localisait au 

niveau de l’ADNr. Cependant, les deux réplicats biologiques du ChIP-seq, n’étaient pas 

reproductibles, alors que l’un d’entre eux avait un signal plus élevé pour la protéine Seb1 en 

3’ de l’ADNr que l’autre. Afin de confirmer avec robustesse la présence de la protéine Seb1, 

plus de ChIP ont été effectués. Ici, étant donné que nous ne voulions pas déterminer la 

présence de Seb1 à travers le génome en entier, nous avons décidé d’utiliser la technique du 

ChIP-qPCR, qui nous permet de cibler des régions spécifiques d’intérêt. Mes résultats 

confirment la présence de Seb1 à l’ADNr. Ce qui est intéressant, c’est que j’ai réussi à 

confirmer que Seb1 est recruté avec une plus grande affinité en 3’ de l’ADNr et que ce 

recrutement baisse très rapidement (figure 8 B, région 5 et 6). Ceci suggère donc un rôle 

potentiel de Seb1 dans la terminaison de l’ARNpI, qui pourrait être semblable à celui qu’il 

possède au niveau des gènes de l’ARNpII. Il est aussi intéressant que Seb1 se localise aux 

loci se retrouvant sur les ARNr matures, ce qui peut aussi suggérer que Seb1 pourrait être 

associé au complexe de l’ARNpI lors de l’élongation. 

Réduction de la densité de l’ARNpI en absence de Seb1 

Étant donné que Seb1 interagit avec une multitude de protéines impliquées dans la 

transcription et la biogenèse des ribosomes, nous avons décidé d’aller étudier l’élément 

central de la transcription, soit le complexe de l’ARNpI en absence de Seb1. Étant donné que 

Seb1 est une protéine essentielle, il nous est impossible de seulement déléter la copie 

chromosomique (ou endogène) de Seb1, puisque ceci résulterait à une létalité cellulaire. 
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Ainsi, nous avons décidé d’utiliser des systèmes de répression conditionnels pour dépléter 

Seb1 à un moment opportun.  

Le premier système de répression conditionnel utilise le promoteur répressible Pnmt1 

(no message in thiamine 1), ou l’accès au promoteur est bloqué à la suite d’un excès de 

thiamine (Vitamine B1) dans les cellules (Van Driessche et al., 2005; Bähler et al., 1998; 

Maundrell, 1990). Ainsi, il est possible d’empêcher la nouvelle transcription de Seb1 lorsque 

l’on ajoute 60 µM de thiamine et de faire les analyses désirées après une période de déplétion 

de 12 à 15h. Nos résultats montrent une réduction de la densité de l’ARNpI en absence de 

Seb1 si l’on compare à une souche sauvage.  

Le deuxième système d’induction utilisé se nomme l’"Anchor Away". Comme 

mentionné précédemment, ce système nous permet de séquestrer la protéine Seb1 dans le 

cytoplasme, ou elle ne peut pas faire son activité au niveau du noyau. Ce système a l’avantage 

d’être beaucoup plus rapide que le système thiamine en plus de ne pas induire de mort 

cellulaire (figure supplémentaire 1, B). Avec ce système, un ChIP-qPCR de Rpa2 a été 

effectué avec ou sans l’ajout de 2,5 ug/mL de rapamycine. Il est possible de faire une 

observation similaire que le système de thiamine concernant la réduction de la densité de 

Rpa2 et donc de l’ARNpI lorsque la protéine Seb1 est déplétée. Cependant, il est important 

de noter que la diminution est moins importante dans le système ‘Anchor away’ que celui 

avec de la thiamine. Ceci peut être expliqué par le fait que ce système n’est probablement 

pas aussi efficace que le système de déplétion a la thiamine. En effet, la microscopie montre 

clairement la relocalisation de Seb1 au niveau du cytoplasme. Toutefois, Seb1 n’est pas 

exclue complètement du noyau, comme ce qu’il est possible d’observer avec d’autres 

protéines utilisant ce système (Yague-Sanz et al, 2021) (figure supplémentaire A). Tout de 

même, les deux systèmes montrent une réduction de la densité de l’ARNpI en absence de 

Seb1. 

Qu’est-ce qui peut expliquer la réduction de la densité de l’ARNpI en absence de Seb1 

?  La réponse simple serait qu’il y aurait tout simplement moins de protéines Rpa2 en absence 

de Seb1. Or, un immunobuvardage contre l’étiquette myc et GFP fusionné en C-terminal de 

la protéine Rpa2 nous indique qu’il n’y a aucune différence au niveau de sa production en 

absence de Seb1, peu importe le système de déplétion utilisé (figure 10 et 11 B). Une cause 
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plausible serait une différence au niveau de l’initiation du complexe de l’ARNpI ou une 

baisse de l’initiation résulterait en moins d’ARNpI en ChIP-qPCR. 

Analyse de l’initiation de l’ARNpI en absence de Seb1 

Nous pouvons prendre différentes approches pour étudier un défaut au niveau de 

l’initiation de la transcription. Ici, nous avons décidé d’utiliser encore une fois la technique 

du ChIP-qPCR, en utilisant comme protéine d’intérêt le facteur de transcription Rrn3. Il est 

connu que Rrn3 s’associe à l’ARNpI formant le complexe de préinitiation, et que ce 

complexe est essentiel pour induire l’initiation de la transcription. Ici, trois scénarios sont 

envisageables à la suite du ChIP de Rrn3 au niveau du promoteur de l’ADNr. Tout d’abord, 

dans le cas où l’on remarque une baisse de l’association de ce facteur d’initiation de la 

transcription avec l’ARNpI en absence de Seb1, ceci serait synonyme d’un défaut dans 

l’initiation de la transcription. Ensuite, dans le cas où l’on n’observe aucun changement au 

niveau de son recrutement avec la polymérase si l’on compare à une souche que la protéine 

Seb1 est exprimée, ceci voudrait dire que Seb1 n’affecte pas l’initiation de la transcription. 

Enfin, dans le cas où la protéine Rrn3 resterait accrochée au complexe de la polymérase et 

aurait de la difficulté à se dissocier, ceci voudrait dire que l’activité des composantes 

Rpa34/Rpa49 est affectée (Azouzi et al, 2021). Mes résultats montrent qu’il n’y a pas de 

différence significative entre la quantité de Rrn3 associée avec la polymérase dans une 

souche sauvage et une souche Seb1 déplétée (figure 12, B). Malgré le fait que ceci ne peut 

pas exclure un défaut au niveau de l’initiation, il est maintenant moins probable que ce soit 

le cas.  

