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Titre : IdeŶtifiĐatioŶ du ĐhapeƌoŶ d’histoŶes Spt1ϲ aĐteuƌ esseŶtiel des ƌĠaƌƌaŶgeŵeŶts du gĠŶoŵe 
et méthylation des adénines chez Paramecium tetraurelia 

 

Résumé :  

Chezà lesàeuĐaƌǇotes,à l͛oƌgaŶisatioŶàdeàlaàĐhƌoŵatiŶeàestàiŶdispeŶsaďleàăàlaàƌĠgulatioŶàdeà
l͛eǆpƌessioŶàdesàgğŶesàetàlaàstaďilitĠàduàgĠŶoŵe.àLesàĐiliĠsàĐoŶstitueŶtàuŶàeǆĐelleŶtàŵodğleàd͛Ġtudeà
desà ŵĠĐaŶisŵesà Ƌuià peƌŵetteŶtàdeàŵaiŶteŶiƌà l͛iŶtĠgƌitĠà du génome eucaryote. Notre modèle 
d͛Ġtude,àl͛euĐaƌǇoteàuŶiĐellulaiƌeàParamecium tetraurelia, seàdistiŶgueàpaƌàl͛ĠliŵiŶatioŶàŵassiǀeàetà
ƌepƌoduĐtiďleàdeàpƌğsàdeàϯϬ%àdeàsĠƋueŶĐesàd͛áDNàgeƌŵiŶalàloƌsàduàdĠǀeloppeŵeŶtàduàŵaĐƌoŶoǇauà
somatique après les événements sexuels. Ces séquences sont éliminées grâce à un processus en 
plusieuƌsà Ġtapesà iŵpliƋuaŶtà laà foƌŵatioŶà d͛hĠtĠƌoĐhƌoŵatiŶeà diƌigĠeà paƌà deà petitsà á‘Nà suiǀià
d͛eǆĐisioŶà paƌà laà tƌaŶsposaseà doŵestiƋuĠeàPiggǇàMaĐà ;PgŵͿàetàdeà ƌĠpaƌatioŶ.àLesàŵĠĐaŶisŵesà
moléculaires permettant de comprendre la reconnaissance spécifique de ces séquences germinales 
dans le contexte de la chromatine ainsi que la précision de la coupure demeurent mal compris.  

LeàĐhapeƌoŶàd͛histoŶeàSpt16, associée au partenaire Pob3, fait partie du complexe hétéro-
dimérique FACT (FAcilitates Chromatin Transactions). FACT intervient dans de nombreux mécanismes 
liĠsàauàŵĠtaďolisŵeàdeàl͛áDNàtelsàƋueàlaàtƌaŶsĐƌiptioŶ,àlaàƌĠpaƌatioŶ,àlaàƌĠpliĐatioŶàouàl͛aĐĐessiďilitĠà
de la chromatine. Chez Paramecium tetraurelia, on a identifié deux protéines homologues de Spt16 
et Pob3 exprimées uniquement durant le développement du macronoyau au moment où se 
produisent les réarrangements. Les protéines Spt16-1 et Pob3-1 fusionnées à la GFP se localisent 
dans les macronoyaux en développement. Nous avons montré que la protéine Spt16-1 est essentielle 
ăàlaàpƌoduĐtioŶàd͛uŶeàdesĐeŶdaŶĐeàseǆuelleàǀiaďle.àLeàreséquençage du génome après inactivation de 
SPT16-1 a montré que Spt16-1 està ŶĠĐessaiƌeàăà l͚eŶseŵďle des réarrangements du génome et 
ĐoŶduitàăàdesàdĠfautsàseŵďlaďlesàăàĐeuǆàoďteŶusàsuiteàăàl͛iŶaĐtiǀatioŶàde PGM. Spt16-1 agit en aval 
desàǀoiesàdeàdĠpôtàdesàŵaƌƋuesàd͛hĠtĠƌoĐhƌoŵatiŶeàguidĠesàpaƌàlesàpetitsàá‘NsàŵaisàeŶàaŵoŶtàdeà
l͛eŶdoŶuĐlĠaseàPgŵ. Nous avons montré que Spt16-1 était nécessaire à la localisation correcte de 
Pgm ƌespoŶsaďleà deà l͛iŶtƌoduĐtioŶà desà Đassuƌesà douďleà ďƌiŶ  dans les macronoyaux en 
développement. Nous proposons un modèle dans lequel Spt16-ϭà faǀoƌiseà l͛iŶteƌaĐtioŶà deà laà
ŵaĐhiŶeƌieàd͛eǆĐisioŶàaǀeĐàlaàĐhƌoŵatiŶeàpouƌàƌeŶdƌeàaĐĐessiďleàlesàsitesàdeàĐoupuƌeàsuƌàl͛áDNàăà
Pgm. 

LaàŵĠthǇlatioŶàdesàadĠŶiŶesàsuƌàl͛áDNà;ϲŵáͿ,àďieŶàĐoŶŶueàĐhezàlesàďaĐtĠƌiesàpouƌàsoŶàƌôleà
dans le système de restriction modification, a été décrite ces deux dernières années chez plusieurs 
eucaryotes en faible proportion dans le génome. Cependant son rôle chez les eucaryotes est encore 
peuàĐoŵpƌis.àD͛aŶĐieŶŶesàaŶalǇsesàpar chromatographieàăàl͛aideàdeàŶuĐlĠotidesàŵaƌƋuĠsàdĠteĐtaieŶtà
deàl͛oƌdƌeàdeàϮ,ϱ%àdesàadĠŶiŶesàŵĠthǇlĠesàĐhezàP. tetraurelia ŵaisàsaàloĐalisatioŶàpƌĠĐiseàŶ͛aǀaità
jamais été montrée. Il avait été proposé que cette modification pourrait signaler avec précision les 
sitesàdeàĐoupuƌesàpeŶdaŶtà lesà ƌĠaƌƌaŶgeŵeŶtsàd͛áDNàoùàuŶeàpaƌtieàdesàsĠƋueŶĐesàgeƌŵiŶalesà
présentent des bornes AT. L͛aďoŶdaŶĐeàdesàadĠŶiŶesàŵĠthǇlĠesàfaitàdeàlaàpaƌaŵĠĐieàuŶàeǆĐelleŶtà
ŵodğleàd͛ĠtudeàdeàĐetteàŵodifiĐatioŶ.àEŶàĐoŵďiŶaŶtàdesàteĐhŶiƋuesàd͛IŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐe,àd͛HPLC-
MS et de séquençage, nous avons ainsi décrit la présence et la localisation dans la cellule et au cours 
du cycle de vie de 6mA chez P. tetraurelia. Ces approches ont également permis de montrer 
l͛aďseŶĐeàdeàĐǇtosiŶeàŵĠthǇlĠeàĐhezà laàpaƌaŵĠĐie.  Nous avons montré que la méthylation des 
adénines était retrouvée majoritairement dans le génome somatique et de manière transitoire dans 
le génome germinal. Elle est établie au cours du développement du macronoyau somatique quand se 
produisent les réarrangements du génome. Ces résultats préliminaires permettront de poursuivre 
l͛ĠtudeàdeàlaàŵĠthǇlatioŶàafiŶàd͛ideŶtifieƌàlesàeŶzǇŵesàƌespoŶsaďlesàetàsoŶàƌôleàdaŶsàlaàĐellule.  
 

 

 

Mots clefs : ChapeƌoŶàd͛histoŶe,à‘ĠaƌƌaŶgeŵeŶtsàpƌogƌaŵŵĠsàduàgeŶoŵe,àCiliĠs,àChƌoŵatiŶe,à
Paramecium, méthylation des adénines 
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Title: Identification of the histone chaperone Spt16, essential component of programmed genome 

rearrangements and DNA methylation on adenine in Paramecium tetraurelia  

 

Abstract:  

In eukaryotes, chromatin organization is required for the regulation of gene expression and 
genome stability. Ciliate provide excellent model to study mechanisms involved in maintain of 
genome integrity. Our study model, the unicellular eukaryote Paramecium tetraurelia, has the 
particularity to eliminate massively and reproducibly 30% of germinal DNA sequences during the 
development of the somatic macronucleus after sexual events. Those sequences are eliminated by a 
multi-step process involving small RNA-directed heterochromatin formation followed by DNA 
excision by the domesticated transposase Piggy Mac (Pgm) and DNA repair. Molecular mechanisms 
underlying the specific recognition of those germinal sequences in chromatin context and the 
precision of the excision, remain elusive. 

The histone chaperone Spt16, associated to its partner Pob3, is part of the heterodimeric 
complex FACT (FAcilitates Chromatin Transactions). FACT is implicated in many mechanisms involving 
DNA metabolism such as transcription, repair, replication or chromatin accessibility. In P. tetraurelia, 

we identified two homologous proteins to Spt16 and Pob3 expressed only during macronucle us 
development at the time when genome rearrangements occur. Spt16-1 and Pob3-1 fused to GFP are 
localized in developing macronuclei. We showed that Spt16-1 is required to obtain a viable sexual 
progeny. Genome re-sequencing after SPT16-1 inactivation showed that Spt16-1 was required for all 
DNA elimination events and leads to similar phenotypes and defects to those obtained after PGM 
inactivation. Spt16-1 acts downstream of small RNA-directed heterochromatin formation and 
upstream of Pgm. We showed that Spt16-1 was required for the correct localization of Pgm 
responsible for DNA double strand breaks in developing macronuclei. We proposed a model in which 
Spt16-1 mediates interaction between chromatin and excision machinery that facilitates  access to 
DNA cleavage sites for the Pgm endonuclease. 

Adenine DNA methylation, well known in bacteria for its role in restriction modification 
system, has been described during the last two years in several eukaryotes but in low proportion in 
the genome. However, its role in eukaryotes remains elusive. Previous analyses by chromatography 
with radio labelled nucleotides detected around 2,5% of methylated adenine in P. tetraurelia but its 
precise localization and role have never been analyzed. It has been proposed that this modification 
could mark with precision the excision sites during genome rearrangements when part of the 
eliminated sequences carry AT boundaries. The abundance of methylated adenine makes of 
Paramecium an excellent model to study this modification. Combining immunofluorescence 
techniques, HPLC-MS and sequencing, we described the presence and the cellular localization during 
life cycle of 6mA in P. tetraurelia. Those approaches allowed us to show that methylated cytosine are 
absent in Paramecium. We showed that methylation is mainly found in the somatic genome and 
transiently in germinal genome. It appears during somatic macronucleus development when genome 
rearrangements occur. Those preliminary results will allow us to pursue the study of adenine 
methylation by identifying responsible enzymes and its role in the cell.  
 

 

 

 

Keywords: Histone chaperone, Programmed genome rearrangements, ciliate, chromatin, 
paramecium, adenine methylation 
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Préambule 

L͛áDNà desà Đellulesà euĐaƌǇotesà està oƌgaŶisĠà daŶsà leà ŶoǇauà sousà forme de chromatine : 

l͛áDNà Ǉà està aƌƌaŶgĠà autouƌà deà pƌotĠiŶesà histoŶesà età ŶoŶà histoŶesà doŶtà l͛uŶitĠà està leà

nucléosome (Hammond et al., 2017). Chaque nucléosome estàĐoŶstituĠàd͛eŶǀiƌoŶàϭϰϳàpaiƌesà

deàďasesàs͛eŶƌoulaŶtàautouƌàd͛uŶàoĐtaŵğƌeàd͛histoŶes.àLeàŶuĐlĠosoŵeàestàĐoŵposĠàdeàdeuǆà

paiƌesà deà ĐhaƋueà histoŶe,à uŶà tĠtƌaŵğƌeà d͛Hϯà età Hϰà età deuǆà diŵğƌesà d͛HϮáà età HϮB.à Cetteà

organisation dite canonique peut être modifiée paƌà l͛iŶĐoƌpoƌatioŶà deà ǀaƌiaŶtsàd͛histoŶeàetà

de modifications post-traductionnelles des histones, ainsi que des modifications chimiques 

suƌà lesà ďasesà deà l͛áDN (Hammond et al., 2017; Iyer et al., 2011). Ce niveau de complexité 

supplémentaire peƌŵetàdeàƌĠguleƌà laàĐoŶfoƌŵatioŶàdeà laàĐhƌoŵatiŶe,à l͛eǆpƌessioŶàdesàgğŶesà

età l͛aƌĐhiteĐtuƌeà gĠŶĠƌaleà duà ŶoǇau.à Leà ŵaiŶtieŶà d͛uŶeà oƌgaŶisatioŶà dǇŶaŵiƋueà deà laà

ĐhƌoŵatiŶeàetàdesàŵodifiĐatioŶsàassoĐiĠesàestàŶĠĐessaiƌeàăàl͛eŶseŵďleàdesàŵĠĐaŶisŵesàliĠsà

au métabolisŵeà deà l͛áDNà età plusà laƌgeŵeŶtà auà ŵaiŶtieŶà deà l͛iŶtĠgƌitĠà desà gĠŶoŵesà

euĐaƌǇotes.à UŶà degƌĠà deà ĐoŵpaĐtioŶà ĠleǀĠà deà laà ĐhƌoŵatiŶeà eŵpġĐheà l͛aĐĐğsà ăà l͛áDNàdesà

diffĠƌeŶtesàŵaĐhiŶeƌiesàdeàƌĠpliĐatioŶ,àtƌaŶsĐƌiptioŶ,àetĐ.àTaŶdisàƋu͛uŶàŶiǀeauàdeàĐoŵpaĐtioŶà

plus faiďleà peƌŵetà l͛aĐĐğsà ăà l͛áDNà età faǀoƌiseà Đesà pƌoĐessusà ĐitĠsà aǀaŶt (Corpet and 

Almouzni, 2009).à Pouƌà ĐoŵpƌeŶdƌeà ĐoŵŵeŶtà està ŵaiŶteŶueà l͛iŶtĠgƌitĠà desà gĠŶoŵesà

euĐaƌǇotesà ilà està doŶĐà iŵpoƌtaŶtà deà ĐoŵpƌeŶdƌeà ĐoŵŵeŶtà està ƌĠgulĠeà l͛aƌĐhiteĐtuƌe 

chromatinienne. 

Pour permettre à la fois le maintien de cette organisation de la chromatine ainsi que sa 

fleǆiďilitĠ,àuŶeàĐlasseàpaƌtiĐuliğƌeàdeàpƌotĠiŶesàŶoŵŵĠesàlesàĐhapeƌoŶsàd͛histoŶesàpƌeŶŶeŶtà

en charge les histones libres ou dans le nucléosome. Bien que ces protéines partagent des 

fonctions communes, elles regroupent une grande diversité de domaines fonctionnelles avec 

peu ou pas de similarité de séquence et des propriétés structurales différentes  (Hammond 

et al., 2017; Laskey et al., 1978).àL͛uŶàdesàpoiŶtsàĐoŵŵuŶsàdeàĐesàpƌotĠiŶesàƌesteàĐepeŶdaŶtà

la présence de domaines riches en résidus acides permettant des interactions fortes avec les 

histoŶesà età ƌeŶtƌaŶtà eŶà ĐoŵpĠtitioŶà aǀeĐà l͛áDN.àOŶà peutà dĠfiŶiƌà lesà ĐhapeƌoŶsà d͛histoŶesà

comme des protéines prenant en charge in vivo les histones non incorporées au nucléosome 

età pƌoŵouǀaŶtà l͛asseŵďlageà duà ŶuĐlĠosoŵeà in vitro à partiƌàd͛histoŶesà isolĠesàetàd͛áDN.àSià
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cette définition permet de regrouper cette catégorie de protéines, elle ne reflète pas la 

grande diversité de fonctions auxquelles elles sont associées telles que la réplication, la 

tƌaŶsĐƌiptioŶ,à laà ƌĠpaƌatioŶ,à l͛iŶtĠgƌitĠà desà ĐeŶtƌoŵğƌes,à l͛iŶĐoƌpoƌatioŶà deà ǀaƌiaŶtsà

d͛histoŶes,à etĐ (Adam et al., 2015; Hammond et al., 2017; Ransom et al., 2010; Venkatesh 

and Workman, 2015).àL͛eŶseŵďleàdeàĐesàpƌoĐessusàŶĠĐessiteàdeàpeƌtuƌďeƌà l͛oƌgaŶisatioŶàdeà

laà ĐhƌoŵatiŶeà toutà eŶà s͛assuƌaŶtà deà laà ƌestauƌeƌà paƌà laà suite,à eŶà pƌeŶaŶtà eŶà Đoŵpteà leà

ƌeĐǇĐlageà desà histoŶes,à l͛iŶĐoƌpoƌatioŶà deà Ŷouǀellesà histoŶesà ŵaisà aussià leà ŵaiŶt ien de 

l͛iŶfoƌŵatioŶàĠpigĠŶĠtiƋue.àLesàĐhapeƌoŶsàfoŶĐtioŶŶeŶtàeŶàƌĠseauàetàăà l͛aideàdeàpaƌteŶaiƌesà

co-ĐhapeƌoŶsà auà seiŶà deà Đoŵpleǆesà Ƌuià oŶtà l͛aǀaŶtageà deà peƌŵettƌeà l͛iŶteƌaĐtioŶà laà plusà

complète avec les histones (Hammond et al., 2017). Les analyses aux rayons X des structures 

cristallisées deà ĐhapeƌoŶsà d͛histoŶe ont identifié lesàdoŵaiŶesàetàŵodesàd͛iŶteƌaĐtioŶàaǀeĐà

les histones et les partenaires des complexes de co-ĐhapeƌoŶs.àL͛uŶàdeàĐesàĐoŵpleǆes,àFáCTà

(FAcilitates Chromatin transaction) composé de deux co-chaperons Spt16 et Pob3/Ssrp1 est 

retrouvé chez de nombreux eucaryotes (Formosa, 2012; Jeronimo and Robert, 2016). Ses 

interactions fortes et multiples avec toutes les histones lui assurent un rôle dans quasiment 

tous les processus impliquant la chromatine telle que la réplication, la transcription ou 

encore la réparation, en faisant un chaperon particulièrement important pour assurer 

l͛iŶtĠgƌitĠàdesàgĠŶoŵesàeuĐaƌǇotes. 

LesàŵodifiĐatioŶsàĐhiŵiƋuesàpoƌtĠesàpaƌàlesàďasesàdeàl͛áDNàappoƌteŶtàuŶàautƌeàŶiǀeauàdeà

ĐoŵpleǆitĠàassuƌaŶtà leàŵaiŶtieŶàdeà l͛iŶtĠgƌitĠàdesàgĠŶoŵesàetà iŶflueŶçaŶtà laàstƌucture de la 

chromatine et sa dynamique (Iyer et al., 2011).à Ilàs͛agitàpƌiŶĐipaleŵeŶtàdeàŵĠthǇlatioŶs.àLaà

modification la plus abondante et la plus fréquente en particulier chez les eucaryotes 

concerne la méthylation des cytosines (Breiling and Lyko, 2015). Elle est connue pour être 

iŵpliƋuĠeà daŶsà deà Ŷoŵďƌeuǆà pƌoĐessus,à telleà Ƌueà laà ƌĠgulatioŶà deà l͛eǆpƌessioŶàdesàgğŶes,à

l͛eŵpƌeiŶteà gĠŶĠtiƋue,à l͛iŶaĐtiǀatioŶà deà Đhƌoŵosoŵes,à laà dĠpositioŶàdeàŵodifiĐatioŶsàpost-

traductionnelles des histones, etc. Les adénosines méthylées, la deuxième modification la 

plus fréquente dans le monde vivant, sont surtout retrouvées dans les génomes procaryotes 

associées au système de restriction modification, une forme de système immunitaire primitif  

;O͛BƌoǁŶà aŶdàGƌeeƌ,à ϮϬϭϲ;à ‘atelà etàal.,àϮϬϬϲͿ.àDesàtƌaǀauǆàƌĠĐeŶtsàaiŶsiàƋueà l͛amélioration 

desà teĐhŶiƋuesà d͛aŶalǇseà desà ŵodifiĐatioŶsà deà l͛áDNà oŶtà ŵisà eŶà ĠǀideŶĐeà laà pƌĠseŶĐeà

d͛adĠŶosiŶesàŵĠthǇlĠesàdaŶsàdesàpƌopoƌtioŶsàƌelatiǀeŵeŶtàfaiďlesàĐhezàĐeƌtaiŶsàeuĐaƌǇotesà
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sans identifier de rôle précis pour le moment (Fu et al., 2015; Greer et al., 2015; Koziol et al., 

2016; Liang et al., 2018a, 2018b; Mondo et al., 2017; Wang et al., 2017; Wu et al., 2016; 

Zhang et al., 2015). Des travaux plus anciens avaient déjà détecté la méthylation des 

adénosines chez des ciliés dans des proportions similaires à celles retrouvées pour la 

méthylation des cytosines chez les autres eucaryotes, sans y associer de rôle (Cummings et 

al., 1974; Gorovsky et al., 1973; Harrison et al., 1986). 

Notre organisme modèle, le cilié Paramecium tetraurelia,à Ŷousà peƌŵetà d͛Ġtudieƌà lesà

ŵĠĐaŶisŵesà ĠpigĠŶĠtiƋuesà Ƌuià ĐoŶtƌôleŶtà l͛iŶtĠgƌitĠà desà gĠŶoŵesà euĐaƌǇotes.à Cetà

unicellulaire a séparé ses fonctions somatiques et germinales dans deux types de noyaux 

différents dans un même cytoplasme (Betermier and Duharcourt, 2014). Le génome 

somatique est produit à partir du génome germinal par l͛ĠliŵiŶatioŶà ŵassiǀeà età

reproductible de nombreuses séquences répétées et de séquences uniques dérivées de 

transposon (Arnaiz et al., 2012). La reconnaissance et le ciblage de ces séquences multiples 

paƌà laà ŵaĐhiŶeƌieà d͛eǆĐisioŶà faità iŶteƌǀeŶiƌà desà ŵĠĐaŶisŵesà ĠpigĠŶĠtiƋuesà iŵpliquant 

notamment des petits ARN ou des modifications de la chromatine. Ces acteurs identifiés des 

ƌĠaƌƌaŶgeŵeŶtsà duà gĠŶoŵeà Ŷeà peƌŵetteŶtà ĐepeŶdaŶtà pasà d͛eǆpliƋueƌà l͛eŶseŵďleà desà

sĠƋueŶĐesà ĠliŵiŶĠes,à Ŷià laà pƌĠĐisioŶà deà laàĐoupuƌeàetà l͛aĐĐğsàdeà laàŵaĐhiŶeƌieà d͛eǆĐisioŶàăà

l͛áDN. 

Pouƌà peƌŵettƌeà deà ŵieuǆà ĐoŵpƌeŶdƌeà lesà ŵĠĐaŶisŵesà Ƌuià gouǀeƌŶeŶtà l͛ĠliŵiŶatioŶà

d͛áDNà loƌsà duà dĠǀeloppeŵeŶtà duà ŶoǇauà soŵatiƋueà Đhezà Paramecium tetraurelia, mon 

travail de thèse a consisté à : 

1) Etudieƌà leà ƌôleà d͛uŶà hoŵologueà duà ĐhapeƌoŶà d͛histones Spt16 dans les 

réarrangements du génome. Nous avons mis en évidence que cette protéine est 

ŶĠĐessaiƌeàăàl͛eŶseŵďleàdesàĠǀğŶeŵeŶtsàd͛ĠliŵiŶatioŶ. 

2) Etudier la méthylation des adénosines chez Paramecium tetraurelia, une 

modification abondement présente qui pourrait guider la précision de 

l͛ĠliŵiŶatioŶàd͛áDNàŵaisàdoŶtà leàƌôleàeǆaĐtàƌesteàeŶĐoƌeàiŶĐoŵpƌis.  

DaŶsà l͛iŶtƌoduĐtioŶà Ƌuià ǀaà suiǀƌe,à jeà ǀaisà daŶsà uŶà pƌeŵieƌà teŵpsà dĠĐƌiƌeà leà

foŶĐtioŶŶeŵeŶtà duà ĐhapeƌoŶà d͛histoŶesà Sptϭϲà Đhezà lesà euĐaƌǇotesà età duà Đoŵplexe FACT 

auquel il appartient. Dans un second temps, je présenterais les caractéristiques de la 
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méthylation des adénosines chez les procaryotes et chez les eucaryotes chez qui elle a été 

décrite. Enfin je décrirais notre organisme modèle, Paramecium tetraurelia, ce que nous 

ĐoŶŶaissoŶsà desàŵĠĐaŶisŵesà gouǀeƌŶaŶtà l͛ĠliŵiŶatioŶà d͛áDNàetàĐeàƋuiàeŶàfaitàuŶàeǆĐelleŶtà

ŵodğleàd͛ĠtudeàduàŵaiŶtieŶàdeàl͛iŶtĠgƌitĠàdesàgĠŶoŵesàeuĐaƌǇotes. 
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Introduction 

Chapitre 1 : ChapeƌoŶs d’histoŶe et ŵaiŶtieŶ de 

l’iŶtĠgƌitĠ du gĠŶoŵe, Spt16 et le complexe 

FACT, aĐteuƌ ŵajeuƌ daŶs l’oƌgaŶisatioŶ du 

génome chez les eucaryotes  

L͛oƌgaŶisatioŶà dǇŶaŵiƋueà deà laà ĐhƌoŵatiŶeà assuƌeà leà ŵaiŶtieŶà deà laà staďilitĠà desà

gĠŶoŵesà euĐaƌǇotes.à Laà ĐhƌoŵatiŶeà doità ăà laà foisà peƌŵettƌeà l͛aĐĐğsà ăà l͛áDNà pouƌà les 

différentes machineries de réplication, transcription, et autres facteurs interagissant avec 

l͛áDNà ŵaisà aussià ĐoŶseƌǀeƌà soŶà iŶtĠgƌitĠà stƌuĐtuƌaleà età lesà ŵodifiĐatioŶsà Ƌuià luià soŶtà

apportées. Pour assurer ces fonctions, les eucaryotes ont notamment recours aux chaperons 

d͛histoŶes,à desà pƌotĠiŶesà iŶteƌagissaŶtà aǀeĐà lesà histoŶesà liďƌesà ouà daŶsà leà ŶuĐlĠosoŵeà età

capables deàŵodifieƌà laàstƌuĐtuƌeàdeà laàĐhƌoŵatiŶe.àLesàĐhapeƌoŶsàd͛histoŶesà lieŶtàăà laàfoisà

lesàhistoŶesàliďƌesàpouƌà faǀoƌiseƌàl͛asseŵďlageàdesàŶuĐlĠosoŵesàetàsoŶtàaussiàĐapaďlesàdeàlesà

dĠsasseŵďleƌà pouƌà faǀoƌiseƌà l͛aĐĐğsà ăà l͛áDN.à Paƌŵià Đesà ĐhapeƌoŶs,à leàĐoŵpleǆe  FACT, très 

conservé chez les eucaryotes est connu pour son interaction avec la chromatine et son 

implication dans de nombreux processus cellulaires en faisant un acteur majeur dans 

l͛oƌgaŶisatioŶàduàgĠŶoŵe. 

I . Découverte du complexe FACT et conservation 

chez les eucaryotes  

Le complexe FACT pour FAcilitates Chromatin Transcription est composé de deux 

pƌotĠiŶes,à lesà ĐhapeƌoŶsà d͛histoŶeà SptϭϲàetàSsƌpϭàouàPoďϯàetàestàpaƌtiĐuliğƌeŵeŶtàĐoŶseƌǀĠà

chez les eucaryotes (Figure 1). FACT a été identifié ainsi que ses composants pour son rôle 

dans la transcription lui donnant son nom chez Saccharomyces cerevisiae (Orphanides et al., 

1998, 1999). 
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La protéine Spt16 a été mise en évidence chez S. cerevisiae grâce à deux cribles 

génétiques pour identifier des mutants de la transcription et du cycle cellulaire. Dans le 

premier ctible, les mutants de gènes SPT pour SuPpressor of Ty, inhibent les mutations dues 

aux insertions des éléments transposables Ty et delta en rétablissant la transcription des 

gènes adjacents (Clark-Adams et al., 1988; Malone et al., 1991). La mutation Spt16, est un 

suppƌesseuƌà deà l͛iŶseƌtioŶà desàĠlĠŵeŶtsàdeltaàetàpaƌàNoƌtheƌŶàBlotàoŶàŵoŶtƌeàƋu͛elleàaltğƌeà

la transcription des gènes dans lesquels ces éléments sont insérés (Malone et al., 1991). 

Dans le deuxième crible, des cellules de S. cerevisiae dont la taille a augmenté sont isolées 

pour identifier des mutations thermosensibles du cycle cellulaire (Prendergast et al., 1990). 

La mutation thermosensible CDC68 entraîne le blocage en phase G1 des cellules et empêche 

la progression dans le cycle cellulaire (Prendergast et al., 1990). Par Nothern Blot, on montre 

que le défaut de progression dans le cycle cellulaire est dû à une diminution de la 

transcription des cyclines CLN1, 2 et 3 (Rowley et al., 1991). Par complémentation 

foŶĐtioŶŶelleàetàdesàaŶalǇsesàd͛iŶteƌaĐtioŶàgĠŶĠtiƋue,àilàestàŵoŶtƌĠàque les mutations CDC68 

et SPT16 correspondent au même gène SPT16 (Rowley et al., 1991). 

La protéine Pob3 est identifiée pour la première fois également chez S. cerevisiae ăàl͛aideà

d͛uŶàĐƌiďleàpeƌŵettaŶtà l͛ideŶtifiĐatioŶàdeàŶouǀeauǆàfaĐteuƌsàdeàlaàƌĠpliĐatioŶà (Wittmeyer and 

Formosa, 1997).à UŶeà Đhƌoŵatogƌaphieà d͛affiŶitĠà està ƌĠalisĠeà ăà paƌtiƌà deà laà sous -unité 

catalytique Pol1 de la DNA polymérase alpha. Les protéines Pob3 mais  aussi Spt16 sont 

identifiées par ce crible et interagissent avec la Pol1 (Wittmeyer and Formosa, 1997). Des 

eǆpĠƌieŶĐesà d͛iŵŵuŶopƌĠĐipitatioŶà deà Sptϭϲà laà ĐaƌaĐtĠƌiseŶtà eŶà Đoŵpleǆeà eǆĐlusifà aǀeĐà

Pob3 au sein du complexe FACT chez S. cerevisiae initialement nommé CP (Brewster et al., 

1998). 

Si les premières études du complexe FACT et de ses composants se font chez S. 

cerevisiae, ils sont présents chez de nombreux autres eucaryotes avec quelques variations. 

Des homologues de la protéine Spt16 sont retrouvés chez H. sapiens, Xenopus laevis, A. 

thaliana, etc. (Are et al., 2016; Formosa, 2012; Okuhara et al., 1999; Orphanides et al., 

1998).à Laà pƌotĠiŶeà Poďϯà està l͛hoŵologueà desà pƌotĠiŶesà Ssƌpϭà Ƌuià ĐoŵposeŶtàaǀeĐàSptϭϲàleà

complexe FACT dans la majorité des autres eucaryotes. Pob3 ne dispose pas du domaine 

HMGàBoǆàăà l͛eǆtƌĠŵitĠàC-terminale de Ssrp1 et est uniquement retrouvée chez les levures S. 

cerevisiae et S. pombe (Wittmeyer and Formosa, 1997). Dans ces espèces, la fonction du 
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doŵaiŶeà HMGà ďoǆà deà Ssƌpϭà està assuƌĠeà paƌà uŶeà tƌoisiğŵeà pƌotĠiŶeà s͛assoĐiaŶtà plusà

faiblement au complexe FACT, Nhp6 (Brewster et al., 2001). 

II . FACT est un hétérodimère 

1. Le ĐhapeƌoŶ d’histoŶes Spt1ϲ, pivot du Đoŵpleǆe FACT 

 

Figure 1 : Représentation schématique du complexe FACT et de ses domaines chez la levure 

Le complexe FACT est composé des sous-unités  Spt16 et Pob3/Ssrp1. Sont représentés  les  domaines  Spt16N de type 
peptidase, Spt16D pour la dimérisation, Spt16M et Spt16C en C-terminal, les  domaines  Pob3N/D pour la  dimérisation, 
Pob3M et Pob3C en C-terminal. Sont aussi montrés les interactions physiques (flèches pleines) ou génétiques  (flèches  en 
poiŶti l lĠͿàeŶtƌeàles àhis toŶes àetàleàĐoŵpleǆe.àD͛apƌğs à (Jeronimo and Robert, 2016). 

SptϭϲàestàuŶeàgƌaŶdeàpƌotĠiŶe,àd͛eŶǀiƌoŶàϭϮϬkDa (Figure 1) indispensable à la croissance 

et à la survie des cellules (Formosa, 2012). Elle est constituée de quatre domaines : 

1) En N-terminal, on retrouve un domaine en lobe ou à la conformation dite « pita-

bread ». Sa séquence et sa structure, résolue par diffraction de rayons X sur le 

domaine N cristallisé, sont homologues aux familles d͛aminopeptidases, des 

enzymes qui catalysent le clivage des acides aminés en N-terminal (Stuwe et al., 

2008). Mais aucune activité peptidase ŶiàauĐuŶàdesàƌĠsidusàŶĠĐessaiƌesàăàl͛aĐtiǀitĠà

catalytique des aminopeptidasesà Ŷ͛està ƌetƌouǀĠà daŶsà leà doŵaiŶeà Nà deà Sptϭϲ 

(Stuwe et al., 2008; VanDemark et al., 2008). Leà doŵaiŶeà Nà Ŷ͛està pasà
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iŶdispeŶsaďleà ăà l͛aĐtiǀitĠà deà Sptϭϲà ŵaisà son absence devient létale si elle est 

associée à un allèle mutant de Pob3. Le domaine pourrait avoir des fonctions 

redondantes avec Pob3 ;O͛DoŶŶellàetàal.,àϮϬϬϰͿ. Des interactions du domaine N-

terminal avec les histones H3-H4 ont été rapportées chez S. pombe, H. sapiens et 

chez les plantes paƌà aŶalǇsesà d͛iŶteƌaĐtioŶs génétiques ou par résolution aux 

rayons X de la structure du domaine N cristallisé (Are et al., 2016; Stuwe et al., 

2008; VanDemark et al., 2008). On détecte également des interactions génétiques 

entre le domaine N-terminal et le « docking domain » d͛HϮá, un domaine en C-

teƌŵiŶalàdeà l͛histoŶeàHϮáàstaďilisaŶtà l͛iŶteƌfaĐeàeŶtƌeàHϮáàetàHϯ-H4 et nécessaire 

pouƌà l͛oƌgaŶisatioŶàduàŶuĐlĠosoŵeà (Stuwe et al., 2008; VanDemark et al., 2008). 

2) A la suite du domaine N, se trouve le domaine D qui assure la dimérisation de 

Spt16 avec Pob3 au sein du complexe FACT (Formosa, 2012). On y retrouve un 

doŵaiŶeà dità d͛hoŵologieà ăà laà pleĐkstƌiŶeà ;PHLͿ,à domaine retrouvé dans une 

grande variété de protéines eucaryotes comme des phospholipases, protéines 

transmembranaires, kinases ou encore protéines de signalisation cellulaire et 

capable de lier une grande variété de ligands dans la cellule. Ce domaine 

Ŷ͛iŶteragit pas avec les histones mais montre une interaction avec la sous -unité 

Polϭàdeàl͛áDNàpolǇŵĠƌaseàalphaàdeàS. cerevisiae (Hondele et al., 2013). 

3) Le domaine M succède au domaine D dans Spt16. Il est composé de deux 

doŵaiŶesà PHLà età d͛uŶà ŵotifà dità U-turn (Hondele et al., 2013; Jeronimo and 

Robert, 2016; Kemble et al., 2013). Le motif U-turn est un coude dans la protéine 

foƌŵaŶtà uŶeà poĐheà hǇdƌophoďeà peƌŵettaŶtà l͛iŶteƌaĐtioŶà aǀeĐà lesà histoŶesà

(Hondele et al., 2013).à L͛aŶalyse aux rayons X de la structure cristallisée du 

domaine M de Spt16 de S. cerevisiae montre une interaction entre les histones 

H3-H4 et les domaines PHL (Kemble et al., 2013).à L͛aŶalǇseà auǆà ƌaǇoŶsà Xà deà laà

structure cristallisée du domaine M de Spt16 de Chaetomium thermophilum en 

complexe avec les histones H2A-H2B montre une interaction avec ces histones 

grâce au motif U-turn (Hondele et al., 2013). Le motif U-turn forme une poche 

hǇdƌophoďeà ĐoŵplĠŵeŶtaiƌeà duàŵotifà hǇdƌophoďeà deà l͛eǆtƌĠŵitĠà N-terminale de 

H2B dont les acides aminés nécessaires ont été identifiés par l͛aŶalǇseàdeàŵutaŶtsà

(Hondele et al., 2013). Le domaine M est requis pour la fonction correcte de 
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Spt16 (Belotserkovskaya et al., 2003; Formosa, 2012; Schlesinger and Formosa, 

2000).  

4) La protéine Spt16 finit par un domaine en C-terminal riche en acides aminés acides 

età ŶoŶà stƌuĐtuƌĠ,à uŶeà ĐaƌaĐtĠƌistiƋueà ĐoŵŵuŶeà auǆà ĐhapeƌoŶsà d͛histoŶesà

(Formosa, 2012; Hoffmann and Neumann, 2015; Jeronimo and Robert, 2016; 

Kemble et al., 2015). La délétion du domaine C dans une construction protéique 

fusionnant Spt16 d’H. sapieŶs à la protéine FLAG empêche la formation de 

ŶuĐlĠosoŵes,à laàtƌaŶsĐƌiptioŶàetà l͛iŶteƌaĐtioŶàaǀeĐà lesàhistoŶesà (Belotserkovskaya 

et al., 2003; Kemble et al., 2015; Schlesinger and Formosa, 2000).àL͛aŶalǇseàauǆà

rayons X de la structure cristallisée du domaine C et par titration calorimétrique 

isotherme (ITC) ŵoŶtƌeàƋu͛ilàiŶteƌagitàfoƌteŵeŶtàaǀeĐàlesàhistoŶesàHϮá-H2B, grâce 

à des résidus aromatiques et acides composant le MBD pour Minimum Binding 

Domain, et essentiellement via H2B bien que des contacts soient détectés avec 

H2A (Kemble et al., 2015). La mutation de ces acides aminés chez Spt16 de S. 

cerevisiae eŵpġĐheàl͛iŶteƌaction avec H2A-H2B. 

2. Ssrp1/Pob3, partenaire de Spt16 

Pob3 ou Ssrp1 suivant les espèces est la deuxième sous-unité du complexe FACT (Figure 

1). Chez la majorité des eucaryotes on la nomme Ssrp1 et comme Spt16 elle est essentielle à 

la viabilité des cellules. Pob3 est son équivalent chez certaines levures et champignons et 

son inactivation ne produit pas nécessairement de létalité comme chez S. pombe (Formosa, 

2008). La différence entre les deux protéinesà pƌoǀieŶtà aussià deà l͛aďseŶĐeà Đhezà Poďϯà d͛uŶà

motif HMGB présent chez Ssrp1 dont la fonction est remplacée par la protéine Nhp6 qui lie 

faiďleŵeŶtà leà Đoŵpleǆeà FáCTà età iŶteƌagitàaǀeĐà l͛áDN.àNhpϲàŶ͛estàpasàesseŶtielleàsuggĠƌaŶtà

Ƌueà laà liaisoŶàăà l͛áDNàduàĐoŵpleǆeàFáCTàŶ͛estàpasàuŶeàfoŶĐtioŶàesseŶtielleà(Formosa, 2012; 

Ruone et al., 2003). Pob3/Ssrp1 se compose en plus du domaine HMGB de trois domaines  à 

l͛oƌgaŶisatioŶàetàăàlaàstƌuĐtuƌeàsiŵilaiƌesàăàSptϭϲà: 

1) Le premier domaine en N-terminal de Pob3/SSrp1, N/D, est constitué de deux 

motifs PHL et assure la dimérisation avec Spt16 (Formosa, 2012).  

2) Le domaine suivant M est homologue du domaine M de Spt16 et est aussi 

constitué de deux motifs PHL. Grâce à des analyses de co-immunoprécipitation, 
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oŶàŵoŶtƌeà Ƌueà leà doŵaiŶeàMàiŶteƌagitàaǀeĐà laàpƌotĠiŶeà‘PáàƋuià lieà l͛áDNàsiŵpleà

brin pendant la réplication (VanDemark et al., 2006).àL͛aŶalǇseàpaƌàƌaǇoŶsàXàdeàlaà

structure cristallisée du domaine M de S. cerevisiae identifie une interaction avec 

les histones H3-H4 (Zunder et al., 2012). Des interactions génétiques du domaine 

M de Pob3 de S. cerevisiae aǀeĐà leà doĐkiŶgà doŵaiŶà d͛HϮáà ont été rapportées 

comme pour le domaine N de Spt16 (VanDemark et al., 2008). Des mutations 

dans le domaine M produisent des défauts de réplication et de transcription. 

3) Comme Spt16, Pob3/Ssrp1 se termine en C-terminal par un domaine C riche en 

résidus acides. Par ITC et analyses de mutants chez S. cerevisiae, il a été montré 

ƋueàleàdoŵaiŶeàCàdeàPoďϯàestàĐapaďleàd͛iŶteƌagiƌ avec les histones H2A-H2B via 

des résidus acides et aromatiques similaires à ceux de Spt16. Il est supposé que 

les domaines C de Spt16 et Pob3 lient chacun un dimère H2A-H2B dans le 

nucléosome (Hoffmann and Neumann, 2015; Kemble et al., 2015). 

4) Ssrp1 à la différence de Pob3 contient en plus en C-terminal un motif HMGB (High 

MoďilitǇà Gƌoupà BoǆͿà ĐoŵposĠà deà tƌoisà hĠliĐesà Ƌuià lieà l͛áDN.à CeàŵotifàaďseŶtàdeà

Pob3 est alors remplacé par la protéine Nhp6 de la famille HMGB qui interagit 

faiblement avec le complexe FACT. Nhp6 peut aussi se lier aux nucléosomes 

(Rhoades et al., 2004)) et est requis pour une interaction correcte de FACT avec le 

ŶuĐlĠosoŵeàeŶàliaŶtàl͛áDNà(McCullough et al., 2018). 

3. Régulation du complexe FACT 

Compte tenu de son abondance et des rôles multiples que le complexe endosse, sa 

quantité, son interaction avec ses substrats ou son activité sont régulées par un certain 

nombre de processus que je vais détailler. 

3.1 Recrutement de FACT à des cibles spécifiques 

Le complexe FACT peut être recruté à des cibles spécifiques (promoteurs, gènes, origines 

de réplication, etc) permettant de réguler son activité. La protéine Swi6 est un cofacteur de 

la transcription chez S. cerevisiae appartenant au complexe SBF régulant l͛expression de 

cyclines pendant la phase G1 du cycle cellulaire. Elle lie directement FACT pour le recruter 

suƌàdesàpƌoŵoteuƌsàdeàgğŶesàƋu͛elleàƌĠguleàetàeŶàfaǀoƌiseƌàlaàtƌaŶsĐƌiptioŶ.àLaàpƌotĠiŶeàWhiϱà



Touzeau Amandine – Thèse de doctorat - 2018 

25 

 

est une protéine réprimant la transcription chez S. cerevisiae en phase G1. Elle inhibe le 

recrutement de FACT sur les mêmes promoteurs que ceux régulés par Swi6 (Takahata et al., 

2009a).àHPϭĐàestàuŶeà isofoƌŵeàdeà laàpƌotĠiŶeàăàĐhƌoŵodoŵaiŶesàHPϭàƋuiàlieàl͛euĐhƌoŵatiŶeà

chez D. melanogaster. Elle recrute FACT sur les gènes actifs et le lie aux formes actives de la 

polymérase II pour assurer leur transcription (Kwon et al., 2010). Le recrutement ou non de 

FáCTà suƌà desà gğŶesà paƌtiĐulieƌsà peƌŵetà d͛eŶà ƌĠguleƌà la transcription et donc le niveau 

d͛eǆpƌessioŶ. 

3.2 Des modifications post-traductionnelles des substrats de FACT modifient son activité 

Des modifications post-traductionnelles des substrats du complexe FACT, les histones, 

peuvent influencer le recrutement du complexe FACT et son activité. Chez S. cerevisiae, 

l͛aĐĠtǇlatioŶàdesà lǇsiŶesàdesàhistoŶesàHϰàƌĠguleà laàfoŶĐtioŶàdeàFáCTàdaŶsàlaàƌĠpliĐatioŶàetàlaà

transcription. Les phénotypes associés à des défauts dans Pob3 ou Spt16 sont supprimés par 

la mutation de déacétylases ou acétylases (Formosa et al., 2001, 2002; VanDemark et al., 

2006).àLaàŵĠthǇlatioŶàdesà lǇsiŶesàdeà l͛histoŶeàHϯàestàaussiàĐapaďleàdeàŵodifieƌàl͛aĐtiǀitĠàdeà

FACT. Les phénotypes causés par des mutations de Spt16 ou Pob3 chez S. cerevisiae sont 

supprimés par la délétion de la protéine Set2 méthylant H3K36. Ces phénotypes sont par 

contre aggravés par la délétion de la protéine Set1 méthylant H3K4 (Biswas et al., 2006). Il a 

été montré in vitro chez S. cerevisiae Ƌueàl͛uďiƋuitiŶatioŶàdeà laà lǇsiŶeàϭϮϬàdeà l͛histoŶeàHϮBà

favorise le réassemblage des nucléosoŵesàpeŶdaŶtà laàtƌaŶsĐƌiptioŶàpaƌà l͛á‘NàpolǇŵeƌaseàIIà

(Fleming et al., 2008; Pavri et al., 2006). Chez H. sapiens, la phosphorylation du variant 

d͛histoŶeà HϮáXàpaƌà laàpƌotĠiŶeàkiŶaseàDNá-PK facilite son échange dans le nucléosome par 

FACT pendant la réparation (Heo et al., 2008). 

3.3 Des modifications post-traductionnelles de FACT modulent son activité 

Des modifications post-traductionnelles du complexe FACT peuvent réguler son activité. 

Chez H. sapiens, la protéine PARP1, Poly (ADP-ribose) polymerase 1, poly-ADP-ribosyle Spt16 

ƌĠpƌiŵaŶtà l͛ĠĐhaŶgeàduàǀaƌiaŶtàd͛histoŶeàHϮáXàpaƌàleàĐoŵpleǆeàFáCTà(Heo et al., 2008). Chez 

S. cerevisiae, Rtt101, sous-uŶitĠà d͛uŶeà Eϯà uďiƋuitiŶeà ligase,à uďiƋuitine Spt16 permettant 

l͛assoĐiatioŶàdeàFáCTàaǀeĐà l͛hĠliĐaseàMCMàduàƌĠplisoŵeàauǆàoƌigiŶesàdeàƌĠpliĐatioŶà (Han et 

al., 2010). Chez D. melanogaster, on a montré in vitro que Ssrp1 est phosphorylée 
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eŵpġĐhaŶtà l͛iŶteƌaĐtioŶà duà doŵaiŶeà HMGBà aǀeĐà l͛áDNà età l͛ouǀeƌtuƌe de la chromatine par 

FACT (Tsunaka et al., 2009). 

3.4 La quantité de FACT dans la cellule est régulée 

La régulation du complexe FACT peut aussi se faire en contrôlant son abondance dans la 

cellule. Les estimations les plus récentes par Western Blot donnent 42000 dimères Spt16-

Pob3 par cellule haploïde chez la levure pour 75000 nucléosomes, ce qui équivaut à un 

complexe FACT pour deux nucléosomes (McCullough et al., 2015). Chez H. sapiens, le ratio 

està d͛uŶà Đoŵpleǆeà FáCTà pouƌà ϯϬϬà ŶuĐlĠosoŵesà (Formosa, 2008). Son abondance dans la 

cellule rend le complexe FACT disponible rapidement pour un grand nombre de processus. 

Pour autant, le ciblageàdeàFáCTàauàpƌotĠasoŵeàapƌğsàuďiƋuitiŶatioŶàdeàSptϭϲàpaƌàl͛uďiƋuitiŶeà

ligase San1 chez S. cerevisiae, assure un niveau optimal de FACT pour permettre la 

transcription (Sen et al., 2016). 

III . Rôle de FACT dans la cellule, «  FAcilitates 

Chromatin Transcription to Transaction »  

L͛aĐƌoŶǇŵeà FáCTà sigŶifieà iŶitialeŵeŶtà FáĐilitatesà Chromatin Transcription et les 

premières études de la sous-uŶitĠàSptϭϲàlaà lieŶtàăà laàtƌaŶsĐƌiptioŶ.àDĠsoƌŵaisàl͛aĐƌoŶǇŵeàdeà

FACT ne saurait se limiter à transcription étant donné les nombreux autres rôles qui ont été 

identifiés. Les rôles détaillés dans la suite du paragraphe ont permis de passer de FAcilitates 

transcription à transaction. 

1. FACT assure la dynamique des nucléosomes : ŵodğle d’iŶteƌaĐtioŶ aveĐ 

les histones 

áà laà diffĠƌeŶĐeà desà eŶzǇŵesà ƌeŵodelaŶtà laà ĐhƌoŵatiŶeà età dĠpeŶdaŶtesà deà l͛áTP,à leà

complexeà FáCTà Ŷ͛hǇdƌolǇseà pasà l͛áTPà età Ŷeà dĠplaĐeà pasà lesà histoŶesà paƌà ƌappoƌtà ăà l͛áDN.à

FáCTàaugŵeŶteà l͛aĐĐessiďilitĠàăàl͛áDNàeŶàƌĠoƌgaŶisaŶtàlesàŶuĐlĠosoŵesàgƌąĐeàăàsesàĐoŶtaĐtsà

ŵultiplesà aǀeĐà lesàdiffĠƌeŶtesàhistoŶes.àLaàdesĐƌiptioŶàdeà l͛oƌgaŶisatioŶàŵodulaiƌeà de Spt16 

et Pob3/Ssrp1 a mis en évidence que leurs différents domaines interagissaient à de multiples 

reprises avec les deux dimères H2A-H2B et H3-H4. Les mécanismes expliquant comment 
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FACT réorganise le nucléosome sont encore mal compris mais des résultats suggèrent un 

ŵodğleà deà ƌespiƌatioŶà desà ŶuĐlĠosoŵesà peƌŵettaŶtà ăà FáCTà d͛assuƌeƌà desà ƌôlesà daŶsà laà

cellule qui peuvent sembler antagonistes (Formosa, 2012; Hondele et al., 2013; Jeronimo 

and Robert, 2016) (Figure 2). 