Analyse de la maturation des pré-ARNr 

Maintenant qu’aucune différence majeure dans l’initiation de la transcription de 

l’ADNr n’a été montrée en analysant le facteur de transcription Rrn3, une explication 

plausible expliquant la différence dans la densité de l’ARNpI à la suite de la déplétion de 

Seb1 pourrait être due à un changement dans la vitesse d’élongation du complexe de 

transcription.  Pour explorer cette idée, nous avons décidé d’aller étudier l’abondance des 

pré-ARNr à l’aide de différentes approches. Tout d’abord, il est connu que la maturation des 

pré-ARNr est un phénomène qui est extensivement régulé chez la cellule, puisqu’une 

multitude de protéines et d’ARN y sont impliqués. Afin d’augmenter l’efficacité du 
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processus, la maturation des pré-ARNr se fait principalement co-transcriptionnelle chez la 

levure (70% des pré-ARNr), avec un clivage au site A2 (figure 2). La technique du Northern 

blot nous montre qu’en absence de Seb1 nous avons une accumulation du transcrit 35S, de 

même qu’une réduction du transcrits 27S, signifiant que la maturation des pré-ARNr est 

affecter. Pour complémenter cette observation, nous avons décidé d’analyser la maturation 

des pré-ARNr nouvellement synthétiser avec la méthode du "Pulse chase".  Initialement, les 

cellules sont incubées avec de l’uridine (base azotée de l’uracile) radiomarqué avec du tritium 

qui va aller s’insérer co-transcriptionnellement dans l’ARNr nouvellement synthétisé. Puis, 

après l’ajout d’uridine non radiomarquée, il est possible d’étudier dans le temps la maturation 

des pré-ARNr radioactif. Les résultats semblent indiquer un ralentissement global au niveau 

de la maturation des pré-ARNr. Initialement au temps 0 min, il est possible d’observer la 

même différence au niveau des pré-ARNr 35S et 27S que dans les résultats précédents, où il 

y a une augmentation du transcrit 35S lorsque Seb1 est déplété. Ensuite, il est non seulement 

possible d’observer une accumulation du 35S à chaque temps, mais aussi du transcrit 27S. 

S’il y avait seulement une augmentation de la maturation post-transcriptionnelle, l’on 

s’attendrait à observer seulement une augmentation du transcrit 35S, mais pas nécessairement 

du transcrit 27S, puisqu’il serait maturé de la même façon que la souche sauvage. Enfin, il 

est aussi possible d’observer une réduction des ARNr matures 18S et 25S lorsque Seb1 est 

déplété. Tous ces résultats signifie qu’en absence de Seb1 il semble avoir une diminution 

globale de la maturation des pré-ARNr. Ce qui est curieux, c’est qu’il ne semble pas y avoir 

de différences au niveau des transcrits matures 18S et 25S lors des différentes analyses 

effectuées en présence de thiamine et de rapamycine (figure 13, A et B). On peut donc 

supposer que malgré un ralentissement global de la maturation des ARNr matures, celui-ci 

n'est probablement pas assez important pour affecter leur niveau endogène. Ici, ce défaut de 

maturation des pré-ARNr pourrait provenir de plusieurs sources différentes, compte tenu du 

rôle de Seb1 précédemment identifié dans la maturation en 3’ des transcrits de l’ARNpII. Il 

se peut que les défauts de maturations observés soit dû à un effet indirect d’une absence de 

protéines ribosomiques et/ou de petit ARN nucléolaire (pARNnu). Un tel effet est 

improbable pour plusieurs raisons. Tout d’abord, nous avons montré que l’abondance des 

pARNnu dans une souche sauvage est très élevée, signifiant que même pour une déplétion 

de 15 h de Seb1, ce qui apporte un défaut de maturation des pARNnu, la quantité des 
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pARNnu n’est pas affectée (Lemay et al, 2016b). Ensuite, il est improbable que le défaut 

observé provienne d’une réduction des protéines ribosomiques, puisque plusieurs 

laboratoires ont montré chez la levure que la déplétion d’une multitude de ces protéines 

n’inactive pas la transcription de l’ADNr (Pöll et al, 2009). Tout de même, il peut être 

possible que l’absence de Seb1 affecte une protéine avec un rôle important, et possiblement 

inconnu, dans la maturation des pré-ARNr.  

Rôle des domaines de Seb1 pour sa fonction dans la biogenèse des ribosomes 

Afin d’obtenir plus d’informations sur la fonction de Seb1 dans la biogenèse des 

ribosomes, nous avons décidé d’aller étudier l’implication de ces domaines.  Étant donné que 

l’absence de Seb1 est létale et que certains de ces mutants ont déjà démontré un phénotype 

de létalité (Wittmann et al, 2017a), nous avons exprimé deux copies du gène de Seb1. La 

première copie correspond à une séquence seb1 sauvage alors que la deuxième correspond à 

la séquence seb1 mutante. Or ici, la copie du Seb1 sauvage est sous l’influence du promoteur 

nmt1 (Pnmt1-seb1) signifiant qu’il y a seulement l’expression de nos mutants en présence de 

thiamine (figure 15, A). Tout d’abord, il était important de vérifier si nous observons le 

même phénotype de létalité que l’article sur lequel nous nous sommes basés afin de créer ces 

mutants (Wittmann et al, 2017a). Pour ce faire, nous avons fait des tests de croissance solide 

et des tests de croissance liquide (figure supplémentaire 2, A et B). Les deux tests donnent 

des résultats similaires, où nous observons un phénotype de létalité pour les souches Seb1 + 

EV et Seb1-RRMmut en présence de thiamine. Nous observons aussi un petit défaut de 

croissance pour la souche double mutante Seb1-K121E/K124E, ce qui n’était pas ce dont 

nous nous attendions. Dans l’article de Sina Wittmann, ils remarquent que le double mutant 

est létal pour la cellule. De plus, ils observent aussi que les simples mutants Seb1-K121E et 

Seb1-K124E affectent un peu la croissance. Ici, il est difficile de déterminer quel est le 

phénotype auquel on doit s’attendre. Pour ce qui est des simples mutants, je pense que mes 

résultats sont beaucoup plus représentatifs de la réalité, puisqu'ils ne montrent aucun défaut 

de maturation en 3’. En effet, une analyse de la maturation en 3’ du transcrit Rps2 en Northern 

blot montre que le même site de polyadénylation est utilisé chez ces mutants (figure 15, E). 