 

 

Figure 2 : Modğle d’iŶteƌaĐtioŶ de FACT aveĐ le ŶuĐlĠosoŵe 

A. Sont présentéesàlesàdeuǆàhǇpothğsesàeǆpliƋuaŶtàl͛iŶteƌaĐtioŶàeŶtƌeàFáCTàetàleàŶuĐlĠosoŵe.àáàgauĐheàdaŶs àleàŵodğleà
d͛ĠǀiĐtioŶàduàdiŵğƌe,àl͛iŶteƌaĐtioŶàaǀeĐàFáCTàpƌoǀoƋueàla àpeƌteàduàdiŵğƌeàHϮá -HϮBàpeƌŵettaŶtàleàpassageàdeàl ͛á‘Nà
polymerase II puis nécessite le réassemblage du nucléosome en incorporant à  nouveau le dimère H2A-H2B. A droi te, le 
ŵodğleàdeàŶuĐlĠosoŵeàďƌeathiŶgàpƌoposeàƋueàl i͛ŶteƌaĐtioŶàdeàFáCTàaǀeĐàleàŶuĐlĠosoŵeàdĠstaďiliseàles àiŶteƌaĐtioŶs àáDN -
His tones favorisant le relâchement du nucléosome et laissant le passageàl iďƌeàă àl͛á‘NàpolǇŵeƌaseàII .àD͛apƌğs à(Jeronimo et 

al., 2016). B. ModğleàdĠtaillĠàduàNuĐleosoŵeàBƌeathiŶg.àLeàĐoŵpleǆeàFáCTàpƌeŶdàeŶàĐhaƌgeàl i͛ŶtĠgƌitĠàduàŶuĐlĠosoŵeàgƌąĐeà
notamment aux extrémités acides des protéines Spt16 et Pob3 qui interagissent avec le dimère H2A-H2B. Le nucléosome 
s ͛ĠƋuiliďƌeàeŶtƌeàuŶeàfoƌŵeàplusàfeƌŵĠeàouàuŶeàfoƌŵeàplusàouǀeƌteàpeƌŵettaŶtàleàpassageàdesàŵaĐhiŶeƌies,àl a͛ĐĐğsàă àl ͛áDNà
gaƌaŶtitàpaƌàleàdoŵaiŶeàHMGBàouàNhpϲ,àl͛ĠǀiĐtioŶàetàleàƌeŵplaĐeŵeŶtàd͛his toŶes àetàdeàǀaƌiaŶts àd͛his toŶes .àD͛apƌğs à
(McCullough et al., 2018). 
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1.1 Modğle d’iŶteƌaĐtioŶ aveĐ le ŶuĐlĠosoŵe : HǇpothğse de l’ĠviĐtioŶ du diŵğƌe HϮA-

H2B 

Leà pƌeŵieƌà ŵodğleà pƌoposĠà pouƌà eǆpliƋueƌà l͛iŶteƌaĐtioŶà età l͛aĐtioŶà duà Đoŵpleǆeà FáCT 

aǀeĐà leà ŶuĐlĠosoŵeà ƌeposaità suƌà l͛hǇpothğseà d͛uŶà dĠplaĐeŵeŶtà duà diŵğƌeà HϮá-H2B pour 

ĐƌĠeƌà uŶàheǆasoŵe.àPlusieuƌsàĠǀideŶĐesàsuggĠƌaieŶtàĐeàŵĠĐaŶisŵeàƋuiàs͛aĐĐoƌdaitàaǀeĐà lesà

rôles jusque-là identifiés pour FACT où la déstabilisation du nucléosome à la suite de la perte 

du dimère H2A-HϮBàfaĐiliteƌaità leàpassageàdeàl͛á‘NàpolǇŵĠƌaseàII.àDaŶsàuŶeàpƌeŵiğƌeàĠtape,à

FACT lierait le nucléosome grâce aux domaines C liant H2A-H2B. Dans une deuxième étape, 

FáCTàdĠplaĐeà leàdiŵğƌeàĐƌĠaŶtàuŶàheǆasoŵeàăàpaƌtiƌàdeàl͛octamère d͛histoŶes et permettant 

le passage des machineries de réplication ou transcription par exemple. Enfin dans une 

troisième étape le dimère revient au nucléosome (Winkler et al., 2011) (Figure 2A). Plusieurs 

aƌguŵeŶtsà suppoƌteŶtà Đeà ŵodğle.à L͛iŶĐuďatioŶà pƌoloŶgĠeà deà FáCTà d͛H. sapiens avec des 

nucléosomes immobilisés provoque la perte de dimères H2A-HϮBà età leà passageà deà l͛á‘Nà

polymérase II entraîne une perte sensible de dimères H2A-H2B sans perte complète du 

nucléosome (Belotserkovskaya et al., 2003).à L͛iŵŵoďilisatioŶà duà diŵğƌeà HϮá-H2B au 

nucléosome chez H. sapiens iŶhiďeà l͛aĐtioŶàdeàFáCTàpeŶdaŶtà laàtƌaŶsĐƌiptioŶà (Orphanides et 

al., 1999).àIlàestàĠgaleŵeŶtàŵoŶtƌĠàƋueàFáCTàpƌoŵeutà l͛ĠǀiĐtioŶàdeàŶuĐlĠosoŵesàŶĠĐessaiƌeàăà

l͛asseŵďlageà desà ŵaĐhiŶeƌiesà deà tƌaŶsĐƌiptioŶà eŶà ϱ͛à desà gğŶesà Ƌuià doiǀeŶtà ġtƌeà iŶduitsà

rapidement comme des gènes du cycle cellulaire chez S. cerevisiae (Biswas et al., 2006; 

Ransom et al., 2009; Takahata et al., 2009a, 2009b).à EŶfiŶà l͛iŶactivation de FACT chez S. 

cerevisiae empêche la reformation des nucléosomes après le passage de la machinerie de 

tƌaŶsĐƌiptioŶàsupposaŶtàlaàpeƌteàd͛histoŶesà(Formosa et al., 2002). 

1.2 Modğle d’iŶteƌaĐtioŶ aveĐ le ŶuĐlĠosoŵe : Hypothèse du Global access model et 

nucleosome breathing 

Pouƌà autaŶt,à plusieuƌsà oďseƌǀatioŶsà soŶtà eŶà ĐoŶtƌadiĐtioŶà aǀeĐà leàŵodğleà d͛ĠǀiĐtioŶà età

suggğƌeŶtàuŶàŵodğleàditàGloďalàáĐĐessàouàNuĐleosoŵeàBƌeathiŶg.àáuàlieuàd͛uŶeàĠǀiĐtioŶàduà

dimère H2A-H2B, ce modèle propose un relâchement du nucléosome, offrant plus  

d͛aĐĐessiďilitĠàăà l͛áDN,àgƌąĐeàăà laàpƌiseàeŶàĐhaƌgeàduàdiŵğƌeàHϮá-H2B par le complexe FACT 

;Figuƌeà Ϯáà età ϮBͿ.à Laà stƌuĐtuƌeà dǇŶaŵiƋueà s͛ĠƋuiliďƌeà eŶtƌeà uŶà Ġtatà feƌŵĠà aǀeĐà uŶà

nucléosome canonique et un état plus ouvert où le dimère H2A-HϮBàs͛ĠloigŶeàdeàl͛iŶterface 
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créée par H3-H4. Plusieurs arguments soŶtà eŶà faǀeuƌà deà Đeàŵodğleà d͛iŶteƌaĐtioŶà deà FáCTà

avec le nucléosome. FACT altère les interactions histones/ADN sans supprimer les 

interactions entre histones au sein du nucléosome (Formosa, 2012; Hondele and Ladurner, 

2013; Jeronimo and Robert, 2016).àDesàŵutatioŶsàaltĠƌaŶtàl͛iŶteƌfaĐeàeŶtƌeàlesàdiŵğƌesàHϮá-

H2B et les tétramères H3-H4 favorisent la réorganisation du nucléosome et le rendent 

instable. Ces mutations suppriment génétiquement les défauts dans la transcription, 

associés à la perte du complexe FACT chez S. cerevisiae. CesàƌĠsultatsàŵoŶtƌeŶtàl͛iŵpoƌtaŶĐeà

duà ŵaiŶtieŶà d͛uŶeà ĐoŶfoƌŵatioŶà dǇŶaŵiƋueà duà ŶuĐlĠosoŵeà pouƌà l͛aĐtioŶà deà FáCTà

(McCullough et al., 2011).àLesàŵodğlesàd͛iŶteƌaĐtioŶàdeàFáCTàaǀeĐà lesàhistoŶes,àdĠĐƌitsàpaƌà

analyse des structures aux rayons X des protéines Spt16 et Pob3 cristallisées de C. 

thermophilum, décrivent des domaines M et C interagissant avec les dimères H2A-H2B et 

tétramères H3-H4, suggérant une prise en charge globale du nucléosome (Hondele and 

Ladurner, 2013; Hondele et al., 2013). Chez S. cerevisiae,à l͛iŶduĐtioŶàdeàgğŶesàdĠpeŶdaŶtàdeà

FáCTàĐoŵŵeàleàpƌoŵoteuƌàGalϭϬàs͛aĐĐoŵpagŶeàd͛uŶeàplusàgƌaŶdeàaĐĐessiďilitĠàdeàl͛áDNàauǆà

nucléases et enzymes de restriction sans pour autantà s͛aĐĐoŵpagŶeƌà d͛uŶeà diŵiŶutioŶà deà

dimères H2A-H2B (Xin et al., 2009). Dans cette étude, les auteurs ajoutent que même si la 

perte du dimère H2A-HϮBàpeutàġtƌeàiŶduiteàpaƌàFáCT,àelleàŶ͛estàpasàfoƌĐĠŵeŶtàliĠeàauàŶiǀeauà

d͛aĐĐessiďilitĠà deà l͛áDN.à L͛augŵeŶtatioŶà deà l͛aĐĐessiďilitĠà deà l͛áDNà paƌà leà Đoŵpleǆeà FáCTà

Ŷ͛estàpasàdueàăà laàpeƌteàduàdiŵğƌeàHϮá-H2B. In vitro, lorsque des mutations sont introduites 

daŶsà lesà histoŶesà Hϯà età Hϰà pouƌà dĠstaďiliseƌà l͛iŶteƌfaĐeà eŶtƌeà leà diŵğƌeà HϮá-H2B et le 

tétramère H3-HϰàdaŶsàuŶàŶuĐlĠosoŵeàƌeĐoŶstituĠ,àFáCTàd͛H. sapiens est toujours capable de 

tƌaŶsĐƌiƌeà leà fƌagŵeŶtà d͛áDNà poƌtaŶtà Đeà ŶuĐlĠosoŵe.à LoƌsƋu͛eŶsuite,à lesà histoŶesà sont 

ƌĠtiĐulĠesàauàŶuĐlĠosoŵeàpaƌà leàDMS,àsaŶsàƋueàĐelaàŶ͛affeĐteàlaàŵoďilitĠàduàŶuĐlĠosoŵeàsuƌà

l͛áDN,à FáCTà d͛H. sapiens està toujouƌsà Đapaďleà deà leǀeƌà laà pauseà deà l͛á‘Nà polǇŵeƌaseà IIà

peŶdaŶtà laàtƌaŶsĐƌiptioŶ.àCesàƌĠsultatsàiŶdiƋueŶtàƋueàlaàƌuptuƌeàdeàl͛iŶterface entre le dimère 

H2A-H2B et le tétramère H3-HϰàŶ͛estàpasàƌeƋuiseàpouƌà leàfoŶĐtioŶŶeŵeŶtàdeàFáCTàpeŶdaŶtà

la transcription (Hsieh et al., 2013). Les études les plus récentes de la structure des domaines 

M et C de Pob3 et Spt16 de S. cerevisiae vont également dans le sens de ce modèle. Par 

titration calorimétrique isotherme, on a montré que Pob3 et Spt16 lient simultanément les 

dimères H2A-HϮBàpaƌà leuƌsàeǆtƌĠŵitĠsàCàƌiĐhesàeŶàƌĠsidusàaĐides.àL͛aŶalǇseàauǆàƌaǇoŶsàXàdeà

la structure cristallisée du domaine C de Spt16 en interaction avec le dimère H2A-H2B et des 

ƌĠsidusà ƌeƋuisà pouƌà l͛iŶteƌaĐtioŶà suggğƌeà Ƌueà lesà doŵaiŶesà Cà deà Sptϭϲà età Poďϯà agisseŶtà
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Đoŵŵeà uŶeà piŶĐe,à ƌeŶtƌaŶtà eŶà ĐoŵpĠtitioŶà aǀeĐà l͛áDN.à Lesà auteuƌsà pƌoposeŶtà uŶàŵodğleà

dans lequel FACT maintient le nucléosome dans une conformation plus ouverte sans en 

altérer complètement la structure (Kemble et al., 2015) (Figure 2B et 3). 

La liaison aux histones H2A-H2B est une activité essentielle du complexe FACT et 

ŶĠĐessaiƌeàauǆàŶoŵďƌeuǆàƌôlesàƋu͛ilàassuŵeàdaŶsà laàĐellule.àLeàŵodğleàduàGloďalàáĐĐessàouà

NuĐleosoŵeàBƌeathiŶgàƌĠĐoŶĐilieà lesàdiffĠƌeŶtsàƌĠsultatsàoďteŶusàjusƋu͛ăàpƌĠseŶtàetàŶ͛eǆĐlueà

pasàŶoŶàplusàl͛ĠǀiĐtioŶàduàŶuĐlĠosoŵeà;FiguƌeàϮBàet 3) (Xin et al., 2009). Il est en accord avec 

la structure adoptée par les deux protéines ainsi que les nombreuses interactions entre les 

différentes parties du nucléosome et les domaines de FACT. Il permet de comprendre 

pourquoi FACT a des rôles parfois opposés stabilisant ou déstabilisant le nucléosome. 

L͛esseŶtielàdesàĠtudesàdeàstƌuĐtuƌeàdeàFáCTàaǀeĐàlesàhistoŶesàaàĠtĠàƌĠalisĠàǀiaàdesàdoŵaiŶesà

isolĠs.à IlàƌesteàeŶĐoƌeàăàďieŶàĐoŵpƌeŶdƌeàĐoŵŵeŶtàseàfaità l͛iŶteƌaĐtioŶàgloďaleàduàĐoŵpleǆeà

avec le nucléosome. 

 

Figure 3 : Modğle d’iŶteƌaĐtioŶ des eǆtƌĠŵitĠs C-terminales de Spt16 et Pob3 avec le 

nucléosome 

Sont représentées les protéines Pob3 et Spt16 dans le complexe FACT interagissant avec le nu cléosome. Les  extrémités  
acides en C-terminal lient les dimères  H2A-H2B sous  forme de pince pour relâcher le nucléosome. Sont également 
représentés les acides aminés conservés nécessairesàauàMiŶiŵuŵàBiŶdiŶgàDoŵaiŶàpouƌàl ͛iŶteƌaĐtioŶàaǀeĐàles àhis toŶes .à
D͛apƌğs à(Kemble et a l ., 2015). 

 



Touzeau Amandine – Thèse de doctorat - 2018 

31 

 

2. « FAcilitates Chromatin Transcription » 

C͛està soŶà ƌôleà daŶsà laà tƌaŶsĐƌiptioŶ,à iŶitia lement identifié, qui a valu à FACT son 

aĐƌoŶǇŵe.àáiŶsiàSptϭϲàfutàd͛aďoƌdàassoĐiĠàăà laàtƌaŶsĐƌiptioŶàdeàgğŶesàduàĐǇĐleàĐellulaiƌeàetàăà

desà dĠfautsà daŶsà laà tƌaŶsĐƌiptioŶà suiteà ăà desà iŶseƌtioŶsà d͛ĠlĠŵeŶtsà tƌaŶsposaďlesà (Clark-

Adams et al., 1988; Malone et al., 1991; Prendergast et al., 1990; Winston and Carlson, 

1992). Maisà Đ͛està aussià pouƌàsoŶàassoĐiatioŶàaǀeĐà l͛á‘NàpolǇŵĠƌaseàIIàƋueà leàĐoŵpleǆeàestà

identifié chez H. sapiens (Orphanides et al., 1998) et pour la régulation de l͛eǆpƌessioŶàdeà

gènes chez S. cerevisiae (Brewster et al., 1998).à FáCTà està ƌeƋuisàpouƌà laàtƌaŶsĐƌiptioŶàd͛uŶà

grand nombre de gènes et a des effets ăàlaàfoisàŶĠgatifsàetàpositifsàsuƌàl͛eǆpƌessioŶàdesàgğŶes.à

Ilà faità leà lieŶàeŶtƌeà lesàĠtapesàd͛iŶitiatioŶàetàd͛ĠloŶgatioŶàetàaĐĐoŵpagŶeàl͛á‘NàpolǇŵĠƌaseàIIà

pour assurer une transcription fidèle. 

2.1 FACT gaƌaŶtit l’iŶitiatioŶ ĐoƌƌeĐte de la tƌaŶsĐƌiptioŶ 

Si FACTàestàesseŶtielleŵeŶtàƌetƌouǀĠàsuƌà lesàĐoƌpsàdesàgğŶesàpeŶdaŶtàl͛ĠloŶgatioŶ,àilàestà

aussià assoĐiĠà ăà l͛iŶitiatioŶà deà laà tƌaŶsĐƌiptioŶà (Mayer et al., 2010). La réorganisation de la 

ĐhƌoŵatiŶeà paƌàFáCTàpeutàăàlaàfoisàfaĐiliteƌàl͛aĐĐğsàdeàlaàŵaĐhiŶeƌieàdeàtƌaŶsĐƌiptioŶàauǆàsitesà

d͛iŶitiatioŶà ŵaisà ĠgaleŵeŶtà eŵpġĐheƌà Ƌueà laà polǇŵĠƌaseà dĠŵaƌƌeà laà tƌaŶscription ailleurs 

Ƌu͛auǆà sitesà d͛iŶitiatioŶà pƌĠǀusà eŶà ŵaiŶteŶaŶtà uŶeà ĐhƌoŵatiŶeà ƌĠpƌessiǀeà ;tƌaŶsĐƌiptioŶà

cryptique) (Mason and Struhl, 2003) (Figure 4).  

Il a ainsi été montré dans des mutants de SPT16 chez S. cerevisiae par des expériences de 

ChIP que le facteur général de la transcription TBP était moins présent sur les promoteurs de 

certains gènes. In vitro, on constate que FACT promeut la liaison de TBP sur des nucléosomes 

contenant un motif TATA. La sensibilité à la DNAse I de cette séquenĐeà d͛áDNà està

augŵeŶtĠeà loƌsƋu͛elleà està iŶĐuďĠeà uŶiƋueŵeŶtà aǀeĐà FáCTàŵaisà diŵiŶueà sià oŶà Ǉà ajouteà eŶà

plus TBP qui vient se lier au motif. Ces résultats montrent que FACT désassemble la 

ĐhƌoŵatiŶeà pouƌà peƌŵettƌeà auǆà faĐteuƌsà deà laà tƌaŶsĐƌiptioŶà d͛interagir avec les promoteurs 

(Biswas et al., 2005). Dans une autre étude, les auteurs se sont intéressés à la région HBR 

daŶsà laà Ƌueueàdeà l͛histoŶeàHϮB. Par ChIP, ils observent que la délétion de cette région très 

conservée de H2B réduit le désassemblage de la chromatine dans les promoteurs de certains 

gènes et réduit la transcription. Par des expériences de pulldown et de mobilité sur gel, ils 
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observent que FACT lie cette région HBR et permet donc le désassemblage des nucléosomes 

aux promoteurs pour initier la transcription (Zheng et al., 2014). 

FáCTà iŶteƌǀieŶtà ĠgaleŵeŶtà pouƌà gaƌaŶtiƌà leà Đhoiǆà ĐoƌƌeĐtà desà sitesà d͛iŶitiatioŶà deà laà

transcription et éviter les phénomènes de transcription cryptique. H2A.Z est un variant 

d͛histoŶeà tƌğsàĐoŶseƌǀĠàetàƌetƌouǀĠàdaŶsà lesàpƌoŵoteuƌs,à lesàeŶhaŶĐeƌsàouàlesàĐeŶtromères. 

Il est incorporé dans les promoteurs par la protéine SWR-C, une enzyme remodelant la 

ĐhƌoŵatiŶeà età dĠpeŶdaŶteà deà l͛áTPà Đhezà S. cerevisiae. Par des expériences de ChIP on 

observe que H2A.Z est par contre déplété des corps des gènes. Par ChIP on note que dans 

des mutants de Spt16, les corps de gènes sont déplétés en nucléosomes  mais sont envahis 

par SWR-C attirée par les régions déplétées en nucléosomes. H2A.Z se retrouve donc dans 

les corps de gènes plutôt que dans les promoteurs. Par des expériences de gène rapporteur 

et par Nothern Blot les auteurs montrent enfin que la mauvaise localisation de H2A.Z 

promeut la transcription cryptique en dehors des promoteurs corrects. On en conclue que 

FACT inhibe la perte de nucléosomes pendant la transcription età l͛iŶǀasioŶà paƌà leà ǀaƌiaŶtà

HϮá.)à eŵpġĐhaŶtà aiŶsià l͛utilisatioŶà deà sitesàd͛iŶitiatioŶàaďeƌƌaŶtsàdeà laàtƌaŶsĐƌiptioŶàetàdesà

phénomènes de transcription cryptique (Jeronimo et al., 2015) (Figure 4). 

2.2 FACT assuƌe l’ĠloŶgatioŶ de la tƌaŶsĐƌiptioŶ 

Desà eǆpĠƌieŶĐesà d͛iŵŵuŶopƌĠĐipitatioŶà deà laà ĐhƌoŵatiŶeà ;ChIPͿà età

d͛iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐeà aǀeĐà desà aŶtiĐoƌpsà ĐoŶtƌeà FáCTà età l͛á‘Nà polǇŵeƌase II chez D. 

melanogaster ŵoŶtƌeŶtà Ƌueà FáCTàetà l͛á‘NàpolǇŵeƌaseàIIàsoŶtàƌetƌouǀĠesàĐoŶjoiŶteŵeŶtàsuƌà

les gènes exprimés (Saunders et al., 2003). Chez S. cerevisiae et H. sapiens, des expériences 

de ChIP-seq localisent FACT dans les corps des gènes tƌaŶsĐƌitsàpaƌàl͛á‘NàpolǇŵĠƌaseàIIàetàeŶà

plus grande quantité pour des gènes plus exprimés (Feng et al., 2016a; Li et al., 2007; Mayer 

et al., 2010; True et al., 2016a).à FáCTà pƌoŵeutà l͛ĠloŶgatioŶà loƌsà deà laà tƌaŶsĐƌiptioŶà deà

plusieurs manières :à eŶà peƌŵettaŶtà ăà l͛á‘Nà polǇŵĠƌaseà IIà deà ƌepaƌtiƌà loƌsƋu͛elleà faità desà

pauses,àŵaisàaussiàpaƌà leàdĠsasseŵďlageàdesàŶuĐlĠosoŵesàeŶàaŵoŶtàdeàl͛á‘NàpolǇŵeƌaseàIIà

et enfin en réassemblaŶtàlesàŶuĐlĠosoŵesàeŶàaǀalàduàpassageàdeàl͛á‘NàpolǇŵeƌaseàII.à  

L͛á‘NàpolǇŵĠƌaseàIIàeffeĐtueàdeuǆàpausesà loƌsàdeàlaàtƌaŶsĐƌiptioŶ,àăàϭϱàetàϰϱàŶuĐlĠotidesà

eŶà aǀalà duà siteà d͛iŶitiatioŶà deà laà tƌaŶsĐƌiptioŶ.à In vitro,à l͛Ġtudeà deà laà tƌaǀeƌsĠeà deà l͛á‘Nà

polymerase II de S. cerevisiae et de H. sapiens sur des séquences avec des nucléosomes 



Touzeau Amandine – Thèse de doctorat - 2018 

33 

 

reconstitués montre que la pause de la polymerase est réduite par la diminution des 

contacts entre le dimère H2A-HϮBà età l͛áDNàetàeŶtƌeà leàtĠtƌaŵğƌeàHϯ-Hϰàetà l͛áDNà (Hsieh et 

al., 2010, 2013; Ujvári et al., 2008). FACT en prenant en charge le nucléosome via ses 

interactions avec le dimère H2A-HϮBà età eŶà ƌĠduisaŶtà lesà ĐoŶtaĐtsà aǀeĐà l͛áDN,à peƌŵetà deà

dĠƌouleƌà l͛áDNàduàŶuĐlĠosoŵeàetàăàlaàpolǇŵĠƌaseàIIàdeàpouƌsuiǀƌeàlaàtƌaŶsĐƌiptioŶàŵalgƌĠàsesà

pauses (Hsieh et al., 2013). 

Le passage deàl͛á‘NàpolǇŵĠƌaseàIIàŶĠĐessiteàdeàdĠstaďiliseƌàlesàŶuĐlĠosoŵesàĐ͛estàĐeàƋueà

fait le complexe FACT en interagissant avec le nucléosome et en maintenant la chromatine 

daŶsà uŶà Ġtatà dǇŶaŵiƋue.à Desà eǆpĠƌieŶĐesà d͛iŶĐuďatioŶà deà FáCTà d͛H. sapiens avec des 

nucléosomes ont montré sur gel SDS PAGE une perte du dimère H2A-HϮBà Ƌuià s͛iŶteŶsifieà

loƌsƋueàl͛oŶàaugŵeŶteà laàƋuaŶtitĠàdeàFáCTàdaŶsà laàƌĠaĐtioŶ.àLesàauteuƌsàoŶtàƌĠalisĠàeŶsuiteà

des expériences de transcription in vitro de séquences portant des mono-nucléosomes à des 

concentrations ioniques faibles défavorisant la déstabilisation de la chromatine et créant 

uŶeàďaƌƌiğƌeàpouƌà l͛á‘NàpolǇŵeƌaseàII.àL͛ajoutàdeàFáCTàaàpeƌŵis , de manière similaire à une 

augmentation de concentration ionique, la transcription des séquences et le passage de 

l͛á‘NàpolǇŵeƌaseàII.àLesàauteuƌsàeŶàoŶtàĐoŶĐluàƋueàFáCTàpƌoŵouǀaitàleàdĠsasseŵďlageàdeàlaà

ĐhƌoŵatiŶeà pouƌà faĐiliteƌà leà passageàdeà l͛á‘NàpolǇŵeƌaseàIIà (Belotserkovskaya et al., 2003) 

(Figure 2A). In vivo, desà eǆpĠƌieŶĐesà d͛immunoprécipitation de la chromatine chez S. 

cerevisiae oŶtàŵoŶtƌĠàƋu͛auàĐouƌsàduàteŵpsàapƌğsà iŶduĐtioŶàdeà laàtƌaŶsĐƌiptioŶ,àlesàhistoŶesà

H2B et H3 étaient moins présentes sur les corps de certains gènes et ce seulement lorsque 

FACT était bien présent dans la cellule (Xin et al., 2009). 

LeàĐoŵpleǆeàFáCTàĐoŶtƌiďueà auàƌĠasseŵďlageàdeàlaàĐhƌoŵatiŶeà apƌğsàleàpassageàdeàl͛á‘Nà

polymerase II.à IlàaàĠtĠàŵoŶtƌĠàƋu͛in vitro l͛iŶĐuďatioŶàdeàFáCTàd͛H. sapiens avec des histones 

peƌŵetà leuƌà dĠpôtà suƌà deà l͛áDNà (Belotserkovskaya et al., 2003) età Ƌu͛in vivo FACT est 

ŶĠĐessaiƌeà ăà l͛asseŵďlageà deà ŶuĐlĠosoŵesà (Xin et al., 2009). Chez S. cerevisiae, des 

eǆpĠƌieŶĐesà d͛iŵŵuŶopƌĠĐipitatioŶà deà laà ĐhƌoŵatiŶeà oŶtà ŵoŶtƌĠà uŶeà peƌteà desà histoŶesà

H2B et H3 sur les corps des gènes dans des mutants du complexe FACT (Jamai et al., 2009). 

La perte des histones est empêchée lorsque la transcription est inhibée par la thiotuline. Ces 

résultats montrent que FACT assure le réassemblage de la chromatine pendant la 

tƌaŶsĐƌiptioŶ.à D͛autƌesà Ġtudesà ŵoŶtƌeŶtà uŶeà augŵeŶtatioŶà d͛histoŶesà soluďlesà Đhezà desà

ŵutaŶtsà SPTϭϲà Ƌuià està eŵpġĐhĠeà paƌà l͛iŶhiďitioŶ deà l͛á‘Nà polǇŵeƌaseà IIà paƌà l͛alpha-
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amanitine (Morillo-Huesca et al., 2010). FACT permet de restaurer des nucléosomes 

canoniques après le passage de la ARN polymérase en redéposant notamment les histones 

H3/H4 évincées par la polymérase II. Par analyse des profils de génomes traités par la 

Mnase, on observe que la déplétion de Spt16 entraîne des modifications dans la position des 

nucléosomesà esseŶtielleŵeŶtà daŶsà leà Đoƌpsà desà gğŶes.à Ilà s͛aǀğƌeà Ƌueà l͛iŶhiďitioŶà deà laà

transcription par la thiotuline restaure le positionnement correct des nucléosomes malgré 

l͛aďseŶĐeà deà Sptϭϲ.à Leà Đoŵpleǆeà FáCTàŵaiŶtieŶtà uŶeàoƌgaŶisatioŶàstaďleàdesàŶuĐlĠosoŵesà

suƌà laà ĐhƌoŵatiŶeà Đoŵpatiďleà aǀeĐà l͛ĠloŶgatioŶà deà laà tƌaŶsĐƌiptioŶà (Feng et al., 2016b). La 

quantité de FACT et sa stabilité doivent cependant être finement régulées pendant la 

transcription pour optimiser le désassemblage et le réassemblage des nucléosomes. Des 

auteurs ont en effet identifié une ubiquitine ligase San 1 qui cible Spt16 au protéasome et 

régule la quantité de FACT dans la cellule. Dans des cellules de S. cerevisiae délétées de San 

1, par ChIP on observe que la quantité de Spt16 dans les corps des gènes augmente alors 

ƋueàdaŶsà leàŵġŵeàteŵpsàoŶàĐoŶstateàuŶeàdiŵiŶutioŶàdeà laàƋuaŶtitĠàd͛á‘NàpolǇŵeƌaseàIIàetà

une diminution du dépôt de dimères H2A-H2B et de tétramères H3-H4. La multiplicité des 

rôles de FACT impose une régulation fine pendant la transcription (Sen et al., 2016). 

 

Figure 4 : Rôle de FACT daŶs l’iŶhiďitioŶ de la tƌaŶsĐƌiptioŶ ĐƌǇptiƋue. 

DaŶsàdesàĐellulesàsauǀagesàpouƌàFáCT,àleàĐoŵpleǆeàaĐĐoŵpagŶeàl͛á‘NàpolǇŵeƌaseàIIàpeŶdaŶtàl͛ĠloŶgatioŶ,àdĠƌoulaŶtàl ͛áDNà
etàs ͛assuƌaŶtàƋueàleàǀaƌiaŶtàd͛histoŶeàHϮá)àƌestƌeiŶtàauǆàpƌoŵoteuƌsàŶ͛estàpasàdĠposĠàpaƌàSW‘-C.àDaŶsàleàĐasàd͛uŶàŵutaŶtà
du complexe FACT,àleàǀaƌiaŶtàd͛histoŶeàHϮá)àeŶǀahitàlaàƌĠgioŶàtƌaŶsĐƌi teàdĠposĠàpaƌàSW‘ -C et ini tie la  transcription à  
d͛autƌes àeŶdƌoits àƋueàleàpƌoŵoteuƌ.àD͛apƌğs à (Jeronimo et a l ., 2015). 

2.3 L’effet de FACT suƌ la tƌaŶsĐƌiptioŶ est-il global ou ciblé sur certains gènes ? 

Malgré le rôle essentiel du complexe FACT dans la transcription et la régulation de 

nombreux gènes, les changements observĠsà daŶsà l͛eǆpƌessioŶà desà gğŶesà daŶsà desà

transcriptomes par micro-array ou RNAseq de mutants SPT16 ou POB3 restent généralement 
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modérés (Li et al., 2007; Pfab et al., 2018).àOŶàoďseƌǀeàăàlaàfoisàƋu͛uŶàfaiďleàŶoŵďƌeàdeàgğŶesà

ǀoità soŶà eǆpƌessioŶà ŵodifiĠeà paƌà l͛aďseŶĐeà deà FáCTà ŵaisà lesà ĐhaŶgeŵeŶtsà d͛eǆpƌessioŶà

restent également minimes. Pour expliquer ces observations, on imagine que dans certains 

Đasà l͛Ġtudeà paƌà dĠplĠtioŶà plutôt que par délétion des gènes Spt16 et Pob3 sous-estime le 

nombre de gènes réellement touchés. Les composants de FACT étant essentiels pour les 

euĐaƌǇotes,à ilà Ŷ͛està pasà foƌĐĠŵeŶtà possiďleà d͛Ġtudieƌà lesà phĠŶotǇpesà d͛oƌgaŶisŵesà dĠlĠtĠsà

pour les protéines de FACT. Les analyses du complexe sur la transcription par la polymérase 

II sont généralement réalisées par des expériences in vitro dans lesquels ne sont pas 

foƌĐĠŵeŶtàpƌĠseŶtsà l͛eŶseŵďleàdesàfaĐteuƌsàpƌĠseŶtsà in cellulo.àIlàestàaloƌsàpossiďleàƋueàl͛oŶà

surestime le rôle in vivo de FACT dans la transcription (Jeronimo and Robert, 2016). De plus 

FáCTàŶ͛estàpasà leàseulàfaĐteuƌàpƌomouvant la transcription. D͛autƌesàfaĐteuƌsàĐoŵŵeàSptϱàouà

Sptϲà paƌtiĐipeŶtà ăà l͛ĠloŶgatioŶà deà laà tƌaŶsĐƌiptioŶà paƌà eǆeŵpleà (Mayer et al., 2010). On 

iŵagiŶeàƋu͛ilsàoŶtàaloƌsàdesàfoŶĐtioŶsàƌedoŶdaŶtes.àIlàestàeŶĐoƌeàdiffiĐileàdeàĐoŵpƌeŶdƌeàsiàleà

rôle de Spt16 sur la transcription est un rôle global ou ciblé sur des gènes spécifiquement. 

L͛effetà gloďalà suƌà laàtƌaŶsĐƌiptioŶàŶ͛estàpasà iŶĐoŵpatiďleàaǀeĐà leàƌeĐƌuteŵeŶtàsuƌàdesàgğŶesà

particuliers pour augmenter leur efficacité de transcription et réguler leur niveau 

d͛eǆpƌessioŶ.àMalgƌĠàtoutàĐhezàS. cerevisiae,àdesàƌĠsultatsàƌĠĐeŶtsàŵoŶtƌeŶtàƋueàl͛aďseŶĐe de 

SptϭϲàdaŶsà laàĐelluleàƌĠduitàl͛oĐĐupatioŶàdeàl͛á‘NàpolǇŵĠƌaseàIIàsuƌàl͛eŶseŵďleàduàgĠŶoŵeàetà

suggğƌeà uŶà ƌôleà gloďalà suƌà laà tƌaŶsĐƌiptioŶà duà Đoŵpleǆeà FáCTà eŶà ĐoŵďiŶaisoŶà d͛autƌesà

facteurs de transcription (Pathak et al., 2018). 

3. « FAcilitates replication » 

FACT joue également un rôle important dans la réplication chez les eucaryotes. Comme 

pour la transcription, la chromatine est une barrière au passage de la machinerie de 

réplication et sa structure doitàġtƌeàƌeląĐhĠeàpouƌàfaĐiliteƌàleàpassageàdeàl͛áDNàpolǇŵĠƌaseàĐeà

qui nécessite le désassemblage des nucléosomes. La chromatine doit aussi être doublée ce 

ƋuiàŶĠĐessiteàl͛asseŵďlageàdeàŶouǀeauǆàŶuĐlĠosoŵes. 

DeàŶoŵďƌeusesàĠtudesàoŶtàŵoŶtƌĠà l͛iŵpliĐatioŶàdeàFáCTàdaŶsà laàƌĠpliĐatioŶ,àd͛aďoƌdàpaƌà

l͛Ġtudeà des phénotypes de mutants de SPT16 et POB3 ŵaisà aussià paƌà l͛Ġtudeà deà leuƌsà

paƌteŶaiƌes.àL͛aďseŶĐeàdeàFáCTàdaŶsàplusieuƌsàoƌgaŶisŵesàeuĐaƌǇotesàpƌoǀoƋueàdesàdĠfautsà

de réplication et de progression dans le cycle cellulaire (Abe et al., 2011; Okuhara et al., 
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1999; Tan et al., 2006). Les mutants de FACT sont plus sensibles au stress réplicatif induit par 

l͛hǇdƌoǆǇuƌĠe,à uŶeà dƌogueà Ƌuià ďloƋueà lesà fouƌĐhesà deàƌĠpliĐatioŶà (Hoffmann and Neumann, 

ϮϬϭϱ;à O͛DoŶŶellà età al.,à ϮϬϬϰ;à SĐhlesiŶgeƌà aŶdà Foƌŵosa,à ϮϬϬϬͿ. On a montré que les 

composants du complexe FACT interagissent physiquement avec la machinerie de 

réplication. Pob3 et Spt16 ont été initialement détectés par immunoprécipitation chez S. 

cerevisiae pour leur interaction avec la protéine Pol1 sous-unité de la DNA polymérase alpha 

(Wittmeyer and Formosa, 1997). Des expĠƌieŶĐesà deà puƌifiĐatioŶà d͛affinité en tandem 

montrent que les deux sous-unités interagissent avec la DNA polymérase alpha via leurs 

domaines de dimérisation (Spt16D et Pob3N) (Hondele et al., 2013). Chez S. cerevisiae, FACT 

est co-purifiée paƌà iŵŵuŶopƌĠĐipitatioŶà aǀeĐà leà Đoŵpleǆeà d͛ĠloŶgatioŶà deà laà ƌĠpliĐatioŶà

(Gambus et al., 2006) età aǀeĐà laà pƌotĠiŶeà ‘Páà Ƌuià lieà lesà ďƌiŶsà d͛áDNà siŵpleà ďƌiŶsà età laà

primase pendant la réplication (VanDemark et al., 2006). Enfin des expériences de ChIP et 

d͛iŵŵuŶopƌĠĐipitatioŶà Đhezà H. sapiens ŵoŶtƌeŶtà Ƌueà FáCTà iŶteƌagità aǀeĐà l͛hĠliĐaseà MCMà

nécessaire pour dérouleƌà l͛áDNàloƌsàdeà laàƌĠpliĐatioŶ.àFáCTàfaĐiliteàl͛aĐtiǀitĠàdeàMCMà in vitro 

et les deux protéines sont retrouvées par ChIP aux origines de réplication (Han et al., 2010; 

Tan et al., 2006) (Figure 5). 

Sià lesàŵĠĐaŶisŵesàd͛asseŵďlage/dĠsasseŵďlageàdeàlaàĐhƌoŵatiŶeàpeŶdaŶtàlaàƌĠpliĐatioŶà

par FACT sont encore peu connus, plusieurs constatations suggèrent que FACT promeut le 

désassemblage des nucléosomes et leur réassemblage suƌà l͛áDNàŶouǀelleŵeŶtàƌĠpliƋuĠ.à In 

vitro, FACT d͛H. sapiens incubé avec des nucléosomes immobilisés favorise leur 

déstabilisation et la perte de dimères H2A-H2B et de tétramères H3-H4. Il favorise aussi in 

vitro le dépôt deàŶuĐlĠosoŵeàsuƌà l͛áDNà (Belotserkovskaya et al., 2003; Yang et al., 2016). Le 

ŵodğleà d͛iŶteƌaĐtioŶà deà FáCTà aǀeĐà lesà ŶuĐlĠosoŵesà paƌà NuĐleosoŵeà ďƌeathiŶgà està

ĐoŵpatiďleàaǀeĐà l͛idĠeàƋueàFáCTàfaĐiliteƌaitàăàlaàfoisàl͛asseŵďlageàetàleàdĠsasseŵďlageàdeàlaà

chromatine pendant la réplication (Hondele and Ladurner, 2013; Xin et al., 2009). Le fait que 

FACT soit retrouvé aux origines de réplication et en lien avec la machinerie de réplication et 

Ƌu͛ilà faĐiliteà l͛aĐtiǀitĠàdeàl͛hĠliĐaseàMCMàsuggğƌeàƋu͛ilàfaĐiliteàleàpassageàdeàlaàŵaĐhiŶeƌieàetà

contrôle le désassemblage des nucléosomes (Han et al., 2010; Tan et al., 2006). Une autre 

étude montre des interactions génétiques et physiques par copurification par TAP-TAG entre 

FáCTà età desàĐoŵposaŶtsàĐoŶŶusàd͛asseŵďlageàdesàŶuĐlĠosoŵesàpeŶdaŶtà laàƌĠpliĐatioŶ,à lesà

protéines Rtt106 et CAF-1. Ces interactions se produisent en particulier pendant la phase S. 
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Les auteurs montrent aussi que des mutants de ces facteurs et de Spt16 dans le domaine M 

interagissant avec H3-H4 sont particulièrement sensibles au stress réplicatif induit par 

l͛hydroxyurée. Ces résultats suggèrent que FáCTà s͛assoĐieà auǆà faĐteuƌsà d͛asseŵďlageà desà

nucléosomes à la réplication et permet le dépôt desàŶuĐlĠosoŵesàsuƌà l͛áDNàƌĠpliƋuĠà (Yang 

et al., 2016) (Figure 5). La progression de la fourche de réplication étant ralentie par 

l͛aďseŶĐeàdeàFáCTàetàĐoŵpteàteŶuàdeàsoŶàiŶteƌaĐtioŶ avec la machinerie de réplication, il est 

vraisemblable que FACT soit aussi nécessaire au désassemblage des nucléosomes (Abe et al., 

2011). 

 

Figure 5 : Modğle d’aĐtioŶ du Đoŵpleǆe FACT peŶdaŶt la ƌĠpliĐatioŶ. 

FACT interagit avec la machinerie de ƌĠpliĐatioŶàetàl ͛hĠliĐaseàMCMàpouƌàfaĐiliteƌàleàdĠƌouleŵeŶtàdeàl͛áDN et la progress ion 
deàla àŵaĐhiŶeƌieàdeàƌĠpliĐatioŶàtoutàeŶàdĠsasseŵďlaŶtàlaàĐhƌoŵatiŶe.àFáCTàĐollaďoƌeàaǀeĐàlesàĐhapeƌoŶsàd͛histone CAF-1 et 
‘ttϭϬϲàpouƌàƌĠasseŵďleƌàles àŶuĐlĠosoŵes.àD͛apƌğ s  (Yang et a l ., 2016). 

4. « FAcilitates repair » 

Lesà ƌôlesà deà FáCTà Ŷeà s͛aƌƌġteŶtà pasà ăà laà tƌaŶsĐƌiptioŶà età ăà laà ƌĠpliĐatioŶ.à Loƌsà deà laà

ƌĠpaƌatioŶà suiteà ăà desà doŵŵagesà deà l͛áDN,à ilà fautà aiŶsià laisseƌà passer la machinerie de 

réparation, la cibler et reconstituer par la suite la chromatine de manière analogue à la 

transcription et à la réplication. Lors de dommages par les UV chez H. sapiens, la protéine 
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p53 est activée par phosphorylation par la caséine kinase II pour ensuite inhiber le cycle 

cellulaire ou induiƌeàl͛apoptoseàdeàlaàĐellule.àPaƌàdesàeǆpĠƌieŶĐesàdeàco-immunoprécipitation, 

une étude a montré que la caséine kinase II interagit avec les protéines Spt16 et Ssrp1. 

L͛aďseŶĐeà deà Sptϭϲà età Ssƌpϭà eŵpġĐheà laà ĐasĠiŶeà kiŶaseà IIà d͛iŶteƌagiƌà spĠĐifiƋueŵeŶtà aǀeĐà

Pϱϯà eŶà Đasàdeàdoŵŵagesàăà l͛áDNà (Keller and Lu, 2002).àDaŶsàĐeàĐas,à ilàŶeàs͛agitàpasàd͛uŶeà

iŶteƌaĐtioŶàdeàFáCTàaǀeĐàleàŶuĐlĠosoŵeàŵaisàd͛uŶeàiŶteƌaĐtioŶàaǀeĐàd͛autƌesàpƌotéines. Dans 

uŶeà autƌeà Ġtude,à oŶà oďseƌǀeà Ƌueà l͛iŶĐoƌpoƌatioŶà duà ǀaƌiaŶtà d͛histoŶesà HϮá.Xà età saà

phosphorylation par la kinase DNA-PKà apƌğsà uŶeà Đassuƌeà douďleà ďƌiŶà deà l͛áDNà faĐiliteà laà

reconnaissance des sites de dommages par la machinerie de réparation. In vitro, FACT 

ĐatalǇseà l͛ĠĐhaŶgeàeŶtƌeàHϮáàetàHϮá.XàdoŶtà laàphosphoƌǇlatioŶàpaƌà laàDNá-PK déstabilise la 

stƌuĐtuƌeà duà ŶuĐlĠosoŵeà età faĐiliteà l͛ĠĐhaŶgeà (Heo et al., 2008). Dans une autre étude on 

ŵoŶtƌeàƋueàSptϭϲàĐiďlĠàauǆàsitesàdeàdoŵŵagesàauǆàUV,àfaĐiliteàl͛ĠĐhaŶgeàdesàhistoŶesàHϮá-

H2B en suivant par microscopie à fluorescence des histones fusionnées à la GFP. Spt16 

promeut le redémarrage de la transcription aux sites des dommages (Dinant et al., 2013). 

FáCTà ƌeĐƌuteà ‘NFϮϬ,à l͛Eϯà uďiƋuitiŶeà ligaseà ƌespoŶsaďleà deà l͛uďiƋuitiŶatioŶà deà HϮBà loƌsà deà

cassures double brins et facilite le relâchement duàŶuĐlĠosoŵeàpouƌà l͛aĐĐğsàdeà‘NFϮϬàetàdeà

laà ŵaĐhiŶeƌieà deà ƌĠpaƌatioŶ.à Laà ŵodifiĐatioŶà d͛HϮBà peƌŵetà leà ƌeĐƌuteŵeŶtà desà pƌotĠiŶesà

utiles à la réparation par recombinaison homologue (Oliveira et al., 2014). Une étude plus 

récente propose un rôle pour Ssrp1 indépendamment de Spt16 dans la réparation des 

cassures simple brins. Ssrp1 est recruté aux dommages et facilite la décondensation de la 

chromatiŶeà etàl͛ĠĐhaŶgeàdeàHϮBà(Gao et al., 2017). 

5. FACT paƌtiĐipe à l’iŶtĠgƌitĠ des ĐeŶtƌoŵğƌes 

Les centromères chez les eucaryotes sont des portions de chromatine spécialisées 

flaŶƋuĠesà d͛hĠtĠƌoĐhƌoŵatiŶe,à iŶĐoƌpoƌaŶtà uŶà ǀaƌiaŶtà deà l͛histoŶeà Hϯ,à CeŶp-A et requises 

pouƌà l͛asseŵďlageàduàkiŶĠtoĐhoƌe.àL͛asseŵďlageàduàkiŶĠtoĐhoƌeàestàƌeƋuisàăàĐhaƋueàdiǀisioŶà

cellulaire pour permettre la ségrégation correcte des chromosomes. De nombreuses autres 

protéines interagissent avec le kinétochore et la chromatine pour assurer la formation et le  

fonctionnement correct du centromère et des résultats suggèrent que FACT en fait partie. 

L͛aďseŶĐeàdeàPoďϯàĐhezàS. pombe Ŷ͛affeĐteàpasàlaàǀiaďilitĠàdesàĐellulesàŵaisà il est requis pour 

laà ŵaiŶteŶaŶĐeà deà l͛hĠtĠƌoĐhƌoŵatiŶeà pĠƌiĐeŶtƌoŵĠƌiƋueà età laà sĠgƌĠgation des 
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chromosomes indépendamment des voies du RNAi (Lejeune et al., 2007). Les sous-unités de 

FáCTà soŶtà ĠgaleŵeŶtà Đapaďlesà d͛iŶteƌagiƌà aǀeĐà CeŶp-á,à leà ǀaƌiaŶtà d͛histoŶeà Hϯà ĐoŶfĠƌaŶtà

l͛ideŶtitĠà duàĐeŶtƌoŵğƌeà (Lejeune et al., 2007).àL͛asseŵďlageàduàkiŶĠtoĐhoƌeàauàĐeŶtƌoŵğƌeà

estàpeƌŵisàpaƌàl͛iŶĐoƌpoƌatioŶàdeàdeuǆàǀaƌiaŶtsàd͛histoŶesàƋuiàŶeàsoŶtàpasàĐoŶseƌǀĠsàauàĐouƌsà

des divisions cellulaires, CENP-T et CENP-W.à L͛utilisatioŶà d͛iŶhiďiteuƌsà deà laà ƌĠpliĐatioŶà

;HǇdƌoǆǇuƌĠeͿà età deà l͛á‘NàpolǇŵeƌaseàIIàoŶtàŵoŶtƌĠàƋueà leàdĠpôtàdeàCENP-T/-W ne dépend 

Ŷià deà laà sǇŶthğseà d͛áDNà Ŷià deà laà tƌaŶsĐƌiptioŶ.à L͛aŶalǇseà eŶà speĐtƌoŵĠtƌieà deàŵasseà desà

protéines interagissant avec CENP-W après iŵŵuŶopƌĠĐipitatioŶà d͛uŶeà ǀeƌsioŶà GFP-CENP-

W, révèle la présence de FACT.  In vitro, Spt16 interagit avec les variants CENP-T/-W et 

l͛ĠtudeàŵoŶtƌeà in vivo paƌà iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐeà ƋueàFáCTàpƌoŵeuǀeŶtà l͛ĠĐhaŶgeàd͛histoŶesà

CENP-T/-W et leur déposition au centromère (Prendergast et al., 2016). 

 

 

En conclusion, Le complexe FACT joue des rôles multiples dans la cellule. Son abondance 

luià peƌŵetà d͛iŶteƌagiƌàfƌĠƋueŵŵeŶtàaǀeĐà lesàŶuĐlĠosoŵesàetàdeàƌĠguleƌà l͛aĐĐğsàăà l͛áDNàdesà

nombreuses machineries de transcription, réplication, réparation etc. Le modèle 

d͛iŶteƌaĐtioŶàdeàFáCTàaǀeĐà leàŶuĐlĠosoŵe,àditàNuĐleosoŵeàBƌeathiŶgàpeƌŵetàd͛eǆpliƋueƌàlesà

foŶĐtioŶsàpaƌfoisàĐoŶtƌadiĐtoiƌesàduàĐoŵpleǆeàǀisaŶtàăà laàfoisàăàassuƌeƌàl͛aĐĐğsàăàl͛áDNàŵaisà

aussià ăà ĐoŶseƌǀeƌà l͛iŶtĠgƌitĠà deà laà ĐhƌoŵatiŶe.à Ilà està ĐepeŶdaŶtà eŶĐoƌe difficile de 

comprendre comment le complexe dans son ensemble interagit avec le nucléosome. 

Beaucoup des études réalisées se concentrent sur des domaines spécifiques de Spt16 ou 

Pob3 et essentiellement chez H. sapiens ou S. cerevisiae bien que le complexe FACT soit bien 

conservé chez les eucaryotes. Enfin, il est encore difficile de comprendre le rôle de FACT à 

l͛ĠĐhelleàduàgĠŶoŵeàetàlesàaŶalǇsesàdeàtƌaŶsĐƌiptoŵeàeŶàl͛aďseŶĐeàdesàpƌotĠiŶesàSptϭϲ,àPoďϯà

et Ssrp1 peinent à montrer un effet global. Des études récentes identifiant de nouveaux 

rôles pour FACT suggèrent que le complexe intervient dans la cellule au-delà de ses fonctions 

dans la transcription ou la réplication. 
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Chapitre 2 : Méthylation des adénines  

LeàŵaiŶtieŶà deà l͛iŶtĠgƌitĠà duà gĠŶoŵeà Ŷeà ƌelğǀeà pas uniquement de la régulation de la 

chromatine mais repose également sur le niveau de régulation supplémentaire apporté par 

lesà ŵodifiĐatioŶsà desà ďasesà deà l͛áDN.à Ilà s͛agità leà plusà fƌĠƋueŵŵeŶtà deà ŵĠthǇlatioŶà desà

adénines et des cytosines impliquées dans une très grande variété de processus. La 

méthylation des adénines essentiellement étudiées chez les procaryotes bénéficie de 

l͛aŵĠlioƌatioŶàdesàteĐhŶiƋuesàd͛aŶalǇsesàƋuiàpeƌŵetteŶtàdeàl͛ĠtudieƌàĐhezàlesàeuĐaƌǇotes.  

I. MĠthǇlatioŶà età autƌesà ŵodifiĐatioŶsà deà l͛áDN 

1. Au-delà des ďases ĐaŶoŶiƋues de l’ADN 

DesàŵodifiĐatioŶsà desàƋuatƌeàďasesàĐaŶoŶiƋuesàdeà l͛áDNàsoŶtàƌetƌouǀĠesàdaŶsà lesàtƌoisà

grands domaines du vivant (eucaryotes, bactéries et archées). Ces modifications jouent un 

rôle dans une grande variété de processusà ƌĠgulaŶtà l͛eǆpƌessioŶà desà gğŶes,à pƌotĠgeaŶtà

contre les invasions du génome par des éléments transposables, recrutant des protéines 

iŶteƌagissaŶtàet/ouàŵodifiaŶtà l͛áDNàouàlaàĐhƌoŵatiŶe,àdisĐƌiŵiŶaŶtàdesàsĠƋueŶĐesàd͛áDNàdeà

provenance différente (ADN nouvelleŵeŶtàƌĠpliƋuĠ,àáDNàd͛ageŶtàpathogğŶeͿ,àsigŶalaŶtàdesà

doŵŵagesà deà l͛áDN,à etĐ.à SaŶsà altĠƌeƌà laà sĠƋueŶĐeà d͛áDNà età ăà uŶà Ŷiǀeauà deà ƌĠsolutioŶà

supĠƌieuƌà ăà Đeluià duà ŶuĐlĠosoŵe,à ellesà soŶtà uŶeà souƌĐeà iŵpoƌtaŶteà d͛iŶfoƌŵatioŶà

supplémentaire pour le génome.  

Les ŵodifiĐatioŶsà lesà plusà fƌĠƋueŵŵeŶtà ƌetƌouǀĠesà suƌà l͛áDNà soŶtà lesà ajoutsà deà

groupements méthyle sur des carbones C, azotes N ou oxygènes O des différentes bases de 

l͛áDN (Iyer et al., 2011). Le numéro accompagnant la base modifiée indique la position de 

l͛atoŵeàdaŶsà leàĐǇĐleàaƌoŵatiƋueàdeàlaàďaseàpoƌtaŶtàleàgƌoupeŵeŶtàŵĠthǇl.àLesàŵĠthǇlatioŶsà

peuvent être produitesàsuiteàăàdesà lĠsioŶsàsuƌà l͛áDNàetàŶeàsoŶtàaloƌsàpasàdĠposĠesàpaƌàdesà

enzymes : (N1-methyladenine 1mA, N3-methyladenine 3mA, N7-methyladenine 7mA, N3-

methylcytosine 3mC, N2-methylguanine 2mG, O6-methylguanine 6mG, N7_methylguanine 

7mG, N3-methylthymine 3mT, O4-methylthymine 4mT). Ces méthylations sont induites par 

desà ĐoŵposĠsà eŶdogğŶesà ouà deà l͛eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtà Đoŵŵeà desà dƌogues,à ouà desà pƌoduitsà duà
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métabolisme. Ces modifications doivent être réparées car elles provoquent des mutations et 

ont des effets toxiques pour la cellule (Drabløs et al., 2004). Les méthylations peuvent être 

directement catalysées par des méthyltransférases : N6-methyladenine 6mA, N4-

methylcytosine 4mC, et C5-methylcytosine 5mC (Figure 6). Ces trois dernières méthylations 

sont les plus largement observées dans le monde vivant, elles ont de plus la capacité de 

s͛iŶsĠƌeƌà daŶsà laà douďleà hĠliĐeà d͛áDNà saŶsà eŶà ŵodifieƌà laà s tƌuĐtuƌeà Ŷià l͛appaƌieŵeŶtà desà

bases tout en étant facilement accessibles pour des protéines interagissant avec elles 

(Jurkowska and Jeltsch, 2016).àD͛autƌesàŵodifiĐatioŶsàdeàl͛áDNàoŶtàĠtĠàdĠĐƌites  : comme des 

déaminations des cytosinesàpaƌà l͛eŶzǇŵeàáIDàƋuiàpƌoduitàuŶàuƌaĐileàăàlaàplaĐeàdeàlaàĐǇtosiŶe,à

des oxydations comme la C5-hydroxymethylcytosine (5hmC) issu de 5mC, ou bien la base J 

issue de la thymine et retrouvée chez certains parasites (Breiling and Lyko, 2015; Grosjean, 

2013; Iyer et al., 2011). 

5mC est majoritairement étudiée chez les organismes eucaryotes et en particulier chez 

lesàŵaŵŵifğƌesà eŶà pƌopoƌtioŶsà iŵpoƌtaŶtesà Đhezà Ƌuià elleàƌĠguleà l͛eǆpƌessioŶàdesàgğŶes,  le 

dĠǀeloppeŵeŶt,à l͛eǆpƌessioŶàdesàĠlĠŵeŶtsàtƌaŶsposaďlesàouàeŶĐoƌeà iŶaĐtiǀeàleàĐhƌoŵosoŵeà

X (Breiling and Lyko, 2015; Edwards et al., 2017). On la retrouve alors au sein de motifs CpG. 

5mC est aussi largement étudiée chez les champignons ou chez les plantes chez qui elle est 

déposée sur des motifs plus variés (Law and Jacobsen, 2010).à Elleà Ŷ͛està paƌà ĐoŶtƌeà pasà

détectée chez des organismes comme S. cerevisiae, S. Pombe et C. elegans et les proportions 

infimes chez D. melanogaster Ŷeà peƌŵetteŶtà pasà d͛affiƌŵeƌàƋu͛elle est présente chez cette 

dernière espèce (Capuano et al., 2014; Proffitt et al., 1984). Elle est bien entendue retrouvée 

chez un grand nombre de bactéries où elle participe au système de restriction modification 

qui sera détaillé un peu plus loin, peƌŵettaŶtà deà pƌotĠgeƌà l͛hôteà ĐoŶtƌeà l͛iŶǀasioŶà d͛uŶà

pathogène. ϱŵCàƌĠguleàaussiàl͛eǆpƌessioŶàdesàgğŶesàouàeŶĐoƌe la virulence chez E. coli ou H. 

pylori (Chen et al., 2016; Kahramanoglou et al., 2012; Kumar et al., 2012; Militello et al., 

2014; Sánchez-Romero et al., 2015). L͛aďseŶĐeà desàŵĠthǇltƌaŶsfĠƌasesà ĐatalǇsaŶtà leàdĠpôtà

de 5mC chez les procaryotes produitàdesàdĠfautsàd͛eǆpƌessioŶàdeàgğŶesàliĠsàăàlaàƌĠpoŶseàauà

stress ou encore à la virulence chez des pathogènes  (Sánchez-Romero et al., 2015). 

Laà ŵĠthǇlatioŶà deà l͛áDNà ϰŵCà està ďeauĐoupà ŵoiŶsà dĠĐƌiteà Ƌueà ϱŵCà car étudiée 

essentiellement chez quelques bactéries thermophiles  (Janulaitis et al., 1983; Morgan et al., 

2016). Elle est associée au système de restriction modification et participe chez Helicobacter 
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pylori à la régulation de gènes de virulence (Kumar et al., 2018). Chez les eucaryotes, 4mC ne 

semble pas détectée hormis par séquençage par SMRT sequencing détaillée juste après chez 

les espèces dont on cherchait à détecter la méthylation des adénines (Ye et al., 2017). 

CepeŶdaŶtà auĐuŶeà autƌeà ŵĠthodeà iŶdĠpeŶdaŶteà Ŷ͛aà ĐoŶfiƌŵĠà laà pƌĠseŶĐeà deà Đetteà

modification chez les eucaryotes. Il est possiďleà Ƌu͛ilà s͛agisseà d͛uŶà aƌtefaĐtà liĠà auà SM‘Tà

sequencing. 

La répartition et les proportions de méthylation des cytosines et adénines varient 

grandement au sein des espèces, elles peuvent être observées simultanément chez certaines 

espğĐesà ƋuaŶdà Đhezà d͛autƌesà oŶà Ŷeà dĠteĐteà Ƌueà l͛uŶeà deà ĐesàŵodifiĐatioŶsà ǀoiƌeà auĐuŶeà

jusƋu͛ăà pƌĠseŶtà ;Figuƌeà ϳͿ.à Laà pƌĠseŶĐeàdeàŵĠthǇltƌaŶsfĠƌasesàetàdĠŵĠthǇlasesàspĠĐifiƋuesà

d͛uŶeà ŵodifiĐatioŶà ouà d͛uŶeà autƌeà està aussià l͛iŶdiĐeà deà leuƌà pƌĠseŶĐeà ŵaisà leuƌà aĐtiǀitĠà

enzymatique Ŷ͛aàpasàfoƌĐĠŵeŶtàĠtĠàdĠŵoŶtƌĠe.àNousàŶousàĐoŶĐeŶtƌeƌoŶsàsuƌà laàŵĠthǇlatioŶà

des adénines, les enzymes la catalysant dans les génomes procaryotes et eucaryotes et ses 

ƌôlesàĐhezàlesàdiffĠƌeŶtesàespğĐesàloƌsƋu͛ilàaàĠtĠàtƌouǀĠ.à  

 

Figure 6 : MĠthǇlatioŶ suƌ les ďases de l’ADN 

Sont représentéesàlesàfoƌŵulesàĐhiŵiƋuesàdesàtƌoisàpƌiŶĐipalesàŵĠthǇlatioŶs àƌetƌouǀĠes àdaŶs àleàŵoŶdeàǀiǀaŶt.àD͛apƌğs à
(Brei l ing and Lyko, 2015). 

2. MĠthodes de dĠteĐtioŶ et d’aŶalǇse de la ŵĠthǇlatioŶ de l’ADN  

C͛està auà ŵilieuà duà XX°à siècle que sont découverts les premiers nucléosides ne 

correspondant pas aux bases canoniques déjà connues, A, T, G et C (Dunn and Smith, 1958; 

Hotchkiss, 1948).à Lesà ŵĠthodesà deà dĠteĐtioŶà età d͛aŶalǇseà desà ŶuĐlĠosidesà ŵodifiĠsà oŶtà

grandement avancé depuis les chromatographies sur papier des années 50. Elles bénéficient 
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aujouƌd͛huià desà teĐhŶiƋuesà deà sĠƋueŶçageà lesà plusà ƌĠĐeŶtesà peƌŵettaŶtà deà loĐaliseƌà

précisément sur le génome les modifications. 

2.1 Détecter et quantifier la méthylation 

La chromatographie liquide à haute performance couplée à la spectrométrie de masse 

peƌŵetà deà dĠteĐteƌà saŶsà aŵďiguïtĠà lesà ŵodifiĐatioŶsà deà l͛áDNà età deà lesà ƋuaŶtifieƌà sià

ŶĠĐessaiƌeà daŶsà l͛ĠĐhaŶtilloŶà ĠtudiĠ (Sulewska et al., 2007). Elle nécessite cependant de 

disposer de molécules standards pour chaque modification recherchée dont on connait la 

ŵasseàetà leàteŵpsàdeàƌĠteŶtioŶàspĠĐifiƋue.àLesàĠĐhaŶtilloŶsàd͛áDNàpƌĠalaďleŵeŶtàdigĠƌĠsàeŶà

nucléosides sont séparés par chromatographie liquide par affinité avec une colonne 

apolaire. Les nucléosides séparés sont ensuite analysés en spectrométrie de masse qui 

assigne à chaque molécule une masse et un temps de rétention. Par comparaison avec les 

signaux produits par les nucléosides standards on peut ainsi assigner aux molécules 

détectées le nucléoside modifié correspondant. Il est ainsi théoriquement possible de 

dĠteĐteƌà Ŷ͛iŵpoƌteà Ƌuelà ŶuĐlĠosideàŵodifiĠ.à IlàpeutàŵalgƌĠàtoutàaƌƌiǀeƌàƋueàdesàŶuĐlĠosidesà

modifiés présentent une masse identique comme dans le cas de méthylation sur des 

positioŶsàdiffĠƌeŶtesàd͛uŶeàŵġŵeàďase.àDaŶsàĐeàĐas,àilàŶ͛estàpasàtoujouƌsàpossiďleàdeàsĠpaƌeƌà

en chromatographie les deux molécules et il faudra démontrer par une autre méthode que 

Đ͛està ďieŶà laà ŵodifiĐatioŶà poƌtĠeà paƌà uŶà atoŵeà spĠĐifiƋueà Ƌueà l͛oŶà souhaiteà ƋuaŶtifieƌ 

(Capuano et al., 2014; Huang et al., 2015).  

Ilà està possiďleà deà dĠteĐteƌà desà ŶuĐlĠosidesà ŵodifiĠsà ăà l͛aideà d͛aŶtiĐoƌpsà spĠĐifiƋues.à

L͛aŶtiĐoƌpsà peutà ġtƌeà utilisĠà eŶà Dot-Blot pour détecter la prĠseŶĐeà ouà l͛aďseŶĐeà d͛uŶeà

ŵodifiĐatioŶà daŶsà desà ĠĐhaŶtilloŶsà d͛áDN.à Paƌà iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐe,à l͛aŶtiĐoƌpsà spĠĐifiƋueà

permet de localiser dans la cellule et de suivre la dynamique au cours du temps de la 

ŵodifiĐatioŶàdeà l͛áDN.à àCesàteĐhŶiƋuesàoŶtà l͛aǀaŶtageàde donner un résultat rapide mais ont 

l͛iŶĐoŶǀĠŶieŶtà deà Ŷeà pasà ġtƌeà ƋuaŶtitatiǀes.à Elleà està aussià liŵitĠeà paƌà l͛eǆisteŶĐeà d͛uŶà

anticorps spécifique pour chaque modification. Certains anticorps peuvent aussi confondre 

la détection de modifications similaires  Đoŵŵeà l͛aŶtiĐoƌpsà ĐoŵŵeƌĐialà aŶti-6mA qui 

reconnait également 1mA (Greer et al., 2015). Il est nécessaire de confirmer par une 

méthode indépendante la présence de la modification cherchée. Enfin comme pour la 
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chromatographie liquide, la détection par un anticorps peut être biaisée par une 

ĐoŶtaŵiŶatioŶà ďaĐtĠƌieŶŶeàƋu͛ilàestàiŵpossiďleàdeàdisĐƌiŵiŶeƌ. 

CeƌtaiŶesà eŶzǇŵesà deàƌestƌiĐtioŶàoŶtà laàpƌopƌiĠtĠàdeàdigĠƌeƌà l͛áDNàeŶà fonction du statut 

de méthylation d͛uŶà ŶuĐlĠotideà età peƌŵetteŶtà doŶĐà deà dĠteĐteƌà laà pƌĠseŶĐeà desà

modifications sur des sites identifiés au préalable (Fu et al., 2015; Sulewska et al., 2007). Si 

l͛oŶà pƌeŶdà l͛eǆeŵpleà deà laà ŵĠthǇlatioŶà desà adĠŶiŶes,à l͛eŶzǇŵeà DpŶIà digğƌeà desà sitesà ϱ͛-

G6mATC-ϯ͛àŵĠthǇlĠsàƋuaŶdàl͛eŶzǇŵeàDpŶIIàdigğƌeàdesàsitesàϱ͛-GATC-ϯ͛àŶoŶàŵĠthǇlĠs.àCetteà

méthode ne permet pas de quantifier la modification recherchée comme les précédentes 

évoquées. Elle nécessite de connaître au préalable les sites du génome portant la 

modification recherchée et dépend de la présence des sites digérés par les enzymes dans 

leur génome. 

2.2 Localiser la méthylation dans le génome 

L͛aŵĠlioƌatioŶà iŵpoƌtaŶteà desà teĐhŶiƋuesà deà sĠƋueŶçageà ăà hautà dĠďità aà peƌŵisà deà

loĐaliseƌà aǀeĐà uŶeà pƌĠĐisioŶà toujouƌsà plusà fiŶeà laà ŵĠthǇlatioŶà daŶsà leà gĠŶoŵe.à áà l͛aideà

d͛aŶtiĐoƌpsà spĠĐifiƋuesà deà laàŵodifiĐatioŶàĠtudiĠe,àoŶàpeutà immunoprécipiter les fragments 

d͛áDNà poƌtaŶtà Đetteà ŵodifiĐatioŶ (Hsu et al., 2014).à L͛iŵŵuŶopƌĠĐipitatioŶà ouà MedIPà està

particulièrement utilisée pour laà ŵĠthǇlatioŶà desà ĐǇtosiŶesà età adĠŶiŶes.à Ceà Ŷ͛està pasà uŶeà

ŵĠthodeà ƋuaŶtitatiǀeàetàelleàŶ͛estàpasàŶoŶàplusàeǆhaustiǀe.àElleàaàdeàplusà l͛iŶĐoŶǀĠŶieŶtàdeà

Ŷ͛offƌiƌà Ƌu͛uŶeàƌĠsolutioŶàdeà l͛oƌdƌeàdeàϮϬϬpďàeŶǀiƌoŶàeŶàfoŶĐtioŶàdeà laàtailleàdesàfƌagŵeŶtsà

d͛áDNà iŵŵuŶopƌĠĐipitĠs.à Elleà peutà peƌŵettƌeà l͛ideŶtifiĐatioŶà deàŵotifsàŵaisàelleàƌesteàtƌopà

peu précise. Elle est cependant intéressante pour établir des profils de méthylation du 

génome dans des conditions différentes. 

Différentes méthodes de séquençage sont access ibles pour quantifier et localiser plus 

précisément que par immunoprécipitation lesàŵodifiĐatioŶsàdeàl͛áDN,àjusƋu͛ăàuŶeàƌĠsolutioŶà

au nucléotide près. Par exemple, la conversion des cytosines méthylées en uridine par 

traitement au sodium bisulfite permet d͛aŶalǇseƌà laàpƌĠseŶĐeàdeàϱŵCàpaƌàsĠƋueŶçageàhautà

débit (Patterson et al., 2011). On peut améliorer la technique en enrichissant en séquences 

ŵĠthǇlĠesà paƌà uŶeà iŵŵuŶopƌĠĐipitatioŶà pƌĠalaďleà ouà ăà l͛aideà d͛eŶzǇŵesà deà ƌestƌiĐtioŶà

sensibles ou non à la méthylation (Plongthongkum et al., 2014).à CetteàŵĠthodeà Ŷ͛està pasà

disponible pour la méthylation des adénines.  
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Ce sont les techniques de séquençage par molécule unique qui ont permis de localiser 

dans le génome avec une plus grande précision des modifications comme la méthylation des 

adénines. Le SMRT (Single Molecule Real Time) sequencing analyse la cinétique 

d͛iŶĐoƌpoƌatioŶàdesàďasesàpaƌà laàDNáàpolǇŵĠƌaseàetàpeƌŵetàdeàdĠteĐteƌàaǀeĐàuŶeàƌĠsolutioŶà

au nucléotide près théoriquement un grand nombre de modifications (6mA, 4mC, 5mC, 

5hmC, 8oxoG, etc) (Beaulaurier et al., 2015; Fang et al., 2012; Flusberg et al., 2010).àL͛áDNà

polymerase incorpore des nucléotides marqués avec un fluorophore ce qui permet de suivre 

eŶà teŵpsà ƌĠelà laà ĐiŶĠtiƋueà d͛iŶĐoƌpoƌatioŶà deà ĐhaƋueà ŶuĐlĠotideà ĐoŵplĠŵeŶtaiƌeà auà ďƌiŶà

d͛áDNà seƌǀaŶtà deàŵodğle (Eid et al., 2009). Le principal avantage de cette méthode est de 

peƌŵettƌeà laà dĠteĐtioŶà deà laà fluoƌesĐeŶĐeà eŶàŵġŵeà teŵpsàƋueàl͛oŶàdĠteƌŵiŶeà laàsĠƋueŶĐeà

auà ĐoŶtƌaiƌeà desà autƌesà ŵĠthodesà deà sĠƋueŶçage.à Elleà Ŷeà ŶĠĐessiteà pasà d͛amplification 

préalable. L͛iŶĐoƌpoƌatioŶà d͛uŶà ŶuĐlĠotideà està dĠteĐtĠeà paƌà uŶà piĐà deà fluoƌesĐeŶĐeà doŶtà laà

couleur identifie le nucléotide. La durée entre deux pics de fluorescence est aussi variable en 

fonction du nucléotide incorporé. L͛iŶĐoƌpoƌatioŶàdeàďases en face de bases méthylées sur la 

matrice ŵodifieŶtà laàĐiŶĠtiƋueàd͛iŶĐoƌpoƌatioŶàdesàŶuĐlĠotides.àOŶàpeutàaiŶsiàdĠteƌŵiŶeƌàlesà

nucléotides modifiés précisément, identifier des motifs et quantifier la présence de la 

modification dans le génome. Elle a cepeŶdaŶtà l͛iŶĐoŶǀĠŶieŶtàdeàŶeàpasàġtƌeàaussiàeffiĐaĐeà

pour toutes les modifications (Flusberg et al., 2010).à Elleà l͛està paƌtiĐuliğƌeŵeŶtà pouƌà ϲŵáà

mais beaucoup moins pour 5mC dont la couverture du génome doit être beaucoup plus 

grande pour détecter un signal (x25 vs x250).àáuàpƌĠalaďleàuŶeàĐoŶǀeƌsioŶàpaƌà l͛eŶzǇŵeàTetà

pouƌà l͛oǆǇdeƌà eŶà ϱ-carboxylcytosine (5-caC) réduit la couverture requise pour détecter 5mC. 

CepeŶdaŶtà laà ĐoŶǀeƌsioŶàpaƌà l͛eŶzǇŵeàTetàpeutàaussiàdaŶsàĐeƌtaiŶsàĐoŶteǆtesàĐiďleƌàϰŵCàetà

conduire à deà fauǆà positifs.à Laà teĐhŶiƋueà Ŷ͛està pasà ŶoŶàplusàfaĐileŵeŶtàutilisaďleàpouƌàdesà

génomes de grande taille car elle requiert une couverture importante des molécules 

séquencées et peut vite devenir peu abordable (Eid et al., 2009; Flusberg et al., 2010). Elle 

estàĐepeŶdaŶtàtƌğsàadaptĠeàăà l͛ĠtudeàdeàpetitsàgĠŶoŵesàĐoŵŵeàlesàgĠŶoŵesàďaĐtĠƌieŶsàouà

de petits eucaryotes. La technologie nanopore est également capable de détecter la 

pƌĠseŶĐeàdeàŵodifiĐatioŶsàdeàl͛áDNàƋuiàĠŵetteŶtàdesàsigŶauǆàdiffĠƌeŶtsàdesàŶuĐlĠosidesàŶoŶà

modifiés. Elle est surtout utilisable pour la détection de 5mC sans nécessiter de conversion 

préalable des cytosines méthylées, mais elle est aussi capable de détecter la méthylation des 

adĠŶiŶesàaǀeĐàĐepeŶdaŶtàŵoiŶsàd͛effiĐaĐitĠàƋueàϱŵC  (McIntyre et al., 2017; Simpson et al., 

2017). Le séquençage nanopore mesure les changements de courant induits par le passage 
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d͛uŶeàŵolĠĐuleà d͛áDNà ăà tƌaǀeƌsà leà ŶaŶopoƌeà lui-même traversé par un courant ionique. La 

pƌĠseŶĐeà d͛uŶeà ŵĠthǇlatioŶà ŵodifieà leà ĐouƌaŶtà pƌoduit.à OŶà peutà aiŶsià dĠteƌŵiŶeƌà auà

ŶuĐlĠotideàpƌğsà laàpositioŶàd͛uŶeàŵĠthǇlatioŶ.àLaàteĐhŶiƋueàestàŵoiŶsàĐouteuseàƋueàleàSM‘Tà

seƋueŶĐiŶgàetàŶĠĐessiteàŵoiŶsàd͛áDN.àCepeŶdaŶtà lesàŵodifiĐations autres que 5mC et 6mA 

ŶeàpeuǀeŶtàġtƌeàdĠteĐtĠesàetà leàsĠƋueŶçageàŶaŶopoƌeàŶeàpaƌǀieŶtàpasàăàdĠteĐteƌàl͛eŶseŵďleà

des méthylations (90% des 5mC et 80% des 6mA).  

 

Figure 7 : Présence de méthylation des cytosines ou des adénines dans le monde vivant 

Sont représentées plusieurs espèces pour lesquelles ont été recherchées la présence de 5mC ou 6mA dans le génome. Ces  
espèces sont représentatives des différents grands domaines du monde vivant. Pour chaque espèce les pourcentages  s ont 

Đa lĐulĠsàă àpaƌtiƌàd͛eǆpĠƌieŶĐesàd͛HPLC-MS ou par séquençage à haut débit comme détaillé dans les paragraphes  suivants . 
Plus  les méthylations sont abondantes plus les couleurs sont saturées. Pour la bactérie Helicobacter pilori, les pourcentages 

ne sont pas calculés mais le séquençage par SMRT sequencing atteste de grosses  quanti tés  de 5mC et 6mA dans  son 
gĠŶoŵe.àNQàs igŶifieàƋueàlaàŵĠthǇlatioŶàŶ͛aàpasàĠtĠàƋuaŶtifiĠe.àNDàs igŶifieàƋueàŵalgƌĠàlesàaŶalǇsesàla àŵĠthǇlatioŶàŶ͛a àpas à
été détectée. NT s ignifie que laàŵĠthǇlatioŶàŶ͛aàpasàĠtĠàƌeĐheƌĐhĠe. Références : (Liang et a l., 2018a, 2018b; Mondo et a l ., 

ϮϬϭϳ;àO͛BƌoǁŶàaŶdàGƌeeƌ,àϮϬϭϲ;àWaŶgàetàa l .,àϮϬϭϳͿ  
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II . Méthylation des adénines 

La méthylation des adénines (6mA) est la deuxième modification la plus abondamment 

retrouvée dans le monde vivant après la méthylation des cytosines. Elle a été détectée pour 

la première fois en 1955 chez E. coli (Dunn and Smith, 1958). Elle a été très étudiée chez les 

pƌoĐaƌǇotesà aiŶsià Ƌueà lesà eŶzǇŵesà ĐatalǇsaŶtà soŶà dĠpôtà suƌà l͛áDN.à Saà pƌĠseŶĐeà Đhezà lesà

eucaryotes semblait anecdotique. Elle est peu étudiée et on ne connait que peu d͛adĠŶiŶesà

méthyltransférases eucaryotes. Mais sa détection récente chez de nouvelles espèces grâce 

auǆàteĐhŶiƋuesàdeàsĠƋueŶçageàhautàdĠďitàetàlesàƌôlesàassoĐiĠsàsuggğƌeŶtàƋu͛ilàs͛agiƌaitàd͛uŶeà

nouvelle marque épigénétique. 

1. 6-méthyladénine chez les procaryotes 

1.1 Système de restriction modification et méthyltransférases solitaires chez 

les procaryotes 

C͛estàĐhezà lesàďaĐtĠƌiesàƋueà laàŵĠthǇlatioŶàdesàadĠŶiŶesàestà ideŶtifiĠeàpouƌà laàpƌeŵiğƌeà

fois (Dunn and Smith, 1958). Chez E. coli, on estime par SMRT sequencing que 6mA est 

retrouvée dans des proportions similaires à 5mC, environ 2% (Fang et al., 2012) (Figure 7). 

L͛aŶalǇseà deà laà ŵĠthǇlatioŶà paƌà SM‘Tà seƋueŶĐiŶgà faĐiliteà laà dĠteĐtioŶà deà ϲŵáà Đhezà lesà

bactéries et détermine son abondance dans le génome, les sites de méthylation et le brin 

méthylé (Beaulaurier et al., 2015). 6mA est ainsi retrouvé dans un grand nombre de 

bactéries, et dans toutes les branches phylogénétiques (Ratel et al., 2006). Les abondances 

de 6mA dans les génomes procaryotes varient grandement, de 0,2% chez Mycoplasma 

capricolum à 3% chez Mybacteria smegmatis déterminées par HPLC ;O͛BƌoǁŶà aŶdàGƌeeƌ,à

2016) (Figure 7). Des adénines méthyltransférases sont retrouvées chez des virus comme 

des bactériophages ou des virus d͛aƌĐhĠesà(Ratel et al., 2006). Par exemple, des expériences 

de complémentation des mutants Dam- d͛E. coli incapables de méthyler les adénines, ont 

montré que la méthyltransferase Màduàǀiƌusàd͛aƌĐhĠeàφChϭ restaure la méthylation chez E. 

coli suƌà l͛adĠŶiŶe.à Laà pƌĠseŶĐeà deà ϲŵáà aà ĠtĠà attestĠeà eŶà parallèle chez ce virus par HPLC 

(Baranyi et al., 2000). 
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Chez les procaryotes, la méthylation des adénines est impliquée dans le système de 

restriction modification comme les autres modifications des bases (5mC, 4mC), protégeant 

leàgĠŶoŵeàdeàl͛hôteàĐoŶtƌeà lesàiŶǀasioŶsàd͛áDNàĠtƌaŶgeƌà(Casadesús and Low, 2006). Chaque 

sǇstğŵeà està ĐoŵposĠà d͛uŶeà eŶzǇŵeà deà ƌestƌiĐtioŶà assoĐiĠeà ăà uŶeà ŵĠthǇltƌaŶsfeƌaseà deà

l͛áDN.à DaŶsà laàŵajoƌitĠà desà Đas,à l͛áDNàďaĐtĠƌieŶàŵĠthǇlĠàestàpƌotĠgĠàdeà laàĐoupuƌeàpaƌàsaà

propre enzyme de restriction qui est inhibé par la méthylation (Loenen et al., 2014; Wion 

and Casadesús, 2006). Ce mécanisme est originellement décrit comme un système 

iŵŵuŶitaiƌeà pƌiŵitifà pƌotĠgeaŶtà l͛áDNà deà l͛hôteà ĐoŶtƌeà l͛iŶǀasioŶà paƌàdesàphagesàouàautƌesà

ADN invasifs. Des résultatsàsuggğƌeŶtàaussiàƋu͛ilàpeƌŵettƌaitàdeàƌĠguleƌàl͛eǆpƌessioŶàdeàgğŶesà

doŶtà lesà Ŷiǀeauǆà d͛eǆpƌessioŶsà soŶtà ŵodifiĠsà paƌà laà dĠlĠtioŶà desà sǇstğŵesà deà ƌestƌiĐtioŶà

modification (Sánchez-Romero et al., 2015). Rien que chez E. coli, on trouve 9 adénines 

méthyltransférases. Parmi elles, existent des méthyltransférases solitaires sans enzymes de 

restriction associées capables de méthyler les adénines. Dam chez les 

gammaprotéobactéries et archées méthyle le motif GATC. CcRM chez les 

alphapƌotĠoďaĐtĠƌiesà ŵĠthǇleà leà ŵotifà GáNTCà aǀeĐà uŶeà pƌĠfĠƌeŶĐeà pouƌà l͛áDNà hĠŵi -

méthylé (Ratel et al., 2006).à L͛aďseŶĐeà deà Daŵà età CĐ‘Mà pƌoǀoƋueŶtà deà Ŷoŵďƌeuǆà

phénotǇpes,à lesà souĐhesà d͛E. coli dam- sont viables mais Dam est un gène essentiel chez 

Vibrio cholerae par exemple (Wion and Casadesús, 2006). Les souches déficientes pour Dam 

soŶtà plusà seŶsiďlesà auǆà doŵŵagesà deà l͛áDN,à plusà pƌoŵptes à la recombinaison et aux 

mutations. De la même manière, CcRM est essentielle chez certaines bactéries. Dam 

hautement processive assure la maintenance de la méthylation au cours de la réplication 

après le passage de la fourche de réplication qui laisse les sites hémi-méthylés (Wion and 

Casadesús, 2006).  

1.2 6mA, une marque épigénétique chez les bactéries 

GƌąĐeàauǆàŵĠthǇltƌaŶsfĠƌasesàsolitaiƌes,àlaàŵĠthǇlatioŶàdesàadĠŶiŶesàŶ͛estàpasàƌestƌeiŶteà

au système de restriction modification chez les bactéries (Figure 8). Elle joue ainsi un rôle 

iŵpoƌtaŶtà daŶsà laà ƌĠpliĐatioŶà età laà ƌĠpaƌatioŶà paƌàŵisŵatĐhà ƌepaiƌ.à Leà ŶouǀeauàďƌiŶàd͛áDNà

répliqué est transitoirement non-méthylé. Les sites GATC hémi-méthylés sont reconnus par 

la protéine SeqA inhibant la ré-initiation de la réplication aux origines de réplication. Les 

sites GATC complètement méthylés aux origines de réplication sont reconnus par DNA A qui 
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séparent les brins et initie la réplication (Lu et al., 1994; Ratel et al., 2006). 6mA permet aussi 

deàdisĐƌiŵiŶeƌà leàďƌiŶàpaƌeŶtalàduàďƌiŶàŶaissaŶtà loƌsàdeà laàƌĠpaƌatioŶàdeà l͛áDNàpaƌàMisŵatĐhà

repair (Ratel et al., 2006). 6mA est impliquée dans le contrôle de la transcription. Certains 

sites de méthylation sont positionnés dans des promoteurs ou des régions régulatrices et 

modulent les interactions protéines-ADN comme avec la RNA polymérase bactérienne ou 

desà faĐteuƌsà deà tƌaŶsĐƌiptioŶ.à CĐ‘Mà età Daŵà ƌĠguleŶtà l͛eǆpƌessioŶà deà Ŷoŵďƌeuǆà gğŶesà deà

virulence et la méthylation des adénines contrôle la pathogénicité chez E. coli, H. pylori, V. 

cholerae,à etĐ.à Ellesà ĐoŶtƌôleŶtà l͛eǆpƌessioŶà deà gğŶesàƌeƋuisàpouƌà laàĐoŶjugaisoŶàouàleàĐǇĐleà

Đellulaiƌeà ouà l͛eǆpƌessioŶà deà tƌaŶsposasesà ƌĠgulaŶtà laà tƌaŶspositioŶà (Casadesús and Low, 

ϮϬϬϲ;àO͛BƌoǁŶàaŶdàGƌeeƌ,àϮϬϭϲ;àSĄŶĐhez-Romero et al., 2015; Wion and Casadesús, 2006). 

 

Figure 8 : Rôle de la méthylation des adénines chez les bactéries 

La  méthylation des adénines chez les bactéries a de nombreux rôles représentés  ici  et déta i l lés  dans  les  paragraphes  
pƌĠĐĠdeŶts.àElleàpeƌŵetàŶotaŵŵeŶtàd͛assuƌeƌàleàsǇstğŵeàdeàƌestƌiĐtioŶàŵodifiĐatioŶ,àla àĐoŶjugaisoŶ,àla àƌĠpl iĐatioŶ,àla à
réparation, la ségrégatioŶàduàĐhƌoŵosoŵe,àlaàtƌaŶspositioŶ,àlaàstƌuĐtuƌeàduàŶuĐlĠole,àl͛eǆpƌessioŶàd͛aŶtigğŶesàdeàsuƌfaĐeàouà
deàfaĐteuƌs àdeàǀi ƌuleŶĐeàouàeŶĐoƌeàl ͛eŶĐaps idatioŶàd͛áDNàdeàphages .àD͛apƌğs à (Wion and Casadesús , 2006). 

 

1.3 Adénines méthyltransférases 

LaàŵajoƌitĠà desàŵĠthǇltƌaŶsfĠƌasesà deà l͛áDNà utiliseŶtà leà coenzyme AdoMet ou SAM (S-

adenosyl méthionine) comme donneur de méthyl et ont une structure et une organisation 

communes. Les méthyltransférases de 6mA et 4mC méthylant sur le même atome, un azote, 
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partagent une organisation similaire différente de celles de 5mC méthyltransférases.  Des 

expériences de méthylation in vitro oŶtà d͛ailleuƌsà ŵoŶtƌĠà Ƌueà lesà ŵĠthǇltƌaŶsfĠƌasesà

bactériennes pour 6mA étaient aussi capables de méthyler 4mC et inversement (Jeltsch et 

al., 1999).à L͛Ġtudeà auǆà ƌaǇoŶsà Xà deà laà stƌuĐtuƌeà deà l͛adĠŶiŶeà méthyltransferase M.TaqI 

cristallisée de Thermus aquaticus, a montré que le domaine catalytique est composé de 6 

feuilletsà ďetaàeŶàpaƌallğleàetàd͛uŶàseptiğŵeàfeuilletà iŶsĠƌĠàdeàŵaŶiğƌeà antiparallèle entre le 

cinquième et le sixième feuillet (Jurkowska and Jeltsch, 2016; Labahn et al., 1994; Malone et 

al., 1995). Le domaine est divisé en deux sous-domaines reliés par deux hélices alpha : un 

ĐoŶteŶaŶtà leà siteà deà liaisoŶà ăà ádoMetà età l͛autƌe pouƌà laà liaisoŶà ăà l͛adĠŶiŶeà ăà ŵĠthǇleƌà

(Jurkowska and Jeltsch, 2016).à L͛azoteà ϲà Nϲà deà l͛adĠŶiŶeà seà positioŶŶeà eŶà liaisoŶàaǀeĐà lesà

résidus (DNS)PP(YFW). Ce domaine catalytique est retrouvé aussi bien dans des adénines 

méthyltransférasesà deà l͛áDNà Ƌueà deà l͛á‘Nà età Đhezà lesà ďaĐtĠƌiesà Đoŵŵeà Đhezà leuƌsà

homologues eucaryotes. 

Desà aŶalǇsesà phǇlogĠŶĠtiƋuesà desà adĠŶiŶesà ŵĠthǇltƌaŶsfĠƌasesà deà l͛áDNà età deà l͛á‘Nà

retrouvés chez les bactéries et leurs homologues eucaryotes ont mis en évidence que 

l͛ensemble des adénines méthyltransférases proviennent probablement des adénines 

ŵĠthǇltƌaŶsfĠƌasesà d͛á‘Nà ƌiďosoŵauǆà uŶiǀeƌselleŵeŶtà ĐoŶseƌǀĠes  (Jurkowska and Jeltsch, 

2016). La plupart des méthyltransférases procaryotes sont associées  au système de 

restriction modification et ont été acquises par des transferts latéraux entre des espèces 

éloignées. Les méthyltransférases solitaires Dam chez les gamma protéobactéries et Ccrm 

Đhezà lesà alphaà pƌotĠoďaĐtĠƌiesà dĠƌiǀeŶtà d͛opĠƌoŶsà deà sǇstğŵeà de restriction modification 

(Jurkowska and Jeltsch, 2016; Sánchez-Romero et al., 2015). Elles ont été acquises à partir de 

ŵĠthǇltƌaŶsfĠƌasesà duà sǇstğŵeà deà ƌestƌiĐtioŶà ŵodifiĐatioŶà età oŶtà peƌduà l͛eŶzǇŵeà deà

restriction correspondante pour réguler des fonctions cellulaires comme la réplication, la 

rĠpaƌatioŶ,à laàƌĠgulatioŶàdeàl͛eǆpƌessioŶàdeàgğŶesàĐhezàlesàďaĐtĠƌies.  

On retrouve par homologie avec les enzymes procaryotes chez les eucaryotes de 

Ŷoŵďƌeusesà adĠŶiŶesàŵĠthǇltƌaŶsfĠƌasesà deà l͛áDNà età deà l͛á‘Nà doŶtà oŶà Ŷ͛aàpasàfoƌĐĠŵeŶtà

lesà ĠǀideŶĐesà d͛uŶeà aĐtivité catalytique ni si cette activité cible les ADN ou les ARN. Les 

analyses phylogénétiques suggèrent que ces enzymes ont été acquises à 13 reprises par les 

eucaryotes et leur virus à partir des procaryotes et de leur virus (Iyer et al., 2015). Une 

grande partie des adénine méthyltransférases putatives eucaryotes appartiennent à la 
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famille MT-A70 du nom de la sous-unité MT-áϳϬ/METTLϯà deà ϳϬkDaà deà l͛á‘Nà

méthyltransferase d͛H. sapiens ajoutant 6mA sur les pré-ARNm. Elles ont évolué à partir des 

systèmes de restriction modification bactériens M.MboIIA et M.MunI (Iyer et al., 2015). Elles 

contiennent notaŵŵeŶtà lesà á‘NàŵĠthǇltƌaŶsfĠƌasesàd͛H. sapiens METTL3 et 14 ou Ime4 de 

S. cerevisiae. Plusieurs des méthyltransférases putatives eucaryotes de cette famille 

contiennent en plus du domaine catalytique MT-A70, des domaines Zinc-finger ou PHD 

supposés interagir avec la chromatine. Les eucaryotes ne possédant pas de système de 

restriction modification, les méthyltransférases ont vraisemblablement évoluées pour 

remplir de nouvelles fonctions chez les eucaryotes comme la méthylation des adénines sur 

les ARN. La seule ADN méthyltransferase eucaryote appartenant à la famille MT-A70 dont 

l͛aĐtiǀitĠàaàĠtĠàdĠŵoŶtƌĠeà in vivo est Damt-1 de C. elegans (Greer et al., 2015).àL͛aďseŶĐeàdeà

Damt-1 chez C. elegans entraîne une diminution de 6mA attestée par Dot-Blotàăà l͛aideàd͛uŶà

anticorps spécifique. Le nombre important de méthyltransférases putatives, leur diversité et 

la détection récente de 6mA chez un ceƌtaiŶàŶoŵďƌeàd͛euĐaƌǇotes,àƋueàjeàdĠtailleƌaiàpaƌà laà

suite, laissent imaginer que la méthylation des adénines pourrait être plus largement 

répandue chez les eucaryotes. 

2. 6-méthyladénine chez les eucaryotes 

2.1 La méthylation des adénines est-elle présente chez les eucaryotes 

pluricellulaires ? 

Même si la méthylation des adénines a été découverte peu de temps après celle des 

ĐǇtosiŶes,à oŶà aà loŶgteŵpsàĐoŶsidĠƌĠàƋu͛elleàĠtaitàƌestƌeiŶteàauǆàpƌoĐaƌǇotesàetàpƌĠseŶteàdeà

manière anecdotique chez quelques eucaryotes uniĐellulaiƌes.à L͛aŵĠlioƌatioŶà ƌĠĐeŶteà desà

techniques de séquençage a permis de détecter à des niveaux plus faibles la méthylation des 

adénines dans des eucaryotes plus variés. Pour autant les faibles niveaux détectés sont 

parfois proches des limites de détection des techniques utilisées et les analyses 

fonctionnelles peinent encore à associer un rôle à la présence de 6mA chez les eucaryotes  

(Figure 7).  
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2.1.1 L͛aŵĠlioƌatioŶàdesàteĐhŶiƋuesàdeàdĠteĐtioŶàideŶtifieàϲŵáàĐhezàdesà

eucaryotes pluricellulaires 

áàpaƌtiƌàdesàĠtudesàŵeŶĠesàjusƋu͛ăàŵaiŶteŶaŶt,àC. elegans, eucaryote pluricellulaire, ne 

semble pas présenter de méthylation des cytosines dans son génome (5mC) (Simpson et al., 

2017). Ainsi, si certaines analyses par HPLC-MS semblent détecter un peu de 5mC, les 

résultats ne sont pas reproduits et aucun homologue des méthyltransférases de 5mC Dnmt1 

ouà ϯà Ŷ͛està ƌetƌouǀĠà (Capuano et al., 2014) ;Figuƌeà ϳͿ.à L͛aŶalǇseà deà diffĠƌeŶtsà gĠŶoŵesà

compilés issus de plusieurs stades du cycle de vie de C. elegans, par SMRT sequencing, a 

permis de quantifier et positionner 6mA : 0,3% des adénines réparties sur le génome sans 

enrichissement particulier dans un type de séquences sur deux motifs AGAA et GAGG (Greer 

et al., 2015). Par immunofluorescence avec un anticorps spécifique de 6mA, la méthylation 

està dĠteĐtĠeà daŶsà lesà ŶoǇauǆà deà ŵaŶiğƌeà uďiƋuitaiƌeà ăà l͛eǆĐeptioŶà duà speƌŵeà Đhezà desà

nématodes sauvages. ϲŵáàŶ͛estàpaƌàĐoŶtƌeàpasàdĠteĐtĠeàeŶàDot-Blot avec le même anticorps 

daŶsà l͛áDNà deà ǀeƌsà sauǀages,à elleà Ŷ͛està ǀisiďleà Ƌu͛apƌğsàϱàăàϭϱàgĠŶĠƌatioŶsàdeàŶĠŵatodesà

ŵutaŶtsà pouƌà laà dĠŵĠthǇlaseà d͛HϯKϰŵeϮ,à spƌ-5. Ces résultats suggèrent que la détection 

par Dot-Blot serait moins sensible que par Immunofluorescence. Par UHPLC-MS, les auteurs 

confirment la présence de 6mA bien que les proportions retrouvées soient plus variables  : de 

Ϭ,Ϭϭ%à ăà Ϭ,ϰ%à deà ϲŵá/áàdaŶsàdesàǀeƌsàsauǀages.àL͛aďoŶdaŶĐeàdeàϲŵáàƌetƌouǀĠeàpaƌàSM‘Tà

sequencing ne reflète pas les variations qui doivent sans doute dépendre du stade de vie de 

C. elegans et amène à relativiser le pourcentage de 0,3% retrouvé.  Les auteurs identifient 

par homologie une méthyltransferase putative Damt-1 appartenant à la famille MT-A70 et 

dont le site catalytique contient les acides aminés DPPW caractéristiques des adénine 

méthyltransférases (Iyer et al., 2015). Ils identifient aussi une déméthylase putative NMAD-1 

de la famille des protéines ALKB. Par détection de 6mA par Dot-Blot ou UHPLC-MS, les 

déplétions de ces protéines produisent respectivement une diminution et une augmentation 

de la quantité de 6mA dans le génome. Etant donné que les auteurs détectent plus 

facilement 6mA et une augmentation de la méthylation dans un contexte mutant pour la 

déméthylase spr-5, ils proposent un lien entre la méthylation des adénines et la méthylation 

HϯKϰŵeϮ.à OďseƌǀaŶtà deà plusà Ƌueà leà phĠŶotǇpeà suƌà laà ŵĠthǇlatioŶà s͛iŶteŶsifieà aǀeĐà lesà

générations du mutant spr-5 en même temps que le phénotype de stérilité lié à la mutation 

spr-5, les auteuƌsàsuggğƌeŶtàƋueà lesàŵodifiĐatioŶsàd͛histoŶeàHϯKϰŵeϮàetàϲŵáàpaƌtiĐipeŶtàăà
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laà tƌaŶsŵissioŶàdeà l͛iŶfoƌŵatioŶàĠpigĠŶĠtiƋueàdeàŵaŶiğƌeàtƌaŶsgĠŶĠƌatioŶŶelle.àMalgƌĠàtoutà

la distribution très uniforme de la méthylation dans le génome de C. elegans, sa faible 

aďoŶdaŶĐeà daŶsà desà ŶĠŵatodesà sauǀagesà età laà ŶĠĐessitĠà d͛ġtƌeà daŶsà uŶà ĐoŶteǆteàŵutaŶtà

pour observer une quantité facilement détectable de 6mA, amènent à relativiser sur 

l͛iŵpoƌtaŶĐeàdeàlaàŵĠthǇlatioŶàĐhezàC. elegans (Greer et al., 2015). 

Chez Drosophila melanogaster,à l͛eǆisteŶĐeà deà laà ŵĠthǇlatioŶà deà l͛áDNà està

particulièrement controversée (Figure 7). La plupart des analyses échouent à détecter 5mC 

ou à des niveaux très bas en HPLC-MS proche des limites de détection et avec une grande 

variabilité (Capuano et al., 2014).à Laà dƌosophileà Ŷeà disposeà Ƌueà d͛uŶà hoŵologueà deà laà

méthyltransferase DŶŵtϮà Ƌuià Ŷeà seŵďleà pasà aǀoiƌà d͛aĐtiǀitĠà ĐatalǇtiƋue.à L͛aŶalǇseà ƌĠĐeŶteà

par UHPLC-MS/MS du génome de D. melanogaster, échouant à détecter la méthylation des 

ĐǇtosiŶes,à à dĠteĐteà uŶàƌelatiǀeŵeŶtàfaiďleàpouƌĐeŶtageàd͛adĠŶiŶesàŵĠthǇlĠesàϬ,Ϭϳ%à (Zhang 

et al., 2015).à Ceà pouƌĐeŶtageà ǀaƌieà gƌaŶdeŵeŶtà duƌaŶtà l͛eŵďƌǇogĠŶğse.à UŶeà dĠŵĠthǇlaseà

Dmad, homologue de la protéine Tet responsable de la déméthylation de 5mC chez les 

mammifères (Shi et al., 2017), est exprimée au moment où le niveau de 6mA est le plus bas. 

Dmad est essentiel pour le développement embryonnaire. In vitro, les auteurs mesurent le 

Ŷiǀeauà deà dĠŵĠthǇlatioŶà ϲŵáà suƌà deà l͛áDNà douďleà ďƌiŶà deà thǇŵusà deà ǀeauàpaƌàUHPLC -MS 

apƌğsà iŶĐuďatioŶàaǀeĐàuŶàeǆtƌaitàŶuĐlĠaiƌeàd͛eŵďƌǇoŶàdeàD. melanogaster contenant ou non 

Dmad. Ils détectent une diminution de la déméthylation de 6mA lorsque Dmad est déplété 

par un anticorps ou des ARN double brin des embryons ou en utilisant des extraits nucléaires 

de D. melanogaster mutantes pour DMAD.àPaƌà iŵŵuŶopƌĠĐipitatioŶàdeà l͛áDNàŵĠthǇlĠàdaŶsà

les ovaires de drosophile avec un anticorps spécifique de mouches s auvages ou mutantes 

pour DMAD, un peu moins de la moitié des adénines méthylées est enrichie sur les 

transposons par rapport au reste du génome. Cette fraction augmente dans un mutant 

Dmad dans lequel on détecte en plus une augmentation globale de la méthylation. Cette 

augŵeŶtatioŶà deà ϲŵáà s͛aĐĐoŵpagŶeà deà l͛augŵeŶtatioŶà deà l͛eǆpƌessioŶà desà tƌaŶsposoŶsà

mesurée par RT-qPCR amenant les auteurs à suggérer que la déméthylation des transposons 

par Dmad soit corrélée à leur expression (Zhang et al., 2015). Les auteurs utilisent comme 

ĐoŶtƌôleà deà l͛iŵŵuŶopƌĠĐipitatioŶ,à l͛áDNà iŵŵuŶopƌĠĐipitĠà paƌà uŶà aŶtiĐoƌpsà IgGà età

oďseƌǀeŶtàuŶàeŶƌiĐhisseŵeŶtàdeàϲŵáàƋuiàs͛aĐĐƌoitàeŶĐoƌeàplusàdaŶsàleàĐoŶteǆteàŵutant pour 

DMáD.àEtaŶtàdoŶŶĠeàlaàfaiďleàƋuaŶtitĠàdeàϲŵáàdĠteĐtĠeàăà l͛oƌigiŶe,à ilàauƌaitàĠtĠàiŶtĠƌessaŶtà
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deà ƌĠaliseƌà Đoŵŵeà ĐoŶtƌôleà l͛immunoprécipitation du même ADN amplifié par PCR et donc 

dĠpouƌǀuàdeàŵodifiĐatioŶsàdeà l͛áDNàaǀeĐàleàŵġŵeàaŶtiĐoƌpsàaŶti-6mA. Cela aurait permis de 

s͛assuƌeƌà deà laà spĠĐifiĐitĠà deà l͛aŶtiĐoƌpsà aŶti-6mA. Enfin il est à noter que comme pour C. 

elegans, les auteurs doivent se placer dans un contexte mutant pour observer une quantité 

plus facilement mesurable de 6mA amenant à relativiser son intérêt pour D. melanogaster 

dans un contexte physiologique. 