Sans l’observation d’un phénotype négatif, je ne m’attends donc pas à observer un défaut de 

croissance pour les simples mutants, même si Seb1 lie plus difficilement le CTD (Wittmann 

et al, 2017a).  La souche double mutante est intrigante, puisqu’il est possible d’observer 
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seulement un petit défaut de la maturation en 3’, qui est cependant beaucoup moins grand 

que chez les souches Seb1 + EV et Seb1 RRM mut (figure 15, E). Ici, l’explication la plus 

probable est qu’il est possible que Seb1 soit en mesure de se lier quand même au CTD, soit 

en reconnaissant d’autres acides aminés phosphorylés (S5, S7) ou bien en interagissant avec 

des protéines impliquées dans la maturation en 3’ de l’ARNm. Son recrutement serait 

toutefois réduit, puisqu’il a été montré que Seb1 interagit avec la plus forte affinité avec le 

CTD lorsqu’il est phosphorylé au niveau de la sérine 2. Il aurait probablement été utile 

d’utiliser le même mutant que dans l’article de Sina Wittmann, ou Seb1 avait une triple 

mutation, soit S22D/K25E/K124E, ce qui empêche donc Seb1 de lier à la fois la sérine 2 et 

la sérine 5 phosphorylée. Avec ce mutant, je me serais attendu à avoir beaucoup de difficultés 

au niveau de la maturation en 3’ des ARNm, mais pas de défauts au niveau de la maturation 

des pré-ARNr. Enfin, l’analyse des pré-ARNr par la technique du NB montre que seulement 

le mutant Seb1-RRMmut a un défaut de la maturation de ces précurseurs, alors que les 

mutants du CTD n’en ont pas. Est-il possible que les effets observés au niveau du défaut de 

la maturation des pré-ARNr soient dus à une mort cellulaire au lieu de la déplétion de Seb1 

? Il est plausible que ce soit le cas, puisque le défaut de maturation des pré-ARNr est présent 

dans les deux souches qui ont un défaut de croissance, soit la souche Seb1-EV et Seb1-

RRMmut (figure 15, D figure supplémentaire 2, A et B). Afin de répondre à cette question, 

nous pouvons utiliser le système "Anchor Away", puisque la séquestration de Seb1 à la suite 

de l’ajout de rapamycine n’induit pas une mort cellulaire. Cet effet est robuste, puisque la 

croissance sur un milieu solide et liquide en présence de rapamycine est presque identique à 

celle d’une souche sauvage (Figure supplémentaire 1, B). Tout de même, il nous est 

possible de remarquer les défauts au niveau de la différence de la densité de l’ARNpI grâce 

à la technique du ChIP, ainsi que les défauts dans la maturation des précurseurs par la 

technique du NB, des résultats similaires à la déplétion Seb1 par le système thiamine. Il aurait 

été intéressant d’avoir un double mutant S2P avec le système AA, ou je suppose que l’on 

n’aurait observé aucun défaut au niveau de la maturation des précurseurs des pré-ARNr.  

Ces résultats suggèrent que Seb1 se lie donc au complexe de l’ARNpI d’une façon qui 

est indépendante de son domaine CID, possiblement en étant recruté spécifiquement par une 

autre protéine. Afin de trouver qu’elle est la protéine en question, il pourrait être intéressant 

de créer de doubles déplétions, en déplétant Seb1 et d’autres protéines qui sont impliquées 
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dans la transcription et la terminaison de l’ARNpI. Entre autres, les protéines terminatrices 

Reb1 et Eta2 pourraient être des candidates intéressantes, puisqu’elles sont impliquées dans 

la terminaison de l’ARNpI, la région ou Seb1 semble être le plus présent (figure 7 et figure 

8, B) (Azouzi et al, 2021). 

Il y a moins de pauses du complexe de l’ARNpI lorsque Seb1 est déplétée 

Afin d’obtenir plus d’informations sur l’élongation de l’ARNpI, une autre technique a 

été utilisée, soit la technique du cross linking and cDNA analysis (CRAC). Cette technique 

a notamment été utilisée par Thomasz Turowski et ses collaborateurs afin de cibler la position 

de l’ARNpI sur l’ADNr lors de l’élongation. Ici, une occupation élevée de la polymérase à 

une région reflète une réduction de la vitesse d’élongation/une augmentation des pauses du 

complexe (Turowski et al, 2020). Contrairement à une autre technique, le native elongating 

transcript sequencing (NET-seq) aussi utilisée pour l’identification de transcrits naissants 

attachés à l’ARNpI, le CRAC a pour avantage de purifier moins de transcrits moins 

spécifiques, souvent observés avec le NET-seq (Clarke et al, 2018). Conformément aux 

résultats précédents (Turowski et al., 2020), le profil CRAC global de la distribution de 

l’ARNpI le long de l'ADNr a montré un enrichissement dans la région 5'-ETS (figure 17, B), 

reflétant un taux de la transcription plus lent et/ou des pauses plus fréquentes à l'extrémité 5' 

du gène de l'ARNr.  Ici, le fait que l’ARNpI soit associé à des petits transcrits (moins de 2kb) 

permet au complexe de bouger plus facilement, ce qui réduit sa processivité. Ce phénomène 

est connu et aussi observé en microscopie électronique, même s’il est moins visible, montrant 

que l’expérience du CRAC a bien fonctionné (Osheim et al, 2008). Par ailleurs, la 

comparaison des données CRAC entre les cellules conditionnelles de type sauvage et Pnmt1-

seb1 a révélé plusieurs régions avec une intensité de pic réduite dans les cellules déficientes 

pour Seb1 (figure 17, A), en particulier dans le 5'-ETS (figure 17, B) et 5.8S (figure 17, D). 

Malgré les profils CRAC montrant des pics de l’ARNpI généralement plus faibles le long de 

l'ADNr lorsque Seb1 est absent, deux exceptions ont été notées : i) l'extrémité 5' (figure 17, 