Leà sĠƋueŶçageà paƌà SM‘Tà seƋueŶĐiŶgà aà ĠgaleŵeŶtà dĠteĐtĠà laà pƌĠseŶĐeà d͛adĠŶiŶesà

méthylées chez Arabidopsis thaliana (Liang et al., 2018a) (Figure 7). La proportion augmente 

au cours du développement et varie suivant les organes passant de 0.05% à 0.25% 

d͛adĠŶiŶesàŵĠthǇlĠes.à Ellesà soŶtàdistƌiďuĠesà leà loŶgàduàgĠŶoŵe,àeŶƌiĐhiesàdaŶsà lesàƌĠgioŶsà

péricentromériques et uniquement en intergénique. 6mA est positivement corrélée avec 

l͛eǆpƌessioŶàdesàgğŶesàetà leàpassageàd͛uŶàĠtatàǀĠgĠtatifàăàƌepƌoduĐtifàdeàlaàplaŶteàsuggĠƌaŶtà

Ƌu͛elleà ƌĠguleà l͛eǆpƌessioŶà desà gğŶesà liĠsà auà dĠǀeloppeŵeŶt.à Laà pƌĠseŶĐeà deà ϲŵáà està

également confirmée par un anticorps spécifique et par HPLC-MS. Cependant aucune 

méthyltransferase Ŷ͛aàpuàġtƌeàideŶtifiĠeàpouƌà leàŵoŵeŶt. 

Chezà d͛autƌesà euĐaƌǇotesà pluƌiĐellulaiƌesà Đoŵŵeà leà XĠŶope,à leà ŵoustiƋueà ouà d͛autƌesà

plantes, les quantités de 6mA détectées sont très faibles et proches des limites de détection. 

Les quelques études recherchant des adénines méthylées concluent à des taux relativement 

faibles, 0,0009% chez le Xénope (Koziol et al., 2016), 0,00015 à 0,0007% chez Oryza sativa et 

Zea mays (Huang et al., 2015). Dans le blé, des proportions plus importantes sont retrouvées 

daŶsà l͛áDNà ŵitoĐhoŶdƌial.à OŶà oďseƌǀeà ĠgaleŵeŶtà uŶeà petiteà quantité de 6mA chez le 

moustique Aedes albopictus (Adams et al., 1979) (Figure 7). 

2.1.2 L͛áDNàdesàŵaŵŵifğƌesàest-il méthylé sur les adénines ? 

Seules quelques études semblent détecter de la méthylation des adénines chez les 

mammifères mais dans des proportions extrêmement faibles en comparaison des autres 

organismes (Figure 7). Récemment, par HPLC-MS,àl͛aďoŶdaŶĐeàeŶàϲŵáàaàĠtĠàŵesuƌĠeàdaŶsà

différents types cellulaires chez H. sapiens et le rat (Huang et al., 2015).àChezà l͛huŵaiŶ,àoŶà

dĠteĐteà eŶǀiƌoŶà Ϭ,ϬϬϬϮ%à d͛adĠŶiŶesà ŵĠthǇlĠesà età Đhezà leà ƌatà deà Ϭ,ϬϬϬϬϲà ăà Ϭ,ϬϬϬϯ%.à Desà

taux similaires sont retrouvés dans des cellules embryonnaires de souris par SMRT-ChIP 

sequencing en enrichissant en séquences contenant le variant H2AX. Les auteurs observant 
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un enrichissement relatif de 6mA sur les jeunes transposons L1, proposent que 6mA réprime 

transcriptionnellement les éléments L1 (Wu et al., 2016). Ces études sont cependant à 

prendre avec précaution, aucune confirmation par une autre méthode de la présence de 

ϲŵáàŶ͛aàĠtĠàfaiteàetà lesàtauǆàdĠteĐtĠsàƌesteŶtàtƌğsàfaiďles,àpƌoĐhesàdesà liŵitesàdeàdĠteĐtioŶà

desàteĐhŶiƋuesàutilisĠs.àIlàestàaussiàdiffiĐileàd͛eǆĐluƌeàaǀeĐàdesàtauǆàsiàfaiďlesàlaàpƌĠseŶĐeàd͛uŶà

symďioŶteà ouà d͛uŶeà ĐoŶtaŵiŶatioŶ.à Ilà seŵďleà plusà ǀƌaiseŵďlaďleà Ƌueà laà ŵĠthǇlatioŶà desà

adénines soit absente des mammifères ;O͛BƌoǁŶàaŶdàGƌeeƌ,àϮϬϭϲͿ. 

2.2 La méthylation des adénines chez les eucaryotes unicellulaires 

2.2.1 Répartition et rôle 

Chez les eucaryotes unicellulaires, la présence de 6mA est attestée depuis plus 

longtemps. 6mA y est retrouvée dans des proportions plus importantes  comme chez les 

algues vertes Chlorella et Chlamydomonas reinhardtii, les ciliés Paramecium tetraurelia, 

Tetrahymena thermophila et Oxytricha, le parasite de la malaria Plasmodium falciparum ou 

certains champignons (Figure 7). 

La présence de 6mA et 5mC dans le génome de C. reinhardtii était connue depuis les 

années 70 (Hattman et al., 1978),àaǀoisiŶaŶtà lesàϬ,ϯàăàϬ,ϱ%àd͛adĠŶiŶesàŵĠthǇlĠes.àϭ/ϯàdesà

sites méthylés sont des motifs CATG et GATC. 6mA est enrichi autour du TSS de gènes 

tƌaŶsĐƌiptioŶŶelleŵeŶtà aĐtifsà età loĐalisĠeà pƌiŶĐipaleŵeŶtà daŶsà lesà liŶkeƌsà d͛áDNà entre les 

nucléosomes. Elle occupe des positions clairement différentes de celles de 5mC présent dans 

les corps des gènes. Il est proposé que 6mA participe au positionnement des nucléosomes 

autouƌà desà TSSà età faĐiliteà l͛iŶitiatioŶà deà laà tƌaŶsĐƌiptioŶà ƋuaŶdà ϱŵCà ăà l͛opposĠà faĐiliteà

l͛ĠloŶgatioŶàouàiŶhiďeà l͛iŶitiatioŶàdeàlaàtƌaŶsĐƌiptioŶà(Fu et al., 2015). 

L͛aŶalǇseà desà gĠŶoŵesà deà plusieuƌsà ĐhaŵpigŶoŶsà paƌà SM‘Tà seƋueŶĐiŶgà età HPLC -MS 

révèle des abondances et des répartitions très variables suivant les espèces (Mondo et al., 

2017). Les espèces du sous-règne Dikarya étudiées ont des niveaux faibles de 6mA (0,048% à 

0,21%) qui sont difficilement retrouvés par HPLC-MS ou 6mA Immunoprécipitation. Il est 

possible que dans des abondances aussi faibles de 6mA, soit le SMRT sequencing détecte 

trop de faux positifs soit la résolution et la sensibil itĠà deà l͛IPà età deà l͛HPLC-MS sont 

insuffisantes. Ce constat amène à relativiser aussi les taux encore plus faibles de méthylation 
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ƌetƌouǀĠsàdaŶsàd͛autƌesàeuĐaƌǇotesàĐoŵŵeàlaàDƌosophileàouàĐhezà lesàŵaŵŵifğƌes.à IlàaŵğŶeà

aussi à se poser la question des contrôlesàăàƌĠaliseƌàd͛aďoƌdàdaŶsà lesàiŵŵuŶopƌĠĐipitatioŶsà

mais aussi dans les expériences de SMRT sequencing. Il serait très utile de séquencer dans 

lesàdeuǆàĐasà leàŵġŵeàáDNàƋueàĐeluiàutilisĠàpouƌàl͛eǆpĠƌieŶĐeàŵaisàaŵplifiĠàpaƌàPC‘àpouƌàeŶà

effacer les méthylatioŶsàdeà l͛áDNàsoitàpaƌàSM‘TàseƋueŶĐiŶgàsoitàapƌğsàiŵŵuŶopƌĠĐipitatioŶà

paƌà l͛aŶtiĐoƌpsà aŶtià ϲŵá.à DaŶsà leà Đasà deà l͛iŵŵuŶopƌĠĐipitatioŶà Đoŵŵeà jeà l͛iŶdiƋuaisà plusà

hautà pouƌà l͛Ġtudeà Đhezà D. melanogaster, cela permettrait de vérifier la spécificité de 

l͛aŶtiĐoƌps età laà ƌĠalitĠà desà piĐsà d͛eŶƌiĐhisseŵeŶtà deà ϲŵáà dĠteĐtĠs.à DaŶsà leà Đasà duà SM‘Tà

sequencing, ce contrôle distinguerait la présence réelle de 6mA des faux positifs. Parmi les 

autres sous-ƌğgŶesàdeàĐhaŵpigŶoŶsàƌasseŵďlĠsàsousà l͛appellatioŶà« early diverging fungi », 

ϲŵáà està plusà aďoŶdaŶtà jusƋu͛ăà Ϯ,ϴ%à Đhezà Hesseltinella vesiculosa, dans un contexte ApT, 

avec le motif TAT en particulier et méthylés symétriquement (Mondo et al., 2017). Les sites 

sont rassemblés dans des clusters positionnés sur les promoteurs. La méthylation est 

assoĐiĠeà aǀeĐà desà gğŶesà aĐtifsà età positioŶŶĠeà daŶsà lesà zoŶesà d͛ĠǀiĐtioŶà desà ŶuĐlĠosoŵesà

supposaŶtà d͛uŶeà paƌtà Ƌu͛elleà faĐiliteà laà tƌaŶsĐƌiptioŶà età d͛autƌeà paƌtà pourrait réguler le 

positioŶŶeŵeŶtà desà ŶuĐlĠosoŵesà suƌà lesàpƌoŵoteuƌsàpouƌàfaĐiliteƌà l͛aĐĐğsàdeà laàŵaĐhiŶeƌieà

de transcription (Mondo et al., 2017). Très récemment, par HPLC-MS/MS et SMRT 

sequencing, 6mA a aussi été détectée chez S. cerevisiae ăà hauteuƌà deà Ϭ.Ϭϱ%à d͛adĠŶiŶesà

méthylées. Elle semble dynamique pendant le cycle cellulaire et enrichie dans les corps de 

gènes et promoteurs avec une concentration au niveau du TSS (Liang et al., 2018b). 

2.2.2 LesàĐiliĠs,àuŶàŵodğleàd͛ĠtudeàdeàlaàŵĠthǇlation des adénines 

6mA est identifié simultanément dans les génomes des ciliés Paramecium et 

Tetrahymena dans les années 70 (Cummings et al., 1974; Gorovsky et al., 1973). On détecte 

Ϭ,ϴ%à d͛adĠŶiŶesà ŵĠthǇlĠesà pouƌà Tetrahymena et environ 2% pour la Paramécie. Comme 

tous les ciliés ils ont la particularité de présenter deux types de noyaux germinaux et 

soŵatiƋuesà auà seiŶà d͛uŶàŵġŵeà ĐǇtoplasŵe.à Leà ŶoǇauà geƌŵiŶalà està tƌaŶsĐƌiptioŶŶelleŵeŶtà

iŶaĐtifàetàdiploïde,àtaŶdisàƋueà leàŶoǇauàsoŵatiƋueàestàƌespoŶsaďleàdeàl͛eǆpƌessioŶàdesàgğŶesà

et hautement polyploïde (Betermier and Duharcourt, 2014). Le dimorphisme nucléaire de la 

paramécie et sa physiologie seront détaillés dans le chapitre 3 de cette introduction. Dans 

lesà eǆpĠƌieŶĐesà ĐitĠes,à leà pouƌĐeŶtageà d͛adĠŶiŶesà ŵĠthǇlĠesà està ƋuaŶtifiĠà paƌà

Đhƌoŵatogƌaphieà suƌà deà l͛áDNàeǆtƌaitàapƌğsàfƌaĐtioŶŶeŵeŶtàĐellulaiƌeàpouƌàsĠpaƌeƌà lesàdeuǆà
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types de noyaux et les mitochondries après incorporation de nucléosides radiomarqués 

ϲŵá.à Elleà està ŵajoƌitaiƌeŵeŶtà ƌetƌouǀĠeà daŶsà leà ŶoǇauà soŵatiƋueà età aďseŶteà deà l͛áDNà

mitochondrial. Le noyau germinal de Paramecium contient aussi une proportion importante 

deàϲŵáàŵaisà ilàestàpossiďleàƋu͛ilàaitàĠtĠàĐoŶtaŵiŶĠàpaƌàdesàďactéries ou le noyau somatique 

hautement polyploïde (Cummings et al., 1974). On ne peut exclure également une 

contamination bactérienne loƌsàdeàl͛eǆtƌaĐtioŶàdesàŶoǇauǆàsoŵatiƋue,à lesàĐiliĠsàĠtaŶtàĐultiǀĠsà

dans un milieu enrichi en bactéries elles-mêmes méthylées. Seuls quelques travaux  

ultérieurs suggèrent que 6mA pourrait être impliquée dans les réarrangements du génome 

programmés au cours du développement chez Paramecium (Coyne et al., 2012; Nakayama 

and Endoh, 2003) (voir Chapitre 3). Chez Tetrahymena,à ăà l͛aideà d͛eŶzǇŵesà deà ƌestƌiĐtioŶ,à

plusieuƌsàsitesàŵĠthǇlĠsàsuƌà laàsĠƋueŶĐeàGáTCàpositioŶŶĠsàdaŶsà lesà liŶkeƌsàd͛áDNàentre les 

nucléosomes ont été identifiés (Capowski et al., 1989; Harrison and Karrer, 1989; Harrison et 

al., 1986; Karrer and VanNuland, 2002). En immunofluorescence et en Dot-Blotàăà l͛aideàd͛uŶà

anticorps spécifique pour 6mA, le signal de la méthylation est détecté uniquement dans le 

ŶoǇauà soŵatiƋueà ǀĠgĠtatifà età s͛Ġtaďlità pƌogƌessiǀeŵeŶtà peŶdaŶtà leà dĠǀeloppeŵeŶtà duà

ŶouǀeauàŶoǇauàsoŵatiƋue.à IlàƌesteàaďseŶtàduàŶoǇauàgeƌŵiŶal.àPlusàƌĠĐeŵŵeŶt,à l͛aŶalǇseàduà

génome de Tetrahymena paƌà SM‘Tà seƋueŶĐiŶgà aà ĐoŶfiƌŵĠàl͛eŶseŵďleàde ces observations 

ďieŶàƋueàleàpouƌĐeŶtageàd͛adĠŶiŶesàŵĠthǇlĠes soit un peu plus faible (0,6%) que ce que les 

Đhƌoŵatogƌaphiesà ŵoŶtƌaieŶt.à ϲŵáà està pƌĠfĠƌeŶtielleŵeŶtà loĐalisĠà suƌà desà sitesà ϱ͛-AT-ϯ͛à

dans les linkers entre les nucléosomes. Elle est dans les corps de gènes transcrits par la RNA 

polǇŵĠƌaseàIIàetàeŶàaǀalàdesàsitesàd͛iŶitiatioŶàdeàlaàtƌaŶsĐƌiptioŶà (Wang et al., 2017). Aucune 

eŶzǇŵeà Ŷ͛aà pouƌà leà ŵoŵeŶtà ĠtĠà ideŶtifiĠe ni de rôle précis associé. Il a malgré tout été 

oďseƌǀĠà Ƌueà leà Ŷiǀeauà deà ŵĠthǇlatioŶà desà gğŶesà Ŷ͛Ġtaità pasà ĐoƌƌĠlĠà ăà leuƌà Ŷiǀeauà

d͛eǆpƌessioŶà ŵesuƌĠà paƌà ‘NáseƋà suggĠƌaŶtà Ƌueà ϲŵáà Ŷeà soità pasà liĠà ăà la régulation de 

l͛eǆpƌessioŶà desàgğŶesàĐhezàTetrahymena. Les ciliés et en particulier P. tetraurelia avec 2% 

d͛adĠŶiŶesà ŵĠthǇlĠesà soŶtà paƌtiĐuliğƌeŵeŶtà ƌiĐhesà eŶàŵĠthǇlatioŶà desà adĠŶiŶesà paƌŵià lesà

euĐaƌǇotes.à Ilsà soŶtà uŶà ŵodğleà deà Đhoiǆà pouƌà l͛Ġtudeà deà Đette modification et des rôles 

associés. 
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Chapitre 3 : Paramecium tetraurelia, modèle 

d͛Ġtudeà deàlaàƌĠgulatioŶà ĠpigĠŶĠtiƋueà deà

l͛oƌgaŶisatioŶà duàgĠŶoŵe 

I. Classification, dimorphisme nucléaire et cycle de vie  

Paramecium tetraurelia est un unicellulaire cilié appartenant au groupe des alvéolés 

paƌŵià lesàeuĐaƌǇotesàetàauàgƌoupeàd͛espğĐesàappaƌeŶtĠesàParamecium aurelia (Derelle and 

Lang, 2012). Les ciliés de formes très diverses sont caractérisés par la présence de cils 

sensoriels et motiles sur toute la cellule lui permettant de se déplacer en nageant, se nourrir 

età seŶtiƌà lesà sigŶauǆà deà l͛eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt.à Sià ĐeƌtaiŶsà ĐiliĠs sont des parasites ou des 

symbiontes, P. tetraurelia est un organisme libre retrouvé dans les eaux douces sur tous les 

continents (Beisson et al., 2010; Betermier and Duharcourt, 2014). 

Comme tous les ciliés, P. tetraurelia a la particularité de présenter deux types de noyaux 

dans un même cytoplasme lui permettant de séparer en deux compartiments distincts les 

fonctions somatiques et germinales. Les deux micronoyaux ou MICs sont diploïdes et 

assurent les fonctions germinales. Le macronoyau ou MAC est hautement polyploïde, 800n, 

et assure les fonctions somatiques. Les MICs sont transcriptionnellement inactifs et ne sont 

pas requis pour la croissance végétative où ils se divisent par mitose. Ils assurent la 

tƌaŶsŵissioŶà deà l͛iŶfoƌŵatioŶà gĠŶĠtiƋueà d͛uŶeàgĠŶĠƌatioŶàăà laàsuiǀaŶteàpaƌàŵĠioseà (Brygoo 

et al., 1980; Tam and Ng, 1986).à Leà MáCà està ƌespoŶsaďleà deà l͛eǆpƌessioŶà desà gğŶesà età

détermine le phénotype de la cellule. Il se divise pendant la croissance végétative, se 

séparant en deux moitiés sans formation apparente de fuseau mitotique ni condensation 

des chromosomes. Le MAC est perdu suite aux évènements sexuels et un nouveau MAC est 

foƌŵĠà ăà paƌtiƌà d͛uŶeà ĐopieàŵitotiƋueà du noyau zygotique issu des produits de méiose des 

MICs (Tucker et al., 1980). 

Le cycle de vie de la paramécie se divise en deux phases,à d͛uŶeà paƌtà laà ĐƌoissaŶĐeà

ǀĠgĠtatiǀeà età d͛autƌeà paƌtà lesà ĠǀğŶeŵeŶtsà seǆuelsà ;Figuƌeà 9). La croissance végétative 

consiste en des divisions clonales et asexuées lorsque la nourriture est disponible et à des 
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températures entre 14°C et 30°C. Les évènements sexuels sont induits par la restriction 

alimentaire et peuvent aboutir à deux modes de reproduction, soit par autogamie 

impliquant une seule cellule, soit par conjugaison impliquant deux partenaires de type 

sexuel opposé (Beisson et al., 2010).à L͛autogaŵieà està uŶà pƌoĐessusà d͛auto-fertilisation se 

pƌoduisaŶtà Đhezà desà Đellulesà d͛ągeà ĠleǀĠà;ĐoƌƌespoŶdaŶtàăàuŶàŶoŵďƌeàdeàdiǀisioŶsàĐloŶalesà

élevé) (Sonneborn, 1974). Les deux MICs se divisent par méiose produisant 8 gamètes 

haploïdes. 7 de ces noyaux haploïdes sont détruits, un seul est conservé et se divise par 

mitose pour donner deux noyaux haploïdes identiques. Ces deux noyaux fusionnent pour 

former le noyau zygotique diploïde entièrement homozygote (caryogamie). Le noyau 

zygotique se divise deux fois pour donner quatre noyaux diploïdes  : deux noyaux formeront 

les nouveaux MICs, et deux noyaux formeront les nouveaux MACs. Le destin de chaque 

noyau sous forme de MIC ou de MAC est déterminé par le positionnement de chaque noyau 

dans la cellule après la deuxième division zygotique. Les noyaux au pôle postérieur de la 

cellule deviennent des MACs et ceux au pôle antérieur deviennent des MICs (Grandchamp 

and Beisson, 1981).àEŶàpaƌallğle,àuŶàgƌadieŶtà iŶtƌaĐellulaiƌeàd͛ioŶsàCaϮ+àetàK+àeŶtƌeàlesàdeuǆà

pôles participerait à la détermination des MICs et des MACs (Betermier and Duharcourt, 

2014).à áà l͛issueà deà laà pƌeŵiğƌeà diǀisioŶàditeàĐaƌǇoŶidaleàapƌğsà lesàĠǀĠŶeŵeŶtsàseǆuels,à lesà

MICs se divisent par mitose et chaque MAC ségrége dans une cellule fille (caryonide). La 

conjugaison fait intervenir deux partenaires de types sexuels opposés, mating type O et E et 

chez des cellules relativement jeunes (nombre de divisions clonales peu élevé) (Sonneborn, 

1974). Dans le cas de la conjugaison, après les évènements de méiose, les partenaires 

échangent réciproquement par un pont cytoplasmique, un des deux noyaux haploïdes. Dans 

ĐhaƋueà Đellule,à leà ŶoǇauà haploïdeà ƌĠsideŶtà età Đeluià issuà deà l͛autƌeà Đelluleà fusioŶŶeŶtà pour 

donner un noyau zygotique. Puis chaque cellule poursuit indépendamment le 

développement de ses nouveaux MICs et MACs (Beisson et al., 2010). Tout le long de ce 

processus, le MAC maternel est progressivement détruit en une trentaine de fragments qui 

persisteront dans le cytoplasme et seront dilués et perdus au fur et à mesure des divisions 

cellulaires (Berger, 1973). Tant que les nouveaux MACs ne sont pas entièrement 

fonctionnels,àleàMáCàŵateƌŶelàfƌagŵeŶtĠàĐoŶtiŶueà d͛assuƌeƌàl͛eǆpƌessioŶàdesàgğŶes.  
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Figure 9 : Cycle de vie de Paramecium tetraurelia 

Pendant le cycle végétatif la cellule se divise par fission clonale. Le cycle sexuel est initié par la res triction alimentaire et se  

pouƌsuitàsoitàpaƌàautogaŵieàsoitàpaƌàĐoŶjugaisoŶàŶĠĐessitaŶtàdeuǆàpaƌteŶaiƌesàdeàsigŶeàseǆuelàopposĠ.àN͛estàƌepƌĠseŶtĠeàiĐi à
Ƌueàl ͛autogaŵieàŵaisàleàĐǇĐleàestàsiŵilaiƌeàetàdĠtaillĠàplusàhaut.àLesàdeuǆàMICàgeƌŵiŶauǆàseàdiǀiseŶtàpaƌ  méiose produisant 8 
gamètes haploïdes dont un seul est conservé et se divise pour donner deux noyaux haploïdes identiques qui fusionnent lors 
de la  caryogamie pour donner le noyau zygotique. Le noyau zygotique se divise deux fois  par mitose pour donner de ux 
nouveaux MICs  et deux nouveaux MACs. Après la première divis ion, les  deux MICs  se divisent par mitose et un MAC 

ségrége dans chaque cellule fille. Pendant ce temps, le MAC maternel est dégradé en une trentaine de fragments persistant 
dans  le cytoplasme. 

II . Organisation des génomes 

Les noyaux MIC et MAC ne différent pas seulement dans la cellule par leur fonction 

biologique mais aussi par le contenu et la structure du génome et des chromosomes bien 

Ƌu͛ilsà soieŶtà oƌigiŶaiƌesà duà ŵġŵeà ŶoǇauà zǇgotiƋue.à LeàMICà germinal contient une version 

complète du génome dont la complexité est de 100Mb environ tandis que le MAC somatique 

correspond à une version réarrangée du génome micronucléaire dont ont été éliminés 25% 

de séquences pendant la différenciation des nouveaux MACs lors des évènements sexuels 

(Arnaiz et al., 2012; Prescott, 1994). 

LeàgĠŶoŵeàŵaĐƌoŶuĐlĠaiƌeàd͛uŶeàĐoŵpleǆitĠàdeàϳϮMďàestàtƌğsàƌiĐheàeŶàáTà;ϳϮ%Ϳà (Arnaiz 

et al., 2012; Aury et al., 2006). Il est composé de 188 scaffolds dont 150 au moins sont 
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terŵiŶĠsàpaƌàdesàƌĠpĠtitioŶsàtĠloŵĠƌiƋuesàeŶàfaisaŶtàdesàĐhƌoŵosoŵes.à IlsàǀoŶtàd͛uŶeàtailleà

de 45kpb à 1Mpb. Le génome de la paramécie est un des plus riches et denses en gènes 

parmi les génomes eucaryotes avec 40000 gènes annotés et une fraction codante 

représentant 78% du génome (Aury et al., 2006; Zagulski et al., 2004). Les régions 

intergéniques sont courtes (350pb en moyenne) et avec très peu de séquences répétées. Les 

gènes contiennent 90000 très petits introns de 20 à 34 nt. La richesse en gènes est la 

conséquence de 3 duplications globales du génome successives dont les deux plus récentes 

précèdent la diversification des 15 espèces apparentées du groupe aurelia (Aury et al., 2006; 

Johri et al., 2017). ϰϬàăàϱϬ%àdesàgğŶesàdupliƋuĠsàăà l͛issue de la duplication la plus récente 

sont encore retenus dans les génomes des espèces Paramecium aurelia (McGrath et al., 

2014). Ces paralogues sont nommés par la suite onhologues. Le nombre exact de 

Đhƌoŵosoŵesà duà MICà Ŷ͛està pasà ĐoŶŶuà ŵaisà estiŵĠà eŶtƌeà ϯϬà et 60 paires visibles en 

métaphase (Betermier and Duharcourt, 2014). 

II I .  Développement du noyau somatique 

Pendant le développement du MAC somatique, le génome subit de nombreux cycles 

d͛eŶdoƌĠpliĐatioŶà etàuŶeàĠliŵiŶatioŶàŵassiǀeàetàƌepƌoduĐtiďleàd͛áDNàdaŶsàleàgĠŶoŵeàMáC.  

1. Endoréplication 

Leà gĠŶoŵeà soŵatiƋueà passeà deà l͛Ġtatà diploïdeà ϮŶà ăà l͛Ġtat polyploïde 800n lors du 

développement du nouveau MAC (Figure 10A). La ploïdie finale est atteinte après la 

première division cellulaire à la fin des évènements sexuels (Berger, 1973). Peu de choses 

soŶtàĐoŶŶuesàsuƌà l͛eŶdoƌĠpliĐatioŶàŵaisàoŶàsaitàƋueàϰàăàϱàĐǇĐlesàdeàƌĠpliĐatioŶàseàpƌoduiseŶtà

eŶàŵġŵeàteŵpsàƋueàlesàĠǀğŶeŵeŶtsàd͛ĠliŵiŶatioŶsàd͛áDNàdaŶsàleàŶouǀeauàMáCà(Betermier 

and Duharcourt, 2014). 

2. EliŵiŶatioŶ d’ADN 

Les réarrangements massifs et hauteŵeŶtàƌepƌoduĐtiďlesàd͛áDNàƋuiàseàpƌoduiseŶtàdaŶsà

leà ŶouǀeauàMáCà ĐoŶduiseŶtàăà laàpeƌteàd͛eŶǀiƌoŶàϮϱ%àdeàsĠƋueŶĐesàspĠĐifiƋuesàduàgĠŶoŵeà

MIC.à JusƋu͛ăà pƌĠseŶtà ilà Ġtaità ĐoŵpliƋuĠà d͛aĐĐĠdeƌà auà gĠŶoŵeàŵiĐƌoŶuĐlĠaiƌeà duà faità deà laà
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petite taille des micronoyauǆ,à saà faiďleà ploïdieà paƌà ƌappoƌtà ăàĐelleàduàMáCàetàdeà l͛aďseŶĐeà

d͛asseŵďlageàMIC.àC͛estàd͛aďoƌdàlaàĐoŵpaƌaisoŶàeŶtƌeàdesàeǆtƌaĐtioŶsàd͛áDNàdesàgĠŶoŵesà

MICàetàMáCàetà l͛Ġtudeàdeà laà liďƌaiƌieàdeàphagesàduàgĠŶoŵeàMICàƋuiàaàpeƌŵisàd͛ideŶtifieƌàdesà

séquences spécifiques du génome germinal et absentes du génome somatique (Preer et al., 

1992; Steele et al., 1994).à Leà sĠƋueŶçageàduàgĠŶoŵeàMáCàdoŶtà lesàƌĠaƌƌaŶgeŵeŶtsàd͛áDNà

sont bloquĠsà paƌà l͛iŶaĐtiǀatioŶàdeà l͛eŶdoŶuĐlĠaseàƌespoŶsaďleàdeà l͛iŶtƌoduĐtioŶàdeàĐassuƌesà

double brins aux bornes des séquences à éliminer a montré que 25% des séquences de ce 

gĠŶoŵeàMáCàŶoŶàƌĠaƌƌaŶgĠàŶeàs͛aligŶaieŶtàpasàsuƌà leàgĠŶoŵeàMáCàdeàƌĠfĠƌeŶĐeà (Arnaiz et 

al., 2012).à L͛aŵĠlioƌatioŶ récente des techniques de purification du MIC par cytométrie en 

fluǆàetà lesàpƌeŵieƌsàasseŵďlagesàduàgĠŶoŵeàMICàsĠƋueŶĐĠàoŶtàĐoŶfiƌŵĠàƋueàl͛eŶseŵďleàdeà

ces séquences sont contenues dans le génome MIC et éliminées du génome MAC (Guérin et 

al., 2017). Cependant, cet assemblage est encore très fragmenté et ne permet pas 

d͛ideŶtifieƌà plusà Ƌueà ƋuelƋuesà faŵillesà d͛ĠlĠŵeŶtsà tƌaŶsposables parmi les nombreuses 

sĠƋueŶĐesàƌĠpĠtĠesàŶiàd͛Ġtaďliƌà laàstƌuĐtuƌeàdesàĐhƌoŵosoŵesàMICàƋueàl͛oŶàestiŵeàeŶtƌeàϯϬà

et 60 paires visibles en métaphase (Betermier and Duharcourt, 2014; Guérin et al., 2017).  

2.1 Elimination imprécise et hétérogène de séquences 

90% des séquences spécifiques du MIC éliminées pendant le développement du MAC 

soŶtà ĐoŶstituĠesà deà loŶguesà poƌtioŶsà d͛áDNà deà plusieuƌsà kďà ĐoŶteŶaŶtà desà sĠƋueŶĐesà

répétées comme des mini-satellites ou des transposons (Figure 10áͿ.àL͛ĠliŵiŶatioŶàiŵpƌĠĐiseà

deà Đesà fƌagŵeŶtsà d͛áDNà està ĐouplĠeà ăà laà fƌagŵeŶtatioŶà desà Đhƌoŵosoŵesà MáC.à Elleà

s͛aĐĐoŵpagŶeà deà l͛ajoutà deà tĠloŵğƌesà deà loŶgueuƌsà ǀaƌiaďlesà de novo aux extrémités des 

nouǀeauǆà ĐhƌoŵosoŵesàMáCà plusà Đouƌtsà Ƌueà lesà ĐhƌoŵosoŵesàMIC.à Lesà sitesà d͛ajoutàdesà

télomères peuvent varier le long de la séquence. Les extrémités peuvent parfois être jointes 

eŶseŵďleàfoƌŵaŶtàuŶeàdĠlĠtioŶàiŶtƌaĐhƌoŵosoŵiƋueàauàlieuàd͛uŶàajoutàdeàtĠloŵğƌesà (Arnaiz 

et al., 2012; Le Mouël et al., 2003). 

UŶà ĐeƌtaiŶà Ŷoŵďƌeà d͛ĠlĠŵeŶtsà ƌĠpĠtĠsà oŶtà ĠtĠà ideŶtifiĠsà età leà sĠƋueŶçageà ƌĠĐeŶtà duà

génome micronucléaire offre de nouvelles informations sur son contenu en séquences 

répétées. Trois principales familles de transposons de la superfamille Tc1/Mariner avaient 

été initialement décrites après le séquençage du génome macronucléaire dans lequel le 

pƌoĐessusà d͛ĠliŵiŶatioŶà aǀaità aǀoƌtĠà (Arnaiz et al., 2012). Les transposons des familles 
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nommées Thon et Sardine contiennent de longs TIRs (Terminal Inverted Repeats) 

palindromiques et deux phases de lecture pour une transposase DDE de la famille IS630/Tc1 

mariner et pour une tyrosine recombinase. La famille des transposons Anchois contient, elle, 

des TIRs plus courts sans palindromes, le même type de transposase DDE mais pas de 

tyrosine recombinase. Le séquençage du génome MIC purifié a permis de détecter de 

Ŷouǀellesà faŵillesà d͛ĠlĠŵeŶtsà tƌaŶsposaďles.à ϭϯà ĠlĠŵeŶtsà ideŶtifiĠsà appaƌtieŶŶeŶtà ăà laà

supeƌfaŵilleà ISϯϲϬ/TĐϭà ŵaƌiŶeƌà desà tƌaŶsposoŶsà d͛áDNà de classe II. Mais la majorité des 

éléments transposables appartiennent à la classe I de transposons non-LTR, LINE, contenant 

tous une phase de lecture avec des domaines pour une reverse transcriptase et pour une 

endonucléase apurinique/apyrimidique. Quelques éléments SINE moins fréquents sont aussi 

détectés (Guérin et al., 2017). 

2.2 EliŵiŶatioŶ pƌĠĐise d’IES 

Desà Ϯϳà Mďà d͛áDNà Ġliminés pendant la différenciation du nouveau MAC, 14% environ 

correspondent à un autre type de séquences plus courtes et excisées très précisément, les 

Internal Eliminated Sequences (IES) (Arnaiz et al., 2012) (Figure 10áͿ.àUŶàpetitàŶoŵďƌeàd͛IESà

soŶtà d͛aďoƌdà dĠĐouǀeƌtesà eŶà ĐoŵpaƌaŶtà desà eǆtƌaĐtioŶsà d͛áDNà duà gĠŶoŵeà MICà età duà

génome MAC et grâce à la librairie de phages du génome MIC (Preer et al., 1992; Steele et 

al., 1994). Le séquençage du génome MACàdoŶtà lesàƌĠaƌƌaŶgeŵeŶtsàd͛áDNàsoŶtàďloƋuĠsàetà

ĐeluiàduàMICàoŶtàpeƌŵisàd͛ideŶtifieƌà l͛eŶseŵďleàdesàϰϱϬϬϬàIESà (Arnaiz et al., 2012; Guérin et 

al., 2017). Les IES sont de courtes séquences, en copie unique, non codantes réparties tout le 

long du génome. Elles peuvent être retrouvées en intergénique mais 47% des gènes 

contiennent au moins une IES. Leur excision est donc cruciale chez la paramécie pour 

ƌestauƌeƌà l͛iŶtĠgƌitĠàdesàphasesàouǀeƌtesàdeàleĐtuƌeàetàpeƌŵettƌeàl͛eǆpƌessioŶàĐoƌƌeĐteàdeàĐesà

gènes. Toutes les IES sont excisées au nucléotide près à leurs bornes TA. 

Les IESs sont toutes bornées par deux dinucléotides TA eŶàϱ͛àetàϯ͛àetàapƌğsàeǆĐisioŶàŶeà

ƌesteàƋu͛uŶeàseuleàdeàĐesàďoƌŶesà (Arnaiz et al., 2012; Betermier and Duharcourt, 2014). Une 

séquence consensus faiblement conservée de 8pb est retrouvée dans les IES aux extrémités  : 

(5′-TAYAGYNR-3′). Cette séquence rappelle les répétitions inversées des extrémités des 

ĠlĠŵeŶtsà tƌaŶsposaďlesà TĐϭ/MaƌiŶeƌ.à OŶà pƌoposeà Ƌueà lesà IESà pƌoǀieŶŶeŶtà d͛uŶeà iŶǀasioŶà

plus ancienne par ces éléments transposables (Klobutcher and Herrick, 1997). Le TA est 
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esseŶtielà pouƌà l͛eǆĐisioŶà età desàŵutations dans la séquence consensus peuvent empêcher 

l͛eǆĐisioŶà ĐoƌƌeĐteà (Gratias et al., 2008; Matsuda et al., 2004; Mayer and Forney, 1999). Le 

ŵodğleà IBáFà està pƌoposĠàapƌğsà l͛ideŶtifiĐatioŶàdesàpƌeŵiğƌesàIES : Invade, Bloom, Abdicate, 

Fade (Klobutcher and Herrick, 1997). Il propose que les IES dérivent de transposons ADN qui 

oŶtà eŶǀahià leà gĠŶoŵeà ŵaisà seà soŶtà dĠtĠƌioƌĠsà aǀeĐà leà teŵpsà paƌà l͛aĐĐuŵulatioŶà deà

mutations, délétions et substitutions. La pression de sélection conserve le faible consensus 

aux extrémités des IES pour permettre une excision précise et efficace.àIlàs͛aǀğƌeàeŶàplusàƋueà

lesàĠlĠŵeŶtsàTCϭ/MaƌiŶeƌàs͛iŶtğgƌeŶtàpƌĠfĠƌeŶtielleŵeŶtàdaŶsàdesàdiŶuĐlĠotidesàTáàƋuiàsoŶtà

dupliƋuĠsà suiteà ăà l͛iŶtĠgƌatioŶà ĐoŶfiƌŵaŶtà l͛hǇpothğseà d͛uŶeà iŶǀasioŶà paƌà Đesà ĠlĠŵeŶtsà

(Plasterk et al., 1999). Les IES sont de tailles réduites :à ϵϯ%à d͛eŶtƌeà ellesà oŶtà uŶeà tailleà

inférieure à 150pb et 35% entre 26 et 35pb (Arnaiz et al., 2012) (Figure 10B). En comparant 

laàtailleàd͛IESàĐoŶteŶuesàdaŶsàdesàgğŶes,àoŶàaàŵoŶtƌĠàƋueàlesàIESàaĐƋuisesàaǀaŶtàlaàpƌeŵiğƌeà

duplication globale du génome sont les plus courtes (Arnaiz et al., 2012; Aury et al., 2006). 

Ces constatations vont dans le sens du modèle, confirmant le déclin des IES au cours du 

temps. Certains transposons comme Anchois sont excisés de manière très précise pendant le 

dĠǀeloppeŵeŶtàƌeŶfoƌçaŶtà l͛hǇpothğseàduàŵodğleàetà leà lieŶàeŶtƌeà IESàetàtƌaŶsposoŶsà (Arnaiz 

et al., 2012). 

Les IES ont des tailles relativement courtes, la grande majorité sont inférieures à 150pb. 

La distribution de leur taille présente une périodicité de 10,2pb correspondant à un tour 

d͛hĠliĐeà deà laà ŵolĠĐuleà d͛áDN.à Cetteà pĠƌiodiĐitĠà pouƌƌaità ƌeflĠteƌà desà ĐoŶtraintes du 

ŵĠĐaŶisŵeà d͛eǆĐisioŶà ;Figure 10BͿà ŶĠĐessitaŶtà Ƌueà lesà deuǆà eǆtƌĠŵitĠsà d͛uŶeà IESà soieŶtà

pƌĠseŶtesà suƌà uŶeà ŵġŵeà faĐeà deà laà douďleà hĠliĐeà d͛áDN.à Sià uŶeà seuleà desà ďoƌŶesà Táà està

ŵutĠe,à ilàŶ͛ǇàaàpasàdeàĐassuƌesàdouďlesàďƌiŶsàăàauĐuŶeàdesàdeuǆàďoƌŶesàǇ compris la sauvage 

suggĠƌaŶtàƋueà lesàdeuǆàeǆtƌĠŵitĠsàdĠpeŶdeŶtà l͛uŶeàdeà l͛autƌeàpouƌà l͛eǆĐisioŶà (Gratias et al., 

2008).à Suiteà ăà l͛eǆĐisioŶà deà loŶguesà IES,à desà ĐeƌĐlesà d͛IESà ĐoƌƌespoŶdaŶtà ăà laà feƌŵetuƌeà

covalente des extrémités des IES sont détectés (Bétermier et al., 2000). On imagine que deux 

ŵaĐhiŶeƌiesà d͛ĠliŵiŶatioŶà s͛assoĐieŶtà ăà ĐhaƋueà eǆtƌĠŵitĠà desà IESà suƌà laà ŵġŵeà faĐeà età

iŶteƌagisseŶtàeŶàfoƌŵaŶtàuŶeàďouĐleàd͛áDN.àLesà IESà lesàplusàĐouƌtes,àuŶàpiĐàĐoƌƌespoŶdaŶtàăà

26-ϯϮpď,à Ŷeà ŶĠĐessiteƌaieŶtà pasà deà ďouĐleà d͛áDNà pouƌà Ƌueà lesà deuǆà ŵaĐhiŶeƌies 

interagissent. Le pic suivant, 32-42pb, est par contre sous-représenté. Cette taille interdite 

s͛eǆpliƋueƌaità paƌà leà faità Ƌueà lesà IESà soieŶtà ăà laà foisàtƌopàloŶguesàpouƌàƋueà lesàŵaĐhiŶeƌiesà
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d͛eǆĐisioŶà iŶteƌagisseŶtà saŶsà ďouĐleà età tƌopà Đouƌtesà pouƌà Ƌu͛uŶeà ďouĐleà d͛áDNà seà foƌŵe.à

Etant éliminées moins efficacement elles seraient contre sélectionnées (Arnaiz et al., 2012). 

 

 

Figure 10 : EliŵiŶatioŶ d’ADN et ƌĠpaƌatioŶ des Đassuƌes douďle ďƌiŶ peŶdaŶt le 
développement du nouveau MAC 

A. Réarrangements programmés pendant le développement du nouveau MAC. Un chromosome MIC est représenté en haut 

et les chromosomes MAC résultants en bas. A gauche, des cycles d͛eŶdoƌĠpliĐatioŶàpeƌŵetteŶt deàpasseƌàd͛uŶeàploïdieàdeà
2n à  une ploïdie de 800n. Au centre, dans le chromosome MIC des séquences répétées  et éléments  transposables  sont 
ƌepƌĠseŶtĠsàeŶàƌougeàetàĠliŵiŶĠsàiŵpƌĠĐisĠŵeŶtàpeƌŵettaŶtàlaàfƌagŵeŶtatioŶàdesàĐhƌoŵosoŵesàetàl͛ajoutàdeàtĠloŵğƌesàeŶà
noir. A droi te, le chromosome MIC contient une unité de transcription symbolisée par la flèche interrompue par des  IES en 
couleur bornées par les TA. Ces IES sont éliminées précisément pour restaurer les phases ouvertes de lecture ne la issant 
Ƌu͛uŶàseul àTá. 
B. Distribution de ta ille des IES : fréquence des IES inférieures à 150 pb en fonction de la taille. 93% des  IES ont une ta i l le 
inférieure à  150 pb et ont une périodicité de 10 pb environ correspondant ăàuŶàtouƌàd͛hĠl iĐeàdeàla àŵolĠĐuleàd͛áDN.àLeà
pƌeŵieƌàpiĐàĐoŶtieŶtàϯϱ%àdesàIESàd͛uŶeàtailleàĐoŵpƌiseàeŶtƌe 26 et 28pb.  Les pics suivants sont centrés sur 45-46, 55-56, 65-
66pb. Cette distribution périodique est observée quelle que soit la loca l i sation des  IES. Adapté de (Arnaiz et a l ., 2012) 
C. Cl ivage et réparation des cassures double brins  par le Non.Homologuous .End.Joining. Les  de uǆàďƌiŶs àd͛áDNàsoŶtà
ƌepƌĠseŶtĠsàaǀeĐàl ͛IESàeŶàoƌaŶgeàetàlesàsĠƋueŶĐesàsoŵatiƋuesàeŶàŶoiƌ.àPgŵàeŶàƌouge,àiŶteƌagitàaǀeĐàl ͛hĠtĠƌodiŵğƌeàKuàeŶà
gris  pour venir cl iver les bornes TA laissant une cassure double brins et 4 bases l ibres  à  chaque borne. Dans  le sys tème 
ĐlassiƋueàdeàNHEJ,àl͛hĠtĠƌodiŵğƌeàKuàseàlieàăàĐhaƋueàĐassuƌeàetàƌeĐƌuteàDNá-Pkcs. Les extrémités se lient grâce au TA et le 
ŶuĐlĠotideàeŶàϱ͛àestàĠliŵiŶĠ.àLaàl igaseàIVàetàXĐĐƌϰàƌeŵplisseŶtàlesàeǆtƌĠŵitĠsàϯ͛àaǀaŶtàlaàdeƌŶiğƌeàĠtapeàdeàl igatioŶ.àLes àIES 
excisées se circularisent par un mécanisme similaire si elles sont suffisamment longues  et sont rapidement dégradées .  
Adapté de (Betermier and Duharcourt, 2014) 

 

A 

B 
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3. La ŵaĐhiŶeƌie d’eǆĐisioŶ et de ƌĠpaƌatioŶ 

3.1 Pgŵ, l’eŶdoŶuĐlĠase ƌespoŶsaďle de l’iŶtƌoduĐtioŶ des Đassuƌes douďle ďƌiŶs 

L͛hǇpothğseà IBáFà eǆpliƋuaŶtà l͛oƌigiŶeà età l͛ĠǀolutioŶàdesàIESàpƌoposeàĠgaleŵeŶtàƋueà leuƌà

excision soit assurée par une transposase domestiquée intégrée dans le génome de la 

paramécie (Klobutcher and Herrick, 1997).àElleàpouƌƌaitàaiŶsiàĠliŵiŶeƌà l͛eŶseŵďleàdesàIESàetà

permettre progressivement leur disparition du génome. Si les IES ont pour origine les 

tƌaŶsposoŶsà deà laà faŵilleà TĐϭ/MaƌiŶeƌ,àoŶàiŵagiŶeàƋueàl͛eŶdoŶuĐlĠaseàƌespoŶsaďleàdeà leuƌà

eǆĐisioŶà soità uŶeà tƌaŶsposaseà issueà deà Đetteà faŵille.à L͛aŶalǇseà duà Đliǀageà desà IESà dĠŵeŶtà

cette hypothèse. Le clivage est initié par des cassures double brins produisant des extrémités 

liďƌesàdeàϰàŶuĐlĠotidesàeŶàϱ͛àĐeŶtƌĠesàăàĐhaƋueàďoƌŶeàTáà(Gratias and Bétermier, 2003). Il se 

trouve que les transposases Tc1/Mariner produisent des extrémités libres de 2 nucléotides 

eŶà ϯ͛à età laisseŶtà lesàdeuǆàTáàsuƌà leàsiteàdoŶŶeuƌà (Plasterk et al., 1999). Les transposons de 

Đlasseà IIà deà laà faŵilleà PiggǇBaĐà Ŷeà gĠŶğƌeŶtà pasà d͛eŵpƌeiŶteà suƌà leà siteà doŶŶeuƌà età laà

géométrie de la coupure correspond à celle observée pour le clivage des IES. In vitro, la 

transposase PiggyBac réalise des coupures double brins aux extrémités des transposons 

laissaŶtàdesàeǆtƌĠŵitĠsàliďƌesàϱ͛àdeàϰàŶuĐlĠotidesàTTááà(Mitra et al., 2008). 

Un homologue de la transposase PiggyBac est retrouvé dans le génome de la paramécie 

et exprimé uniquement pendant le développement du nouveau MAC (Baudry et al., 2009) 

(Figure 12). L͛inactivation du gène pendant le développement provoque la létalité de la 

progéniture sexuelle età laàƌĠteŶtioŶàdeà l͛eŶseŵďleàdesàsĠƋueŶĐesàspĠĐifiƋuesàduàMICà;IESàetà

ĠlĠŵeŶtsàƌĠpĠtĠsͿ.àIlàestàŶoŵŵĠàPiggǇMaĐà;PgŵͿ.àPƌĠseŶtàeŶàuŶeàseuleàĐopie,àilàŶ͛estàplusàun 

transposon actif mais une transposase domestiquée. Pgm comprend un domaine catalytique 

ĐaƌaĐtĠƌistiƋueà aǀeĐà uŶeà tƌiadeà d͛aĐidesà aŵiŶĠsà aspaƌtiƋuesà età uŶà doŵaiŶeà ƌiĐheà eŶà

cystéines également retrouvé chez la transposase domestiquée Tbp2 de Tetrahymena 

thermophila (Dubois et al., 2017).à TpďϮà està ƌeƋuiseà pouƌà l͛ĠliŵiŶatioŶà d͛áDNà età ĐoloĐaliseà

aǀeĐà lesàŵaƌƋuesà deà l͛hĠtĠƌoĐhƌoŵatiŶeà età laà pƌotĠiŶeà ăà ĐhƌoŵodoŵaiŶeà Pddϭpà (Cheng et 

al., 2010).à Pgŵà disposeà d͛uŶeà loŶgueà eǆteŶsioŶà eŶà C-terminal qui semble adopter une 

conformation Coiled-coil absente des autres transposases PiggyBac. Des expériences de 

complémentation fonctionnelle avec des versions mutées ou délétées dans les différents 

doŵaiŶesà deà Pgŵà oŶtà ŵoŶtƌĠà Ƌueà leà doŵaiŶeà ĐatalǇtiƋueà aǀeĐà saà tƌiadeà d͛aĐidesà aŵiŶĠsà
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aspaƌtiƋuesà età leà doŵaiŶeà C‘à soŶtà ŶĠĐessaiƌesà ăà l͛aĐtiǀitĠà deàPgŵ.àLeàdoŵaiŶeàC -terminal 

Coiled-Coil est lui requis pour la multimérisation de Pgm formant le coŵpleǆeà d͛eǆĐisioŶà

(Dubois et al., 2017). 