B), où un pic 5' plus grand autour de la position +36, qui est censé représenter l'ARNpI dans 

un état bloqué/en pause liée à l'initiation (Engel et al., 2017; Turowski et al., 2020), a été 

observé ; et ii) autour de la position 7775 près de l'extrémité 3' du gène de l'ADNr, où des 

densités de pic plus importantes ont été détectées dans les cellules déficientes en Seb1 par 

rapport au témoin (figure 17, C).  Le pic observé dans la région 5’ETS de l’ADNr pourrait 
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être du a une augmentation de la terminaison précoce de l’ARNpI. Étant donné que la 

cinétique d’élongation des polymérases est affectée, il est fort possible que ceci entraine une 

augmentation du décrochement des polymérases, possiblement dû à une contrainte 

topologique. De plus, cette région est une région très riche pour les nucléotides A/T, qui est 

connue pour induire le décrochement des polymérases. Il serait possible d’observer la 

terminaison précoce en analysant la quantité de pré-ARNr à ce pic, ou il y aurait possiblement 

plus de pré-ARNr dans la souche Seb1 déplétée.  Pour ce qui est du pic dans la région 3’ETS, 

celui-ci est très intéressant puisqu’il suggère une augmentation des pauses de la polymérase 

dans la région terminatrice, ce qui suggère que l’absence de Seb1 induit un défaut de 

terminaison. Étant donné que la terminaison de l’ARNpI est très efficace, avec beaucoup de 

mécanismes ‘fail-safe’, le fait de voir ce problème dans la terminaison, bien que ce ne soit 

pas sur une grande région, est significatif. Ici, un ChIP-qPCR contre des protéines 

terminatrices pourrait être intéressant afin de confirmer que ce pic représente bel et bien un 

nouvel élément de terminaison. Par exemple, l’analyse de l’exonucléase Dhp1 impliquer 

dans la terminaison de l’ARNpI par le modèle torpedo pourrait être un bon candidat. Par 

ailleurs, il est aussi connu que la protéine Reb1 est en mesure de lier l’ADN au niveau de la 

région terminatrice de l’ADNr et pourrait induire la terminaison du complexe de l’ADNr en 

formant un barrage. Comme de fait, il y a un site de liaison de la protéine Reb1 a la position 

7795, soit 50 nts après la pause observer en CRAC (Melekhovets, 1997; Reeder et al, 1999). 

Ici, il est possible que la pause observer peut-être causer par la protéine Reb1. Encore une 

fois, un ChIP contre cette protéine permettrait de prouver si elle est bel et bien impliquée à 

cette région. Collectivement, les données du CRAC indiquent qu'une déficience en Seb1 

entraîne une diminution des états de pause/ralentissement de l'ARNpI pendant la 

transcription de l'ARNr. 

Hypothèses de la fonction de Seb1 dans la biogenèse des ribosomes 

Avec tous les résultats présentés dans ce mémoire, le modèle que je propose est que la 

protéine Seb1 est en mesure de moduler la cinétique d’élongation de l’ARNpI. Ainsi, lorsque 

Seb1 est absent, l’on observe une augmentation de la progression du complexe, ce qui apporte 

des difficultés au niveau de la maturation des pré-ARNr, un phénomène qui se produit 

principalement co-transcriptionnellement (figure 18).  
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Figure 18. Modèle de la façon dont Seb1 favorise le traitement pré-ARNr 

cotranscriptionnelle.  

Nous proposons que Seb1 est lié au complexe de l’ARNpI et lie le pré-ARNr naissant près 

du canal de sortie de la polymérase, ce qui contribue à la pause du complexe, facilitant ainsi 

la reconnaissance des sites de traitement des pré-ARNr par un clivage cotranscriptionnel (C). 

Une minorité de pré-ARNr qui ne sont pas traités de manière cotranscriptionnelle seront 

clivés de manière posttranscriptionnelle (P) après la fin de la transcription. En bas, en 

l'absence de Seb1, l'ARNpI progresse plus rapidement le long du gène de l'ARNr, ce qui nuit 

à l'efficacité du clivage cotranscriptionnelle des pré-ARNr. 

 

Cependant, le mécanisme moléculaire déterminant la fonction de Seb1 dans le contrôle 

de la processivité du complexe nous est encore inconnu. Tout de même, nous pouvons 

émettre des hypothèses du mécanisme possible de Seb1. Ici, nous pouvons affirmer qu’il est 

indépendant de la fonction de Seb1 au niveau de la maturation 3’ et de la sélection du site 

PAS des transcrits de l’ARNpII, puisque nous n’observons pas de défaut de maturation des 

pré-ARNr dans les mutants du CTD si l’on compare aux souches Seb1-EV et Seb1-RRMmut.   

Ici, il est plausible que Seb1 agisse au niveau de la terminaison de la transcription de 

l’ARNr et que l’effet que l’on observe au niveau de la vitesse d’élongation du complexe de 

l’ARNpI est en fait un effet secondaire induit par ce défaut de terminaison. Les évidences 

qui supportent cette théorie est que le plus grand niveau de recrutement de la protéine Seb1 

que l’on peut observer en ChIP-qPCR et ChIP-seq se retrouve au niveau de la région 3’ETS, 

où se produit la terminaison. De plus, l’analyse de la fréquence du motif que Seb1 peut lire 

dans l’ARN est seulement enrichie au niveau de la région 3’ETS (figure 8, D). Ici, nous 
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avons montré que ce motif est essentiel pour l’activité de Seb1, puisque l’on observe un 

défaut de la maturation des pré-ARNr lorsque Seb1 ne peut pas le lier (figure 15, B et C). 

Enfin, d’autres études ont aussi montré que le motif RRM de Seb1 est essentiel pour son 

activité au niveau de la maturation en 3’ et de la sélection du site PAS pour les transcrits de 

l’ARNpII, ce qui supporte qu’il soit essentiel pour sa fonction. De plus, le profil de 

distribution de l’ARNpI par la technique du CRAC, une technique qui est plus précise que le 

ChIP, montre un pic plus élever dans la condition Seb1 dépléter, environ 200nt après la 

séquence du 25S, qui pourrait être le lieu où se produit à la terminaison de l’ARNpI (figure 

15, C).  

Un autre mécanisme potentiel serait que la protéine Seb1 pourrait venir remplacer un 

facteur d’élongation au niveau de la terminaison de la transcription. Ainsi en son absence, ce 

facteur d’élongation ne serait pas délogé du complexe de l’ARNpI, ce qui pourrait stimuler 

l’élongation. Ce qui serait le plus probable, c’est que Seb1 viendrait déloger ce facteur au 

niveau de la région terminatrice, possiblement dans la région 3’ETS. Un facteur d’élongation 

plausible serait la protéine Spt5. Spt5 interagit autant avec l’ARNpI que l’ARNpII et permet 

entre autres de stimuler la processivité du complexe de l’ARNpII en empêchant la 

dissociation du complexe avec l’ADN (Viktorovskaya et al, 2011; Werner, 2012). Ce qui est 

intéressant, c’est qu’il a déjà été montré que Seb1 et Spt5 sont en compétition pour interagir 

avec le complexe de l’ARNpII (Kecman et al, 2018). Étant donné que certaines sous-unités 

sont communes entre l’ARNpI et l’ARNpII, il est possible de penser que la compétions pour 

le complexe est conservée.  