Les séquençages des génomes de cellules inactivées PGM et du génome MIC ont 

ĐoŶfiƌŵĠà Ƌueà Pgŵà Ġtaità ƌeƋuisà pouƌà l͛ĠliŵiŶatioŶà deà l͛eŶsemble des 45000 IES et des 

éléments répétés éliminés imprécisément (Arnaiz et al., 2012; Guérin et al., 2017). La 

complexité du génome inactivé PGM est très proche du génome MIC, environ 100Mb. Pour 

autaŶtà lesà deuǆàgĠŶoŵesàŶeàsoŶtàpasàĐoŵplğteŵeŶtàĠƋuiǀaleŶts.àϯMďàd͛áDNàspĠĐifiƋueàduà

MIC, enrichis en mini satellites et déplétés en éléments transposables, ne sont que très 

faiblement couverts dans le génome inactivé PGM. Il est possible que Pgm ne soit pas requis 

pouƌà l͛ĠliŵiŶatioŶà deà Đetteà fƌaĐtioŶà duà gĠŶoŵeàŵiĐƌoŶuĐlĠaiƌe.à OŶà Ġŵetà aussià l͛hǇpothğseà

Ƌueàl͛effiĐaĐitĠàdeà l͛á‘NàiŶteƌfĠƌeŶĐe (ARNi) diŵiŶuaŶtàaǀeĐà leàteŵps,àl͛iŶaĐtiǀatioŶàdeàPGM 

soitàŵoiŶsàeffiĐaĐeàdaŶsàăàlaàfiŶàdeàl͛autogaŵie.àLaàƋuaŶtitĠàdeàPgŵàƌedeǀieŶtàsuffisaŶteàdaŶsà

laàĐelluleàăàlaàfiŶàdeàsoŶàiŶaĐtiǀatioŶàpaƌàá‘NàiŶteƌfĠƌeŶĐeàpeƌŵettaŶtà aiŶsiàl͛eǆĐision de ces 3 

MďàdeàsĠƋueŶĐesàeŶàfiŶàdeàdĠǀeloppeŵeŶtàMáC.àOŶàŶoteàaiŶsiàƋueàl͛iŶaĐtiǀatioŶàdeàfaĐteuƌsà

duà dĠǀeloppeŵeŶtà agissaŶtà eŶà aŵoŶtà deà Pgŵà Ŷ͛eŵpġĐheà pasà l͛ĠliŵiŶatioŶà deà Đesà ϯMďà

d͛áDNà MICà spĠĐifiƋueà Đeà Ƌuià està ĐohĠƌeŶtà aǀeĐà Đetteà deuǆiğŵeà hǇpothğseà (Guérin et al., 

2017). 

3.2 Le Non-Homologuous-End-Joining pour réparer les cassures 

La réparation des cassures double brins (CDB) hautement toxiques pour la cellule doit 

faiƌeà suiteà auà pƌoĐessusà d͛eǆĐisioŶ.à Elleà doità ġtƌeà fidğleà pouƌà lesà IESà afiŶà deàŵaiŶteŶiƌàdesà

phasesàdeàleĐtuƌeàĐoƌƌeĐtesàŵaisàaussiàpƌĠseƌǀeƌàl͛oƌgaŶisatioŶàliŶĠaiƌeàdesàĐhƌoŵosoŵes.àLaà

réparation chez P. tetraurelia fait intervenir un mécanisme de Non-Homologuous End 

Joining Pathway dont les composants classiques ont été progressivement identifiés 

(Betermier and Duharcourt, 2014; Lieber, 2010). Alors que cette voie de réparation des 

cassures double brins est généralement considérée comme sujette aux erreurs 

contrairement à la recombinaison homologue, elle est chez P. tetraurelia particulièrement 

pƌĠĐiseà età saŶsà eƌƌeuƌs.à Laà ĐoŶfoƌŵatioŶà desà eǆtƌĠŵitĠsà ϱ͛à soƌtaŶtes  et leur maintien par 

l͛appaƌieŵeŶtà desà Táà ĐeŶtƌauǆà peƌŵetteŶtà laà pƌĠĐis ion de la réparation (Figure 10C) 

(Betermier and Duharcourt, 2014).  
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Les premiers acteurs identifiés sont le complexe Ligase IV/Xrcc4 par ARN interférence 

(Kapusta et al., 2011) (Figure 10C). Leur inactivation pendant le développement en plus de 

pƌoǀoƋueƌà laà lĠtalitĠàdeà laàpƌogĠŶituƌeàseǆuelle,àeŶtƌaîŶeà l͛aĐĐuŵulatioŶàdeàĐassuƌesàdouďleà

brins et inhibe la réparation et la circularisation des longues IES. Il est montré par 

ƋuaŶtifiĐatioŶà auà ioduƌeà deà pƌopidiuŵà peŶdaŶtà leà dĠǀeloppeŵeŶtà Ƌueà laà ƋuaŶtitĠà d͛áDNà

dans les nouveaux MACs de cellules inactivées Ligase IV est diminuée par rapport à des 

cellules sauvages indiquant un défaut de réplication. Ce phénotype est sauvé par 

l͛iŶaĐtiǀatioŶà deà PGM montrant que le défaut de réplication reflète un défaut de réparation 

desà Đassuƌesà douďleà ďƌiŶsà aĐĐuŵulĠesà daŶsà lesà ŶouǀeauǆàMáCs.à áà paƌtiƌà d͛uŶà ĠĐhaŶtilloŶà

d͛IES,à oŶà ŵoŶtƌeà Ƌueà leà Đoŵpleǆeà està ƌeƋuisà pouƌà laà ligatioŶà desà eǆtƌĠŵitĠsà età l͛ajoutà deà

ŶuĐlĠotideàŵaŶƋuaŶtàeŶàϯ͛àpouƌàfeƌŵeƌà laàĐassuƌe,àŵaisàŶ͛estàpasàŶĠĐessaiƌeàăàl͛ĠliŵiŶatioŶà

duàŶuĐlĠotideàteƌŵiŶalàeŶàϱ͛àdeàlaàĐassuƌe. 

Pour assurer une réparation efficace et précise des très nombreuses cassures double 

brins déposĠesà paƌà Pgŵà daŶsà lesàMáCsà eŶà dĠǀeloppeŵeŶt,à lesà pƌoĐessusà d͛eǆĐisioŶàetàdeà

réparation via la machinerie du NHEJ sont couplés chez P. tetraurelia (Figure 10C). Parmi les 

aĐteuƌsàduàNHEJ,à l͛hĠtĠƌodiŵğƌeàKuϳϬ/ϴϬàseà lieàauǆàeǆtƌĠŵitĠsàdesàĐassuƌesàdouďleàďƌins et 

facilite leur appariement et la réparation (Betermier and Duharcourt, 2014; Lieber, 2010). 

Chez la paramécie, il est exprimé spécifiquement pendant le développement et est requis 

pouƌà l͛iŶtƌoduĐtioŶà de CDB aux extrémités des IES (Marmignon et al., 2014).à L͛aďseŶĐeà deà

Ku80c provoque la rétention des IES testées, on ne détecte pas de CDB ni de produits 

d͛eǆĐisioŶà Ƌueà soŶtà lesà ĐeƌĐlesà d͛IES.à CoŶtƌaiƌeŵeŶtà ăà laà Ligaseà IV,àKu70a/80c ne sont pas 

ŶĠĐessaiƌesàăà l͛eŶdoƌĠpliĐatioŶ.àDesàǀeƌsioŶsàdeàKuϳϬaàetàKuϴϬĐàfusioŶŶĠesàăàHáàetàdeàPgŵà

fusioŶŶĠeà ăà MBPà soŶtà pƌoduitesà daŶsà uŶà sǇstğŵeà hĠtĠƌologueà deà Đellulesà d͛iŶseĐtes.à Desà

expériences de co-immunoprécipitation de MBP-Pgm et HA-Ku70a, HA-Ku80c montrent que 

les protéines interagissent en complexe dans des extraits cellulaires solubles 

iŶdĠpeŶdaŵŵeŶtà deàlaàpƌĠseŶĐeàd͛áDN. 

Dans le NHEJ, Ku recrute ensuite la DNA-Pkcs, une protéine kinase qui stabilise les 

extrémités reliées, facilite l͛ĠliŵiŶatioŶà duà ŶuĐlĠotideà eŶà ϱ͛à deà laà CDB (Figure 10C). Un 

homologue de cette protéine est retrouvé chez la paramécie et sa déplétion entraîne la 

peƌsistaŶĐeà taƌdiǀeŵeŶtà daŶsà leà dĠǀeloppeŵeŶtà d͛eǆtƌĠŵitĠs libres de chromosomes 
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(Betermier and Duharcourt, 2014). La machinerie du NHEJ est couplée étroitement à la 

ŵaĐhiŶeƌieàd͛eǆĐisioŶàet permet ainsi une réparation efficace et précise. 

4. ReĐoŶŶaîtƌe les sĠƋueŶĐes à ĠliŵiŶeƌ et Điďleƌ la ŵaĐhiŶeƌie d’eǆĐisioŶ 

S͛ilàestàdĠsoƌŵaisàaĐƋuisàƋueà l͛ĠliŵiŶatioŶàdeàl͛eŶseŵďleàdesàsĠƋueŶĐesàMICàspĠĐifiƋuesà

dĠpeŶdà deà laà ŵaĐhiŶeƌieà d͛eǆĐisioŶà Pgŵ,à ilà ƌesteà eŶĐoƌeà ăà ĐoŵpƌeŶdƌeà ĐoŵŵeŶtà uŶeà sià

grande diversité de séquences est reconnue et excisée. Comment éliminer avec une tel le 

précision pour les IES tout particulièrement et de manière si reproductible au cours des 

générations quand les séquences ne partagent pas de motif de séquence strictement 

conservé et ne sont pas apparentées à la transposase PiggyBac ? 

4.1 Contrôle épigénétiƋue de l’ĠliŵiŶatioŶ 

L͛Ġtudeà Đhezà P. tetraurelia deà l͛ĠpiŵutaŶtà dϰϴà aà peƌŵisà deàŵoŶtƌeƌàƋueà leàĐoŶteŶuàdesà

diffĠƌeŶtsà ŶoǇauǆà gouǀeƌŶaità lesàpƌofilsàd͛ĠliŵiŶatioŶàd͛áDN.àCetàĠpiŵutaŶtàŶeàpaƌǀieŶtàpasà

ăà eǆpƌiŵeƌà l͛aŶtigğŶeà deà suƌfaĐeà áàdĠlĠtĠàdeà l͛eǆtƌĠŵitĠàd͛uŶàĐhƌoŵosoŵeàŵaĐƌoŶuĐlĠaiƌe.à

Cette délétion est héritée de générations en générations sexuelles alors même que le MIC 

contient une version sauvage de ce gène (Epstein and Forney, 1984; Forney and Blackburn, 

1988).àSiàŵaiŶteŶaŶt,àoŶàiŶtƌoduitàdaŶsàleàMáCàǀĠgĠtatifàdeàl͛ĠpiŵutaŶtàdϰϴ,àleàgğŶeàáàouàuŶà

fragment de ce gène, on restaure à la génération suiǀaŶteàleàpƌofilàsauǀageàetàl͛eǆpƌessioŶàduà

gène A dans le nouveau MAC. Ces premières observations indiquent que chez la paramécie il 

eǆisteà uŶà pƌofilà deà ƌĠaƌƌaŶgeŵeŶtsà hĠƌitĠà deàŵaŶiğƌeà ŶoŶàŵeŶdĠlieŶŶe.à Laà pƌĠseŶĐeà d͛uŶà

gène dans le MAC maternel est requise pour sa maintenance dans le MAC de la génération 

suivante indépendamment du contenu du MIC (Jessop-Murray et al., 1991; Koizumi and 

Kobayashi, 1989; You et al., 1991). 

L͛hĠƌĠditĠà ŵateƌŶelleà s͛oďseƌǀeà aussià pouƌà lesà IES.à CeƌtaiŶesà IES,à ditesà ĐoŶtƌôlĠesà

maternellement (mcIES), une fois introduite dans le MAC maternel, conduisent à la rétention 

deà l͛IESàMICà hoŵologueà daŶsà leà ŶouǀeauàMáCà ăà l͛issuàdesàĠǀğŶeŵeŶtsàsexuels. Les mcIES 

ƌepƌĠseŶteŶtà ϭ/ϯà desà IESà testĠesà ;ϱ/ϭϯͿàeǆpĠƌiŵeŶtaleŵeŶt.àOŶàŶeàdĠteĐteàpasàaujouƌd͛huià

de particularités ou de points communs concernant la séquence ou la taille de ces mcIES 

(Duharcourt et al., 1995, 1998). 
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Le contenu du MAC maternel influence donc le contenu du nouveau MAC 

indépendamment du MIC.à L͛ĠliŵiŶatioŶà d͛áDNà seƌaità aiŶsià ĐoŶtƌôlĠeà paƌà uŶà ŵĠĐaŶisŵeà

ĠpigĠŶĠtiƋueà ƌeposaŶtà suƌà l͛hoŵologieà eŶtƌeà leà ĐoŶteŶuà duàMáCàŵateƌŶelàtoujouƌsàpƌĠseŶtà

dans le cytoplasme lorsque se développe le nouveau MAC et le contenu du MIC. On envisage 

alors que le profilàd͛ĠliŵiŶatioŶàsoitàoďteŶuàpaƌàĐoŵpaƌaisoŶàeŶtƌeàlesàgĠŶoŵesàMICàetàMáCà

et que cette comparaison transnucléaire s͛opğƌeà paƌà eǆeŵpleà paƌà appaƌieŵeŶtà deà

sĠƋueŶĐesà hoŵologues.à EtaŶtà doŶŶĠà Ƌu͛auĐuŶeà iŶteƌaĐtioŶà phǇsiƋueà Ŷ͛està dĠteĐtĠeà eŶtƌeà

les MAC maternels et zygotiques, il est nécessaire que des acteurs en trans permettent le 

dialogue entre ces deux génomes. 

4.2 ARN non codants et genome scanning model 

Les acteurs permettant le dialogue entre les génomes germinaux et somatiques sont 

constitués par différentesàĐlassesàd͛á‘NàŶoŶàĐodaŶtsàpeƌŵettaŶtà laàƌĠgulatioŶàĠpigĠŶĠtiƋueà

desàĠliŵiŶatioŶsàd͛áDN. 

4.2.1 Petits ARN non codants : scnARN et iesARN 

Les scnARN sont une classe de petits ARN non codants de 25 nucléotides de long 

produits spécifiquement pendant la méiose à partir du génome MIC (Lepère et al., 2009; 

Sandoval et al., 2014) (Figure 11). Ces petitsà á‘Nà soŶtà pƌoduitsà paƌà uŶeà ǀoieà deà l͛á‘Nà

interférence, par les protéines Dicer like RNAse III, Dicer like 2 et 3 (Dcl2 et Dcl3). Le 

sĠƋueŶçageà desà sĐŶá‘Nà aàŵoŶtƌĠà Ƌu͛ilsà poƌteŶtà eŶàŵajoƌitĠà uŶeà sigŶatuƌeà ϱ͛UNGà età pouƌà

une minorité la séquence complémentaire en position 21-23. Ces observations indiquent 

Ƌu͛ilsà oŶtà ĠtĠà ĐliǀĠsà ăà paƌtiƌà deàpƌĠĐuƌseuƌsàdouďleàďƌiŶsàdoŶŶaŶtàdesàdupleǆesàd͛á‘NàaǀeĐà

desàeǆtƌĠŵitĠsà liďƌesàdeàϮàŶuĐlĠotidesàeŶàϯ͛.àL͛Ġtudeà in vitro deàl͛aĐtiǀitĠàdeàĐliǀageàdeàDĐlϮàetà

Dcl3 purifiés sur des ARN double brins a montré que les deux enzymes coopèrent pour 

produire les scnARN. Le séquençage des produits de clivage par Dcl2 montre des petits ARN 

d͛uŶeàtailleàdeàϮϱŶtàaǀeĐàuŶeàsigŶatuƌeàϱ͛UNNàƋuaŶdàleàsĠƋueŶçageàdesàpƌoduitsàdeàĐliǀageà

par DclϯàŵoŶtƌeàdesàpetitsàá‘NàdeàtaillesàǀaƌiaďlesàaǀeĐàuŶeàsigŶatuƌeàϱ͛UNG.àCesàƌĠsultatsà

ŵoŶtƌeŶtà Ƌueà DĐlϮà està ƌespoŶsaďleà deà laà tailleà desàsĐŶá‘NàetàDĐlϯàdeà leuƌàsigŶatuƌeàeŶàϱ͛à

(Hoehener et al., 2018).à Lesà sĐŶá‘Nà soŶtà ƌeƋuisà pouƌà lesà ĠliŵiŶatioŶsà d͛áDN.à EŶà effet,à

l͛iŶjeĐtioŶàdeàdupleǆesàd͛á‘NàsǇŶthĠtiques de 25 nucléotides mimant les scnARN entraînent 
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l͛ĠliŵiŶatioŶà desà sĠƋueŶĐesà hoŵologuesà daŶsà leà Ŷouǀeauà MáCà (Lepère et al., 2008). 

L͛iŶaĐtiǀatioŶà paƌà á‘Nà iŶteƌfĠƌeŶĐeà desà gğŶesà DCL2/3 entraîne la létalité de la progéniture 

sexuelle, la rétentioŶà deà l͛eŶseŵďleà desà sĠƋueŶĐesà ĠliŵiŶĠesà iŵpƌĠĐisĠŵeŶtà età d͛uŶeà

portion des IES (10%) (Lhuillier-Akakpo et al., 2014; Sandoval et al., 2014).  

Les iesARN sont de petits ARN non codaŶtsàd͛uŶeàtailleàǀaƌiaŶtàeŶtƌeàϮϲàetàϯϭŶtàdeàloŶgà

aǀeĐà uŶeà eǆtƌĠŵitĠà ϱ͛UáGà età uŶeà eǆtƌĠŵitĠà ϯ͛à NUáUCà pƌoduitsà paƌà DĐlϱà ăà laà fiŶà duà

développement MAC (Hoehener et al., 2018; Sandoval et al., 2014). Ces petits ARN sont 

produits à partir des IES excisées et circularisées par la Ligase IV (Allen et al., 2017). 

L͛iŶaĐtiǀatioŶà deàDCL5 Ŷ͛eŶtƌaîŶeà laà ƌĠteŶtioŶà Ƌueàd͛uŶàpetitàŶoŵďƌeàd͛IESà (Lhuillier-Akakpo 

et al., 2014; Sandoval et al., 2014)). La part des IES retenues augmente lorsqueàl͛oŶàiŶaĐtiǀeà

DCLϮ/ϯàĐoŶjoiŶteŵeŶtàaǀeĐàDCLϱ,à leàgğŶeàĐodaŶtàpouƌàl͛eŶzǇŵeàpƌoduisaŶtàuŶeàautƌeàĐlasseà

de petits ARN non codants les iesARN (Swart et al., 2017). Ces résultats tendent à montrer 

que les iesARN et les scnARNs coopèrent pour exciser les séquences germinales et que les 

iesá‘Nà aŵplifieƌaieŶtà l͛ĠliŵiŶatioŶà d͛áDNà iŶduiteà paƌà lesà sĐŶá‘Nà (Sandoval et al., 2014; 

Swart et al., 2017). 

Ce sont les protéines Piwi de la famille Argonaute qui prennent en charge ces petits ARN 

non codants pour assurer leur production et leur transport (Figure 11). 14 homologues de 

protéine Piwi sont retrouvés chez la paramécie dont certains exprimés durant le cycle 

végétatif sont probablement impliqués daŶsà lesàǀoiesàd͛áRN interférence (Bouhouche et al., 

2011).à L͛aďseŶĐeà deà deuǆà deàĐesàpƌotĠiŶesàPtiǁiϬϭàetàϬϵàdiŵiŶueàlaàƋuaŶtitĠàdeàsĐŶá‘Nàetà

pƌoǀoƋueà laà ƌĠteŶtioŶà d͛uŶà ĐeƌtaiŶà Ŷoŵďƌeà d͛IESà (Bouhouche et al., 2011; Furrer et al., 

2017). Par RNA Immunoprécipitation (RIP), il a été montré que Ptiwi9 lie les scnARN (Furrer 

et al., 2017). Deux autres protéines Ptiwi10 et 11 exprimées tardivement pendant le 

développeŵeŶtàMáCà soŶtà paƌà ĐoŶtƌeà ƌeƋuisesà pouƌà laàpƌoduĐtioŶàd͛iesá‘Nàetàpaƌà‘IPà ilàestà

observé que Ptiwi10 lie les iesARN (Furrer et al., 2017).  

4.2.2 Longs ARN non codants maternels 

De longs ARN non codants sont transcrits à partir des deux brins du génome MAC 

maternel à bas niveau et de manière constitutive (Figure 11). Ils protègeraient le génome de 

l͛ĠliŵiŶatioŶà d͛áDN.à Paƌà á‘Ni,à laà dĠgƌadatioŶà desà loŶgsà á‘Nà ŶoŶà ĐodaŶtsà ŵateƌŶelsà

pƌoǀoƋueà l͛ĠliŵiŶatioŶ des séquences homologues dans le nouveau MAC (Lepère et al., 
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2008).à Ilàestàaussiàpossiďleàd͛aďoutiƌàăà laàdĠlĠtioŶàd͛uŶàgğŶeàŶoŶàesseŶtielàdaŶsà leàŶouǀeauà

MAC lorsque celui-ci est ciblé par ARN interférence (Garnier et al., 2004). Même si une petite 

portion du gène est ciblée, il est possible de provoquer sa délétion. Plus encore que sa 

pƌĠseŶĐeàdaŶsàleàMáCàŵateƌŶel,àĐ͛estàlaàtƌaŶsĐƌiptioŶàd͛uŶeàsĠƋueŶĐeàqui assure sa présence 

dans le nouveau MAC. 

 

Figure 11 : Modèle de Genome Scanning 

En haut sont représentées les étapes du cycle sexuel et schématisées en dessous. Tout à gauche, de longs  transcri ts  non 
codants sont produits à  partir de tout le MAC maternel. Puis lors de la  méiose I, des  duplexes  de scnARN de 25nt sont 
produits par les pƌotĠiŶesàDiĐeƌàl ikeàϮàetàϯàă àpaƌtiƌàdeàl͛eŶseŵďleàduàMIC,àtƌaŶspoƌtĠsàdaŶsàleàĐǇtoplasŵeàpaƌàles àpƌotĠiŶes à
PtiǁiϬϭàetàϬϵàĐoŶduisaŶtàăàl ͛ĠliŵiŶatioŶàduàďƌiŶàpassageƌ.àDaŶsàleàMáCàŵateƌŶel,àlesàĐoŵpleǆesàPtiǁi -sĐŶá‘Nàs ͛appaƌieŶtà
sur les long ARN non codants ŵateƌŶelsàgƌąĐeàă àl͛hĠliĐaseàputatiǀeàPtŵď.ϮϮϬàetàlesàpƌotĠiŶesàdeàliaisoŶàăàl ͛á‘NàNoǁaϭàetàϮ,à
pour sélectionner les scnARN spécifiques des séquences germinales transportés ensuite dans les MAC en développement. 
PeŶdaŶtàles àĠl iŵiŶatioŶs àd͛áDNàles àsĐŶá‘Nàgu ideŶtàla àŵaĐhiŶeƌieàd͛eǆĐis ioŶàauǆàsĠƋueŶĐes àă àĠl iŵiŶeƌ.  

4.2.3 Genome scanning model 

áfiŶàdeàƌĠĐoŶĐilieƌàlesàƌôlesàaŶtagoŶistesàdeàĐesàdiffĠƌeŶtesàĐlassesàd͚á‘NàŶoŶàĐodaŶtsàfutà

proposé le modèle de genome scanning (Figure 11). Il repose sur une soustraction naturelle 

des génomes grâce aux scnARN et aux longs transcrits non codants maternels pour 

sélectionner les scnARN spécifiques des séquences du MIC à éliminer et permettre in fine 

l͛eǆĐisioŶ. 
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Selon le modèle de genome scanning, les scnARN sont produits par les protéines Dcl2 et 

3 à partir du génome MIC en méiose et chargés sur les protéines Ptiwi01 et 09 pour être 

transportés au MAC maternel. Les scnARN peuvent alors scanner le génome maternel à la 

recherche de séquences homologues parmi les longs transcrits non codants maternels 

pƌoduitsà ăà paƌtiƌà duàMáCàŵateƌŶel.à Lesà sĐŶá‘Nà Ƌuià s͛appaƌieŶtà aǀeĐà uŶà tƌaŶsĐƌitàŵateƌŶelà

correspondent aux séquences MAC qui doivent être conservées dans le nouveau MAC. Ces 

scnARN sont alors inactivés. A contrario, les scnARN qui ne trouvent pas de transcrits 

ŵateƌŶelsà pouƌà s͛appaƌieƌà ĐoƌƌespoŶdeŶtà auǆà sĠƋueŶĐesàMICà spĠĐifiƋuesà aďseŶteà duàMáCà

maternel et qui doivent être éliminées du nouveau MAC. Ces scnARN sont transférés dans le 

nouveau MAC grâce aux protéines Ptiwi01/09 pour éliminer les séquences MIC (Figure 11). 

Plusieuƌsà faisĐeauǆà d͛aƌguŵeŶtsà ǀoŶtà daŶsà leà seŶsà deà Đeà ŵodğle.à Lesà pƌotĠiŶesà

fusionnées à la GFP Ptiwi09 et Ptiwi01 se localisent au début du développement dans le 

cytoplasme puis dans le MAC maternel et enfin dans les MAC en développement 

(Bouhouche et al., 2011; Furrer et al., 2017). Ce type de localisation est aussi retrouvé chez 

le cilié Tetrahymena où les scnARN sont produits par Dicer-like 1 (Dcl1p) et pris en charge 

par la protéine Piwi Twi1p (Malone et al., 2005; Mochizuki et al., 2002). Cette dernière est 

capable de cliver le duplexe de scnARN pour enlever le brin passager et permettre l͛iŵpoƌtà

du petit ARN dans le nouveau MAC (Noto et al., 2010). Le séquençage à haut débit des 

populations de petits ARN dans un contexte sauvage confirme la dynamique des scnARN 

décrite dans le modèle. Au cours du développement, très précocement au moment de la 

méiose, on observe une production de petits ARN non codants de 25 nucléotides 

s͛eŶƌiĐhissaŶtà pƌogressivement en scnARN spécifiques des séquences MIC. Cet 

enrichissement reflète la dégradation des scnARN spécifiques du MAC et la sélection des 

scnARN spécifiques du MIC (Ignarski et al., 2014; Lhuillier-Akakpo et al., 2014; Maliszewska-

Olejniczak et al., 2015; Sandoval et al., 2014; Singh et al., 2014). Le mécanisme permettant 

l͛ĠliŵiŶatioŶàdesàsĐŶá‘NàspĠĐifiƋuesàduàMáCàs͛ĠtaŶtàappaƌiĠsàaǀeĐà lesàtƌaŶsĐƌitsàŵateƌŶelsà

està eŶĐoƌeà ŵǇstĠƌieuǆ.à Ilà està possiďleà Ƌu͛ilà s͛agisseà soità d͛uŶeà dĠgƌadatioŶà aĐtive suite à 

l͛appaƌieŵeŶtàouàďieŶàsiŵpleŵeŶtàdeàlaàsĠƋuestƌatioŶàdesàsĐŶá‘NàdaŶsàleàŶouǀeauàMáC.  

D͛autƌesà aĐteuƌsà oŶtà ĠtĠà ƌĠĐeŵŵeŶtà ŵisà eŶà ĠǀideŶĐeà pouƌà leuƌà iŵpliĐatioŶà daŶsà leà

processus. La protéine Ptmb.220, une hélicase DEAH-Box putative, requise pour les 

ĠliŵiŶatioŶsà d͛áDNà seà loĐaliseà daŶsà l͛aŶĐieŶà MáCà puisà leà Ŷouǀeauà MáC.à OŶà l͛iŵagiŶeà
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participer au complexe scnARN/Ptiwi01/09 (Nowak et al., 2011). De même la protéine 

Nowa01 fusionnée à la GFP, une protéine se liant potentiellement aux ARN et requise pour 

l͛ĠliŵiŶatioŶà d͛áDN,à suità laàŵġŵeà loĐalisatioŶà au cours du développement (Nowacki et al., 

2005). La protéineàTFIISϰàestà l͛hoŵologueàduàfaĐteuƌàd͛ĠloŶgatioŶàdeàlaàtƌaŶsĐƌiptioŶàTFIISàetà

està ŶĠĐessaiƌeà pouƌà lesà ĠǀĠŶeŵeŶtsà d͛ĠliŵiŶatioŶ.à Elleà està ƌeƋuiseà pouƌà laà pƌoduĐtioŶà deà

transcrits non codants contenant des IES dans le MAC en développement. Ces transcrits 

somatiques permettraient de cibler les séquences homologues à éliminer dans le nouveau 

MáCàeŶàs͛appaƌiaŶtàauǆàsĐŶá‘NàspĠĐifiƋuesàduàMICà(Maliszewska-Olejniczak et al., 2015). La 

protéine Spt5 est un autre facteur deà ƌĠgulatioŶà deà l͛ĠloŶgatioŶà deà laà tƌaŶsĐƌiptioŶ.à SoŶà

homologue chez P. tetraurelia est nécessaire pour la biogénèse des scnARN et son 

iŶaĐtiǀatioŶà eŶtƌaîŶeà laà ƌĠteŶtioŶà deà l͛eŶseŵďleà desà sĠƋueŶĐesà MICà spĠĐifiƋuesà daŶsà leà

nouveau MAC (Gruchota et al., 2017). On propose enfin que plus tard dans le 

développement du nouveau MAC, les iesARN et les protéines Ptiwi10/11 les accompagnant 

aŵplifieŶtà l͛ĠliŵiŶatioŶàd͛áDNàiŶitiĠeàpaƌà lesàsĐŶá‘Nàăàpaƌtiƌàdesàpƌoduitsàd͛eǆĐisioŶà(Furrer 

et al., 2017; Swart et al., 2017). 

LeàŵodğleàdeàgĠŶoŵeàsĐaŶŶiŶgàpeƌŵetàd͛eǆpliƋueƌà lesàphĠŶoŵğŶesàd͛hĠƌĠditĠàŵateƌŶelà

Đhezà laà paƌaŵĠĐieà età deà ƌĠguleƌà l͛eǆpƌessioŶà deà ĐeƌtaiŶsà gğŶes.à Leà sigŶeà seǆuelà Đhezà

Paramecium tetraurelia suità uŶeà tƌaŶsŵissioŶà ŵateƌŶelle.à Ilà Ŷ͛està pasà gĠŶĠtiƋueŵeŶtà

déterminé par le MIC mais hérité et contrôlé maternellement par le MAC maternel. Le signe 

sexuel est déterminé par le profil de réarrangement alternatif du gène mtA pendant le 

développement. La délétion du promoteur du gène mtA dépendante des scnARN empêche 

son expression et permet le type sexuel O. Dans le cas du type sexuel E, le promoteur est 

retenu et le gène mtA est exprimé produisant la protéine transmembranaire mtA (Singh et 

al., 2014).à Pouƌà autaŶt,à Đeàŵodğleà Ŷeà peƌŵetà pasà d͛eǆpliƋueƌà l͛eŶseŵďleà desà ĠǀğŶeŵeŶtsà

d͛ĠliŵiŶatioŶà d͛áDN.à EŶà effetà sià l͛iŶaĐtiǀatioŶàdesàpƌotĠiŶesàDĐlϮ/ϯàeŶtƌaîŶeà laàƌĠteŶtioŶàdeà

l͛eŶseŵďleà desà ĠlĠŵeŶtsà ƌĠpĠtĠsà ĠliŵiŶĠsà iŵpƌĠĐisĠŵeŶt,à seules 10% des IES sont 

dépendantes des scnARN et environ 40% à la fois des scnARN et iesARN (Lhuillier-Akakpo et 

al., 2014; Swart et al., 2017).à Ilà eǆisteà doŶĐà d͛autƌesà faĐteurs épigénétiques permettant 

d͛eǆpliƋueƌà laà ƌeĐoŶŶaissaŶĐeà desà sĠƋueŶĐesà ăà ĠliŵiŶeƌà età leà Điďlageà deà laà ŵaĐhiŶeƌieà

d͛eǆĐisioŶ. 
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4.3 L’histoŶe ŵĠthǇltƌaŶsfeƌase Ezlϭ est ƌeƋuise pouƌ le dĠveloppeŵeŶt MAC 

Laà dĠĐouǀeƌteà ƌĠĐeŶteà daŶsà leà laďoƌatoiƌeà deà l͛histoŶeà méthyltransferase Ezl1 a permis 

de mieux comprendre comment sont ciblées les séquences germinales à éliminer (Frapporti 

et al., In submission; Lhuillier-Akakpo et al., 2014). Ezl1 exprimée spécifiquement pendant le 

dĠǀeloppeŵeŶtà està ƌespoŶsaďleà duà dĠpôtà desà ŵodifiĐatioŶsà d͛histoŶesà HϯKϵŵeϯà età

H3K27me3 sur le génome de la paramécie dans les MAC en développement (Figure 12). Son 

inactivation provoque la létalité de la progéniture sexuelle et elle est nécessaire à 

l͛ĠliŵiŶatioŶà d͛áDN.à Elleà està ƌeƋuiseà pouƌà l͛ĠliŵiŶatioŶà deà l͛eŶseŵďleà desà sĠƋueŶĐesà

répétées et de 70% des IES. Plus les IES sont longues et récentes, plus elles sont sensibles à 

Ezlϭ.à L͛eŶseŵďleà desà IESà seŶsiďlesà ăà DĐlϮà età ϯà leà soŶtà aussià ăà Ezlϭà iŶdiƋuaŶtà uŶeà

iŶteƌdĠpeŶdaŶĐeà eŶtƌeà lesàǀoiesàdeàpetitsàá‘Nàetà leàdĠpôtàdesàŵodifiĐatioŶsàd͛histoŶe.àDesà

expériences de Chip-qPCR montrent que H3K9me3 et H3K27me3 sont enrichies sur des 

éléments transposables et participent à leur régulation :à eŶà l͛aďseŶĐeàd͛Ezlϭ,àĐesàĠlĠŵeŶtsà

sont surexprimés (Frapporti et al., In submission). En parallèle des facteurs en trans que sont 

lesà á‘N,à soŶtà doŶĐà aussià iŵpliƋuĠsà desà faĐteuƌsà eŶà Đis,à lesàŵodifiĐatioŶsà d͛histoŶes,à Ƌuià

assurent elles-aussi la reconnaissance etàl͛eǆĐisioŶàĐoƌƌeĐteàdesàsĠƋueŶĐesàăàĠliŵiŶeƌ.àChezàleà

cilié apparenté Tetrahymena,à leà dĠpôtà d͛HϯKϵŵeϯà età HϯKϮϳŵeϯà peƌŵettƌaità deà guideƌà

l͛eŶdoŶuĐlĠaseàTpďϮp,àhoŵologueàdeàPgŵ,àpouƌàeǆĐiseƌàlesàsĠƋueŶĐesàgeƌŵiŶalesà (Cheng et 

al., 2010; Vogt and Mochizuki, 2013).à Chezà d͛autƌesà oƌgaŶisŵesà euĐaƌǇotes,à oŶà oďseƌǀeà

ĠgaleŵeŶtà laà foƌŵatioŶà d͛hĠtĠƌoĐhƌoŵatiŶeà guidĠeà paƌà deà petitsà á‘Nà (Martienssen and 

Moazed, 2015). On imagine alors que chez la paramécie comme chez Tetrahymena, la 

foƌŵatioŶàd͛hĠtĠƌoĐhƌoŵatiŶeàeŶàaǀalàdeà laàǀoieàdesàsĐŶá‘Nàpeƌŵetteà laàƌeĐoŶŶaissaŶĐeàetà

l͛ĠliŵiŶatioŶà desàsĠƋueŶĐesàgeƌŵiŶalesàauàŵoins pour les éléments transposables éliminés 

imprécisément.  
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Figure 12 : Modğle d’ĠliŵiŶatioŶ d’ADN et voies d’eǆĐisioŶ des IES 

á.àModğleàsǇŶthĠtisaŶtàl ͛eŶseŵďleàdesàƌĠsultatsàaĐƋuisàetàpeƌŵettaŶtàd͛eǆpliƋueƌàĐoŵŵeŶtàsont excisées  les  séquences  
germinales. Dans le cadre rouge, est représenté un chromosome MIC avec une séquence germinale en orange. Dans  le 
cadre gris, dans le nouveau MAC les scnARN MIC spécifiques produits par Dcl2 et 3 reconnaissant les séquences germinales  

et permettent le dépôt des modificatioŶsàd͛his toŶes àHϯKϵŵeϯàetàHϯKϮϳŵeϯàpaƌàl ͛his toŶeàméthyltransferase  Ezl1. La  
ŵaĐhiŶeƌieàd͛eǆĐisioŶàestàƌeĐƌutĠeàauǆàsĠƋueŶĐesàŵaƌƋuĠesàpouƌàlesàĠl iŵiŶeƌàpeƌŵettaŶtàl ͛oďteŶtioŶàduàgĠŶoŵeàMáCà
fina l . Les  iesARN soŶtàpƌoduits àloƌs àdeàl ͛eǆĐis ioŶàpaƌàla àpƌotĠiŶeàDĐlϱ.  
B.  Sensibilité des IES à Ezl1 en fonction de leur longueur. Les  IES les  plus  longues  et les  plus  sens ibles  à  Ezl1 sont 
ĐoŵpatiďlesàaǀeĐàlaàƌĠsolutioŶàdeàl ͛oƌdƌeàduàŶuĐlĠosoŵeàappoƌtĠeàpaƌàles àŵodifiĐat ioŶs àd͛his toŶes .àLes àIESàdeàta i l leà
intermédiaire entre 52 et 150pb sont toujours inclus au moins partiellement dans le nucléosome et toujours  sens ibles  à  
Ezlϭ.àLes àplusàpetitesàIESàsoŶtàpaƌàĐoŶtƌeàsoitàloĐalisĠesàăàl ͛iŶtĠƌieuƌàduàŶuĐlĠosoŵeàsoitàdaŶsàleàl iŶkeƌàd͛áDNàetàlaàƌĠsolutioŶ à
appoƌtĠeàpaƌàles àŵodifiĐatioŶs àd͛his toŶeàŶ͛estàplus àsuffi saŶteàpouƌàleuƌàeǆĐis ioŶ.  
C.à‘epƌĠseŶtatioŶàsĐhĠŵatiƋueàdesàdiffĠƌeŶtesàǀoiesàpaƌtielleŵeŶtàĐheǀauĐhaŶtesàpouƌàl ͛eǆĐisioŶàdesàϰϱϬϬϬàIES.àBieŶàƋue à
toutes soient finalement eǆĐisĠesàpaƌàPgŵ,àseuleàuŶeàpetiteàpoƌtioŶ,àϳ%àdĠpeŶdàăàlaàfoisàdesàsĐŶá‘Nàetàd͛Ezlϭ,àla àŵajoƌi tĠà
ŶeàƌeƋuieƌtàƋu͛EzlϭàetàuŶeàpoƌtioŶàŶeàdĠpeŶdàd͛auĐuŶàdeàĐes àdeuǆàfaĐteuƌs .  

4.4 Les ŵĠĐaŶisŵes d’ĠliŵiŶatioŶ des IES ƌeposeŶt suƌ des voies ĐhevauĐhaŶtes 

L͛eŶseŵďle des IES est excisé paƌà l͛eŶdoŶuĐlĠaseà Pgŵà ŵaisà ellesà Ŷeà dĠpeŶdeŶtà pasà

toutes des mêmes mécanismes de reconnaissance. Il a été montré que 5 des 13 IES testées 

dĠpeŶdeŶtà deà laà pƌĠseŶĐeà d͛uŶeà sĠƋueŶĐeà hoŵologueà daŶsà leà gĠŶoŵeà ŵateƌŶelà età soŶtà
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ainsi nommées mcIES pour IES maternellement contrôlées (Duharcourt et al., 1995, 1998). 

Le reséquençage du génome de cellules inactivées pour DCL2/3 a montré que 10% des IES 

soŶtà dĠpeŶdaŶtesà desà sĐŶá‘N.à UŶeà poƌtioŶà eŶĐoƌeà plusà faiďleà d͛IESà ŵaisà diffĠƌeŶtesà deà

celles retenues en RNAi DCL2/3, est dépendante des iesARN (Lhuillier-Akakpo et al., 2014). Il 

avait été proposé que leàfaiďleàŶoŵďƌeàd͛IESàdĠpeŶdaŶtesàdesàsĐŶá‘NàpouǀaitàeŶàƌĠalitĠàġtƌeà

dûà ăà uŶeà effiĐaĐitĠàŵoiŶdƌeàdeà l͛á‘NàiŶteƌfĠƌeŶĐeàouàďieŶàăà laàĐoŵpeŶsatioŶàpaƌàuŶeàautƌeà

ǀoie.à L͛iŶaĐtiǀatioŶà ĐoŶjoiŶteà desà ǀoiesà deà sĐŶá‘Nà età iesá‘Nà eŶtƌaîŶeà laà ƌĠteŶtioŶàdeàϰϬ%à

des IES suggérant que les deux voies de petits ARN coopèrent pour exciser une partie des IES 

(Swart et al., 2017). Parmi ces IES, sont retrouvées les 5 mcIES doŶtà l͛eǆĐisioŶàdĠpeŶdàdeà laà

pƌĠseŶĐeà d͛uŶeà sĠƋueŶĐeà hoŵologueà daŶsà leàMáCàŵateƌŶel.à IlàestàsupposĠàƋueàlesà IESàƋuià

dépendent des petits ARN correspondent à des mcIES mais rien ne permet de le déterminer 

ăà l͛ĠĐhelleà duà gĠŶoŵe.à L͛iŶaĐtiǀatioŶà d͛EZL1 montrait de son côté que 70% des IES 

dĠpeŶdaieŶtà desà ŵodifiĐatioŶsà d͛histoŶesà età Ƌu͛ilà s͛agissaità desà IESà lesà plusà loŶguesà Ƌuià

comprenaient les IES dépendantes de Dcl2 et 3 (Lhuillier-Akakpo et al., 2014). Il subsiste 

doŶĐà uŶeà poƌtioŶà d͛IES,à ϯϬ%,à lesà plusà Đouƌtesà Ƌuià ŶeàdĠpeŶdeŶtàŶiàdesàpetitsàá‘NàŶiàd͛Ezlϭ  

pouƌà leuƌàĠliŵiŶatioŶ.à IlàfautàŶoteƌàpaƌallğleŵeŶtàƋueàl͛eŶseŵďleàdesàĠlĠŵeŶtsàtƌaŶsposaďlesà

età ƌĠpĠtĠsà dĠpeŶdeŶtà ăà laà foisà desà petitsà á‘Nà età desà ŵodifiĐatioŶsà d͛histoŶeà pouƌà leuƌà

élimination (Lhuillier-Akakpo et al., 2014). Les IES les plus courtes qui sont aussi les plus 

anciennes ne dépendent ni desà petitsà á‘Nà Ŷià d͛Ezlϭà età seƌaieŶtà aiŶsià l͛ultiŵeà Ġtapeà daŶsà

l͛ĠǀolutioŶà deà Đesà sĠƋueŶĐes.à Cetteà hǇpothğseà està appuǇĠeà paƌà l͛oďseƌǀatioŶà Ƌueà lesà

éléments les plus longs et les plus récents dans le génome sont aussi ceux qui ont le plus 

haut score de rétention lorsque DCL2/3 sont inactivés indiquant que plus les éléments sont 

grands et introduits récemment dans le génome plus il requièrent les petits ARN et Ezl1 

(Lhuillier-Akakpo et al., 2014).à L͛ĠliŵiŶatioŶà deà toutesà Đesà sĠƋueŶĐesà faità doŶĐà appelà ăà

plusieurs voies chevauchantes dont le recrutement semble dépendre de la taille des 

séquences et donc de leur ancienneté dans le génome. Pour autant il reste encore difficile 

de comprendre comment les séquences les plus courtes sont reconnues et éliminées. On 

supposeàƋueàd͛autƌesàǀoiesàeŶĐoƌeàŶoŶàideŶtifiĠes pourraient être impliquées.  
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4.5 De Ŷouveauǆ aĐteuƌs pouƌ ĐoŵpƌeŶdƌe ĐoŵŵeŶt la ŵaĐhiŶeƌie d’eǆĐisioŶ est ĐiďlĠe à 

l’eŶseŵďle des sĠƋueŶĐes ? 

DaŶsà l͛Ġtatà aĐtuelà deà ŶosàĐoŶŶaissaŶĐes,à ilàappaƌaîtàƋueà l͚ĠliŵiŶatioŶàd͛áDNàdĠpeŶdàeŶà

ƌĠalitĠàd͛uŶeàŵultipliĐitĠàde voies qui se chevauchent pour permettre de cibler correctement 

laà ŵaĐhiŶeƌieà d͛eǆĐisioŶà auǆà sĠƋueŶĐesà geƌŵiŶales.à Pouƌà autaŶt,à seulà uŶà petità Ŷoŵďƌeà

d͛aĐteuƌsàestàĐoŶŶuàetàl͛ĠliŵiŶatioŶàd͛uŶàĐeƌtaiŶàŶoŵďƌesàd͛IES,àlesàplusàpetitesàetàaŶĐieŶŶes,à

est encore ŵalà Đoŵpƌis.à Chezà lesà euĐaƌǇotes,à laà foƌŵatioŶà d͛hĠtĠƌoĐhƌoŵatiŶeàŵĠdiĠeà paƌà

lesàpetitsàá‘NàpaƌtageàdeàfoƌtesàsiŵilaƌitĠsàaǀeĐàŶotƌeàpƌoĐessusàd͛ĠliŵiŶatioŶàd͛áDNàĐhezàlaà

paƌaŵĠĐieà ăà laà diffĠƌeŶĐeàƋu͛auàlieuàd͛ġtƌeàseuleŵeŶtàtƌaŶsĐƌiptioŶŶelleŵeŶtà iŶaĐtiǀĠes les 

séquences sont physiquement éliminées. En considérant de plus les résultats obtenus chez 

le cilié Tetrahymena,à Ŷousà soŵŵesà paƌǀeŶusà ăàuŶàpƌeŵieƌàŵodğleàeǆpliƋuaŶtà l͛ĠliŵiŶatioŶà

de la majorité des séquences germinales (Figure 12). Les scnARN une fois sélectionnés pour 

les séquences germinales permettent leur reconnaissance dans le génome du nouveau MAC 

età pƌoŵeuǀeŶtà leà dĠpôtà d͛HϯKϵŵeϯà età HϯKϮϳŵeϯà suƌà lesà sĠƋueŶĐesà ăà eǆĐiseƌ.à Cesà

ŵodifiĐatioŶsà ƌeĐƌuteƌaieŶtà età guideƌaieŶtà laà ŵaĐhiŶeƌieà d͛eǆĐisioŶà suƌà les séquences 

ŵaƌƋuĠes,à ŵaisà sià Đeà ŵodğleà eǆpliƋueà l͛ĠliŵiŶatioŶà deà laà ŵajoƌitĠà desà sĠƋueŶĐes,à uŶeà

portion des IES ne semble pas en dépendre. 

L͚ĠliŵiŶatioŶà d͛áDNà ƌeƋuiğƌeŶtà uŶeà ǀaƌiĠtĠà deà Đoŵpleǆesà pƌotĠiƋuesà pouƌà leuƌà

ĠliŵiŶatioŶà illustƌĠeà paƌà l͛eǆisteŶĐeà deà diffĠƌeŶtesà ǀoiesà ĐheǀauĐhaŶtes.à Sià l͛eŶseŵďleà desà

séquences éliminées imprécisément dépendent à la fois des scnARN et des modifications 

d͛histoŶes,à l͛ĠliŵiŶatioŶà deà ĐeƌtaiŶesà IESà Ŷeà dĠpeŶdà Ƌueà d͛Ezlϭà ;ϲ0%) et pour une portion 

(30%), les plus petites, ellesà Ŷeà dĠpeŶdeŶtàŶiàdesàsĐŶá‘NàŶiàd͛Ezlϭà (Lhuillier-Akakpo et al., 

2014).à IlàƌesteàăàĐoŵpƌeŶdƌeàĐoŵŵeŶtàlaàŵaĐhiŶeƌieàd͛eǆĐisioŶàestàĐiďlĠeàpouƌàĐesàϯϬ%àd͛IESà

et comment de manière générale les 45,000 IES sont excisées avec une telle précision au 

ŶuĐlĠotideà pƌğs.à Lesà ŵodifiĐatioŶsà d͛histoŶeà Ŷ͛offƌeŶtà Ƌu͛uŶeà ƌĠsolutioŶà deà l͛oƌdƌeà duà

ŶuĐlĠosoŵeàĐoŵpatiďleàaǀeĐàl͛ĠliŵiŶatioŶàdesàĠlĠŵeŶtsàƌĠpĠtĠsàetàtƌaŶsposaďlesàd͛uŶeàtailleà

laƌgeŵeŶtà supĠƌieuƌeàăàĐelleàduàŶuĐlĠosoŵeàetàdoŶtà l͛ĠliŵiŶatioŶàŶeàseŵďleàpasàŶĠĐessiteƌà

deàpƌĠĐisioŶàdeà l͛oƌdƌeàduàŶuĐlĠotide.àLes plus petites IES ont une taille inférieure à celle des 

liŶkeƌàd͛áDN,à jusƋu͛ăàϮϲpď.à IlàaàaiŶsiàĠtĠàeŶǀisagĠàƋueàlaàŵĠthǇlatioŶàdeàl͛áDNàƋuiàelleàoffƌeà

uŶeà ƌĠsolutioŶà deà l͛oƌdƌeà duà ŶuĐlĠotideà puisseà ĐoŶstitueƌà uŶà ŵaƌƋueuƌà desà sĠƋueŶĐesà ăà

éliminer et/ou de leurs bornes (Coyne et al., 2012). Elle pourrait ainsi expliquer la 
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ƌeĐoŶŶaissaŶĐeà età l͛ĠliŵiŶatioŶà desàsĠƋueŶĐesà leàplusàĐouƌtesàetàpouƌƌaitàĐoŶstitueƌà laàǀoieà

d͛ĠliŵiŶatioŶà « par défaut ». Par ailleurs la chromatine constitue une barrière freinant 

l͛iŶteƌaĐtioŶà deà laàŵaĐhiŶeƌieà d͛eǆĐisioŶà aǀeĐà l͛áDN.à Ilà estàaiŶsiàtƌğsàpƌoďaďleàƋueàd͛autƌesà

acteurs promeuvent une conformation de la chromatine plus relâchée et compatible avec 

l͛iŶteƌaĐtioŶàdeàlaàŵaĐhiŶeƌieàd͛eǆĐisioŶàaǀeĐàl͛áDNàauǆàďoƌŶesàdesàsĠƋueŶĐesàgeƌŵiŶales. 

Objectifs de thèse : 

1) DĠteƌŵiŶeƌà leà ƌôleà d͛uŶà hoŵologueà duà ĐhapeƌoŶà d͛histoŶeà Sptϭϲà daŶsà lesà

ƌĠaƌƌaŶgeŵeŶtsàpƌogƌaŵŵĠsà d͛áDNàĐhezàParamecium tetraurelia 

Chez Paramecium tetraurelia, nous avons identifié un homologue du chaperon 

d͛histoŶeà Sptϭϲà eǆpƌiŵĠà spĠĐifiƋueŵeŶtà peŶdaŶtà leà dĠǀeloppeŵeŶtà ŵaĐƌoŶuĐlĠaiƌe.à

PaƌtaŶtà deà Đesà ĐoŶstatatioŶs,à Ŷousà aǀoŶsà faità l͛hǇpothğseà Ƌueà SptϭϲàĐhezà P. tetraurelia 

puisse avoir un rôle dans les réarrangemeŶtsàd͛áDN.àPouƌàtesteƌàŶotƌeàhǇpothğse,àŶousà

aǀoŶsàaŶalǇsĠà lesàeffetsàdeà l͛iŶaĐtiǀatioŶàdeàSPTϭϲàsuƌàleàdĠǀeloppeŵeŶtàŵaĐƌoŶuĐlĠaiƌeà

età l͛ĠliŵiŶatioŶà d͛áDNà età ĐheƌĐhĠà ăà ĐoŵpƌeŶdƌeà ăà Ƌuelà ŵoŵeŶtà duà dĠǀeloppeŵeŶtà

Spt16 était requis. Ce travail nous a conduit à identifier un nouvel acteur majeur des 

réarrangements du génome chez Paramecium tetraurelia. 

 

2) Décrire la méthylation des adénines chez Paramecium tetraurelia 

Nous avons vu précédemment que P. tetraurelia était un eucaryote particulièrement 

riche en adéŶiŶesà ŵĠthǇlĠesà età ĐoŶstituaità uŶà ŵodğleà deà Đhoiǆà pouƌà l͛Ġtudeà deà laà

ŵĠthǇlatioŶàĐhezà lesàeuĐaƌǇotes.àNousàaǀoŶsàĠŵisàl͛hǇpothğseàƋueàlaàŵĠthǇlatioŶàpuisseà

permettre de définir les séquences à éliminer. Nous avons analysé la présence des 

différentes modifiĐatioŶsàdaŶsà l͛áDNàdesàpaƌaŵĠĐiesàgƌąĐeàăàdesàteĐhŶiƋuesàd͛HPLC -MS 

et décrit la méthylation des adénines dans la cellule grâce à un anticorps spécifique. 

Nous avons tenté de localiser sur le génome la méthylation des adénines par la 

technique de MedIP. Nos résultats préliminaires confirment la forte abondance de la 

méthylation des adénines dans le génome des paramécies et son établissement au cours 

du développement du macronoyau. 
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‘Ġsultats 

Partie I : Le ĐhapeƌoŶ d’histoŶe Spt1ϲ Đhez 

Paramecium tetraurelia est un composant 

essentiel des réarrangements programmés du 

génome 

Article de recherche 

DaŶsà Đetteà Ġtude,àŶousàaǀoŶsà ideŶtifiĠàuŶàhoŵologueàduàĐhapeƌoŶàd͛histoŶeàSptϭϲàĐhezà

Paramecium tetraurelia impliqué dans les réarrangements du génome. Spt16-1 est exprimé 

spécifiquement pendant le développement et localisé dans les nouveaux macronoyaux. Bien 

que divergents de ses homologues eucaryotes, la protéine Spt16-1 conserve les domaines 

fonctionnels classiquement retrouvés daŶsà leà ĐhapeƌoŶà d͛histoŶesà Sptϭϲ.à Nousà aǀoŶsà

ŵoŶtƌĠà Ƌueà Đetteà pƌotĠiŶeà està ƌeƋuise,à Đoŵŵeà l͛eŶdoŶuĐlĠaseà Pgŵ,à pouƌà l͛ĠliŵiŶatioŶà deà

l͛eŶseŵďleà desà sĠƋueŶĐesà MICà spĠĐifiƋuesà :à lesà ϰϱϬϬϬà IESsà età l͛eŶseŵďleà desà ĠlĠŵeŶtsà

répétés éliminés iŵpƌĠĐisĠŵeŶt.à EŶà ƌeǀaŶĐhe,à elleà Ŷ͛està pasà ŶĠĐessaiƌeà ăà laà ďiogĠŶğseà età

dynamique des scnARN, ni au dépôt des modifications post-tƌaduĐtioŶŶellesà d͛histoŶesà

H3K9me3 et H3K27me3 dans les macronoyaux en développement. Spt16-1 est cependant 

requise pour la produĐtioŶàdesà iesá‘N,à laàfoƌŵatioŶàdeàfoĐiàd͛HϯKϵŵeϯàetàHϯKϮϳŵeϯàetàleuƌà

disparition. Nous avons conclu que Spt16-1 agissait indépendamment des scnARNs ou de la 

dĠpositioŶà desà ŵaƌƋuesà d͛hĠtĠƌoĐhƌoŵatiŶeà HϯKϵŵeϯà età HϯKϮϳŵeϯ.à L͛aŶalǇseà desà

localisations réciproques de Pgm et Spt16-ϭàdaŶsà lesàĐoŶditioŶsàoùàl͛uŶeàouàl͛autƌeàdesàdeuǆà

pƌotĠiŶesà està dĠplĠtĠeà ŵoŶtƌeà Ƌueà Pgŵà Ŷ͛està pasà ƌeƋuiseà pouƌà laà loĐalisatioŶà deà Sptϭϲ-1, 

mais que Spt16-1 est requise pour la localisation de Pgm. Par Western Blot, nous avons 

confirŵĠà Ƌueà l͛eǆpƌessioŶà deàPgŵàŶ͛ĠtaitàpasàaltĠƌĠeàpaƌà l͛aďseŶĐeàdeàSptϭϲ-1. Nous avons 
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conclu que Spt16-ϭàagissaitàeŶàaŵoŶtàdeà l͛eŶdoŶuĐlĠaseàPgŵàetàpeƌŵetàsaàloĐalisatioŶàdaŶsà

les MACs en développement. 

L͛eŶseŵďleà deà Ŷosà ƌĠsultatsà ŵoŶtƌeà Ƌueà leà ĐhapeƌoŶà d͛histone putatif Spt16-1 est un 

acteur majeur des réarrangements du génome et est requis pour permettre une activité 

ĐoƌƌeĐteà deà l͛eŶdoŶuĐlĠaseàPgŵàdaŶsà lesàMáCsàeŶàdĠǀeloppeŵeŶt.àCoŵpteàteŶuàduàƌôleàdeà

ĐhapeƌoŶàd͛histoŶesàdeàSptϭϲàdaŶsàd͛autƌesàespğĐesàeuĐaƌyotes, nous imaginons que Spt16-

1 puisse promouvoir une conformation plus ouverte de la chromatine permettant à la 

ŵaĐhiŶeƌieàd͛eǆĐisioŶàetàăàPgŵàd͛iŶteƌagiƌàaǀeĐàl͛áDN.àNousàaǀoŶsàaiŶsiàŵisàeŶàĠǀideŶĐeàĐhezà

P. tetraurelia une protéine Spt16 spécifique du développement, avec des fonctions peu ou 

pasà eǆploƌĠesà Đhezà Đeà ĐhapeƌoŶà d͛histoŶes  parmi les autres eucaryotes : son implication 

dans les réarrangements programmés du génome et sa capacité à permettre la localisation 

ŶuĐlĠaiƌeàd͛uŶeàautƌeàpƌotĠiŶe. 
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ABSTRACT  

 

The highly conserved histone chaperone Spt16 is involved in a variety of processes 

such as transcription, replication or repair. In P. tetraurelia, a large proportion of the 

germline genome is reproducibly removed from the somatic genome after sexual 

events via a multi-step process that involves small RNA-directed heterochromatin 

formation followed by DNA excision and repair. The molecular mechanisms 

underlying the specific recognition of germline limited DNA sequences in the context 

of chromatin remain elusive. Here, we identify P. tetraurelia Spt16-1, a homolog of 

the Spt16 subunit of the FACT complex, as an essential player of programmed 

genome rearrangements. A GFP-Spt16-1 fusion protein was shown to exclusively 

localize in the nuclei where genome rearrangements take place. Gene silencing 

experiments showed that Spt16-1 is required for the elimination of all germline-limited 

sequences and for the survival of the sexual progeny.  SPT16-1 knockdown did not 

impair the production of 25nt-long scanRNAs nor the deposition of heterochromatin 

H3K9me3 and H3K27me3 histone marks, indicating that Spt16-1 acts downstream 

the small RNA-directed heterochromatin pathway. We further showed that Spt16-1 is 

required for the correct nuclear localization of the Pgm endonuclease responsible for 

the introduction of DNA double-strand breaks. We propose a model in which Spt16-1 

mediates interactions between the excision machinery and chromatin that facilitate 

access to DNA cleavage sites for the Pgm endonuclease during genome 

rearrangements.  
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INTRODUCTION 

 

Chromatin organization maintains genome stability in eukaryotes. Key players of the 

maintenance of this organization are histone chaperones, proteins that bind highly 

charged and hydrophobic surfaces of histone proteins (Hammond et al., 2017). 

Chaperones cooperate to promote assembly or disassembly of nucleosomes and 

allow access to DNA or maintain a repressive and stable chromatin barrier in a large 

variety of processes (Adam et al., 2015; Eitoku et al., 2008; Hammond et al., 2017; 

Ransom et al., 2010; Venkatesh and Workman, 2015). 

The highly conserved histone chaperone FACT is a heterodimer composed of two 

essential proteins Spt16 and Ssrp1 (Pob3 in S. pombe) that interact with free 

histones or nucleosomes (Formosa, 2012; Jeronimo and Robert, 2016). The domain 

organization of these proteins is highly conserved among eukaryotes and allows 

multiple contacts with H2A-H2B dimer and H3-H4 tetramer in the nucleosome 

(Hondele et al., 2013; Hsieh et al., 2013; Kemble et al., 2013, 2015; VanDemark et 

al., 2008). In vitro analyses of isolated Spt16 or Ssrp1/Pob3 domains provide models 

to interpret the interaction of the FACT complex with the nucleosome (Hondele et al., 

2013). The Spt16 and Pob3 proteins are thought to compete with DNA to interact 

with histones and promote an open configuration of the nucleosome. This chromatin 

organization would allow machineries to interact with DNA and if necessary could 

remove or replace histones (Hondele et al., 2013; Hsieh et al., 2013; Jeronimo and 

Robert, 2016; Kemble et al., 2015). 

In S. cerevisiae or H. sapiens, mutations of both Spt16 and Pob3/Ssrp1 lead to 

defects that have been linked to replication or transcription (Malone et al., 1991; 

Prendergast et al., 1990; Schlesinger and Formosa, 2000). However, it seems that 

the FACT complex is more widely involved in regulating the access to DNA or 

chromatin. FACT indeed regulates transcription initiation allowing transcription 

factors and RNA polymerase II to interact with DNA by disassembling nucleosomes 

(Biswas et al., 2005; Jeronimo et al., 2015). Spt16 has also been identified as a 

transcription elongation factor allowing RNA polymerase II to process DNA through 

chromatin by disassembling and reassembling nucleosomes (Belotserkovskaya et 

al., 2003; Biswas et al., 2005; Hsieh et al., 2013; Jamai et al., 2009; Orphanides et 

al., 1998; True et al., 2016). Spt16 through the FACT complex is an essential 

replication factor required both for initiation and elongation, physically interacting with 
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subunit Pol1 of DNA polymerase alpha (Abe et al., 2011; Gambus et al., 2006; Han 

et al., 2010). Not only it ensures correct assembly and deposition of nucleosomes on 

new replicated DNA, but FACT also promotes accessibility to DNA for the X 

polymerase and the MCM helicase (Yang et al., 2016). In addition to these most 

extensively studied roles, FACT has been shown to be required for the recruitment of 

diverse chromatin proteins or repair machineries (Frost et al., 2018; Heo et al., 2008; 

Jeronimo et al., 2015; Prendergast et al., 2016). A recurrent theme in all these 

processes is the ability of FACT complex to regulate access to DNA and chromatin 

by relaxing the nucleosome. In this report, we use Paramecium tetraurelia as a 

model to study the involvement of Spt16 in developmental programmed DNA 

elimination, which requires heterochromatin formation and access to DNA for the 

elimination and repair machineries. 

Paramecium tetraurelia, like in all ciliates, separates germline and somatic functions 

in two distinct nuclei within the same cytoplasm. Germline functions are supported by 

two small, diploid micronuclei (MICs) that are transcriptionally silent during vegetative 

growth. The highly polyploid somatic macronucleus (MAC) ensures gene expression 

and is destroyed at each sexual cycle (Betermier and Duharcourt, 2014). During 

sexual events, the MICs undergo meiosis and transmit the germline genome to the 

zygotic nucleus. New MICs and new MACs develop from mitotic copies of the zygotic 

nucleus. Development of the new MAC involves massive and highly reproducible 

genome rearrangements. It includes the elimination of approximately 30 Mbp of 

germline DNA that represents a third of the complexity of the germline genome 

(Guérin et al., 2017). In addition to the imprecise elimination of large genomic 

regions, up to several kb in length, containing repeated sequences, 45,000 short, 

single-copy Internal Eliminated Sequences (IESs) (3.5 Mbp) are precisely excised 

from intergenic and coding regions (Arnaiz et al., 2012). DNA elimination is initiated 

by DNA double strand breaks (DSB) mediated by the domesticated transposase 

PiggyMac (Pgm) (Baudry et al., 2009; Dubois et al., 2017). The DSB are then 

repaired precisely by the classical non-homologous repair pathway (Kapusta et al., 

2011; Marmignon et al., 2014). The question of how so many diverse sequences are 

recognized and excised remains elusive. Different classes of small RNAs are 

required for elimination of most germline-limited sequences. The 25 nt-long 

scanRNAs are produced from the germline genome during meiosis by Dicer-like 

proteins (Lepère et al., 2008, 2009; Lhuillier-Akakpo et al., 2014; Sandoval et al., 
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2014). They are loaded onto Piwi proteins and transported to the maternal MAC, 

where selection of MIC-specific scnRNAs is thought to take place (Furrer et al., 2017; 

Lepère et al., 2009). scanRNAs specific to germline sequences then guide the 

deposition of histone H3 post-translational modifications (H3K9me3 and H3K27me3) 

in the developing MAC and tether the Pgm elimination machinery to specific-germline 

sequences (Coyne et al., 2012; Duharcourt et al., 2009; Furrer et al., 2017) (Lhuillier-

Akakpo et al., 2014). A second class of developmental-specific sRNAs, the iesRNAs, 

which map exclusively to IESs are 26 and 31 nt in length, is likely produced in the 

developing MAC after excision by another Dicer-like protein (Sandoval et al., 2014). 

The iesRNAs are thought to participate in a positive feedback that allows efficient IES 

excision (Sandoval et al., 2014). 

We report here the identification and functional analysis of a novel major actor of 

genome rearrangements in Paramecium tetraurelia. P. tetraurelia Spt16-1 is a 

homolog of the Spt16 subunit of the FACT complex, whose expression is 

upregulated during MAC development, and is specifically localized in the new 

developing MAC. Resequencing the genome upon SPT16-1 knockdown showed that 

Spt16-1 is required for the elimination of all germline specific sequences. Spt16-1 is 

required neither for the production of scanRNAs nor for the deposition of H3K9me3 

or H3K27me3, indicating that it acts in parallel or downstream of the small RNA-

directed heterochromatin pathway. We further showed that Spt16-1 is required for 

the correct nuclear localization of Pgm in the new developing MAC but not for its 

expression, suggesting that Spt16-1 is indispensable for the association of the Pgm 

elimination machinery to chromatin. 

 

RESULTS 

 

Identification of Paramecium tetraurelia Spt16 homologs 

In order to find putative Paramecium homologs, blast searches against the 

Paramecium tetraurelia somatic genome were performed using the human or yeast 

SPT16 protein sequence as a query (Arnaiz and Sperling, 2011). We identified four 

genes encoding Spt16-like proteins grouped in two distinct families (Figure 1). Three 

proteins (Spt16 2a, 2b and 2c) belong to the same family and are close paralogs 

issued from whole genome duplications of the Paramecium genome (Aury et al., 

2006) (Figure 1B-C). Spt16-1 is the only member of the most evolutionary distant 
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family that shares only 33% amino acid identity (Figure 1B). In contrast to most other 

eukaryotes with a single Spt16 representative, Paramecium species harbor two 

Spt16 families. In P. caudatum and P. polycarium, two genes are found, one in each 

family, while in other Paramecium aurelia species, four paralogs are found in the 

Spt16-2 family (Figure S1). In all Paramecium species however, Spt16-1 is encoded 

by a single gene.  

The four P. tetraurelia Spt16 proteins harbor characteristic domains of Spt16 (Figure 

1A): the N domain, composed of a lobe domain and of a non-catalytic peptidase M24 

domain, which is non-essential but known to interact genetically with histones H2A 

and H3-H4; the dimerization D domain, the M domain homologous to Rtt106, known 

to interact with H3-H4, and the C domain that contains the Minimal Binding Domain 

(MBD) required for H2A-H2B interaction (Hondele et al., 2013; Kemble et al., 2013, 

2015; VanDemark et al., 2008). The aromatic and acidic amino acids required for 

interaction with histones in MBD appear to be conserved in P. tetraurelia (Figure S2). 

The domain organization is thus conserved in all four Paramecium Spt16 proteins. 

The expression of SPT16 genes was examined using RNA-Seq data generated 

during P. tetraurelia life cycle (Arnaiz et al., 2017) (Figure 1C). SPT16-2a, 2b and 2c 

are expressed constitutively at significant levels, during vegetative growth and during 

the sexual process of auto-fertilization (autogamy) (Figure 1C). In contrast, no 

expression is detected during vegetative growth for SPT16-1, while it is specifically 

upregulated during autogamy, in a pattern that is very similar to that of the PGM gene 

(Baudry et al., 2009) (Figure 1C). The induction of its expression coincides with 

development of the new MAC after sexual events. Based on this peculiar expression 

profile, we decided to focus on Spt16-1. 

 

Spt16-1 is required for post-zygotic development 

To test whether Spt16-1 is required during sexual events when its expression is 

specifically induced, we knocked-down the SPT16-1 gene by RNA interference 

during autogamy using the ‘‘feeding’’ technique, which consists of feeding 

Paramecium with Escherichia coli engineered to produce dsRNA from the target 

gene (Galvani and Sperling, 2002) (Figure 2A). Upon SPT16-1 silencing, autogamy 

started normally and cells eventually harbored two new developing MACs, as 

expected. Yet post-autogamous cells were unable to resume vegetative growth when 

returned to normal food medium, as observed upon PGM silencing (Figure 2A). As 
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for PGM silencing, post-autogamous cells displayed two large macronuclei and died 

before the first cellular division (Figure 2B). To control for possible off-targets, two 

non-overlapping fragments of the SPT16-1 gene were used to generate constructs 

for SPT16-1 RNAi and both constructs gave similar results (6% of sexual progeny is 

viable) (Figure 2A).   

The lethality observed in the sexual progeny could, in principle, be due to a defect in 

any events that occur during autogamy: MIC meiosis, karyogamy, new MAC 

development. Given its expression profile, we decided to knockdown SPT16-1 

specifically during the developmental window that corresponds to new MAC 

differentiation. To reach this goal, we used conjugation, a cross-fertilization process 

between two mating partners that allows us to initiate SPT16-1 silencing when 

conjugating pairs separate, which coincides with the onset of MAC development 

(Figure 2C) (Berger, 1973). Reactive cells from opposing mating types were crossed 

in standard food medium then the mating pairs were transferred to SPT16-1 silencing 

medium to allow pre-zygotic events as well as karyogamy and mitoses of the zygotic 

nucleus to occur normally before cells begin to ingest SPT16-1 dsRNA from bacteria 

as soon as the conjugating pairs separates. The next day, cells were transferred to 

standard food medium to resume vegetative growth. Strong lethality was observed in 

SPT16-1 knockdown, as for PGM knockdown used as positive control, while no 

effect was observed in the control RNAi as expected (Figure 2C). We conclude that 

Spt16-1, like Pgm, is essential for MAC development and production of viable sexual 

progeny. 

 

Spt16-1 is localized in developing new somatic macronuclei 

To gain further insight into the role of Spt16-1, we examined the subcellular 

localization of the Spt16-1 protein. We constructed a GFP-SPT16-1 transgene, in 

which the GFP coding sequence was inserted into the SPT16-1 coding sequence, 

immediately downstream the start codon. The transgene was designed to be RNAi-

resistant (Materials and Methods). Expression of the fusion gene was under the 

control of the natural SPT16-1 up- and downstream sequences. Following 

microinjection of the transgene into the MAC of vegetative cells, no detectable GFP 

fluorescence was observed in vegetative cells or during the sexual events of 

autogamy (Figure 3A). Consistent with SPT16-1 mRNA expression profile, GFP 

fluorescence accumulated in the new developing MAC during autogamy, where 
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genome rearrangements take place (Figure 3A). To check whether the GFP-Spt16-1 

fusion protein is functional, we performed an in vivo complementation assay. No 

lethality was observed in the post-autogamous progeny of injected cells, indicating 

that the GFP-Spt16-1 fusions did not interfere with normal progression of autogamy. 

Transformed cells were submitted to SPT16-1 RNAi to deplete the endogenous 

Spt16-1 protein. In non-injected cells, strong lethality (21% of viable progeny) was 

observed in sexual progeny, indicating that the endogenous SPT16-1 gene was 

efficiently silenced.  High recovery of viability of the sexual progeny (83%) was 

observed in the GFP-SPT16-1 transformed cells, indicating that the fusion protein 

complements the lethality caused by the depletion of the endogenous Spt16-1 

protein. GFP-Spt16-1 fusion protein is detected in new developing MACs of cells 

inactivated for SPT16-1 (Figure S3). Thus, the RNAi-resistant GFP-SPT16-1 

transgene encodes a functional protein that is exclusively localized in the developing 

MAC. 

 

Spt16-1 is essential for programmed genome rearrangements 

To get insight into the role of Spt16-1 during MAC development, we assessed 

whether it is required for programmed genome rearrangements. We first investigated 

the role of the SPT16-1 gene in IES excision. Excision was analyzed by PCR on 

genomic DNA, extracted after SPT16-1, PGM, or control silencing at a time when IES 

excision is normally finished. In control RNAi experiments, the 7 IESs analyzed were 

completely excised from the new developing MACs, as expected. In contrast, IES-

retaining forms accumulated in the new MACs of PGM or SPT16-1 knockdown cells 

(Figure 4A). Similar results were obtained for both SPT16-1 silencing constructs 

(Figure 4A). The amplification of non-rearranged DNA indicates that programmed 

genome rearrangements do not proceed normally after Spt16-1 depletion. Because 

of the presence of rearranged forms in the fragments of the maternal MAC, this 

approach makes it difficult to assess whether new excision junctions are formed in 

the new developing MAC. We took advantage of a cell line (delta A) that has a wild 

type MIC genome, but carries a maternally inherited deletion of the non-essential A 

gene in the MAC. During autogamy, all IESs are normally excised in this cell line 

before the entire locus is deleted in the new MAC. Using PCR primers located on 

flanking sequences of two IESs located in the A locus, transient excision junctions 

corresponding to de novo IES excision could be detected, as expected (Figure 4B). 
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In contrast, no excision junctions could be detected in SPT16-1 RNAi (Figure 4B). To 

confirm that excision is impaired in Spt16-1 depleted cells, we monitored the 

appearance of excised IES circular molecules during autogamy. Covalently closed 

circles are formed from long excised linear IESs, following Pgm-dependent DNA 

cleavages at each IES boundary (Bétermier et al., 2000). Using divergent PCR 

primers internal to IES 51A4578, we could transiently detect IES circles in control 

RNAi, as expected, but failed to detect any in cells depleted for Spt16-1 (Figure 4C). 

These data indicate that Spt16-1 is essential for the recovery of both chromosomal 

junctions and excised IES circles.  

In addition, we noted that the non-rearranged forms of the A locus accumulated at 

late time points during autogamy in Spt16-1-depleted cells (Figure 4B). Thus, 

maternally inherited deletion of the A gene is blocked in SPT16-1 silenced cells, and 

the non-rearranged germline locus is retained in the developing new MACs, a 

phenotype that is very similar to that observed when DNA cleavage is inhibited 

(Baudry et al., 2009; Marmignon et al., 2014).  

To expand these results genome wide, we performed high-throughput sequencing of 

DNA extracted from a nuclear preparation enriched for new MACs of SPT16-1-

silenced autogamous cells. We checked that, in this autogamy time-course 

experiment, the levels of poly-adenylated mRNA corresponding to the SPT16-1 gene 

were reduced upon SPT16-1 RNAi at early stages of MAC development, when 

SPT16-1 expression is normally switched on in control RNAi (data not shown). We 

next quantified the effects of SPT16-1 knockdown on IES retention. We used 

sequencing data for the DNA sample obtained from autogamous cells of the same 

strain, but with no silencing, as a control (Lhuillier-Akakpo et al., 2014). Excision of all 

IESs is altered and 98.6% (44,334) of the IESs are significantly retained in the 

developing MAC after SPT16-1 RNAi, very similar to 99% (44,491) observed after 

PGM RNAi (Denby Wilkes et al., 2015). Using the boundary score method (Denby 

Wilkes et al., 2015) we measured IES retention of each IES boundary. As expected, 

in control, the score is 0 since all IESs are correctly excised. In SPT16-1 RNAi, 

similar Gaussian distributions for each boundary are observed with a mean retention 

of 0.44, indicating that retention of two boundaries is highly correlated, as for PGM 

RNAi (Figure 4D). Excision is an efficient, robust process but rare excision errors can 

be detected (Duret et al., 2008). We catalogued these error events (deletion of a 

somatic DNA fragment, use of alternative boundary during IES elimination) and 
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evaluated their frequency as described in (Denby Wilkes et al., 2015). No difference 

could be observed between cells depleted for Spt16-1, Pgm or control cells (Figure 

S4).  

To estimate the effects of Spt16-1 depletion on the retention of germline-limited 

sequences other than IESs, we compared the sequencing read coverage of different 

genomic compartments in SPT16-1 and PGM RNAi (Arnaiz et al., 2012) (Guérin et 

al., 2017) (Figure 4E). As expected, the part of the germline genome that is collinear 

with MAC chromosomes (“MAC-destined”) is similarly covered in all datasets (Figure 

4E). In contrast, the germline-limited part of the genome (MIC-limited), which contain 

repeated sequences including transposable elements, is not covered by MAC reads 

and is well-covered by MIC reads, PGM and SPT16-1 reads, indicating that MIC-

limited sequences are retained in Spt16-1-depleted cells, as in Pgm-depleted cells 

(Figure 4E). Next, we assessed retention by mapping reads from each dataset to the 

known cloned copies of the Sardine transposon family. We found that all 

characterized Sardine copies are retained after SPT16-1 silencing (Figure 4F). 

Altogether, these results show that Spt16-1, like Pgm, is essential for all DNA 

elimination events. 

 

Spt16-1 is required for iesRNAs but not for scanRNAs accumulation  

To determine at which step Spt16-1 is involved in the process of DNA elimination, we 

examined whether Spt16 depletion affects small RNA levels. We used high 

throughput sRNA sequencing to compare sRNA populations present in control and 

SPT16-1-silenced cells at three time-points during autogamy: precocious (app. 20% 

of cell population undergoes meiosis), early (10h after the first time point), and middle 

(20 h after the first time point) (Figure 5A). At early autogamy, 25 nt-scanRNAs 

represent the majority of sRNAs in the control sample, as reported previously 

(Gruchota et al., 2017; Lepère et al., 2009; Sandoval et al., 2014). The same is true 

in SPT16-1 RNAi, indicating that Spt16-1 is not required for scanRNAs accumulation. 

As MAC development proceeds in control and SPT16-1 RNAi, the proportion of 

scanRNAs corresponding to MAC sequences decreases, indicating that selection of 

MIC-specific scnRNAs occurs normally in Spt16-1-depleted cells. In contrast to 

control RNAi, SPT16-1 RNAi almost completely abrogated iesRNA production 

(Figure 5A). This is consistent with the fact that iesRNA formation requires DNA 

elimination (Allen et al., 2017). Thus, the SPT16-1 knockdown RNA sequencing 
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showed that Spt16-1 is essential for iesRNA accumulation but does not affect the 

biogenesis nor the process of selection of scanRNA.  

 

Spt16-1 is required for H3K27me3 and H3K9me3 foci formation 

Next, we investigated whether Spt16-1 depletion affects H3K9me3 and H3K27me3 

silent heterochromatin marks. To this end, we performed indirect immunostaining 

experiments using H3K9me3 and H3K27me3 specific antibodies in control, Pgm and 

Spt16-1-depleted cells during autogamy. As previously reported, in control RNAi, 

H3K9me3 and H3K27me3 signals are detected in new developing MACs with a 

diffuse pattern that gradually formed nuclear foci before the signals eventually 

disappear (Figures 5B and S5) (Lhuillier-Akakpo et al., 2014). Depletion of Spt16-1 or 

Pgm do not affect the biogenesis of H3K27me3 and H3K9me3 in the developing 

MACs (Figures 5B and S5). This suggests that the Spt16-1 protein, like Pgm, acts 

downstream of H3K27me3 and H3K9me3 deposition. Yet H3K27me3 and H3K9me3 

signals remained diffuse as development proceeds in Spt16-1 and Pgm-depleted 

cells and no foci could be detected (Figures 5B and S5). Spt16-1, like Pgm, is thus 

required for H3K27me3 and H3K9me3 foci formation, whose biological significance 

remains unclear. Based on our observations, we suggest that H3K9me3- 

H3K27me3- nuclear bodies are likely formed as a consequence of DNA double 

strand break formation. Altogether, our data suggest Spt16-1 acts downstream the 

scanRNA-directed heterochromatin pathway. 

 

Spt16-1 is essential for the correct nuclear localization of the Pgm 

endonuclease  

In order to determine whether Spt16-1 acts before or after the Pgm endonuclease in 

the process of programmed DNA elimination, we examined Pgm localization in 

Spt16-1-depleted cells, and reciprocally, Spt16-1 localization in Pgm-depleted cells. 

To examine Pgm localization, we performed immunofluorescence experiments with 

Pgm antibodies (Dubois et al., 2017) in Spt16-1-depleted cells and in control cells 

during autogamy. As previously described, Pgm progressively accumulates in the 

developing new MAC with a peak corresponding to the time when DNA DSBs are 

introduced at IES ends, and a decrease at later stages of development before its 

disappears from the developing MAC (Dubois et al., 2017). In control cells, confocal 

microscopy indicated that Pgm accumulated in the developing new MAC at early 
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stages of development (T5), as expected (Figure 6A). We quantified the fluorescence 

signal in the new developing MACs (see Materials and Methods) in the cell 

population at this early stage of MAC development. Because cells are not 

synchronized before autogamy, there is some heterogeneity in the cell population 

that is exemplified by the difference in MAC size. Indeed, as new MACs develop, the 

size of the nucleus enlarges, and this can be used as a proxy for developmental time. 

When we plot the fluorescence intensity as a function of new MAC area, we observe 

a progressive increase in fluorescence intensity that positively correlates with 

nucleus area (20-50 µm2), confirming that the Pgm protein accumulates in the new 

MAC as it develops (Figures 6A and S6). In sharp contrast with control cells, we 

could not detect Pgm accumulation in the developing new MAC within the same 

nucleus size range, in the majority of Spt16-1-depleted cells (70%; 42/60) (Figures 

6A and S6). We conclude that Spt16-1 is required for the accumulation of the Pgm 

protein in the developing new MAC.  

We noticed that Pgm could still be detected for a small proportion of cells (30%), with 

a similar intensity as in control cells (Figures 6A and S6). Even though we cannot 

formally exclude that it may reflect an incomplete knockdown of SPT16-1, it appears 

rather unlikely to be the case since our molecular analyses of genome 

rearrangements indicated that DNA elimination is completely blocked in Spt16-1-

depleted cells. We rather favor the idea that the Pgm protein may be detected in the 

nucleus in a subset of Spt16-1-depleted cells.  

We wanted to rule out that the dramatic effect of Spt16-1 depletion on Pgm nuclear 

accumulation was due to the fact that Spt16-1 impacts the production of the Pgm 

protein itself. To evaluate Pgm protein levels, we performed Western blot analysis of 

total protein extracts at different time points during autogamy of control and Spt16-1-

depleted cells, using Pgm antibodies. The Pgm protein was shown to progressively 

accumulate with a T5-T10 peak at similar levels in both control and Spt16-1-depleted 

cells (Figure 6B). Altogether these data showed that Spt16-1 does not affect the 

production of the Pgm protein, and instead, impair its accumulation in the developing 

new MAC.  

Conversely, we examined Spt16-1 localization in Pgm-depleted cells. Cells 

transformed with the GFP-SPT16-1 transgene were subjected to PGM or control 

RNAi during autogamy. In the control, GFP-Spt16-1 appeared in the developing new 

MAC and persisted throughout MAC development, as expected (Figure 6C). In PGM 
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RNAi, the fusion protein also localized in the developing new MAC (Figure 6C). This 

was further confirmed by quantification of GFP fluorescence from confocal images in 

both conditions (see Materials and Methods) (Figures 6C and S6). We noted that, in 

a fraction of Pgm-depleted cells (42,5%), a higher Spt16-1 fluorescence intensity is 

detected in the developing new MAC. This appears to be simply due to a larger 

nucleus area (Figures 6C and S6), because there is no difference between control 

and Pgm-depleted cells when the fluorescence intensity is normalized by the nucleus 

area (Figure 6C). These data indicate that the histone chaperone Spt16-1 

predominantly localizes in the nucleus, independently of the presence of Pgm.   

 

 

DISCUSSION 

 

The histone chaperone Spt16 is conserved in most eukaryotes (Formosa, 2012). It is 

generally encoded by a single gene. During evolution, two families of SPT16 genes 

have emerged in Paramecium (Figure 1). Family 1 is composed of a single gene, 

SPT16-1. Family 2 comprises one to four genes depending on the species, which 

may be explained by whole genome duplications that have arisen in the Paramecium 

aurelia species complex (Aury et al., 2006). All Paramecium proteins contain the four 

canonical domains found in Spt16 and represent the most divergent group. In P. 

tetraurelia, all members of Family 2 are constitutively expressed, while SPT16-1 is 

specifically expressed during development. Given their distinct expression profiles, 

the two SPT16 gene families may exert specialized functions. In this study, we 

showed that SPT16-1 is essential for post zygotic development and assembly of the 

new MAC genome, where the Spt16-1 protein specifically accumulates (Figures 2, 3 

and 4). 

The functional analysis of SPT16-1 demonstrated its role in developmental 

programmed genome rearrangements. By genome resequencing upon Spt16-1 

depletion, we showed that Spt16-1 is required for all types of DNA elimination events: 

the precise excision of IESs, the imprecise elimination of repeated sequences and 

transposable elements, and the maternal inheritance of gene deletions (Figure 4).  

We did not find any difference between SPT16 and PGM datasets:  in particular, no 

change in the frequency or in the types of excision errors could be detected (Figure 

S4). Previous work revealed the existence of partially overlapping pathways involved 
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in IES excision: some factors are required for the excision of a subset of IESs, while 

other factors are required for the excision of yet another overlapping subset of IESs 

(Furrer et al., 2017; Gruchota et al., 2017; Lhuillier-Akakpo et al., 2014; Maliszewska-

Olejniczak et al., 2015; Sandoval et al., 2014). Spt16-1 does not belong to any of 

these specialized pathways required for the excision of subset of IESs but instead, 

appears to be a generic factor, which, like Pgm, is required for the elimination of all 

IESs (Arnaiz et al., 2012; Baudry et al., 2009) 

The current model to explain the elimination of the vast majority of MIC-specific 

sequences proposes that 25 nt-long scnRNA produced by the entire MIC genome 

during meiosis are transferred from the maternal MAC where they are enriched in 

MIC-specific sequences to the new MAC where they lead to the deposition of post-

translational modifications of histone H3 (H3K9me3 and H3K27me3) on homologous 

sequences and eventually trigger DNA elimination. High throughput sequencing of 

small RNA populations at different time points during sexual events and during MAC 

development showed that Spt16-1 is not required for scnRNA production nor for the 

selection process that allows enrichment in MIC-specific sequences (Figure 5). We 

further showed that Spt16-1 is not required for the deposition of H3K9me3 and 

H3K27me3 in the developing new MAC (Figure 5), similarly to Pgm (Lhuillier-Akakpo 

et al., 2014). Our analyses thus indicate that Spt16-1, like Pgm, is a downstream 

factor of the scanRNA-mediated heterochromatin pathway.  

Consistent with Spt16-1 being essential for DNA elimination, 26-29 nt long iesRNAs 

that are produced in the new MAC from excised IESs and appear involved to 

complete IES excision (Allen et al., 2017; Sandoval et al., 2014) were not detected in 

Spt16-1-depleted cells. Heterochromatin H3K27me3 and H3K9me3 marks normally 

display a dynamic pattern of localization during MAC development:  the staining 

observed in immunofluorescence experiments with specific antibodies is first diffuse 

then reorganizes into nuclear foci that collapse into a single focus before it eventually 

disappears (Lhuillier-Akakpo et al., 2014). We previously showed that Pgm is 

required for the formation of these nuclear bodies (Lhuillier-Akakpo et al., 2014). 

Similarly, we showed here that Spt16-1 was essential for their dynamic 

reorganization (Figure 5). The biological significance of the formation and 

aggregation of H3K9me3/H3K27me3 nuclear bodies is unclear. This is reminiscent of 

phase separation, a phenomenon that gives rise to non-membrane compartments 

that is suggested to be involved in heterochromatin formation (Larson et al., 2017; 
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Strom et al., 2017). The late timing of their formation relative to DNA elimination, their 

dependency toward Pgm and Spt16-1 factors suggest that H3K9me3/H3K27me3 

nuclear bodies aggregate once DNA elimination events are completed. One could 

imagine that MIC-specific DNA associated with the factors needed for elimination 

(proteins and non-coding RNAs) are aggregated after excision from the 

chromosomes before degradation in the nucleus. 

We showed that Spt16-1 is critical for the correct accumulation of the Pgm protein in 

the developing new MAC (Figure 6), providing an explanation for why DNA 

elimination is impaired in Spt16-1-depleted cells. We ruled out the possibility that 

Spt16-1 is involved in the production of the Pgm protein. Indeed, we showed, by 

Western blot analysis of whole cells extracts, that the levels of the Pgm protein are 

not affected upon Spt16-1 depletion (Figure 6). Our quantitative image analysis of 

localization experiments showed that, at steady state, the Pgm and Spt16-1 proteins 

both accumulate in the nucleus in normal conditions. However, a drastic reduction of 

the Pgm nuclear signal was observed in the absence of Spt16-1 (Figure 6). 

Conversely, Spt16-1 still accumulated in the nucleus, in the absence of Pgm (Figure 

6). Altogether our data indicate that Spt16-1 impacts Pgm localization and 

presumably, Pgm predominantly accumulates in the cytoplasm in the absence of 

Spt16-1. Our inability to detect a cytoplasmic Pgm localization by immunolocalization 

may be easily explained by the diffusion of the signal in the large volume occupied by 

the cytoplasm in P. tetraurelia cells (130 µm large, 30 µm width).  

Pgm accumulation in the nucleus of some Spt16-depleted cells appears to contradict 

our molecular analyses showing defective DNA elimination under this condition 

(Figure 4). In Spt16-1-depleted cells, the absence of precise de novo IES excision 

junctions could either reflect an inhibition of DNA cleavage, as shown for Pgm 

depletion (Baudry et al., 2009) or a problem in DSB repair, as established for Ligase 

IV depletion (Kapusta et al., 2011). In Ligase IV-depleted cells, however, the 

developing new MACs display a faint DAPI staining, likely due to lack of 

endoreplication caused by the accumulation of non-repaired DSBs (Kapusta et al., 

2011). In Spt16-1-depleted cells, as in Pgm-depleted cells, the Hoechst staining of 

the developing new MACs appears very similar to normal cells (Figure 2). The 

similarities between the phenotypes observed in Pgm- and Spt16-1- depleted cells 

strongly support the idea that Spt16-1 depletion inhibits DNA cleavage, despite 

accumulation of Pgm.  
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Based on our localization observations, we hypothesize that Pgm is a nucleo-

cytoplasmic shuttling protein constantly moving in and out of the nucleus. At steady-

state, Pgm predominantly accumulates in the nucleus in normal conditions, while it 

predominantly accumulates in the cytoplasm in absence of Spt16-1 due to changes 

of the balance between import and export rates. To explain its mode of action, we 

propose that Spt16-1 mediates, directly or indirectly, the interaction of Pgm to 

chromatin or DNA, preventing its export from the nucleus. Spt16 in other organisms 

is well known for its ability to open chromatin and make the DNA accessible to the 

replication, transcription or repair machineries (Hondele et al., 2013; Kemble et al., 

2015; Yang et al., 2016). Similarly, Spt16-1 could interact with histones and 

rearrange the chromatin to open it, in order for Pgm and the other components of the 

excision machinery to interact with DNA.  

In conclusion, our work establishes that a developmental-specific Spt16-1 is essential 

for the massive and reproducible programmed genome rearrangements that occur 

during Paramecium development. There is evidence that histone chaperones can 

play an active role in the import of histones. Histone chaperones have also been 

shown to regulate the localization of important chromatin modifying enzymes (Keck 

and Pemberton, 2012). Here, we showed that the Spt16-1 histone chaperone 

promotes nuclear localization and activity of the Pgm endonuclease, providing a 

novel mechanism to control nuclear availability of the enzymatic complex responsible 

for DNA cleavages that orchestrates genome reorganization.  

 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Paramecium strains, cultivation and autogamy 

All experiments were carried out with the entirely homozygous wild type strain 51 of 

P. tetraurelia or with strain 51 cells deleted for genes A and ND7 in the 

macronucleus. Cells were grown in wheat grass powder (WGP) (Pines International) 

infusion medium bacterized the day before use with Klebsiella pneumoniae and 

supplemented with 0.8 mg/mL β-sitosterol (Merck). Cultivation and autogamy were 

carried out at 27°C (Beisson et al., 2010a). 

 

Gene silencing experiments 
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Plasmids used for T7Pol-driven dsRNA production in silencing experiments were 

obtained by cloning PCR products from each gene using plasmid L4440 and 

Escherichia coli strain HT115 DE3, as previously described (Galvani and Sperling, 

2002). Sequences used for silencing of SPT16-2a, SPT16-2b, SPT16-2c were 

segments 1572-2217; 1572–2217 and 1583-2227 of PTET.51.1.G1210069, 

PTET.51.1.G1050068 and PTET.51.1.G0550178, respectively. For SPT16-1 

silencing, two non-overlapping gene fragments covering positions 1704-2165 

(SPT16_1#1) and 165-902 (SPT16_1#2) of PTET.51.1.G0710091 were used. The 

fragments used for ND7 (Garnier et al., 2004), ICL7a (Bouhouche et al., 2011), 

DCL2, DCL3 (Lepère et al., 2009), PGM-1 (Baudry et al., 2009) and EZL1-1 

(Lhuillier-Akakpo et al., 2014) are those previously published. Preparation of 

silencing medium and RNAi during autogamy was performed as described in (Baudry 

et al., 2009). Lethality of post-autogamous cells after silencing of PGM in GFP-Spt16-

1 transformed cells was 90-100%. As expected, Pgm depletion led to retention of all 

IESs tested. 

 

Injection of GFP fusion transgenes 

For the construction of in-frame GFP-SPT16-1 fusion, a GFP coding fragment 

adapted to Paramecium codon usage (Nowacki et al., 2005) was added by PCR 

fusion to the 5’ end of the SPT16-1 gene. As a result, the GFP is fused to the N-

terminus of SPT16-1 and the fusion protein is expressed under the control of the 

SPT16-1 transcription signals (promoter and 3’UTR). It contains the 119-bp genomic 

region upstream of the SPT16-1 open reading frame, the 308-bp genomic region 

downstream. The plasmid carrying the GFP-SPT16-1 fusion transgene was 

linearized by RsrII and microinjected into the MAC of vegetative cells. No lethality 

was observed in the post-autogamous progeny of injected cells, indicating that the 

GFP-SPT16-1 fusions did not interfere with normal progression of autogamy. For the 

construction of in-frame RNAi resistant GFP-SPT16-1 fusion, the original NheI-SwaI 

restriction fragment of the SPT16-1 coding sequence that comprises the RNAi target 

region SPT16-1#2 was replaced by a synthetic DNA sequence (Eurofins Genomics). 

The fragment was designed to maximize nucleotide sequence divergence with the 

endogenous genomic locus without modifying the amino acid sequence of the 

encoded Spt16-1 protein. Plasmid carrying the RNAi resistant GFP-SPT16-1 fusion 

transgene was linearized by RsrII and microinjected into the MAC of vegetative cells.  
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DNA and RNA extraction and PCR, qPCR 

DNA samples were typically extracted from 200-400-ml cultures of exponentially 

growing cells at <1,000 cells/ml or of autogamous cells at ≤2,000–4,000 cells/ml as 

previously described (Beisson et al., 2010b). Small-scale DNA samples were 

prepared from 1,000 cells using the NucleoSpin Tissue kit (Macherey-Nagel). RNA 

samples were typically extracted from 200–400-ml cultures of exponentially growing 

cells at <1,000 cells/ml or of autogamous cells at 2,000–4,000 cells/ml as previously 

described (Beisson et al., 2010b). 

PCR amplifications were performed in a final volume of 25 µL, with 10 pmol of each 

primer, 10 nmol of each dNTP and 1.9 U of Expand Long Template Enzyme mix 

(Expand Long Template PCR system, Roche). PCR products were analyzed on 

0.8%-3% agarose gels. Oligonucleotides were purchased from Eurofins MWG 

Operon or SIGMA (see Table S2).  

 

H3K9m3/H3K27me3 immunofluorescence  

Cells were fixed for 30 minutes in solution I (10 mM EGTA, 25 mM HEPES, 2 mM 

MgCl2, 60m M PIPES pH 6.9 (PHEM 1X); paraformaldehyde 1%, Triton X-100 2.5%, 

Sucrose 4%) and for 10 minutes in solution II (PHEM 1X, paraformaldehyde 6.5%, 

Triton X-100 1.2%, Sucrose 4%). The primary antibodies used were rabbit polyclonal 

α-H3K27me3 (07-449, Millipore) and α-H3K9me3 (07-442, Millipore) at 1∶500 

dilution. After incubation with the primary antibodies, cells were washed in 1X 

phosphate-buffered saline (PBS), incubated with the secondary antibodies (Alexa 

Fluor 568-conjugated goat anti-rabbit IgG, A-11036, Invitrogen) at 1∶500 for 1h, 

stained with 1 µg/mL Hoechst, washed in 1X PBS, centrifuged on microscope slides 

with the CytoSpin™ 4 Cytocentrifuge (Thermo Scientific) and finally mounted in 

Citifluor AF2 glycerol solution (Citifluor Ltd, London).  

 

Pgm Immunofluorescence 

Pgm Immunofluorescence was performed as described in (Dubois et al., 2017). 

Briefly, cells were permeabilized for 4 minutes in PHEM 1X, Triton X-100 1% and 

fixed for 15 minutes in PHEM 1X, paraformaldehyde 2%, then washed twice in TBST 

(10 mM Tris pH 7.4, 0.15 M NaCl, 0.1% Tween 20) 3% BSA (bovine serum albumin, 

Sigma-Aldrich). Cells were incubated for 2 h at room temperature with anti-Pgm 
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2659 primary antibodies (1:300 in Signal + solution A for immunostaining, GenTex), 

and washed with TBST 3% BSA prior to 40 min incubation with Alexa fluor 488 goat 

anti-rabbit IgG secondary antibody (1:300, ThermoFisher Scientific), followed by 

DAPI staining (0.2 µg/ml) for 5 min before being mounted in Citifluor AF2. 

 

Fixation of GFP-Spt16 and GFP-Spt16 injected cells 

Cells were fixed and stained for 10 minutes in PHEM 1X (10 mM EGTA, 25 mM 

HEPES, 2 mM MgCl2, 60m M PIPES pH 6.9), paraformaldehyde 2%, Hoechst 1 

µg/ml, washed in 1X PBS and finally mounted in Citifluor AF2 glycerol solution 

(Citifluor Ltd, London).  

 

Image acquisition and quantification 

All images were acquired using a Zeiss LSM 710 laser-scanning confocal 

microscope and a Plan-Apochromat 63x/1.40 oil DIC M27 objective. Z-series were 

performed with Z-steps of 0.39 µm (or 0.5 µm for quantification). Quantification was 

performed using ImageJ. For each cell, a “Region Of Interest” (ROI) is drawn around 

the developing new MAC, using Z-stack projections of the Hoechst/DAPI channel. 

The area of the nucleus is given by the area of the ROI in µm². Using Z-stack 

projections of the GFP or Pgm channel in the corresponding image, ROI was used to 

measure the mean fluorescence intensity. In ROI area, integrated raw density was 

quantified and mean fluorescence intensity is calculated. An estimate of GFP/Pgm 

local background is defined by drawing a square outside of the cell in the 

corresponding channel and quantifying integrated raw density in the square 

selection. Fluorescence intensity in the nucleus was then defined by subtracting local 

background to mean fluorescence intensity of the corresponding nucleus.   

 

Whole cell protein extracts and Western-Blot analysis 

Cell pellets from autogamous cells at ≤2,000–4,000 cells/ml were frozen at -80°C in 

liquid nitrogen. Pellets were lysed 3 min in boiling SDS 5% and Protease Inhibitor 

Cocktail Set I - Calbiochem 5X (Merck) and centrifuged at maximum speed. 

Supernatant with proteins were collected and Laemmli buffer was added. 10 µg of 

protein extracts were used for Western blot. Electrophoresis and blotting were carried 

out according to standard procedures. The Pgm (1:500; Proteogenix 2659-Guinea 

Pig) primary antibody was used (Dubois et al., 2017). Secondary horseradish 
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peroxidase-conjugated donkey anti-rabbit IgG antibody (Promega) was used at 

1:5000 dilution followed by detection by ECL (SuperSignal West Pico 

Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific). For normalization, the membranes 

probed with Pgm antibody were stripped in stripping buffer (ThermoScientific) and 

probed against with alpha-Tubulin antibody (TEU435 (Callen et al., 1994)). 

 

DNA and sRNA sequencing 

DNA for deep-sequencing was isolated from post-autogamous cells as previously 

described (Arnaiz et al., 2012) and sequenced by a paired-end strategy using 

Illumina GA-IIx and Hi-Seq next-generation sequencers. Accession numbers and 

sequencing data are displayed in Table S3. 

Purification, sequencing and analysis of sRNAs from control and Spt16-depleted 

cells were carried out as previously described (Maliszewska-Olejniczak et al., 2015). 

Briefly, for sRNA library construction, the ∼19–28 nt fraction was purified from total 

RNA by polyacrylamide gel electrophoresis (15%, 19:1 acrylamide:bisacrylamide) 

and gel-eluted with 0.3 M sodium chloride, followed by ethanol precipitation. The 

eluate was used for library construction using standard Illumina protocols. The 20–30 

nt sRNA reads were filtered for known contaminants (Paramecium rDNA, 

mitochondrial DNA, feeding bacteria genomes and L4440 feeding vector sequences) 

(Table S4). In addition, the 23 nt siRNA reads that map to the RNAi targets were 

removed. The filtered reads were mapped to reference MAC and MAC+IES 

genomes. Read counts were normalized using the total number of filtered reads. 

 

Reference genomes 

The following reference genomes (Arnaiz et al., 2012) were used in the IES analyses 

and for read mapping. 

Paramecium tetraurelia strain 51 MAC genome (v1.0) : 

https://paramecium.i2bc.paris-

saclay.fr/download/Paramecium/tetraurelia/51/sequences/ptetraurelia_mac_51.fa 

Paramecium tetraurelia strain 51 MAC+IES genome (v1.0) : 

https://paramecium.i2bc.paris-

saclay.fr/download/Paramecium/tetraurelia/51/sequences/ptetraurelia_mac_51_with_

ies.fa 

Paramecium tetraurelia strain 51 PGM contigs (v1): https://paramecium.i2bc.paris-

https://paramecium.i2bc.paris-saclay.fr/files/Paramecium/tetraurelia/51/sequences/ptetraurelia_mac_51.fa
https://paramecium.i2bc.paris-saclay.fr/files/Paramecium/tetraurelia/51/sequences/ptetraurelia_mac_51_with_ies.fa
https://paramecium.i2bc.paris-saclay.fr/files/Paramecium/tetraurelia/51/sequences/ptetraurelia_mac_51_with_ies.fa
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saclay.fr/download/Paramecium/tetraurelia/51/sequences/contigs_ABK_COSP_best

_k51_no_scaf.fa 

Paramecium tetraurelia strain 51 MIC contigs (v0): https://paramecium.i2bc.paris-

saclay.fr/download/Paramecium/tetraurelia/51/sequences/ptetraurelia_mic2.fa 

Macronuclear DNA reads for PiggyMac depleted cells were obtained from the 

European Nucleotide Archive (Accession number ERA137420) (PGM).  