Enfin, il est aussi possible que Seb1 voyage avec le complexe de l’ARNpI tout le long 

de l’élongation et est en mesure de ralentir la vitesse du complexe en stimulant le 

‘backtracking’ du complexe en liant l’ARN. Notamment, les résultats de ChIP-seq et ChIP-

qPCR montre que Seb1 semble être présent tout le long de la transcription du complexe de 

l’ARNpI (figure 8, A et B). Il a aussi été montré par quelques groupes de recherche que Seb1 

induit des pauses au niveau de l’ARNpII, entre autres, pour stimuler la production 

d’hétérochromatine (Parsa et al, 2018). Ici, il serait utile de faire une analyse de CRAC ou 

de NET-seq contre la protéine Seb1 pour analyser les régions d’interactions avec l’ARN au 

niveau de l’ARNr. 



 

 

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

La transcription est un processus essentiel pour l’expression des gènes. Plus 

particulièrement, la transcription par l’ARNpI est la clé pour la survie cellulaire, puisqu’elle 

permet de synthétiser les ARNr ensuite utilisés pour former les ribosomes, le moteur des 

cellules. Les évidences nous portent à décrire un mécanisme ou la protéine Seb1 induit un 

ralentissement de l’ARNpI lors de la phase d’élongation, ce qui favorise un clivage co-

transcriptionnel des pré-ARNr. 

Un résultat qui n’a pas été effectué dans ce projet, mais qui apporterait beaucoup 

d’information, serait d’analyser la chromatine de l’ADNr par microscopie électronique. Cette 

technique est utilisée dans la grande majorité des articles analysant le complexe de l’ARNpI, 

puisqu’elle apporte des informations autant sur la transcription que la maturation co-

transcriptionnelle des pré-ARNr. Il serait fort intéressant d’utiliser cette technique dans une 

souche déplétée de Seb1, ou selon moi, nous verrions une réduction des ARNpI présentes, 

mais aussi une réduction des complexes de maturation co-transcriptionnelle. 

Par ailleurs, étant donné que Seb1 est une protéine conservée dans l’évolution il serait 

fort intéressant d’aller étudier la fonction de Seb1 présentée dans ce mémoire chez ses 

homologues. Ici, les homologues les plus intéressants sont ceux chez l’humain, soit les 

protéines SCAF4 et SCAF8. Ces protéines possèdent un rôle qui est commun et redondant 

en tant que protéines anti-terminatrice lors de la transcription de l’ARNpII. Cependant, elles 

ont aussi une fonction qui leur est propre. Dans le cas de la protéine SCAF8, elle agit comme 

un facteur d’élongation, où il est possible d’observer un décrochement précoce de l’ARNpII 

en son absence. Pour sa part, la protéine SCAF4 est une protéine impliquée dans la 

terminaison de l’ARNpII, où en son absence, il est possible d’observer un défaut au niveau 

de la terminaison (Gregersen et al, 2019). Je m’attends à ce que la protéine SCAF 4 et non 

SCAF 8 se localise au niveau de l’ADNr et soit impliquée dans leur transcription, 

possiblement au niveau de la région terminatrice du complexe de l’ARNpI.  

Globalement, les résultats présentés dans ce mémoire permettent d’obtenir des 

informations clés sur la transcription de l’ARNr. Ces nouvelles connaissances pourraient 

possiblement être utiles pour certaines pathologies. Entre autres, il est connu que certains 



 

51 

 

51 

cancers activent la transcription de l’ADNr pour permettre une plus grande production de 

ribosome, stimulant leur croissance cellulaire (Gaviraghi et al, 2019). 
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Figure supplémentaire 1 

A Représentation visuelle de la localisation endogène de la souche Seb1 Anchor Away (Seb1-FRB-

GFP) sur les panneaux du haut et de sa relocalisation à la suite d’un traitement de rapamycine pour 

2h sur les panneaux du bas. Le Hoechst a été utilisé pour visualiser le noyau. B Dilution 1 :5 en série 

d’une souche contrôle et des différentes souches mutantes de Seb1 sur un milieu riche avec DMSO 

(haut) et un milieu riche supplémenter avec 2,5ug/ul (bas) pour 3 jours. 
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Figure supplémentaire 2  

A Test de croissance, liquide de différents mutants de Seb1 à la suite de l’ajout de 60uM de thiamine 

pour 16h.  La moyenne de trois réplicats biologiques a été calculé. Puis, le temps de dédoublement a 

été mesuré. Les résultats sont représentés relatifs selon la souche sauvage. La significativité a été 

mesurée par un "one-way Anova" avec comparaison multiple corrigée par Holmak-signar, ou la 

significativité doit être supérieure à Pvalue < 0,05. B Dilution 1 :5 en série d’une souche contrôle et des 

différentes souches mutantes de Seb1 sur un milieu minimal (gauche) et un milieu minimal 

supplémenter avec 60 µM de thiamine (droite) pour 3 jours. 
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Tableau 1. Liste des oligos utilisées 

Cible Numéro Orientation séquence Dans 
rRNA NTS-0 (-1200 of TSS) FB6295 F ggctggaatgcaaaaacagt figure 1 

rRNA NTS-0 (-1200 of TSS) FB6296 R cttttgacccatttgcctgt figure 1 

rRNA 5'ETS -1 FB6033 F ggtaccttgataccgcaagg figure 1, 2, S1, S4 

rRNA 5'ETS-1 FB6034 R gattctccagcaggaaaagag figure 1, 2, S1, S4 
rRNA promoter-A (-416 of 