 

Genome-wide analysis of IES retention 

Analysis was made using the multi-threaded Perl software PARTIES available 

at https://github.com/oarnaiz/ParTIES (Denby Wilkes et al., 2015). 
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Species Name Accession Number 

Paramecium tetraurelia Spt16-1 PTET.51.1.P0710091 
Paramecium tetraurelia Spt16-2a PTET.51.1.P1210069 
Paramecium tetraurelia Spt16-2b PTET.51.1.P1050068 
Paramecium tetraurelia Spt16-2c PTET.51.1.P0550178 
Tetrahymena thermophila Spt16 TTHERM_00283330 
Schizosaccharomyces 
pombe 

Spt16 SPBP8B7.19 

Saccharomyces cerevisiae Spt16 YGL207W 
Caenorhabditis elegans Spt16 WP:CE17113 
Drosophila melanogaster DRE4 FBgn0002183 
Homo sapiens Spt16H HGNC:11465 
Mus musculus Supt16 MGI:1890948 
Arabidopsis thaliana Spt16 AT4G10710 
Paramecium octaurelia Spt16-1 POCTA.138.1.P1140149 
Paramecium octaurelia Spt16-2a POCTA.138.1.P1350085 
Paramecium octaurelia Spt16-2b POCTA.138.1.P1280104 
Paramecium octaurelia Spt16-2c POCTA.138.1.P1200107 
Paramecium tredecaurelia Spt16-1 PTRED.209.2.P71800001294160129 
Paramecium tredecaurelia Spt16-2a PTRED.209.2.P71800001294140062 
Paramecium tredecaurelia Spt16-2b PTRED.209.2.P71800001294090202 
Paramecium tredecaurelia Spt16-2c PTRED.209.2.P71800001290980080 
Paramecium tredecaurelia Spt16-2d PTRED.209.2.P71800001293940093 
Paramecium biaurelia Spt16-1 PBIA.V1_4.1.P01200073 
Paramecium biaurelia Spt16-2a PBIA.V1_4.1.P00180125 
Paramecium biaurelia Spt16-2b PBIA.V1_4.1.P00690070 
Paramecium biaurelia Spt16-2c PBIA.V1_4.1.P04930005 
Paramecium biaurelia Spt16-2d PBIA.V1_4.1.P02300049 
Paramecium primaurelia Spt16-1 PPRIM.AZ9-3.1.P1650085 
Paramecium primaurelia Spt16-2a PPRIM.AZ9-3.1.P0700122 
Paramecium primaurelia Spt16-2b PPRIM.AZ9-3.1.P0670199 
Paramecium primaurelia Spt16-2c PPRIM.AZ9-3.1.P1030093 
Paramecium primaurelia Spt16-2d PPRIM.AZ9-3.1.P0690041 
Paramecium pentaurelia Spt16-1 PPENT.87.1.P0520132 
Paramecium pentaurelia Spt16-2a PPENT.87.1.P0610195 
Paramecium pentaurelia Spt16-2b PPENT.87.1.P0440198 
Paramecium pentaurelia Spt16-2c PPENT.87.1.P0970092 
Paramecium pentaurelia Spt16-2d PPENT.87.1.P0510097 
Paramecium sexaurelia Spt16-1 PSEX.AZ8_4.1.P1620011 
Paramecium sexaurelia Spt16-2a PSEX.AZ8_4.1.P0570148 
Paramecium sexaurelia Spt16-2b PSEX.AZ8_4.1.P0960067 
Paramecium sexaurelia Spt16-2c PSEX.AZ8_4.1.P1020092 
Paramecium sexaurelia Spt16-2d PSEX.AZ8_4.1.P0830089 
Paramecium caudatum Spt16-1 PCAU.43c3d.1.P00040086 
Paramecium caudatum Spt16-2 PCAU.43c3d.1.P00700076 
 
Table S1. Accession number of proteins used in the phylogenetic analysis 

Accession number, name of the protein and species are given. Paramecium 
database: https://paramecium.i2bc.paris-saclay.fr/, T. thermophila database: 
http://ciliate.org/index.php/home/welcome, S. pombe database: 
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https://www.pombase.org/, S. cerevisiae database: https://www.yeastgenome.org/, 
C. elegans database: https://wormbase.org/#012-34-5, D. melanogaster database: 
http://flybase.org/, M. musculus database: http://www.informatics.jax.org/, H. sapiens 
database: https://www.genenames.org, A. thaliana database: 
https://www.arabidopsis.org/. 
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Name Sequence (5’ to 3’) Application 

51A4578-2 TGGTTGTTAGTCTCAAAGAATTCTAAAGAC PCR for IES circles  

514578-7bis AAATTCCAAAAAGTTTTGAATATCTTTTGAG PCR for IES circles  

51A-1835-5'(3) GGTTGCGTAACACTTCCTCTTAAATGTGAG PCR around IESA1835 
51A-1835-3' ATCCTAACATCCTTGAATAGTTACTGATCC PCR around IESA1835 

51G1832up GCTATAACTCTTGAAGCTGCTTGTAATATG PCR around IESG1832 
51G1832do TTGTCAATGAGCCATTAACAGTTGCTGGAT PCR around IESG1832 

51A-4404-5'(2) TGGAATAGTGCTGCATCACCAGCTGCTTGC PCR around IESA4404 

51A-4404-3'(2) CCAGTTATTGAACTGCAACTTACTGCAGTG PCR around IESA4404 
51G1413up GAAGCTGCTTGTGTTAAGAATTCTACTGG PCR around IESG1413 

51G1413do GCATCCAGCACTAGTTGAATTTACTGTA PCR around IESG1413 
MT1 TTCTAAGCTGATTTATTCAATTTCAACAGAAC PCR around IES mtA 
MT2 TTGAAAAAAGGTCATCTCTTTCATTAAATTCC PCR around IES mtA 

51G2832-6 CAAATACTGGTGGTGCAACATCCTCAACTGC PCR around IESG2832 
51G2832-8 GAACCATTTAATGCGCAATATCCTGCATTTCC PCR around IESG2832 
51A2591-18 AAGTGCAACCTGTGCTGATGCTCCCGATGA PCR around IESA2591 

51A2591-20 AGTTCCTTTGAAAGATGTGCAAGCTCCAGA PCR around IESA2591 
51A-6649-5' AAATGGTACTGTTTGTGCTTGGGATAGTGC PCR around IESA6649 
51A-6649-3' CAGCAGTACATCCAGCTCTCTAAGTTTAGC PCR around IESA6649 

51A4578-5' CACTGCAGTAAGTTGCAGTTCAATAACTGG PCR around IESA4578 
fed_SPT16_f1 AAATCACTATCAGATTTTGGACTAATG 

 
Insert feeding #1 for Spt16-1  

fed_SPT16_r1 CATCTTAAAAATGAAATGAATGCATG Insert feeding #1 for Spt16-1  
fed2_SPT16_f2 TTGTGAATTGATGGATTGCATATTG Insert feeding #2 for Spt16-1 
fed2_SPT16_r2 TTAAAATAATAATGTCCTTGTGCAATATG Insert feeding #2 for Spt16-1 

51A4578-3' GTAGTCTTAAAATCTTAGCATGTTGTACC PCR around IESA4578 
SPT16_up1_F ATTGCAATTGATTTACTGTGATGATGTG PCR for SPT16-1 and regulatory 

sequences 

SPT16_do1_R TATCTCAATCAGAGGACTCAGAGGGA PCR for SPT16-1 and regulatory 
sequences 

pcrIISPT16_ATG_F GATAAAGTGTAGATAGCATTATAAAATAA PCR to introduce GFP in GFP-Spt16-1 
pcrIISPT16_ATG_R TATTTAATATTCTTTTACAATTGCCAAAC PCR to introduce GFP in GFP-Spt16-1 

qPCR_GFP_F1 CTTTTCACTGGTGTTGTTCC qPCR to measure transgene copy 
number 

qPCR_GFP_R1 TCCATAAGTTGCATCACCTT qPCR to measure transgene copy 

number 
Actin 1-1 for AAGGTGAAATAATTGTCATCATAATCA qPCR to measure transgene copy 

number 

Actin 1-1 rev CAACAACTGCGGGGAAG qPCR to measure transgene copy 
number 

 
Table S2. Oligonucleotides used in this study 
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Sample ENA 

Accession 
Insert 
size (bp) 

Read 
length (bp) 

Number of 
reads (M) 

Aligned reads on 
the MAC 

MAC 
coverage  

Aligned reads 
on the MIC 

MIC 
coverage  

Control ERX466735 212 74 106 98% (104M) 99% 99% (105M) 79% 

PGM RNAi ERA137444 341 108 128 87% (112M) 99% 97% (125M) 96% 

SPT16-1 
RNAi 

XXX 372 101 102 90,20% (92M) 99% 99% (101M) 96% 

MIC SAMN053236
60 

265 101 92 84,78% (78M) 99% 98% (91M) 99% 

 
Table S3. Sequencing and mapping statistics for DNAseq. 

Read statistics are provided for the SPT16-1 RNAi sample sequenced for this study. 
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Stage Label 
ENA 

Accession 
Number of 

reads 

Number 
of reads 
mapped 
on MAC 

% 

Number of 
reads 

mapped on 
IES 

% 

Number of 
reads 

mapped on 
vector 

% 

Precociou
s 

Control SR 14 215 837,00 6632869 46,66% 622 985,00 4,38% 
3 108 

206,00 
21,86

% 
SPT16-

1 
SR 23 133 590,00 13782467 59,58% 725 102,00 3,13% 

4 387 
066,00 

18,96
% 

Early 
Control SR 20 966 122,00 4494664 21,44% 4 371 367,00 

20,85
% 

4 789 
590,00 

22,84
% 

SPT16-
1 

SR 29 561 256,00 13097835 44,31% 1 961 808,00 6,64% 
9 039 

867,00 
30,58

% 

Mid 
Control SR 8 601 883,00 1629823 18,95% 2 173 420,00 

25,27
% 

2 342 
676,00 

27,23
% 

SPT16-
1 

SR 24 619 965,00 8643585 35,11% 2 366 803,00 9,61% 
8 960 

916,00 
36,40

% 
 
Table S4. Description of sRNA-seq data  

Read statistics are provided for the control RNAi and SPT16-1 RNAi sample sequenced for this study. 
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Figure legends 

 

Figure 1. Paramecium tetraurelia Spt16 proteins.  

A. Conserved domains (colored boxes) in Paramecium tetraurelia Spt16-1 protein. B. 

Phylogenetic tree of Spt16 proteins from P tetraurelia (Pt), Tetrahymena thermophila 

(Tt), Saccharomyces cerevisiae (Sc), Schizosaccharomyces pombe (Sp), 

Caenorhabditis elegans (Ce), Drosophila melanogaster (Dm), mouse (Mm), human 

(Hs) and Arabidopsis thaliana (At) based on the alignment of full-length protein 

sequences. The tree was generated with PhyML 3.0 with bootstrapping procedure 

and visualized with Tree.Dyn 198.3. Accession numbers are provided in Table S1. C. 

SPT16 gene expression profiles during the life cycle. Mean mRNA expression levels 

were determined by RNA sequencing during vegetative growth and at different time 

points during autogamy (Arnaiz et al. 2017). The vegetative point consists of two 

samples from mass cultures containing only log-phase cells showing no sign of 

meiosis. The meiosis time point consists of two samples containing 32-39% of cells 

undergoing meiosis and little fragmentation of the maternal MAC. The fragmented 

time point consists of three samples containing a similar proportion of meiotic cells 

(20-23%) as the meiosis time point, but also contained 40-47% of cells with a 

fragmented maternal MAC. The Development 1 time point consists of two samples 

containing 50-56% of cells with a fragmented maternal MAC and 35-37% of cells that 

contained two already visible new MACs. The development 2/3 time point consists of 

four samples containing 73-91 % of cells with two new MACs. Development 4 time 

point consists of two samples ta ken 10 hours after the previous time point and 

consisting of 91-98% of cells with two new MACs and in which appear 1-9% of post-

autogamous cells. 

 

Figure 2. Spt16-1 is essential for development.  

A. Production of post-autogamous sexual progeny following SPT16-1 gene silencing. 

The gene targeted in each silencing experiment is indicated. Two non-overlapping 

silencing fragments (#1 and #2) of the SPT16-1 gene were used independently. The 

ND7 or ICL7 genes were used as control RNAi targets, since their silencing has no 

effect on sexual processes (Bouhouche et al., 2011). Autogamy was also performed 

in standard K. pneumoniae medium (no RNAi). Cells were starved in each medium to 

induce autogamy and, following 3-4 days of starvation, autogamous cells were 
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transferred individually to K. pneumoniae medium to monitor growth of sexual 

progeny. The total number of autogamous cells analyzed for each RNAi and the 

number of independent experiments (in parenthesis) are indicated. Death in progeny 

after SPT16-1 silencing was observed after less than three cell divisions, as for PGM 

silencing. B. Z-projections of Hoechst staining of control, Pgm or Spt16-1-depleted 

cells fixed at late stages of development during autogamy. Dashed black circles 

indicate the two developing MACs. Black arrows indicate the MICs. The other 

Hoechst-stained nuclei are fragments from the maternal somatic MAC. Scale bar is 

10 µm. C. SPT16-1 gene silencing following mating pair separation. Reactive cells 

were obtained in standard K. pneumoniae medium, and mating pairs were 

transferred to silencing medium. The gene targeted in each silencing experiment is 

indicated. Only silencing fragment #1 of the SPT16-1 gene was used. The next day, 

individual sexual progenies were transferred individually to K. pneumoniae medium 

to monitor growth. The total number of cells analyzed for each RNAi and the number 

of independent experiments (in parenthesis) are indicated. 

 

Figure 3. A functional GFP-Spt16-1 fusion protein is localized in the developing 

macronuclei.  

A. Localization of the GFP-Spt16-1 fusion protein expressed from the RNAi-resistant 

GFP-SPT16-1 transgene (see Materials and Methods). Overlay of Z-projections of 

magnified views of GFP-Spt16-1 (in green) and Hoechst (in red) are presented (a-f), 

aligned with their schematic representations on the right. Dashed white circles 

indicate the two developing MACs. The other Hoechst-stained nuclei are fragments 

from the maternal somatic MAC or the MlCs. Scale bar is 10 µm. The inset displays 

one the two developing new MACs. Transgene copy number per haploid genome 

was 19 as measured by qPCR from total genomic DNA extracted from vegetative 

cells and values were normalized to the endogenous GAPDH gene. B. ln vivo genetic 

complementation with the RNAi-resistant GFP-SPT16-1 transgene upon SPT16-1 

gene silencing during autogamy. Production of sexual of post-autogamous progeny 

following complementation of SPT16-1 RNAi by GFP-Spt16-1 RNAi resistant is 

indicated. The gene targeted in silencing experiment is indicated. Silencing is 

realized in non-injected cells (NI) or GFP-Spt16-1 injected cells (GFP-Spt16-1). ICL7 

gene is used as control RNAi target, since its silencing has no effect on sexual 

processes (Bouhouche et al., 2011). Cells were starved in each medium to induce 
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autogamy and, following 3-4 days of starvation, autogamous cells were transferred 

individually to K. pneumoniae medium to monitor growth of sexual progeny. The total 

number of autogamous cells analyzed for each RNAi and the number of independent 

experiments (in parenthesis) are indicated. 

 

Figure 4. Spt16-1 is required for DNA elimination events  

A. PCR analysis of the excision of some IES using primers located each side of the 

IES after autogamy. On the left, are named each IES. On the right are listed 

corresponding size of each IES. The gene targeted in silencing experiment is 

indicated. As detailed in Figure 2, autogamy was also performed after no RNAi or 

control RNAi. As expected there was no IES retention for no RNAi or control RNAi 

but there was IES retention for PGM gene silencing. ln each lane, upper band 

corresponds to the non-excised form whereas lower band corresponds to excised 

IES form and is mostly amplified from fragments of the maternal MAC. B. Maternal 

inheritance of macronuclear deletion is analyzed after Control or SPT16-1 RNAi 

using a cell line reproducibly deleting the ND7 gene and A gene from the MAC 

genome at each sexual generation. PCR is performed on DNA extracted during 

autogamy time course experiment with primers each side of IES included in A gene. 

Upper band corresponds to non-deleted A gene with retained IESs. Lower band 

corresponds to non-deleted A gene with excised IESs. ln control RNAi, A gene is 

deleted before autogamy and progressively deleted in last time points after IES have 

been excised. C. PCR detection of IES 51A4578 circles with diver­gent primers on 

genomic DNA at each time point during autogamy time course experiment silencing 

control or SPT16-1 gene. D. IES retention scores after PGM and SPT16-1 RNAi. 

Histograms of retention scores for left and right boundaries of all IESs, as described 

in Materials and Methods, for control (black), PGM RNAi (blue) and SPT16-1 RNAi 

(red). Spearman's rank correlation between right and left boundaries is given for each 

RNAi. E. Violin plot superimposed with a boxplot of normalized coverage using 

DESeq2 (see Guerin et al.) of 1 kb windows of the MIC assembly for a Klebsiella 

(KLEB grey) sample, MIC sample (green), PGM RNAi sample (blue) and SPT16-1 

RNAi sample. The windows are split into two categories defined in Guerin et al. 2017: 

MAC-destined compartment and MIC-limited compartment. F. Retention of some 

class Il DNA transposons imprecisely eliminated after PGM and SPT16-1 RNAi. The 

bar plots represent read coverage of 8 individual copies of the Sardine transposon 
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(GenBank Accession No. HE774468-HE774475). The coverage was determined by 

mapping reads for the control dataset (black), PGM silencing (blue) and SPT16-1 

silencing (red) datasets. The normalized units (RPKM) are reads per kilobase of the 

transposon sequence per million library read mapped against the MAC reference 

genome. As expected ail transposable elements are retained in PGM RNAi (Arnaiz et 

al., 2012, Guerin et al., 2017) 

 

Figure 5. Spt16-1 is required for iesRNA accumulation and for H3K27me3 and 

H3K9me3 foci formation  

A. Analysis of iesRNAs populations in SPT16-1 RNAi. Small RNA libraries 

corresponding to three time-points du ring autogamy: precocious (app. 20% of cell 

population undergoes meiosis), early (10h after the first time point), and middle (20h 

after the first time point), after control or SPT16-1 RNAi were sequenced and 

mapped to the reference genomes (Paramecium tetraurelia MAC reference genome 

and MAC+IES reference genome). Bar plots show the normalized proportion of 

sRNA reads that match the MAC genome (green), annotated IESs (yellow) or to the 

feeding vector (purple). The histograms display the cytological stages of the cell 

population at each developmental time point. B. Overlay of z projections of magnified 

views of H3K9me3 specific antibodies (green) and Hoechst (red) in control or SPT16-

1 or PGM RNAi at early or late development time-points. Dashed white circles 

indicate the two developing MACs. The other Hoechst-stained nuclei are fragments 

from the maternal somatic MAC. Scale bar is 10 µm. Percentage of H3K9me3 

positive cells are indicated. 

 

Figure 6. Spt16-1 is required for Pgm localization during development 

A. Overlay of Z-projections of immunolabelling with Pgm antibody (green) and 

staining with Hoechst (red) in control or SPT16-1 RNAi at T5. Dashed white circles 

indicate the two developing MACs. The other Hoechst-stained nuclei are fragments 

from the maternal somatic MAC. Scale bar is 10µm. Next quantification by Image J 

macro of Pgm antibody fluorescence signal compared to nucleus size in µm2 is 

shown during development for control RNAi (white circles) or SPT16-1 RNAi (red 

circles). Quantification of the Pgm fluorescence signal in the developing new MAC 

(Arbitrary Units, A. U.) as a function of nucleus area (in µm²) at T5 upon control RNAi 

(white circle) and SPT16-1 RNAi (red circle). Bar plots represent Pgm fluorescence 
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signal in the developing new MAC (Arbitrary Units, A. U.) normalized to the nucleus 

area upon control and SPT16-1 RNAi. B. Pgm expression during development in 

control or SPT16-1 RNAi. Whole proteins are extracted at T0, T5 and T10 when Pgm 

is normally detected by immunofluorescence. Western blot of whole cell proteins 

extracted at T0, T5 and T10 during autogamy upon control and SPT16-1 RNAi. 

Upper panel: Pgm antibodies were used for Pgm detection. Bottom panel: Western 

blot of the same membrane, following stripping and incubation with alpha tubulin 

antibodies. Cytology of the cell population at each developmental time point is 

displayed in the histograms. Pgm is quantified by normalization by Tubuline signal. 

C. Localization of GFP-Spt16-1 fusion protein after PGM RNAi at late development 

time points (T50). Overlay of Z-projections of views of GFP-Spt16-1 (in green) and 

Hoechst (in red) are presented. Dashed white circles indicate the two developing 

MACs. The other Hoechst-stained nuclei are fragments from the maternal somatic 

MAC. Scale bar is 10 µm. Quantification of the GFP fluorescence signal in the 

developing new MAC (Arbitrary Units, A. U.) as a function of nucleus area (in microns 

µ²) at a late developmental time point (T50) upon control RNAi (white circle) and 

SPT16-1 RNAi (red circle). 

 

Table S1. Accession number of proteins used in the phylogenetic analysis  

Accession number, name of the protein and species are given. Paramecium 

database: https://paramecium.i2bc.paris-saclay.fr/, T. thermophila database: 

http://ciliate.org/index.php/home/welcome, S. pombe database: 

https://www.pombase.org/, S. cerevisiae database: https://www.yeastgenome.org/, 

C. elegans database: https://wormbase.org/#012-34-5, D. melanogaster database: 

http://flybase.org/, M. musculus database: http://www.informatics.jax.org/, H. sapiens 

database: https://www.genenames.org, A. thaliana database: 

https://www.arabidopsis.org/. 

 

Table S2. Oligonucleotides used in this study 

 

Table S3. Sequencing and mapping statistics for DNAseq.  

Read statistics are provided for the SPT16-1 RNAi sample sequenced for this study. 

 

Table S4. Description of sRNA-seq data   
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Read statistics are provided for the control RNAi and SPT16-1 RNAi sample 

sequenced for this study. 

 

Figure S1. Identification of Spt16 homologues in P. tetraurelia 

Phylogenetic tree of Spt16 proteins from P tetraurelia, other Paramecium species 

and other eukaryotes based on alignment of full length protein sequence by 

MUSCLE. Phylogeny of the alignment was generated using PhyML 3.0 on 

Phylogeny.fr with bootstrapping procedure using 100 bootstraps. Tree has been 

viewed using Tree.Dyn 198.3. Protein sequences are indicated in (Table S4). 

 

Figure S2. Spt16 is a conserved protein among eukaryotes  

MUSCLE alignment of Spt16 homologues from P tetraurelia and other eukaryotes. 

Domains identified by InterPro are indicated in colors. Conserved aromatic and acidic 

residues in MBD are shown with asterisk (*). Conserved residues are highlighted in 

black and grey (amino acid with same physical and chemical properties). P.t. 

Paramecium tetraurelia, Tt Tetrahymena thermophila, S.p. Schyzosaccharomyces 

pombe, S.c. Saccharomyces cerevisiae, C.e. Caenorhabditis elegans, D.m. 

Drosophila melanogaster, H.s. Homo sapiens, M.m. Mus musculus, A.t. Arabidopsis 

thaliana. 

 

Figure S3. The GFP-Spt16-1 fusion protein is functional  

Overlay of Z-projections of magnified views of GFP-SPT16-1 (green) and Hoechst 

(red) in SPT16-1 RNAi during MAC development. Dashed white circles indicate the 

two developing MACs. The other Hoechst-stained nuclei are fragments from the 

maternal somatic MAC. Scale bar is 10 µm. 

 

Figure S4. SPT16-1 RNAi do not lead to increased excision errors 

A. Quantification of excision errors between control, SPT16-1 and PGM RNAi. There 

is no significant difference between the three conditions. B. Quantification of IES 

excision errors by type of error between control, SPT16-1 and PGM RNAi. 

Quantification and identification of error type is made with PARTIES software 

described in (Denby Wilkes et al., 2016) by type of errors. There is not significant 

difference between the three conditions. 
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Figure S5. Spt16-1 is not required for H3K27me3 deposition in new developing 

MACs  

Overlay of Z-projections of immunolabelling with H3K27me3 antibodies (green) and 

staining with Hoechst (red) in control, SPT16-1 or PGM RNAi at early and late 

development time-points. Dashed white circles indicate the two developing MACs. 

The other Hoechst-stained nuclei are fragments from the maternal somatic MAC. 

Scale bar is 10 µm. Percentage of H3K27me3 positive cells are indicated. 

 

Figure S6. Distribution analysis of Pgm or Spt16-1 fluorescence quantification 

in developing macronuclei after SPT16-1 or PGM RNAi  

A. Comparison of nuclei area distributions after control or SPT16-1 RNAi in T5 after 

quantification of Pgm fluorescence signal in developing MACs. B. Comparison of 

Pgm fluorescence intensity distributions after control or SPT16-1 RNAi in T5 after 

quantification of Pgm fluorescence signal in developing MACs. C. Comparison of 

nuclei area distributions after control or PGM RNAi in late time point of development 

(T50) after quantification of GFP-Spt16-1 fluorescence signal in developing MACs. D. 

Comparison of Spt16-1 fluorescence intensity distributions after control or PGM RNAi 

in late time point of development (T50) after quantification of GFP-Spt16-1 

fluorescence signal in developing MACs. 
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Résultats supplémentaires 

DaŶsà l͛Ġtudeà pƌĠĐĠdeŶteà (Touzeau et al., In preparation), nous avons montré que 

l͛hoŵologueà duà ĐhapeƌoŶà d͛histoŶesà Sptϭϲ-1 était un acteur majeur des réarrangements du 

génome chez Paramecium tetraurelia ƌeƋuisàpouƌà laà loĐalisatioŶàĐoƌƌeĐteàdeà l͛eŶdoŶuĐlĠaseà

Pgŵ.àNotƌeà Ġtudeà Ŷ͛aà ĐepeŶdaŶtà pasà peƌŵisà deà dĠŵoŶtƌeƌàsiàSptϭϲ-1 est bien un chaperon 

d͛histoŶeà età sià soŶà iŶteƌaĐtioŶà aǀeĐà lesà histoŶesà està ŶĠĐessaiƌeà pouƌà soŶà rôle dans les 

réarrangements du génome et la localisation de Pgm. 

I. Le domaine MBD de Spt16-ϭàseŵďleàesseŶtielàăàl͛aĐtiǀitĠàdeàSptϭϲ-1 

pendant le développement MAC 

Dans (Touzeau et al., In preparation), nous avons proposé un modèle dans lequel, Spt16-

ϭà eŶà taŶtà Ƌueà ĐhapeƌoŶà d͛histoŶeà ƌĠaƌƌaŶgeƌaità laà ĐhƌoŵatiŶeà pouƌà peƌŵettƌeà l͛iŶteƌaĐtioŶà

deà laàŵaĐhiŶeƌieà d͛eǆĐisioŶàetàPgŵàaǀeĐà l͛áDN.àLaàĐaƌaĐtĠƌistiƋueàĐoŵŵuŶeàauǆàĐhaperons 

d͛histoŶesàestà laàpƌĠseŶĐeàd͛uŶàdoŵaiŶeàƌiĐheàeŶàƌĠsidusàaĐides.àSptϭϲàŶeàfaitàpasàeǆĐeptioŶà

aǀeĐàsoŶàdoŵaiŶeàCàăà l͛eǆtƌĠŵitĠàC-teƌŵiŶalàƌeƋuisàpouƌàl͛iŶteƌaĐtioŶàaǀeĐàlesàhistoŶesàHϮá-

H2B du nucléosome et essentiel pour sa fonction (Kemble et al., 2015). Le sous-domaine 

ŵiŶiŵuŵà ƌeƋuisà pouƌà l͛iŶteƌaĐtioŶà aǀeĐà leà ŶuĐlĠosoŵeà auà seiŶà duà doŵaiŶeà Cà està ŶoŵŵĠà

MBD (Minimal Binding Domain). Nous avons montré par Blast et InterPro, que Spt16-1 

disposait bien de cette extrémité C-terminal riche en résidus acides dans le domaine C et des 

aĐidesà aŵiŶĠsà ĐoŶseƌǀĠsà FϵϯϭàetàDϵϮϳàƌeƋuisàpouƌà l͛iŶteƌaĐtioŶàaǀeĐà lesàhistoŶesàHϮá-H2B 

(Figure 13A). Ces acides aminés conservés correspondent aux résidus aromatiques D968 et 

Y972 chez S. cerevisiae (Kemble et al., 2015). 

áfiŶà deà ĐoŶfiƌŵeƌà Ƌueà Đ͛està laà foŶĐtioŶà deà ĐhapeƌoŶà d͛histoŶesà Ƌuià està ƌeƋuiseà pouƌà

Spt16-1 dans le développement macronucléaire, nous avons voulu tester si le domaine C de 

Spt16-ϭà Ġtaità ƌeƋuisà pouƌà leà dĠǀeloppeŵeŶtà MáCà età l͛ĠliŵiŶatioŶà d͛áDN.à Nousà aǀoŶsà tiƌĠà

avantage de la protéine de fusion à la GFP résistante au RNAi, GFP-Spt16-1 et en avons 

délété le sous-domaine MBD au sein du domaine C. Les transgènes GFP-SPT16-1 et GFP-

SPT16-1_ΔMBD ont été injectés dans le MAC végétatif de cellules et nous avons inactivé le 

gène endogène SPT16-1 ăà l͛autogaŵieà pouƌà ƌĠaliseƌà desà eǆpĠƌieŶĐesà deà ĐoŵplĠŵeŶtatioŶà

génétique (Figure 13BͿ.àEŶà‘NáiàĐoŶtƌôle,àauĐuŶeàlĠtalitĠàŶ͛estàoďseƌǀĠeàdaŶsàlaàpƌogĠŶituƌeà
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sexuelle de cellules injectées avec la construction sauvage GFP-Spt16-1 ou avec la 

construction mutante GFP-Spt16-1_ΔMBD. GFP-Spt16-ϭ_ΔMBDà Ŷ͛aà doŶĐà pasà d͛effetà

dominant négatif ou toxiƋueà ăà l͛autogaŵie,à Đoŵŵeà Đ͛està ĠgaleŵeŶtà leà Đasà pouƌà laà

ĐoŶstƌuĐtioŶà sauǀage.à LoƌsƋueà l͛oŶà iŶaĐtiǀeà leà gğŶeà eŶdogğŶeà SPT16-1, comme attendu, la 

construction GFP-Spt16-1 complémente presque totalement le phénotype de létalité dans la 

progéniture sexuelle (80%) (Figure 1B). En revanche, la présence du transgène GFP-SPT16-

1_ΔMBD, présente dans le MAC à un nombre de copies équivalent à celui de GFP-SPT16-1 

(Figure 13D), ne permet pas de sauver ce phénotype de létalité, puisque 60% de la 

progéniture sexuelle meuƌtà ăà l͛issueà deà l͛autogaŵieà ;Figuƌe 13B). On en conclut que le 

doŵaiŶeàMBDàestàŶĠĐessaiƌeàăàl͛oďteŶtioŶàd͛uŶeàpƌogĠŶituƌeàseǆuelleàǀiaďle.  

áfiŶà deà ĐoŶfiƌŵeƌà Ƌueà leà doŵaiŶeàMBDà està aussiàƌeƋuisàpouƌà l͛ĠliŵiŶatioŶàd͛áDN,àŶousà

aǀoŶsà aŶalǇsĠà paƌà PC‘à l͛eǆĐisioŶ deà deuǆà IESà daŶsà l͛áDNà deà laà pƌogĠŶituƌeà seǆuelleà desà

cellules transformées GFP-Spt16-ϭ_ΔMBD,à apƌğsà iŶaĐtiǀatioŶà duà gğŶeà SPT16-1 endogène. 

LesàƌĠaĐtioŶsàPC‘àsoŶtàƌĠalisĠesàsuƌàl͛áDNàeǆtƌaitàdeàĐellulesàăàlaàfiŶàduàdĠǀeloppeŵeŶtàMáCà

en utilisant des amorcesà deà paƌtà etàd͛autƌesàdesàeǆtƌĠŵitĠsàdeàĐhaƋueàIESà;Figuƌeàϭ3C). En 

‘Náià ĐoŶtƌôle,à Đoŵŵeà atteŶdu,à seuleà laà foƌŵeà ĐoƌƌespoŶdaŶtà ăà l͛IESà eǆĐisĠeà està dĠteĐtĠeà

dans la progéniture sexuelle des cellules non injectées, des cellules transformées par les 

transgènes GFP-SPT16-1 et GFP-SPT16-ϭ_ΔMBD.à EŶà ‘NáiàSPT16-1, la forme non excisée de 

l͛IESàpƌoǀeŶaŶtàdesàŶouǀeauǆàMáCsàestàoďseƌǀĠe,àeŶàplusàdeàlaàfoƌŵeàeǆĐisĠeàpƌoǀeŶaŶtàdesà

fragments du MAC maternel. Dans les cellules GFP-Spt16-1 en RNAi SPT16-1, on détecte 

faiblement la forme non excisée. On conclut que la construction GFP-Spt16-1 est capable de 

ƌestauƌeƌà paƌtielleŵeŶtà l͛ĠliŵiŶatioŶà ĐoƌƌeĐteà d͛áDN,à ŵaisà Ƌueà laà ĐoŶstƌuĐtioŶà ŵutaŶteà

délétée du MBD ne parvient pas à complémenter ce phénotype. Il faut de plus noter que 

puisque la construction GFP-Spt16-1 sauve le phénotype de létalité après un RNAi SPT16-1, 

lesà dĠfautsà d͛eǆĐisioŶàd͛IESàoďseƌǀĠsàŶeàsoŶtàpasàdĠlĠtğƌesàpouƌà laàsuƌǀieàdeà laàpƌogĠŶituƌeà

sexuelle. Nos résultats semblent indiquer que le domaine MBD est ƌeƋuisàpouƌà l͛aĐtioŶàdeà

Spt16-ϭàdaŶsàl͛ĠliŵiŶatioŶàd͛áDN.à 

UŶàĐoŶtƌôleà iŵpoƌtaŶtàdaŶsàĐetteàaŶalǇseàĐoŶsisteàăàs͛assuƌeƌàƋueàlaàpƌotĠiŶeàGFP-Spt16-

ϭ_ΔMBDà seà loĐalise,à Đoŵme la protéine GFP-Spt16-1. Or, nous ne sommes pas parvenus à 

détecter le signal de fluoƌesĐeŶĐeàGFPàdeà laàpƌotĠiŶeàdeàfusioŶàdĠlĠtĠeàpeŶdaŶtàl͛autogaŵieà

dans les cellules transformées, que ce soit en microscopie confocale sur cellules fixées ou en 
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aŶalǇseàpaƌàWesteƌŶàBlotàăà l͛aideàd͛aŶtiĐoƌpsàaŶti-GFP sur des extraits protéiques totaux ou 

nucléaires en RNAi contrôle ou en RNAi SPT16-1 (Figure 13D). Il nous est impossible de 

conclure si les phénotypes de létalité et de défauts moléculaires des réarrangements dans 

lesàĐellulesàtƌaŶsfoƌŵĠesàpaƌà laàǀeƌsioŶàdĠlĠtĠeàduàMBDàsoŶtàdusàăà l͛aďseŶĐeàdu MBD dans 

Spt16-ϭàouàďieŶàăàuŶàpƌoďlğŵeàd͛eǆpƌessioŶàdeàlaàpƌotĠiŶeàdeàfusioŶ. 

 

Figure 13 : Analyse fonctionnelle du domaine MBD de Spt16-1 

A. Al ignement par Muscle des domaines  MBD des  homologues  de Spt16 de P. tetraurelia etàd͛autƌes àeuĐaƌǇotes .àLes à
domaines identifiés par Interpro sont indiqués en couleur avec leurs noms. Les résidus conservés sont indiqués  par une *. 
Les  couleurs noires signalent des acides aminés identiques. Les couleurs grises indiquent la conservation d͛aĐides àaŵiŶĠs à
avec des  propriétés  phys ico-chimiques  identiques . P.t. Paramecium tetraurelia, T.t Tetrahymena thermophila, S.p.  
Schyzosaccharomyces pombe, S.c. Saccharomyces cerevisiae, C.e. Caenorhabditis elegans, D.m. Drosophila melanogaster, 

H.s . Homo sapiens, M.m. Mus musculus, A.t. Arabidopsis thaliana. B. PƌoduĐtioŶàdeàpƌogĠŶituƌeàseǆuelleàǀiaďleàăàl ͛issueàde à
l ͛autogaŵieàapƌğsàĐoŵplĠŵeŶtatioŶàduà‘NáiàSPT16-1 par les transgènes  RNAi  rés is tants  GFP-Spt16-1 et par GFP-Spt16-
1_ΔMBD. Le gène ciblé dans chaƋueàeǆpĠƌieŶĐeàestàiŶdiƋuĠ.àL͛iŶaĐtiǀatioŶàestàƌĠalisĠeàdaŶsàdesàĐellulesàŶoŶàiŶjeĐtĠes  (NI) 
ou des cellules transformées par GFP-SPT16-1 ou des cellules transformées par GFP-SPT16-1_ΔMBD. Le gène ICL7 es t utilisé 
ĐoŵŵeàĐoŶtƌôleàŶĠgatifàduà‘Nái,àpuisƋueàsoŶàiŶaĐtiǀatioŶàŶ͛aàauĐuŶàeffetàsuƌàlesàĠǀğŶeŵeŶtsàseǆuels à (Bouhouche et a l ., 



Touzeau Amandine – Thèse de doctorat - 2018 

139 

 

2011). Comme attendu, le RNAi SPT16-ϭàƌĠduitàdƌastiƋueŵeŶtàlaàpƌoduĐtioŶàdeàpƌogĠŶituƌeàseǆuelleàǀiaďle.àL͛aďseŶĐeàdeà
létalité dans les cellules transformées par GFP-SPT16-1 en RNAi ICL7 iŶdiƋueàƋueàlaàpƌĠseŶĐeàduàtƌaŶsgğŶeàŶ͛a àpas àd͛effetà
toǆiƋue.àLesàĐellulesàsoŶtàŵisesàeŶàƌestƌiĐtioŶàaliŵeŶtaiƌeàdaŶsàlesàŵilieuǆàd͛iŶaĐtiǀatioŶàpouƌàiŶduiƌeàl͛autogaŵieàetàapƌğs  3 
ou 4 jours  de restriction alimentaire, des cellules autogames sont transférées individuel lement en mi l ieu K. pneumoniae 
pour suivre la capacité de la production de la progéniture sexuelle à reprendre la croissance végétative. Le nombre total de 
cel lules autogames analysées  pour chaque RNAi  et leàŶoŵďƌeàd͛eǆpĠƌieŶĐes àiŶdĠpeŶdaŶtes àsoŶtàiŶdiƋuĠs à;eŶtƌe à
parenthèses). La létalité dans la progéniture après le RNAi SPT16-1 est observée après moins de trois divis ions . C. Analyse 

paƌàPC‘àdeàl ͛eǆĐisioŶàdesàIESsàϱϭáϲϲϰϵàetàϱϭGϮϴϯϱàă àl ͛aideàdeàd a͛ŵoƌĐes às i tuĠes àdeàpaƌtàetàd͛autƌeàdeàl ͛IESàă àla àfiŶàde à
l ͛autogaŵie.àLeàgğŶeàĐiďlĠàdaŶsàĐhaƋueàeǆpĠƌieŶĐeàd i͛ŶaĐtiǀatioŶàestàiŶdiƋuĠ.àL͛autogaŵieàestàaussiàŵeŶĠeàsaŶs à‘Nái à;Ŷoà
‘NáiͿàouàeŶà‘NáiàĐoŶtƌôle.àL͛iŶaĐtiǀatioŶàestàŵeŶĠeàdaŶsàdesàĐellulesàŶoŶàiŶjeĐtĠesà;NIͿ,  transformées par les  transgènes  
RNAi -résistant GFP-SPT16-1 ou GFP-SPT16-1_ΔMBD. CoŵŵeàatteŶdu,àilàŶ͛Ǉàa àpasàdeàƌĠteŶtioŶàd͛IESàeŶà‘Nái àĐoŶtƌôleàouà
saŶsà‘Nái.àDaŶsàĐhaƋueàpiste,àlaàďaŶdeàduàhautàĐoƌƌespoŶdàă àlaàfoƌŵeàŶoŶàeǆĐisĠeàdeàl ͛IESàtaŶdis àƋueàla àďaŶdeàduàďas à
ĐoƌƌespoŶdàăàlaàfoƌŵeàeǆĐisĠeàdeàl ͛IESàetàpƌoǀieŶtàesseŶtielleŵeŶtàdesàfragments du MAC maternel . D. Superpos i tion de 
projections  en Z de GFP-Spt16-1 et GFP-Spt16-1_ΔMBD (vert) et de Hoechst (rouge) pendant le développement 
macronucléaire de cellules transformées par GFP-Spt16-1 ou GFP-Spt16-1_ΔMBD en RNAi  contrôle ou RNAi  SPT16-1. Les  
cercles pointillés blancs indiquent les MACs  en développement. Les autres noyaux colorés par le Hoechst correspondent 
auǆàfƌagŵeŶtsàduàMáCàŵateƌŶel.àL͛ĠĐhel leàestàdeàϭϬàµŵ.àáàgauĐheàsoŶtàdoŶŶĠs àles àŶoŵďƌes àdeàĐopies àƌelati fs àdes à
transgènes GFP-SPT16-1 et GFP-SPT16-1_ ΔMBD ŵesuƌĠsàpaƌàƋPC‘àă àl͛aideàd͛aŵoƌĐesàspĠĐifiƋuesàdeàla àGFP.àLes àŶoŵďƌes à
deàĐopiesàsoŶtàŶoƌŵalisĠsàsuƌàl͛aĐtiŶeàaŵplifiĠeàă àl͛aideàd͛aŵoƌĐesàspĠĐifiƋues .àLes àŶoŵďƌes àdeàĐopieàƌelati fs àdes àdeuǆà
transgènes  sont quas iment identiques . 

II. IdeŶtifiĐatioŶàd͛hoŵologuesàdeàPoďϯàĐhezàParamecium tetraurelia 

Chezà tousà lesà euĐaƌǇotes,à leà Đoŵpleǆeà FáCTà està ĐoŵposĠà deà Sptϭϲà età d͛uŶeà pƌotĠiŶeà

Pob3 chez S. cerevisiae et S. pombe ou Ssrp1 chez les autres espèces (Jeronimo and Robert, 

2016). Ce partenaire de Spt16 de plus petit poids moléculaire interagit aussi avec le 

ŶuĐlĠosoŵeà età seà fiǆeà ăà Sptϭϲà ǀiaà leà doŵaiŶeà deà diŵĠƌisatioŶàƋu͛ilàpossğdeàeŶàN-terminal 

(domaine D). Si Ssrp1 comme Spt16 sont essentielles chez les eucaryotes, chez certains  

champignons comme S. pombe, la délétion de POB3 ne provoque pas de létalité. 

1. IdeŶtifiĐatioŶ d’hoŵologues de la pƌotĠiŶe Poď3 Đhez Paramecium tetraurelia 

áfiŶà d͛ideŶtifieƌà uŶà ĠǀeŶtuelà paƌteŶaiƌeà deà Sptϭϲ-1, nous avons entrepris de rechercher 

des homologues de Pob3 et Ssrp1 chez Paramecium tetraurelia. En utilisant comme requête 

la protéine Pob3 de S. cerevisiae, nous avons identifié par Blast dans le génome MAC de P. 

tetraurelia 3 homologues de Pob3 : Pob3-1, Pob3-2a et Pob3-2c qui présentent des 

domaines fonctionnels homologues de Pob3 (Figure 14A et B) (Aury et al., 2006). Comme 

pour Spt16, et contrairement à la majorité des eucaryotes, Pob3 est codée par plusieurs 

gğŶes.à áà l͛aideà desàsĠƋueŶĐesàdesàpƌotĠiŶesàPoďϯàdeàP. tetraurelia et de leurs homologues 

eucaryotes, nous avons construit un arbre phylogénétique. Les protéines de paramécie 

groupent ensemble et sont relativement divergentes de leurs homologues eucaryotes. Les 

protéines Pob3-2a et 2b sont des duplicats issus de la dernière duplication globale du 

génome (Aury et al., 2006). Nous avons également observé que comme pour Spt16-1, 
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l͛eŶseŵďleà desà espğĐesà deà Paramecium ont au moins une protéine de la famille Pob3-1 et 

une protéine de la famille Pob3-2 (Annexe 3/Figure S1). Le nombre de duplicats dans chaque 

famille varie cependant beaucoup plus que pour Spt16-1 avec certaines espèces de 

Paramecium ayant deux Pob3-1 ou trois Pob3-Ϯ.àL͛aŶalǇseàdesàpƌofilsàd͛eǆpƌessioŶàdesàgğŶesà

POB3 paƌà ŵesuƌeà desà Ŷiǀeauǆà d͛á‘Nŵ loƌsà d͛uŶeà ĐiŶĠtiƋueà d͛autogaŵieà eŶà ĐoŶditioŶsà

sauvages montre que les gènes POB3-2a et 2c sont hautement exprimés tout le long du cycle 

de vie y compris en conditions de croissance végétative (Figure 14C). Le gène POB3-1 est 

eǆpƌiŵĠà uŶiƋueŵeŶtà peŶdaŶtà l͛autogaŵieà aǀeĐà uŶà pƌofilà d͛eǆpƌessioŶà tƌğsà siŵilaiƌeàăàĐeluià

de PGM ou de SPT16-1. Ces observations suggèrent que Pob3-1 pourrait être un partenaire 

de Spt16-ϭ,à iŵpliƋuĠàdaŶsàleàdĠǀeloppeŵeŶtàetàl͛ĠliŵiŶatioŶàd͛áDN. 

Nous aǀoŶsà aŶalǇsĠà laà pƌĠseŶĐeà deà doŵaiŶesà pƌotĠiƋuesà ăà l͛aideà d͛IŶteƌpƌoà daŶsà lesà

protéines Pob3 de P. tetraurelia (Figure 14A). Elles présentent une organisation modulaire 

similaire à leurs homologues eucaryotes avec en C-terminal une extrémité riche en résidus 

acides correspondant au domaine C interagissant avec les histones H2A-H2B (Hoffmann and 

Neumann, 2015) et en amont un domaine M également nommé domaine Ssrp1 (Zunder et 

al., 2012).àCepeŶdaŶt,àoŶàoďseƌǀeàƋu͛ilàŶ͛ǇàaàpasàdeàdoŵaiŶeàeŶàN-terminal N/D qui permet 

normalement la dimérisation avec Spt16 (Winkler et al., 2011). Enfin en C-terminal, on ne 

détecte pas le domaine HMG présent dans Ssrp1, absent de Pob3 chez les champignons. 

L͛oƌgaŶisatioŶà desà pƌotĠiŶesà deà paƌaŵĠĐieà ƌesseŵďleà plusà ăà Đelleà deà Poďϯà Ƌueà deà Ssƌpϭ.à

PouƌtaŶt,à l͛aďseŶĐeà deà doŵaiŶeà putatifà deà diŵĠƌisatioŶà Ŷeà soutieŶtà pasà l͛hǇpothğseà deà

formation de dimère Pob3-1/Spt16-1. Cette organisation sans domaine HMG ni domaine de 

dimérisation est conservée chez les autres espèces de Paramecium que nous avons 

observées. 
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Figure 14 : IdeŶtifiĐatioŶ d’hoŵologues de Poďϯ Đhez PaƌaŵeĐiuŵ tetƌauƌelia 

A. Domaines prédits pour les protéines Pob3 de Paramecium tetraurelia (rectangles colorés). B. Arbre phylogénétique des  
protéines Pob3 chez Paramecium tetraurelia etàd͛autƌesàeuĐaƌǇotesàăàpartir des alignements des séquences des  protéines  
entières par MUSCLE. La  phylogénie des alignements est réalisée via  PhyML 3.0 sur Phylogeny.fr avec une procédure de 
ďoostƌapàăàϭϬϬàďootstƌaps .àL͛aƌďƌeàestàǀisua l i sĠàaǀeĐàTƌee.DǇŶàϭϵϴ.ϯ.àLes àsĠƋueŶĐes àpƌotĠ iques  et leurs  numéros  
d͛aĐĐess ioŶà soŶtà iŶdiƋuĠs à eŶà Annexe 3/Figure S1. P.t. Paramecium tetraurelia, T.t Tetrahymena thermophila, S.p.  