TSS) 
FB6632 F tcagagatgggtgtgggaag 

figure 2 
rRNA promoter-A (-416 of 

TSS) 
FB6633 R ttgtttgttgaaaccccttttt 

figure 2 
rRNA promoter-B (-156 of 

TSS) 
FB6289 F tgtggtggatagttttctggtg 

figure 2 
rRNA promoter-B (-156 of 

TSS) 
Fb6290 R tcctttcaaccaccactcct 

figure 2 
rRNA promoter-C (+211 of 

TSS) 
FB6630 F ttctctttgtgttggcatcg 

figure 2 
rRNA promoter-C (+211 of 

TSS) 
FB6631 R acggaccttcttttcattcttc 

figure 2 

rRNA 18S-2 FB723 F cagcttgcgttgaatacgtccc figure 1, 2, S1, S4 

rRNA 18S-2 and NB FB724 R agccaatccagaggcctcacta 
figure 1, 2, 3, 4, S1, S2, 
S4 

rRNA 25S-3 FB6169 F ccgtctttggtcgattggat figure 1, 2, S1, S4 

rRNA 25S-3 FB6170 R cggtctctcgccaatatttagc figure 1, 2, S1, S4 

rRNA 25S-4 FB6863 F ctcgaaatttgaggacagag figure 1, 2, S1, S4 

rRNA 25S-4 FB6864 R tcgaagaatcaaaaagcaac figure 1, 2, S1, S4 

rRNA 3'ETS-5 (+400) FB6037 F gtattagtattaggaattgg figure 1, 2, S1, S4 

rRNA 3'ETS-5 (+400) FB6038 R tactaggatttgtgcattacc figure 1, 2, S1, S4 

rRNA 3'ETS-6 (+600) FB6137 F agtggtaaggtaggtcgtga figure 1, 2, S1, S4 

rRNA 3'ETS-6 (+600) FB6138 R tgcactgcgttaaatccctc figure 1, 2, S1, S4 

rRNA 3'ETS-7 (+775) FB6139 F cacacacacacacacgctaa figure 1 

rRNA 3'ETS-7 (+775) FB6140 R acacgcttggtttgtttgtaa figure 1 

rRNA A2/A3 NB probe in ITS1 Fb111 R tgcttggcatgcaacaa figure 3, 4, S2 

rRNA 25S NB FB728 R ttctggcacggattctggcttaga figure 3, 4, S2 
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Tableau 2. Liste des souches utilisées 

Nom ID Alias Source Génotype 

WT ChIP FBY13 

 

Perreault et al., 

2009 

h+ S. pombe: ade6M210  

leu1-32  ura4-D18  his3-

D1 

WT mutants FBY106 
 

Perreault et al., 

2009 
h+ ade6-M216  leu1-32  

ura4-D18  his3-D1 

WT Anchor away FBY2066 

FY7128 

Ding et al., 

2014 

h- torSE::KanMX6 

fkh1::URA+ leu1-

32::(nmt1-rpl13-

2FKBP12-leu1+) ura4-

D18 leu1-32 ade6-M210 

Rpa2-myc (AA control) FBY2603 

 

Yague-Sanz et 

al., 2021 

h- torSE::KanMX6 

fkh1::URA+ leu1-

32::(nmt1-rpl13-

2FKBP12-leu1+) rpa2-

13myc-HphR ura4-D18 

leu1-32 ade6-M210 

Seb1-AA/Rpa2-myc FBY2667 

 

This study 

h- torSE::KanMX6 

fkh1::URA+ leu1-

32::(nmt1-rpl13-

2FKBP12-leu1+) ura4-

D18 leu1-32 ade6-M210 

Seb1-FRB-

GFP::natMX6 

Pnmt1-seb1/Rpa2-myc FBY2645 

 

This study 

h+ ade6-M21? leu1-32 

ura4-D18 his3-D1 

KanMX6::P41nmt1-

seb1  rpa2-13myc-NatR 

Rpa2-myc (ChIP control) FBY2646 

 

This study 
h+ ade6-M21? leu1-32 

ura4-D18 his3-D1  rpa2-

13myc-NatR 

Seb1-TAP FBY885 

 

Lemay et al, 

2016a 

h? ade6-M21? leu1-32 

ura4-D18 his3-D1 Seb1-

TAP::KanMX6  

WT/Ura- FBY1712 

 

This study 
h+ his7-366 leu1-32 

ura4-d18 ade6-m210 

pFB45::URA4 

Pnmt1-seb1/Ura- FBY2063 

 

This study 

h+ his7-366 leu1-32 

ura4-d18 ade6-m210 

pFB45::URA4 

natMX6::p41nmt1-seb1  

Pnmt1-seb1/EV FBY1561 

 

Lemay et al, 

2016a 

h+ ade6-M21? leu1-32 

ura4-D18 his3-D1 

P41NMT1-
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SEB1::KANMX6 

pFB366::ADE6 

Pnmt1-seb1/Seb1-3xFlag FBY1829 

 

Lemay et al, 

2016a 

h+ ade6-M? leu1-32 

ura4-D18 his3-D1 

P41nmt1-seb1::kanMX6 

pFB943::ade6  

Pnmt1-seb1/Seb1-3xFlag 

RRMmut 
FBY1833 

 

Lemay et al, 

2016a 

h+ ade6-M? leu1-32 

ura4-D18 his3-D1 

P41nmt1-seb1::kanMX6 

pFB946::ade6  

Pnmt1-seb1/Seb1-3xFlag 

CIDmut 
FBY1920 

 

Lemay et al, 

2016a 

h+ ade6-M? leu1-32 

ura4-D18 his3-D1 

P41nmt1-seb1::kanMX6 

pFB1037::ade6  

Pnmt1-seb1/Seb1-3xFlag 

K124E 
FBY2754 

 

This study 

h+ ade6-M? leu1-32 

ura4-D18 his3-D1 

P41nmt1-seb1::kanMX6 

pFB1503::ade6 

Pnmt1-seb1/Seb1-3xFlag 

K121E/K124E 
FBY2756 

 

This study 

h+ ade6-M? leu1-32 

ura4-D18 his3-D1 

P41nmt1-seb1::kanMX6 

pFB1507::ade6 

Pnmt1-seb1/Seb1-3xFlag 

K121E/K124E 
FBY2769 

 

This study 

h+ ade6-M? leu1-32 

ura4-D18 his3-D1 

P41nmt1-seb1::kanMX6 

pFB1505::ade6 

Rpa2-HTP (CRAC control) FBY2718 

 

This study 

h+ his7-366 leu1-32 

ura4-d18 ade6-m210 

pFB45::URA4 Rpa2-

HTP::KanMx6 

Pnmt1-seb1/Rpa2-HTP FBY2728 

 

This study 

h+ his7-366 leu1-32 

ura4-d18 ade6-m210 

pFB45::URA4 Rpa2-

HTP::KanMx6 

P41nmt1-seb1::natMx6 

Pnmt1-seb1/Rpa2-

myc/Nop58-flag  
FBY2817 

 

This study 

h+ ade6-M21? leu1-32 

ura4-D18 his3-D1 

KanMX6::P41nmt1-

seb1 rpa2-13myc-NatR 

Nop58-flag-HygR 

Rpa2-myc/Nop58-flag (ChIP 

control) 
FBY2819 

 

This study 

h+ ade6-M21? leu1-32 

ura4-D18 his3-D1 rpa2-

13myc-NatR Nop58-

flag-HygR 

Rrn3-myc (ChIP control) FBY2766 

 

This study 

h- S. pombe: ade6M210 

leu1-32 ura4-D18 his3-

D1 Rrn3-

13myc::natMX6 
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Pnmt1-seb1/Rrn3-myc FBY2770 

 

This study 

h? ade6-M21? leu1-32 

ura4-D18 his3-D1 D1 

Rrn3-13myc::natMX6 

KanMX6::P41nmt1-

seb1 

Seb1-BirA-myc FBY2683 

 

This study 

h+ S. pombe: ade6M210 

leu1-32 ura4-D18 his3-

D1 Seb1-TurboID-

3MYC::kanMX6 

Seb1-HTP FBY1858  Lemay et al, 

2016a 

h+ ade6-M216 leu1-32 

ura4-D18 his3-D1 Seb1-

HTP::kanMX6 

 

Tableau 3. GO des analyses protéomiques 

 

Analysis Type: PANTHER Overrepresentation Test (Released 20200728)  
Annotation Version and Release 
Date: GO Ontology database DOI:  10.5281/zenodo.3954044 Released 2020-07-16 

Analyzed List: upload_1 (Schizosaccharomyces pombe)   

Reference List: Schizosaccharomyces pombe (all genes in database)  

Test Type: FISHER      

Correction: BONFERRONI     

Bonferroni count: 1701      

GO biological process complete 

Schizosaccharomyces 
pombe - REFLIST 
(5112) 

upload_1 
(556) 

upload_1 
(expected) 

upload_1 
(over/under) 

upload_1 (fold 
Enrichment) 

upload_1 
(P-value) 

maturation of LSU-rRNA from 
tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA) 
(GO:0000463) 18 15 1.96 + 7.66 2.06E-04 
mRNA polyadenylation 
(GO:0006378) 20 15 2.18 + 6.90 5.34E-04 

RNA polyadenylation (GO:0043631) 25 18 2.72 + 6.62 5.38E-05 
mRNA 3'-end processing 
(GO:0031124) 28 19 3.05 + 6.24 4.41E-05 
maturation of LSU-rRNA 
(GO:0000470) 30 19 3.26 + 5.82 9.87E-05 

mRNA cleavage (GO:0006379) 24 15 2.61 + 5.75 2.85E-03 

spliceosomal complex assembly 
(GO:0000245) 30 17 3.26 + 5.21 1.60E-03 

mRNA processing (GO:0006397) 187 84 20.34 + 4.13 2.03E-20 

rRNA-containing ribonucleoprotein 
complex export from nucleus 
(GO:0071428) 36 16 3.92 + 4.09 3.63E-02 

regulation of mRNA metabolic 
process (GO:1903311) 39 17 4.24 + 4.01 2.45E-02 



 

65 

 

65 

mRNA splicing, via spliceosome 
(GO:0000398) 150 65 16.31 + 3.98 1.58E-14 

RNA splicing, via transesterification 
reactions with bulged adenosine as 
nucleophile (GO:0000377) 150 65 16.31 + 3.98 1.58E-14 

RNA splicing, via transesterification 
reactions (GO:0000375) 152 65 16.53 + 3.93 2.69E-14 
mRNA cis splicing, via spliceosome 
(GO:0045292) 127 54 13.81 + 3.91 2.18E-11 

RNA splicing (GO:0008380) 159 66 17.29 + 3.82 4.93E-14 

ribosomal large subunit biogenesis 
(GO:0042273) 88 36 9.57 + 3.76 1.59E-06 

RNA phosphodiester bond 
hydrolysis (GO:0090501) 69 28 7.50 + 3.73 1.41E-04 
RNA 3'-end processing 
(GO:0031123) 65 26 7.07 + 3.68 5.15E-04 

rRNA processing (GO:0006364) 211 83 22.95 + 3.62 3.51E-17 
rRNA metabolic process 
(GO:0016072) 218 84 23.71 + 3.54 5.78E-17 
mRNA metabolic process 
(GO:0016071) 295 111 32.09 + 3.46 7.16E-23 

transcription by RNA polymerase II 
(GO:0006366) 90 33 9.79 + 3.37 7.03E-05 
nucleosome organization 
(GO:0034728) 72 26 7.83 + 3.32 2.49E-03 

RNA localization (GO:0006403) 90 32 9.79 + 3.27 2.02E-04 

RNA processing (GO:0006396) 503 178 54.71 + 3.25 1.91E-37 

ribonucleoprotein complex 
biogenesis (GO:0022613) 433 153 47.09 + 3.25 5.53E-31 

establishment of RNA localization 
(GO:0051236) 80 28 8.70 + 3.22 1.64E-03 

RNA transport (GO:0050658) 80 28 8.70 + 3.22 1.64E-03 

nucleic acid transport (GO:0050657) 80 28 8.70 + 3.22 1.64E-03 
ribonucleoprotein complex export 
from nucleus (GO:0071426) 75 26 8.16 + 3.19 4.63E-03 

ribonucleoprotein complex 
localization (GO:0071166) 75 26 8.16 + 3.19 4.63E-03 
RNA export from nucleus 
(GO:0006405) 78 27 8.48 + 3.18 3.05E-03 

nuclear export (GO:0051168) 79 27 8.59 + 3.14 3.72E-03 
nucleic acid phosphodiester bond 
hydrolysis (GO:0090305) 97 33 10.55 + 3.13 2.98E-04 
protein export from nucleus 
(GO:0006611) 77 26 8.37 + 3.10 6.88E-03 

ribosome biogenesis (GO:0042254) 357 119 38.83 + 3.06 5.07E-21 
ribonucleoprotein complex subunit 
organization (GO:0071826) 153 51 16.64 + 3.06 2.03E-07 
ribonucleoprotein complex 
assembly (GO:0022618) 148 48 16.10 + 2.98 1.57E-06 
RNA metabolic process 
(GO:0016070) 742 238 80.70 + 2.95 8.26E-48 

nuclear transport (GO:0051169) 106 33 11.53 + 2.86 2.41E-03 



 

66 

 

66 

nucleocytoplasmic transport 
(GO:0006913) 106 33 11.53 + 2.86 2.41E-03 

ncRNA processing (GO:0034470) 319 98 34.70 + 2.82 1.68E-14 
RNA biosynthetic process 
(GO:0032774) 136 41 14.79 + 2.77 1.67E-04 

nucleic acid-templated transcription 
(GO:0097659) 130 38 14.14 + 2.69 9.16E-04 

transcription, DNA-templated 
(GO:0006351) 130 38 14.14 + 2.69 9.16E-04 
nucleobase-containing compound 
transport (GO:0015931) 96 28 10.44 + 2.68 3.35E-02 
ncRNA metabolic process 
(GO:0034660) 368 107 40.03 + 2.67 1.17E-14 

nucleic acid metabolic process 
(GO:0090304) 1009 275 109.74 + 2.51 1.71E-45 
protein-DNA complex subunit 
organization (GO:0071824) 140 38 15.23 + 2.50 4.30E-03 
chromatin remodeling 
(GO:0006338) 181 48 19.69 + 2.44 5.03E-04 
chromatin organization 
(GO:0006325) 251 62 27.30 + 2.27 6.61E-05 
positive regulation of RNA 
metabolic process (GO:0051254) 189 46 20.56 + 2.24 5.22E-03 

negative regulation of gene 
expression (GO:0010629) 255 62 27.73 + 2.24 8.93E-05 
nucleobase-containing compound 
metabolic process (GO:0006139) 1191 287 129.54 + 2.22 7.15E-39 
positive regulation of nucleobase-
containing compound metabolic 
process (GO:0045935) 216 52 23.49 + 2.21 1.50E-03 
positive regulation of transcription, 
DNA-templated (GO:0045893) 179 43 19.47 + 2.21 1.51E-02 
positive regulation of nucleic acid-
templated transcription 
(GO:1903508) 179 43 19.47 + 2.21 1.51E-02 
positive regulation of RNA 
biosynthetic process (GO:1902680) 180 43 19.58 + 2.20 1.65E-02 

gene expression (GO:0010467) 1077 255 117.14 + 2.18 3.15E-31 
cellular aromatic compound 
metabolic process (GO:0006725) 1262 293 137.26 + 2.13 3.85E-37 

heterocycle metabolic process 
(GO:0046483) 1276 296 138.78 + 2.13 9.61E-38 
negative regulation of 
macromolecule biosynthetic 
process (GO:0010558) 190 44 20.67 + 2.13 2.64E-02 
negative regulation of cellular 
macromolecule biosynthetic 
process (GO:2000113) 190 44 20.67 + 2.13 2.64E-02 
regulation of nucleobase-containing 
compound metabolic process 
(GO:0019219) 533 122 57.97 + 2.10 2.39E-10 

regulation of RNA metabolic 
process (GO:0051252) 461 105 50.14 + 2.09 2.61E-08 
organic cyclic compound metabolic 
process (GO:1901360) 1322 298 143.79 + 2.07 9.34E-36 



 

67 

 

67 

negative regulation of 
macromolecule metabolic process 
(GO:0010605) 330 74 35.89 + 2.06 8.00E-05 
negative regulation of cellular 
biosynthetic process (GO:0031327) 206 46 22.41 + 2.05 4.88E-02 
negative regulation of biosynthetic 
process (GO:0009890) 206 46 22.41 + 2.05 4.88E-02 
negative regulation of metabolic 
process (GO:0009892) 351 77 38.18 + 2.02 1.10E-04 
regulation of transcription by RNA 
polymerase II (GO:0006357) 316 69 34.37 + 2.01 7.80E-04 
regulation of transcription, DNA-
templated (GO:0006355) 422 92 45.90 + 2.00 5.46E-06 
regulation of nucleic acid-templated 
transcription (GO:1903506) 422 92 45.90 + 2.00 5.46E-06 

regulation of RNA biosynthetic 
process (GO:2001141) 423 92 46.01 + 2.00 5.68E-06 

cellular component biogenesis 
(GO:0044085) 941 202 102.35 + 1.97 1.50E-17 
protein-containing complex subunit 
organization (GO:0043933) 452 97 49.16 + 1.97 3.94E-06 
negative regulation of cellular 
metabolic process (GO:0031324) 253 53 27.52 + 1.93 4.61E-02 

regulation of gene expression 
(GO:0010468) 612 128 66.56 + 1.92 1.95E-08 
chromosome organization 
(GO:0051276) 443 92 48.18 + 1.91 4.35E-05 
cellular nitrogen compound 
metabolic process (GO:0034641) 1616 322 175.76 + 1.83 3.11E-30 
regulation of macromolecule 
metabolic process (GO:0060255) 787 154 85.60 + 1.80 5.39E-09 
regulation of cellular 
macromolecule biosynthetic 
process (GO:2000112) 549 106 59.71 + 1.78 9.50E-05 
cellular protein-containing complex 
assembly (GO:0034622) 363 70 39.48 + 1.77 2.61E-02 
regulation of macromolecule 
biosynthetic process (GO:0010556) 550 106 59.82 + 1.77 9.74E-05 
regulation of nitrogen compound 
metabolic process (GO:0051171) 685 132 74.50 + 1.77 1.19E-06 
regulation of cellular biosynthetic 
process (GO:0031326) 570 109 62.00 + 1.76 7.37E-05 

regulation of biosynthetic process 
(GO:0009889) 570 109 62.00 + 1.76 7.37E-05 

protein-containing complex 
assembly (GO:0065003) 369 70 40.13 + 1.74 4.33E-02 

regulation of metabolic process 
(GO:0019222) 830 157 90.27 + 1.74 4.59E-08 

regulation of primary metabolic 
process (GO:0080090) 714 134 77.66 + 1.73 3.40E-06 
regulation of cellular metabolic 
process (GO:0031323) 732 137 79.62 + 1.72 2.32E-06 
negative regulation of biological 
process (GO:0048519) 520 96 56.56 + 1.70 3.07E-03 

macromolecule metabolic process 
(GO:0043170) 2076 358 225.79 + 1.59 1.68E-23 



 

68 

 

68 

cellular component organization or 
biogenesis (GO:0071840) 1642 281 178.59 + 1.57 3.90E-14 

nitrogen compound metabolic 
process (GO:0006807) 2396 382 260.60 + 1.47 1.14E-19 
primary metabolic process 
(GO:0044238) 2550 388 277.35 + 1.40 3.08E-16 

organic substance metabolic 
process (GO:0071704) 2718 401 295.62 + 1.36 6.07E-15 
cellular metabolic process 
(GO:0044237) 2732 400 297.14 + 1.35 4.16E-14 

metabolic process (GO:0008152) 2825 410 307.26 + 1.33 2.07E-14 

cellular process (GO:0009987) 4205 514 457.35 + 1.12 7.83E-08 

localization (GO:0051179) 1140 73 123.99 - .59 3.43E-04 

establishment of localization 
(GO:0051234) 966 59 105.07 - .56 6.86E-04 

transport (GO:0006810) 905 54 98.43 - .55 8.54E-04 

vesicle-mediated transport 
(GO:0016192) 332 12 36.11 - .33 1.47E-02 
transmembrane transport 
(GO:0055085) 331 6 36.00 - .17 3.89E-06 

ion transmembrane transport 
(GO:0034220) 206 3 22.41 - .13 2.11E-03 

ion transport (GO:0006811) 246 3 26.76 - .11 4.17E-05 

mitochondrion organization 
(GO:0007005) 175 2 19.03 - .11 6.65E-03 

 