Schyzosaccharomyces pombe, S.c. Saccharomyces cerevisiae, C.e. Caenorhabditis elegans, D.m. Drosophila melanogaster, 
H.s . Homo sapiens, M.m. Mus musculus, A.t. Arabidopsis thaliana. C. Pƌofi l sàd͛eǆpƌess ioŶàdes àgğŶes àPOB3 pendant une 
ĐiŶĠtiƋueàd͛autogaŵieàpaƌàŵesuƌeàdesàŶiǀeauǆàd͛eǆpƌessioŶàdesàá‘Nŵàpaƌà‘NáseƋà(Arnaiz et a l., 2017). La  description des  

points est disponible dans la légende de la figure 1 de (Touzeau et a l., en prep). D. Létalité de la progéniture sexuelle après  
inactivation des gènes POB3-1 et PGM.àLeàgğŶeàĐiďlĠàdaŶs àĐhaƋueàeǆpĠƌieŶĐeàd͛á‘NàiŶteƌfĠƌeŶĐeàestàiŶdiƋuĠ.àDeuǆà
fragments non chevauchants (#1 et #2) de POB3-1 sont utilisés indépendamment. Les  gènes  ND7 ou ICL7 sont uti l i sés  
comme contrôles ŶĠgatifsàpuisƋueàleuƌàiŶaĐtiǀatioŶàŶ͛aàauĐuŶàeffetàsuƌàlesàĠǀğŶeŵeŶtsàseǆuels à (Bouhouche et a l ., 2011). 
L͛autogaŵieàestàaussiàŵeŶĠeàdaŶsàuŶàŵilieuàstaŶdaƌdàsupplĠŵeŶtĠàeŶàK. pneumoniae ;Ŷoà‘NáiͿ.àL͛iŶaĐtiǀatioŶàdeàPGM, 
comme attendu, induit la létalité de la progéniture sexuelle (Baudry et al., 2009). Les cellules sont restreintes en nourri ture 
pouƌàiŶduiƌeàl ͛autogaŵieàetàapƌğs àϯàouàϰàjouƌs àdeàƌestƌiĐtioŶàa l iŵeŶtaiƌe,àles àĐel lules àautogaŵes às ont transférées  
individuellement en milieu K. pneumoniae pour observer la croissance de la  progéniture sexuel le. Le nombre tota l  de 
Đel lulesàautogaŵesàaŶalǇsĠesàdaŶsàĐhaƋueàeǆpĠƌieŶĐeàd͛á‘NàiŶteƌfĠƌeŶĐeàetàleàŶoŵďƌeàd͛eǆpĠƌieŶĐesàiŶdĠpeŶdaŶtesà;eŶtƌeà
parenthèses) sont indiqués. E. Létalité de la progéniture sexuelle après inactivation des gènes  POB3-1 et PGM pendant la  
ĐoŶjugaisoŶ.àLeàgğŶeàĐiďlĠàdaŶsàĐhaƋueàeǆpĠƌieŶĐeàd͛á‘NàiŶteƌfĠƌeŶĐeàestàiŶdiƋuĠ.àDeuǆàfƌagŵeŶtsàŶoŶàĐheǀauĐhaŶts à;#ϭà
et #2) de POB3-1 sont utilisés indépendamment. Les gènes ND7 ou ICL7 sont utilisés comme contrôle négatifs puisque leur 
iŶaĐtiǀatioŶàŶ͛aàauĐuŶàeffetàsuƌàlesàĠǀğŶeŵeŶtsàseǆuelsà(Bouhouche et a l., 2011).àL͛autogaŵieàestàauss i àŵeŶĠeàdaŶs àuŶà
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mil ieu s tandard supplémenté en K. pneumoniae ;Ŷoà‘NáiͿ.àL͛iŶaĐtiǀation de PGM, comme attendu, induit la léta l i té tota le 
de la  progéniture sexuel le (Baudry et a l ., 2009). Les  cel lules  de s igne sexuel  opposé sont mélangées  en mi l ieu K. 

pneumoniae pour conjuguer et les paires en méiose/caryogamie sont mises en milieu RNAi pour inactiver les gènes pendant 
le développement macronucléaire. Après un jour de RNAi, les individus issus de la séparation des  pa ires  sont transférés  
individuellement en milieu K. pneumoniae pour observer la croissance de la  progéniture sexuel le. Le nombre tota l  de 
Đel lulesàautogaŵesàaŶalǇsĠesàdaŶsàĐhaƋueàeǆpĠƌieŶĐeàd͛á‘NàiŶteƌfĠƌeŶĐeàetàleàŶoŵďƌeàd͛eǆpĠƌieŶĐesàiŶdĠpeŶdaŶtesà;eŶtƌeà
parenthèses) sont indiqués. F. AnalyseàpaƌàPC‘àdeàl͛eǆĐisioŶàdeàdeuǆàIESàăàl ͛aideàd a͛ŵoƌĐesàdeàĐhaƋueàĐôtĠàdeàl͛IESàăàl i͛s sue  

deàl ͛autogamie. A droite sont listés les noms des IES et à gauche les ta i l les  des  IES correspondantes . Le gène ciblé par 
l ͛iŶaĐtiǀatioŶàestàiŶdiƋuĠ.àL͛autogaŵieàestàa ussiàŵeŶĠeàeŶàĐoŶditioŶàsaŶsà‘NáiàouàeŶà‘NáiàĐoŶtƌôle.àCoŵŵeàatteŶdu,àilàŶ Ǉ͛àa à
pas àdeàƌĠteŶtioŶàd͛IESàeŶàĐoŶditioŶàsaŶsà‘Náià;Ŷoà‘NáiͿàouàeŶà‘NáiàĐoŶtƌôleà;ĐoŶtƌol à‘NáiͿàŵais àles àIESàsoŶtàƌeteŶues à
quand PGM ou SPT16-1 sont inactivés. Dans chaque piste, la bande du haut correspond à la forme non excisée et la  bande 
du bas  correspond à  la  forme excisée majori ta i rement ampl i fiée à  parti r des  fragments  du MAC maternel .  

2. Poď3 Ŷ’est pas ŶĠĐessaiƌe auǆ ĠvĠŶeŵeŶts seǆuels Ŷi au dĠveloppeŵeŶt MAC 

Pouƌà dĠteƌŵiŶeƌà l͛iŵpliĐatioŶà deà Poďϯ-ϭà daŶsà leà dĠǀeloppeŵeŶtà età l͛ĠliŵiŶatioŶàd͛áDN,à

Ŷousà aǀoŶsà iŶaĐtiǀĠà leà gğŶeà ĐoƌƌespoŶdaŶtàpeŶdaŶtà l͛autogaŵieàpaƌàá‘NàiŶteƌfĠƌeŶĐeàaǀeĐà

deux fragments non chevauchants du gène POB3-1 (#1 et #2) (Figure 14D). Le protocole 

utilisé est le même que celui décrit dans (Touzeau et al., In preparation) pouƌà l͛iŶaĐtiǀatioŶà

de SPT16-1. Les cellules sont mises en restriction alimentaire et entament leur autogamie 

daŶsà leà ŵilieuà d͛iŶaĐtiǀatioŶ.à Lesà Đellulesà autogaŵesà soŶtà eŶsuiteà isolĠesà daŶsà uŶàŵilieuà

classique pour mesurer leur capacité à produire une progéniture sexuelle viable. Comme 

atteŶdu,à ilà Ŷ͛Ǉà aàpasàpƌoduĐtioŶàdeàpƌogĠŶituƌeàseǆuelleàǀiaďleàapƌğsà l͛iŶaĐtiǀatioŶàdeàPGM. 

En revanche, on observe la production d͛uŶe pƌogĠŶituƌeà seǆuelleà ǀiaďleà ăà l͛issueà deà

l͛iŶaĐtiǀatioŶàdeàPOB3-1, comme observée en RNAi contrôle. On en conclut que Pob3-ϭàŶ͛està

doŶĐà pasà ŶĠĐessaiƌeà ăà l͛oďteŶtioŶà deà pƌogĠŶituƌeà seǆuelleà ǀiaďleà ăà l͛issueà deà l͛autogaŵie.à

áfiŶà deàƌestƌeiŶdƌeà l͛iŶaĐtiǀatioŶàdeàPOB3-1 au développement MAC, nous avons inactivé le 

gène avec deux fragments non chevauchants (#1 et #2) pendant la conjugaison (Figure 14E). 

Des cellules sexuellement réactives de signes sexuels complémentaires sont mélangées et 

lesàĐouplesàsoŶtàisolĠsàetàtƌaŶsfĠƌĠsàeŶàŵilieuàd͛iŶaĐtiǀatioŶ.àLoƌsƋueàlesàĐouplesàseàsĠpaƌeŶt,à

les exconjuguants sont transférés individuellement dans un milieu classique sans RNAi et on 

suit la capacité de la progéniture sexuelle à reprendre la croissance végétative. Comme 

oďseƌǀĠà ăà l͛autogaŵie,à loƌsƋueà POB3-1 est inactivé, on obtient une progéniture sexuelle 

viable comme en RNAi contrôle. Nous avons conclu que POB3-1 Ŷ͛Ġtaità pasà ŶĠĐessaiƌeà auà

développement macronucléaire. 

Il est possible que même si la protéine Pob3-ϭàŶ͛estàpasàesseŶtielleàăà l͛oďteŶtioŶàd͛uŶeà

pƌogĠŶituƌeàseǆuelleàǀiaďle,àelleàpuisseàġtƌeà iŵpliƋuĠeàdaŶsàlesàƌĠaƌƌaŶgeŵeŶtsàd͛áDN.àPouƌà

tester cette hypothèse, nous avons inactivé POB3-1 avec deux fragments non chevauchants 
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;#ϭàetà#ϮͿàpeŶdaŶtà l͛autogaŵieàetàaŶalǇsoŶsàpaƌàPC‘àl͛eǆĐisioŶàdeàdeuǆàIES.àLes réactions PCR 

soŶtà ƌĠalisĠesà suƌà l͛áDNàeǆtƌaitàdeàĐellulesàăà laàfiŶàduàdĠǀeloppeŵeŶtàMáCàeŶàutilisaŶtàdesà

aŵoƌĐesà deà paƌtà età d͛autƌes  des extrémités de chaque IES. En RNAi contrôle et en absence 

deà‘Nái,àĐoŵŵeàatteŶdu,àseuleà laàfoƌŵeàĐoƌƌespoŶdaŶtàăà l͛IESàeǆĐisĠeàestàdĠteĐtĠeàdaŶsà laà

progéniture sexuelle. En RNAi PGM ou SPT16-1, comme attendu on détecte la forme excisée 

deàl͛IESàpƌoǀeŶaŶtàdesàfƌagŵeŶtsàduàMáCàŵateƌŶelàetàlaàfoƌŵeàŶoŶàeǆĐisĠeàdeàl͛IESàiŶdiƋuaŶtà

que Pgm et Spt16-ϭà soŶtà ďieŶà ŶĠĐessaiƌesà auǆà ƌĠaƌƌaŶgeŵeŶtsà d͛áDN.à Paƌà ĐoŶtƌeà loƌsƋueà

l͛oŶàiŶaĐtiǀeàPOB3-1 avec les deux fragments non chevauchants (#1 et #2), on observe que la 

forme non excisée des deux IES. On en conclue que POB3-1 Ŷ͛estàpasàŶĠĐessaiƌeàăàl͛eǆĐisioŶà

de ces deux IES. Etant donné les résultats que nous avons observés, il semble que POB3-1 ne 

soità pasà aĐteuƌà ŵajeuƌà desà ƌĠaƌƌaŶgeŵeŶtsà d͛áDNà Đoŵŵeà SPT16-1. L͛eŶseŵďleà de ces 

résultats étant négatifs il est difficile de donner une conclusion définitive tant que nous 

Ŷ͛aǀoŶsàpasà l͛assuƌaŶĐeàƋueàPOB3-1 a bien été inactivé en contrôlant par exemple le niveau 

d͛á‘NŵàPOB3-1. 

3. Pob3 est localisé dans les macronoyaux en développement 

áfiŶà d͛eǆaŵiŶeƌà laà loĐalisatioŶà suďĐellulaiƌeà deà laà pƌotĠiŶeà Poďϯ-1 chez P. tetraurelia, 

nous avons inséré la GFP en amont du codon STOP du gène POB3-1.àL͛eǆpƌessioŶàduàgğŶeàestà

contrôlée par les séquences régulatrices endogènes amont et aval de POB3-1. Le transgène 

Pob3-1-GFP est micro-injecté dans le macronoyau végétatif (Figure 15A). Par fixation au 

cours du cycle de vie de cellules injectées Pob3-1-GFP, nous ne parvenons pas à détecter la 

protéine de fusion pendant la croissance végétative, ni pendant la méiose. La protéine de 

fusioŶà s͛aĐĐuŵuleà pƌĠĐoĐeŵeŶtà daŶsà lesà ŵaĐƌoŶoǇauǆà eŶà dĠǀeloppeŵeŶtà età peƌsisteà deà

manière diffuse dans le nouveau MAC après la première division cellulaire. Elle est aussi 

dĠteĐtĠeàdaŶsà lesàMICàloƌsƋu͛appaƌaisseŶtàles MAC en développement. Afin de déterminer si 

la protéine Pob3-1-GFP nucléaire est localisée dans le nucléoplasme et soluble ou bien 

associée à la chromatine, nous avons comparé deux conditions de fixation des cellules 

transformées avec Pob3-1-GFP au cours du développement. Nous avons perméabilisé avant 

de fixer les cellules transformées avec Pob3-1-GFP au cours du développement ou bien nous 

avons fixé (sans perméabilisation préalable) les mêmes populations de cellules (Figure 15B). 

On suppose que si la protéine Pob3-ϭà Ŷ͛està pasà assoĐiĠeà foƌteŵeŶtà ăà laà ĐhƌoŵatiŶe,à elleà
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devrait être extraite des noyaux, et moins de fluorescence GFP serait détectée en présence 

des détergents utilisés pour perméabiliser (Triton X-ϭϬϬàăàϮ%Ϳ.àNousàaǀoŶsàŵesuƌĠàl͛aiƌeàdesà

MAC en développement ainsi que la quantité de signal GFP dans le MAC au cours du 

dĠǀeloppeŵeŶtà ăà paƌtiƌà d͛iŵagesà aĐƋuisesà eŶàŵiĐƌosĐopieà ĐoŶfoĐale,à pouƌàϲϬàŶoǇauǆàdaŶsà

ĐhaƋueà ĐoŶditioŶ.à Cetteà aŶalǇseà ŵoŶtƌeà Ƌueà l͛aiƌeà desà ŶoǇauǆà està plusà petiteà loƌsƋu͛oŶà

perméabilise avant de fixer les cellules (Figure 15C). En normalisant le signal de fluorescence 

paƌà l͛aiƌeà desà ŶoǇauǆà ;Figuƌeà 15C), on observe que le signal GFP dans les MAC en 

dĠǀeloppeŵeŶtà Ŷ͛està pasà ŵodifiĠà paƌà laà peƌŵĠaďilisatioŶ.à Leà sigŶalà deà fluoƌesĐeŶĐeà està

diminué par la perméabilisation des cellules mais cette diminution est la conséquence de la 

diŵiŶutioŶà deà l͛aiƌeà desà ŶoǇauǆ.à Laà ĐoŶĐeŶtƌatioŶà deà Poďϯ-1-GFP dans les MAC est donc 

constante dans la fenêtre développementale analysée dans les deux types de conditions 

expérimentales. En revanche, le signal GFP dans les micronoyaux disparaît lorsque les 

cellules sont perméabilisées. Ces résultats indiquent que Pob3-1-GFP est plus facilement 

extraite des MIC que des MAC en développement. Ces observations suggèrent que Pob3-1-

GFP est fortement associée à la chromatine dans les MAC en développement. 

En conclusion, même si POB3-1 aàuŶàpƌofilàd͛eǆpƌessioŶàtƌğsàsiŵilaiƌeàăàĐeluiàdeàSPT16-1, 

Ŷosà eǆpĠƌieŶĐesà Ŷ͛oŶtà pasà peƌŵisà deà ŵettƌeà eŶà ĠǀideŶĐeà uŶà ƌôleà deà Poďϯà daŶsà leà

développement macronucléaire. Aucun domaine de dimérisation nécessaire pour 

l͛iŶteƌaĐtioŶàaǀeĐàsoŶàpaƌteŶaiƌeàSptϭϲ-ϭàauàseiŶàduàĐoŵpleǆeàFáCTàŶ͛aàpuàġtƌeàideŶtifiĠàdaŶsà

la protéine Pob3-ϭ.à Nousà Ŷ͛aǀoŶsà doŶĐà pasà d͛ĠǀideŶĐeà Ƌueà Poďϯ-1 soit un partenaire de 

Sp16-1. 
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Figure 15 : Localisation de la protéine Pob3-ϭ à l’aide d’uŶe fusioŶ pƌotĠiƋue à la GFP 

A. Loca l isation dans la cellule de la protéine de fusion Pob3-1-GFP. Des superpos i tions  des  projections  en Z de vues  de 
Pob3-GFP (vert) et Hoechst (rouge) sur une sélection de projections à différents moments du cycle de vie sont présentées  
(a-f). Les cercles blancs en pointillés indiquent les deux nouveaux MACs  se développant (M) et les deux MICs quand ils sont 
vis ibles. Les autres noyaux marqués au Hoechst sont des fragments du macronoyau maternel somatique. Sont indiqués  en  
pourcentage le nombre de MIC marqués à la GFP. A droite, sont représentés les étapes correspondantes du cycle cellula i re 
aǀeĐà l ͛iŶteŶs i tĠàǀaƌiaďleàduàǀeƌtà sǇŵďol isaŶtà la àpƌĠseŶĐeàdeàPoďϯ -1-GFP.àL͛ĠĐhel leàestàdeàϭϬàµŵ.àB. Effet de la  
perméabilisation sur la localisation de la protéine de fusion Pob3-1-GFP. Des superpositions des projections en Z de vues de 
Pob3-1-GFP (vert) et Hoechst (rouge) sur une sélection de projections sont présentées . Les  cercles  blancs  en pointi l lés  
indiquent les deux nouveaux MACs  se développant (M) et les deux MI Cs quand ils sont visibles. Les autres noyaux marqués  
au Hoechst sont des fragments du macronoyau maternel somatique. Le pourcentage du nombre de MIC marqués  à  la  GFP 
estàiŶdiƋuĠ.àL͛ĠĐhelleàestàdeàϭϬµŵ.àQuaŶtifiĐatioŶàdeàl͛iŶteŶsitĠàduàs igŶalàGFPàdaŶsàlesànouveaux MACs  en développement 
eŶàfoŶĐtioŶàdeàleuƌàaiƌe.àEŶàƌougeàlesàĐellulesàpeƌŵĠaďilisĠes àaǀaŶtàd͛ġtƌeàfiǆĠes àetàeŶàďlaŶĐàles àĐel lules àfiǆĠes à;saŶs à
peƌŵĠaďilisatioŶͿ.àEŶàdessous,àlaàdistƌiďutioŶàd͛aiƌeàdesàMáCàeŶàdĠǀeloppeŵeŶtàeŶàµŵ²àdaŶsàlesƋuels àa àĠté quanti fié le 
s ignal fluorescent pour Pob3-1-GFP est montrée en condition de fixation seule (blanc) ou de perméabilisation avant fixation 

;ƌougeͿ.àEŶàdessous,àlaàdistƌiďutioŶàdeàl i͛ŶteŶsitĠàduàsigŶalàGFPàdaŶsàlesàŶouǀeauǆàMáCs àeŶàdĠǀeloppeŵeŶtàŶoƌŵalisĠeàpar 
l ͛a iƌeàdesàMáCs àeŶàµŵ²àestàŵoŶtƌĠeàeŶàĐoŶditioŶàdeàfiǆatioŶàseuleà;ďlaŶĐͿàouàdeàpeƌŵĠaďilisatioŶàaǀaŶtàfiǆatioŶà;ƌougeͿ.  
  

C 
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Partie II : Analyse de la méthylation des 

adénines chez Paramecium tetraurelia 

Laà pƌĠseŶĐeà d͛adĠŶiŶesà ŵĠthǇlĠesà daŶsà leà gĠŶoŵeà de Paramecium tetraurelia est 

observée pour la première fois en 1974 à partir des expériences de (Cummings et al., 1974). 

L͛áDNà eǆtƌaità desà ŵaĐƌoŶoǇauǆ,à ŵiĐƌoŶoǇauǆà età ŵitoĐhoŶdƌiesà està aŶalǇsĠà paƌà

chromatographie après ingestion par les paramécies de méthionine, adénine et thymine 

ƌadioaĐtiǀesà pƌĠseŶtesà daŶsà leàŵilieuà deà Đultuƌe.à L͛Ġtudeà ĐoŶĐluaitàăà laàpƌĠseŶĐeàd͛eŶǀiƌoŶà

2%àd͛adĠŶiŶesàŵĠthǇlĠesà ;ϲŵáͿà daŶsà leà gĠŶoŵeàŵaĐƌoŶuĐlĠaiƌeà età aussià daŶsà leà gĠŶoŵeà

micronucléaire. Selon cette étude, 6mA était absent du génome mitochondrial. Les 

expériences de Cummings montraient aussi que la méthylation des cytosines était absente 

du gĠŶoŵe.à áuĐuŶà ƌôleà Ŷ͛aà eŶĐoƌeà ĠtĠà attƌiďuĠà ăà laà ŵĠthǇlatioŶà desà adĠŶiŶesà Đhezà

Paramecium tetraurelia. 

I. Détection de bases modifiées dans le génome de Paramecium 

tetraurelia 

1. Détection de nucléosides modifiés par HPLC-MS dans le génome 

Partant de ces résultats, nous avons décidé de confirmer la présence de 6mA et 

l͛aďseŶĐeà deà ϱŵCà daŶsà leà gĠŶoŵeà deà P. tetraurelia. Nous nous sommes en particulier 

attachés ăà oďteŶiƌà deà l͛áDNà gĠŶoŵiƋueà deà Đultuƌesà deà paƌaŵĠĐieà Ŷouƌƌiesà aǀeĐà desà

bactéries qui sont dépourvues de méthylation de 6mA et 5mC. Nous voulons également 

eǆaŵiŶeƌà laàpƌĠseŶĐeàĠǀeŶtuelleàd͛autƌesàŵodifiĐatioŶsàdeàŶuĐlĠotidesàdaŶsàleàgĠŶoŵe.  

áfiŶà deà dĠteĐteƌà l͛eŶseŵďleà deà Đesà ŵodifiĐatioŶs,à Ŷousà aǀoŶsà Đhoisià d͛aŶalǇseƌà l͛áDNà

génomique de P. tetraurelia par HPLC-MS. Cette approche permet de visualiser 

thĠoƌiƋueŵeŶtà l͛eŶseŵďleà desà ŵodifiĐatioŶsà poƌtĠesà paƌà lesà ŶuĐlĠotidesà ăà ĐoŶditioŶà Ƌueà

nous possédions des molécules standards pour chacune des modifications à tester (Figure 

16Ϳ.à Deà l͛áDNgà eǆtƌaità d͛E. coli Dam-Dcm- est utilisé comme contrôle négatif, cette souche 

bactérienne étant incapable de méthyler 5mC et 6mA. Comme contrôle positif, on utilise de 

l͛áDNà eǆtƌaità deà laà souĐheà SU‘Eà d͛E. coli abondamment méthylée pour 5mC et 6mA (2%) 
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(Fang et al., 2012). On a choisi de comparer la présence de modifications de nucléotides 

dans le génome de chez Paramecium tetraurelia dans différentes conditions physiologiques. 

DaŶsà Đeà ďut,à desà ĠĐhaŶtilloŶsàd͛áDNàgĠŶoŵiƋueàoŶtàĠtĠàpƌĠpaƌĠsàăàpaƌtiƌàdeàĐultuƌesàde  P. 

tetraurelia eŶà ĐƌoissaŶĐeà eǆpoŶeŶtielleà ;VegͿ,à ăà laàfiŶàdeà l͛autogaŵieà loƌsƋueàlesàŶouveaux 

MAC sont formés (T50) et en ĐoŶditioŶà deà ƌestƌiĐtioŶà aliŵeŶtaiƌeà aǀaŶtà l͛eŶtƌĠeà eŶà

autogaŵieà ;staƌǀedͿ.à Nousà aǀoŶsà aussià aŶalǇsĠà deà l͛áDNgà issuà deà l͛espğĐeà appaƌeŶtĠeà

Paramecium sexaurelia eǆtƌaità ăà laàfiŶàdeà l͛autogaŵieà;TϱϬͿ.àLesàáDNàsoŶtàtousàtƌaitĠsàăà laà

‘Náseà pouƌà Ġǀiteƌà desà ĐoŶtaŵiŶatioŶsà paƌà lesà ŵolĠĐulesà d͛á‘Nà Ƌuià soŶtà ĐoŶŶuesà pouƌà

contenir de nombreuses modifications chez les bactéries comme chez les eucaryotes 

(Dominissini et al., 2012).à Pouƌà s͛affƌaŶĐhiƌà deà laà ĐoŶtaŵiŶatioŶà ďaĐtĠƌieŶŶeà duàŵilieuà deà

culture des paramécies (K. pneumoniae), les cellules de paramécie sont nourries avec la 

souche Dam-Dcm- d͛E. coli. Cette différence est cruciale par rapport aux expériences de 

CuŵŵiŶgs.à PuisƋu͛oŶà eǆtƌaità l͛áDNà totalà desà paƌaŵĠĐies,à l͛áDNà duà MICà età MáCà soŶtà

présents dans les cultures végétatives et en plus, pour le poiŶtà ăà l͛autogaŵie,à soŶtà aussià

présents les fragments du macronoyau maternel. Etant donné le rapport de ploïdie MIC 

(2n)/MAC (800n), ce sont les modifications associées au génome MAC qui seront 

préférentiellement détectées. Après traitement à la RNAse, les  ĠĐhaŶtilloŶsà d͛áDNà soŶtà

précipités et digérés par la Degradase plus pour obtenir des nucléosides. Les standards 

utilisés sont les nucléosides non modifiés (A, T, G, C) mais également les nucléosides 

modifiés suivants : 6mA, 5mC, 5hmC, 4mC et 8oxoG. Les standards sont utilisés pour 

déterminer le temps de rétention propre à chaque molécule et sont systématiquement 

iŶjeĐtĠsàeŶàdĠďutàetàfiŶàd͛aŶalǇseàdesàĠĐhaŶtilloŶsàpouƌàĐoŶtƌôleƌàƋueàlesàteŵpsàdeàƌĠteŶtioŶà

Ŷ͛oŶtà pasà ĐhaŶgĠàauàĐouƌsàdeà l͛eǆpĠƌieŶĐe.àLesàdiffĠƌeŶtsàŶuĐlĠosidesàsoŶtàd͛aďoƌdàsĠpaƌĠsà

daŶsà leà teŵpsà seloŶàleuƌàaffiŶitĠàaǀeĐà laàphaseàCϭϴàapolaiƌeàdeà laàĐoloŶŶeàd͛HPLCàetàĠluĠsà

gƌąĐeà ăà uŶà solǀaŶtà polaiƌe,à l͛aĐĠtoŶitƌile.à Ilsà soŶtà eŶsuiteà dĠteĐtĠsà paƌà speĐtƌoŵĠtƌieà deà

masse assignant un temps de rétentioŶà ăà laàŵasseà deà ĐhaƋueàŵolĠĐule.à L͛aďoŶdaŶĐeà deà

ĐhaƋueà ŶuĐlĠosideà està ĐalĐulĠeà ăà paƌtiƌà deà l͛aiƌeàsousà laàĐouƌďeàdesàsigŶauǆàeŶƌegistƌĠsàetà

normalisée par le signal du nucléoside non modifié correspondant. 
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Figure 16 : Quantification par HPLC-MS des niveaux de méthylation des cytosines et des 

adĠŶiŶes de l’ADN gĠŶoŵiƋue total de P. tetƌauƌelia et P. seǆauƌelia 

A. ‘ĠteŶtioŶàdesàŶuĐlĠosidesàϱŵC,àϰŵCàetàϲŵáàdesàs taŶdaƌdsàetàĠĐhaŶtilloŶsàd͛áDNàĠtudiĠsàsuƌàlaàĐoloŶŶeàdeàsĠpaƌatioŶà
de l ͛HPLC.àLeàĐhƌoŵatogƌaŵŵeàiŶdiƋueàl i͛ŶteŶsitĠàdĠteĐtĠeàpouƌàĐhaƋueàŶuĐlĠosideàeŶàfoŶĐtioŶàdeàsoŶàteŵpsàdeàƌĠteŶtioŶà
sur la colonne. Sont représentés les chromatogrammes des standards pour 5mC (b) i ssu de la digestion par la Degradase 
Plus àd͛uŶàoligoŶuĐlĠotide 5mC, pour 4mC (a) issu de la digestion par la Degradase plus et pour 6mA (f). Sont également 
ƌepƌĠseŶtĠsàlesàĐhƌoŵatogƌaŵŵesàpouƌàϱŵCàetàϰŵCàdesàĠĐhaŶtilloŶsàd͛áDNàgĠŶoŵiƋueàd͛E. coli Dam-Dcm-, E. coli sure et 
P. tetraurelia nourries avec E. coli Dam-Dcm- (c-e). Sont représentés les chromatogrammes pour 6mA des échantillons 
d͛áDNàgĠŶoŵiƋueàd͛E. coli Dam-Dcm-, E. coli sure et P. tetraurelia nourries avec E. coli Dam-Dcm- (g-i). B. Quantification 
des  aires sous la courbe des chromatogrammes pour chaƋueàĠĐhaŶtilloŶàd͛áDNàgĠŶoŵiƋueàaŶalǇsĠ.àL͛aiƌeàĐoƌƌespoŶdaŶtàă à
la  densité de chaque nucléoside modifié est normalisée par le nucléoside standard correspondant. Les moyennes et 
déviations s tandards sont calculées à  partir de 3 ou 4 expériences indépendantesàpouƌàĐhaƋueàtǇpeàd͛ĠĐhaŶtilloŶ,àĐoŵŵeà
iŶdiƋuĠàeŶàdessousàdeàl ͛aǆeàdesàaďsĐisses. 

2. La méthylation des cytosines est absente du génome de P. tetraurelia 

Bien que les molécules de 4mC et 5mC aient la même masse, le passage sur la colonne 

deà l͛HPLCà aà permis de les séparer parce que 4mC et 5mC ont des temps de rétention 
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différents. Le nucléoside 4mC, visible dans le chromatogramme correspondant au standard 

(Figure 16áaͿ,àestàaďseŶtàdesàĐhƌoŵatogƌaŵŵesàdeà l͛eŶseŵďleàdeàŶosàĠĐhaŶtilloŶsàĐoŶtƌôleà

età deà l͛áDN de paramécies (Figure 16Ab-e). De la même manière, on détecte 5mC dans le 

Đhƌoŵatogƌaŵŵeà duà staŶdaƌdà età duàĐoŶtƌôleàpositif,à laàsouĐheàSU‘Eàd͛E. coli (Figure 16Ab-

c). Comme attendu, 5mC est absente de la souche E. coli Dam-Dcm- (Figure 16Ad). On ne 

détecte que des quantités très faibles voire quasi nulles de 5mC chez P. tetraurelia et 

sexaurelia comparables à ce qui est détecté pour E. coli Dam- Dcm- (Figure 16B). Les 

données ne sont pas présentées pour 5hmC et 8oxoG mais nos expériences de 

spectrométrie deà ŵasseà Ŷ͛oŶtà pasà dĠteĐtĠà Đesà ŵolĠĐulesà daŶsà l͛áDNà deà P. tetraurelia et 

sexaurelia. En conclusion, les nucléosides modifiés 5mC, 4mC, 5hmC et 8oxoG ne sont pas 

présents dans le génome MAC de la paramécie ou dans des quantités trop faibles pour être 

détectées par cette méthode. 

3. La ŵĠthǇlatioŶ des adĠŶiŶes est pƌĠseŶte daŶs l’ADN de P. tetraurelia 

Le nucléoside modifié 6mA est bien séparé du nucléoside non modifié par la colonne 

d͛HPLCà età ďieŶà dĠteĐtĠà eŶà speĐtƌoŵĠtƌieà deà ŵasseà Đoŵŵeà leà ŵoŶtƌeŶtà lesà

chromatogrammes obtenus (Figure 16Af). Comme attendu, 6mA est observé dans le 

contrôle positif E. coli SURE et absent du contrôle négatif E. coli Dam-Dcm- (Figure 16Ag-h). 

Leà ŶuĐlĠosideà ŵodifiĠà ϲŵáà està aussià foƌteŵeŶtà dĠteĐtĠà daŶsà l͛eŶseŵďleà desà ĠĐhaŶtilloŶs 

d͛áDNàdeàP. tetraurelia et de P. sexaurelia (Figure 16B). La présence de cette modification ne 

semble pas varier entre les différentes conditions physiologiques testées bien que nos 

ƌĠsultatsà Ŷeà peƌŵetteŶtà pasà deà ƋuaŶtifieƌà aǀeĐà pƌĠĐisioŶà l͛aďoŶdaŶĐeà deà chaque 

ŵodifiĐatioŶ.à EŶà ĐoŶĐlusioŶ,à laà ŵĠthǇlatioŶà desà adĠŶiŶesà està pƌĠseŶteà daŶsà l͛áDNà

génomique de P. tetraurelia et P. sexaurelia, quelles que soient les conditions physiologiques 

observées. 

L͛eŶseŵďleà deà Đesà ƌĠsultatsà Ŷousà peƌŵetà deà ĐoŶfiƌŵeƌà lesà ƌĠsultats obtenus  par 

(Cummings et al., 1974) età deà ĐoŶĐluƌeà Ƌueà l͛áDNà deà P. tetraurelia est méthylé sur les 

adénines. La méthylation des cǇtosiŶesàŶ͛estàpasàdĠteĐtĠeàĐhezàP. tetraurelia ni aucune autre 

des modifications étudiées (4mC, 5hmC, 8oxoG). Enfin, la méthylation des adénines est 

conservée chez P. sexaurelia,à espğĐeà Ƌuià Ŷ͛aǀaità pasà ĠtĠà aŶalǇsĠeà daŶsà (Cummings et al., 

1974). 
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Figure 17 : Détection de 6mA dans le génome de Paramecium tetraurelia avec des anticorps 

anti-6mA. 

A. DĠteĐtioŶàd͛adĠŶiŶesàŵĠthǇlĠesàdaŶsàl ͛áDNàdeàParamecium tetraurelia paƌàDotàBlotàă àl͛aideàd͛uŶàaŶtiĐoƌpsàaŶti-6mA. Des 
dĠpôtsàdeàϮϱϬŶgàd͛áDNàgĠŶoŵiƋueàtƌaitĠsàăàlaà‘NáseàáàetàTϭàdeàParamecium tetraurelia nourries avec E. coli Dam-Dcm-, de 
E. coli Dam-Dcm- et de K. pneumoniae sont déposés sur une membrane en nylon chargée positivement et cross l inkés  par 
UV. La  méthylation est détectée après incubation avec un anticorps anti-6mA (Synaptic System 202 003) et par un anticorps 

secondaire couplé à  la  peroxydase révélé par ECL. B. DĠteĐtioŶàd͛adĠŶiŶes àŵĠthǇlĠes àdaŶs àl ͛áDNàdeàParamecium 

tetraurelia par Dot Blot avec un anticorps anti-ϲŵá.àDesàdĠpôtsàd͛áDNàgĠŶoŵiƋueàdeàƋuaŶtitĠàĐƌoissaŶteàeŶtƌeàϱϬàet 250ng 
tra i tés RNAse puis DNAse de Paramecium tetraurelia nourries E. coli Dam-Dcm- etàd͛E. coli Dam-Dcm- sont déposés sur une 
ŵeŵďƌaŶeàeŶàŶǇloŶàĐhaƌgĠeàpositiǀeŵeŶtàetàĐƌossliŶkĠsàpaƌàUV.àLesàdĠpôtsàd͛áDNàsoŶtàƌĠǀĠlĠsàdaŶs àuŶàďaiŶàdeàďleuàdeà
méthylène. La  méthylation est détectée après incubation avec un anticorps anti-6mA et par un anticorps secondaire couplé 

à  la  peroxydase révélée par ECL. C. Description de la  loca l i sation cel lula i re par immunofluorescence de 6mA chez 
Paramecium tetraurelia par immunofluoƌesĐeŶĐe.àDesàsupeƌpositioŶsàd͛uŶeàsĠleĐtioŶàdeàpƌojeĐtioŶsàeŶà)àdeàǀues àdeàϲŵáà
(vert) et Hoecsht (rouge) à différents moments du cycle de vie sont présentées  (a -l ). Les  cercles  blancs  en pointi l lés  
indiquent les deux MIC quand ils sont visibles. Le cadre en pointillés blancs en bas à  gauche de chaque image montre un 
gƌossisseŵeŶtàd͛uŶàMIC.àLeàĐadƌeàeŶàpoiŶtillĠsàďlaŶĐsàeŶàhautàă àdƌoiteàdeàĐhaƋueàiŵageàŵoŶtƌeàuŶàgƌoss isseŵeŶtàd͛uŶà
ŶouǀeauàMáCàeŶàdĠǀeloppeŵeŶt.àL͛ĠĐhelleàestàăàϭϬµŵ.àD. Localisation de la méthylation par immunofluorescence des  
adĠŶiŶesàetàdeàPgŵàdaŶsàdesàĐellulesàeŶàdĠǀeloppeŵeŶtàă àl͛aideàd͛aŶtiĐoƌpsàspĠĐifiƋues.àDesàsupeƌpositioŶsàdesàpƌojeĐtioŶsà
en Z de vues de 6mA (cyan), Pgm (vert) et Hoecsht (rouge) à  différents moments du développement macronucléa i re sont 
présentées. Les cercles blancs en pointillés indiquent les deux nouveaux MAC en développement. A gauche sont indiqués  
les temps du développement auxquels ont été observées les cellules. A droite, quantification des  signaux de fluorescence 
des àaŶtiĐoƌps àaŶti àϲŵáà;ďleuͿàetàaŶti àPgŵà;ǀeƌtͿàeŶàfoŶĐtioŶàdeàl ͛a i ƌeàdes àMáCàeŶàdĠǀeloppeŵeŶtàeŶàµŵ².  

II. Description de la localisation de la méthylation des adénines chez 

Paramecium tetraurelia 

Ilà Ŷ͛està pouƌà leàŵoŵeŶtà pasà possiďleà de déterminer la présence de modifications dans 

l͛áDNà ŵiĐƌoŶuĐlĠaiƌeà paƌà HPLC-MS, en raison des trop faibles quantités obtenues après 

puƌifiĐatioŶà deà l͛áDNàŵiĐƌoŶuĐlĠaiƌeà (Guérin et al., 2017). Pour étudier la dynamique de la 

méthylation au cours du cycle de vie et sa localisation précise dans la cellule, nous avons 

utilisé un anticorps spécifique de 6mA pour des expériences de dot blot et 

d͛iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐe. 

1. La ŵĠthǇlatioŶ des adĠŶiŶes est ŵajoƌitaiƌeŵeŶt dĠteĐtĠe suƌ l’ADN  

Nous avons entrepris de confirmer les résultats obtenus en HPLC-MS par dot blot avec 

un anticorps spécifique pour 6mA (Synaptic system 202 003) (Figure 17áͿ.à Deà l͛áDNà

génomique extraits de P. tetraurelia, E. coli Dam-Dcm- et K. pneumoniae digérés à la RNAse 

sont déposés sur une membrane de nylon chargée positivement et réticulés par les UV. On 

dĠposeàdesàƋuaŶtitĠsàĐoŶstaŶtesà;ϮϱϬàŶgͿàd͛áDNàeŶàtƌipliĐat.àCoŵŵeàatteŶdu,àoŶàŶeàdĠteĐteà

pasà ǀoiƌeà tƌğsà peuà deà sigŶalà ϲŵáà daŶsà l͛áDNà gĠŶoŵiƋueà eǆtƌaitsà d͛E. coli Dam-Dcm-. Au 

contraire, 6mA est bien détectée chez Klebsiella pneumoniae qui est utilisé pour nourrir 

https://www.sysy.com/products/m6a/facts-202003.php
https://www.sysy.com/products/m6a/facts-202003.php


Touzeau Amandine – Thèse de doctorat - 2018 

152 

 

haďituelleŵeŶtà lesà paƌaŵĠĐies.à OŶà dĠteĐteà ĠgaleŵeŶtà ϲŵáà daŶsà l͛áDNà deà P. tetraurelia 

nourries avec E. coli Dam-Dcm- confirmant les résultats obtenus par HPLC-MS. 

PouƌàdĠteƌŵiŶeƌàsià laàŵĠthǇlatioŶàƋueàŶousàdĠteĐtoŶsàpƌoǀieŶtàďieŶàdeà l͛áDNàet non pas 

deàl͛á‘N,àoŶàƌĠaliseàeŶsuiteàdesàdĠpôtsàdeàƋuaŶtitĠàĐƌoissaŶteàd͛áDNàsuƌàuŶeàŵeŵďƌaŶeàeŶà

nylon chargée positivement et réticulées par les UV (Figure 17B), après traitement RNAse A 

etàTϭàouàtƌaiteŵeŶtà DNáseàI,àpouƌàs͛assuƌeƌàdeàlaàspĠĐifiĐitĠàduàsignal anti-6mA. Après dépôts 

des acides nucléiques sur la membrane, leur présence est révélée grâce au bleu de 

méthylène. Comme précédemment (Figure 17B) et pour des quantités inférieures (dès 50 

ŶgͿ,àoŶàdĠteĐteàϲŵáàdaŶsà l͛áDNàdeàP. tetraurelia traité RNAse et ce signal disparaît lorsque 

l͛áDNàestàeŶsuiteàtƌaitĠàDNáse.àáuàďleuàdeàŵĠthǇlğŶeàoŶàdĠteĐteàĐepeŶdaŶtàtoujouƌsàuŶàpeuà

deà sigŶalà Ƌuià pƌoǀieŶtà pƌoďaďleŵeŶtà d͛uŶeà digestioŶà iŶĐoŵplğteà deà l͛áDNà dĠposĠ.à EŶà

ĐoŶĐlusioŶ,à l͛aŶtiĐoƌpsàaŶti-6mA permetàdeàdĠteĐteƌà laàŵĠthǇlatioŶàdesàadĠŶiŶesàdaŶsàl͛áDNà

de P. tetraurelia. 

2. La méthylation des adénines est établie pendant le développement des 

macronoyaux et perdure pendant tout le cycle cellulaire 

Afin de localiser la méthylation des adénines entre les différents noyaux et déterminer 

quand elle est établie pendant le cycle de vie de P. tetraurelia, des expériences 

d͛iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐeà oŶtà ĠtĠà ƌĠalisĠesà aǀeĐà l͛aŶtiĐoƌpsà spĠĐifiƋueà pouƌà ϲŵáà peŶdant le 

cycle cellulaire (Figure 17CͿ.à Pouƌà s͛affƌaŶĐhiƌà desà ĐoŶtaminations bactériennes et de la 

présence de 6mA sur les ARN (Dominissini et al., 2012; Fang et al., 2012), les cellules sont 

nourries avec E. coli Dam-Dcm- et traitées par la RNAse A après avoir été perméabilisées et 

fixées. Le signal 6mA est détecté essentiellement dans le MAC tout au long du cycle de vie. 

Pendant le cycle végétatif, 6mA est détecté dans le MAC et est absent des MIC y compris 

lorsque les cellules se diǀiseŶt.àLoƌsƋueàs͛eŶgageàl͛autogaŵie,àϲŵáàestàpƌĠseŶtàdaŶsàleàMáCà

ŵateƌŶelà età appaƌaîtà daŶsà lesà MICà deà ŵaŶiğƌeà tƌaŶsitoiƌe,à d͛aďoƌdà eŶà ŵĠioseà Ià puisà ăà

l͛appaƌitioŶà deà jeuŶesàMáCà eŶà dĠǀeloppeŵeŶt.à LeàMáCàŵateƌŶelà fƌagŵeŶtĠà ƌesteàŵĠthǇlĠà

au cours du développeŵeŶtà duà ŶouǀeauàMáC.à Leà sigŶalà ϲŵáà s͛aĐĐuŵuleà pƌogƌessiǀeŵeŶtà

dans les nouveaux MAC en développement. Il augmente à mesure que les MAC grossissent 

età leà sigŶalà seŵďleà atteiŶdƌeà soŶà ŵaǆiŵuŵà d͛iŶteŶsitĠà daŶsà leà Ŷouǀeauà MáCà apƌğsà laà

première division cellulaiƌe.àL͛eŶseŵďleàdeàĐesàƌĠsultatsàŶousàpeƌŵetteŶtàdeàĐoŶĐluƌeàƋueàlaà
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méthylation des adénines est principalement localisée dans le MAC au cours du cycle de vie, 

et est présente de manière transitoire dans les MIC pendant et après les événements 

sexuels. NousàaǀoŶsàoďseƌǀĠàƋu͛ilàeǆisteàuŶeàŵĠthǇlatioŶàde novo Ƌuiàs͛ĠtaďlitàdaŶsàlesàMáCà

eŶà dĠǀeloppeŵeŶtà età Ŷousà supposoŶsà Ƌu͛ilà eǆisteà uŶeà ŵĠthǇlatioŶà deà ŵaiŶteŶaŶĐeà

conservée tout au long du cycle cellulaire. 

3. La ŵĠthǇlatioŶ des adĠŶiŶes s’Ġtaďlit eŶ aval des ƌĠaƌƌaŶgeŵeŶts d’ADN daŶs les 

nouveaux macronoyaux 

Pouƌà dĠteƌŵiŶeƌà plusà pƌĠĐisĠŵeŶtà leà ŵoŵeŶtà d͛appaƌitioŶà deà ϲŵáà daŶsà lesà MáCà eŶà

dĠǀeloppeŵeŶtà età leà situeƌà paƌà ƌappoƌtà auǆà ĠǀğŶeŵeŶtsà d͛ĠliŵiŶatioŶà d͛áDN,à Ŷousà aǀoŶsà

ƌĠalisĠàdesàeǆpĠƌieŶĐesàd͛iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐeàpouƌàdĠteĐteƌàsiŵultaŶĠŵeŶtà l͛eŶdoŶuĐlĠaseà

Pgm et 6mA avec des anticorps spécifiques (Figure 17D). Nous avons quantifié les signaux de 

fluoƌesĐeŶĐeà Pgŵà età ϲŵáà daŶsà lesà MáCà eŶà dĠǀeloppeŵeŶtà eŶà foŶĐtioŶà deà l͛aiƌeà deà Đesà

ŶoǇauǆ.à Laà pƌotĠiŶeà Pgŵà s͛aĐĐuŵuleà dans les MAC en développement puis disparaît à des 

stades plus tardifs du MAC en développement (Dubois et al., 2017). Nous observons que le 

signal Pgm est présent dans les MAC en développement alors que 6mA est encore 

indétectable (Figure 17D). La fluorescence 6mA augmente progressivement dans les MAC, 

aloƌsà Ƌueà leàsigŶalàPgŵàaàdĠjăàdispaƌu.àLeàsigŶalàϲŵáàaugŵeŶteàeŶàŵġŵeàteŵpsàƋueàl͛aiƌeà

desà ŶoǇauǆà augŵeŶte.à Leà piĐà d͛iŶteŶsitĠà de fluorescence de Pgm est détecté lorsque le 

sigŶalà ϲŵáà està eŶĐoƌeà faiďle.à Leà piĐàd͛iŶteŶsitĠàdeàϲŵáàestàatteiŶtà loƌsƋueàleàsigŶalàPgŵàaà

déjà disparu. Même si nos résultats sont sujets à caution dans la mesure où ils dépendent du 

seuil de détection des anticorps utilisés, nos observations suggèrent que la méthylation des 

adĠŶiŶesà s͛Ġtaďlità daŶsà lesàMáCà eŶà dĠǀeloppeŵeŶtàpostĠƌieuƌeŵeŶtàăà laàpƌĠseŶĐeàdeàPgŵà

dans les MAC.  
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Figure 18 : Localisation de 6mA dans le génome de P. tetraurelia par MedIP 

á.à‘epƌĠseŶtatioŶàsĐhĠŵatiƋueàdesàĠtapesàduàpƌotoĐoleàdeàMedIP.àDeàl ͛áDNàgĠŶoŵiƋueàtota l àestàeǆtƌa i tàdeàĐel lules àeŶà
ĐƌoissaŶĐeàeǆpoŶeŶtielleàouàeŶàfiŶàd͛autogaŵieà;TϱϬͿ,àtƌa itĠàpaƌàlaà‘NáseàA et la  RNAse T1 et soniqué pour obtenir des  
fragments de 200 pb. Des librairies sont préparées à partir des fragments soniqués . Les fragments sont ensuite dénaturés  
;IŶputͿàetàutilisĠsàpouƌàl ͛iŵŵuŶopƌĠĐipitatioŶàaǀeĐàlesàaŶtiĐoƌpsàaŶtiàIgG et anti-6mA. Après lavage et élution, les fragments  
d͛áDNàiŵŵuŶopƌĠĐipitĠs sont précipités et amplifiés par PCR avant séquençage I llumina. B. Dépôt suƌàgel àd͛agaƌoseàϭ,Ϯ%à
des àaŵplifiĐatioŶsàpaƌàPC‘àdeàl͛IŶputàetàdesàiŵŵuŶopƌĠĐipitatioŶsàpaƌàl ͛aŶtiĐoƌpsàaŶti -IgG ou anti-ϲŵá.à‘ieŶàŶ͛estàdĠteĐtĠà
daŶsàlaàpisteàĐoƌƌespoŶdaŶtàă àl͛IPàIgGàhoƌŵisàlesàdiŵğƌesàd͛aŵoƌĐesàutilisĠesàpouƌàlaàPC‘.àDaŶsàlesàpis tes àIŶ put et 6mA, la  
tƌa îŶĠeàĐoƌƌespoŶdàă àl͛áDNàiŵŵuŶopƌĠĐipitĠ,àlaàďaŶdeàiŶfĠƌieuƌeà;iŶdiƋuĠeàpaƌà†) aux adaptateurs non ligués et ampl i fiés  

et la  bande indiquée par * auǆàdiŵğƌesàd͛aŵoƌĐesàdeàPC‘.àC.àCoŵpaƌaisoŶàdesàĐouǀeƌtuƌesàdeàsĠƋueŶçageàeŶtƌeàl ͛IŶputàetà
l ͛IPàϲŵá.àOŶàoďseƌǀeàlaàtailleàdesàleĐtuƌesàeŶàfoŶĐtioŶàdeàlaàpƌopoƌtioŶàeŶàáTàdaŶsàĐhaƋueàleĐtuƌe.àáàdƌoiteàsoŶtàdoŶŶĠesàlesà
pƌopoƌtioŶsàdeàĐhaƋueàtǇpeàdeàleĐtuƌeàdaŶsàl ͛ĠĐhaŶtilloŶàsĠƋueŶĐĠs,àdeàďleuàă àjauŶeà=àŵillieƌsàdeàleĐtuƌes,àdeàǀioletàă àƌoseà= 

* 

† 
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centa ines de lectures, de vert à bleu = dizaines de lectures, de rouge à bleu = lectures uniques. La  majorité des lectures sont 
d͛uŶeàtailleàallaŶtàdeàϭϬϬàă àϮϬϬàpďàĐoŵpatiďleàaǀeĐàlesàfƌagŵeŶtsàƋueàŶousàaǀoŶsàpƌoduitsàpaƌàsoŶiĐatioŶàetàles àl iďƌa i ƌies à
que nous avons construites, avec une proportion en AT entre 60 et 80% s imi la i re à  cel le tƌouǀĠeàdaŶs àl ͛eŶseŵďleàduà
génome (Aury et a l., 2006).àLesàpƌofilsàdeàĐouǀeƌtuƌeàŶeàdiffğƌeŶtàpasàeŶtƌeàl ͛IŶputàetàl ͛IPàϲŵá.àD.àCoŵpaƌaisoŶàeŶtƌeàla à
ĐouǀeƌtuƌeàdaŶsàleàgĠŶoŵeàďƌoǁseƌàd͛uŶeàƌĠgioŶàpaƌtiĐuliğƌeàduàsĐaffoldàϭϭϳàeŶtƌeàles àĐooƌdoŶŶĠes àϵϵ,ϳϲϲàetàϭϱϬ,ϲϯϭà
eŶtƌeàl ͛IŶputàetàl͛IPàϲŵáàa ligŶĠsàsuƌàleàgĠŶoŵeàptetƌauƌel ia_ŵiĐ_ϱϭ.àSoŶtàiŶdiƋuĠs àles àIESàetàautƌes àsĠƋueŶĐes àMICà
spĠĐifiƋuesàeŶàhautàeŶàgƌis.àOŶàŶeàdĠteĐteàpasàdeàpiĐàd͛eŶƌiĐhisseŵeŶtàpouƌàuŶeàsĠƋueŶĐeàpaƌtiĐul iğƌeàdaŶs àl ͛IPàϲŵá.  
 

III. Localisation de 6mA dans le génome de P. tetraurelia 

Ayant établi que la méthylation des adénines est présente de manière significative et 

faĐileŵeŶtàdĠteĐtaďleàdaŶsà l͛áDNgàdeàP. tetraurelia,àŶousàaǀoŶsàĐhoisiàd͛utiliseƌàlaàteĐhŶiƋueà

deà MedIPà ƌeposaŶtà suƌà leà sĠƋueŶçageà ăà hautà dĠďità deà l͛áDNgà immunoprécipité par 

l͛aŶtiĐoƌpsàspĠĐifiƋueàdeàϲŵáàpouƌà loĐaliseƌàϲŵáàleàloŶgàduàgĠŶoŵe.  

1. AdaptatioŶ d’uŶ pƌotoĐole d’iŵŵuŶopƌĠĐipitatioŶ de l’ADNg ŵĠthǇlĠ suƌ ϲŵA Đhez 

P. tetraurelia 

Leà MedIPà ;MethǇlatioŶà DNáà IŵŵuŶoPƌeĐipitatioŶͿà ƌeposeà suƌà leà sĠƋueŶçageà d͛ADN 

enrichi en séquences méthylées grâce à un anticorps spécifique de la méthylation étudiée. 

La technique est traditionnellement utilisée pour la méthylation des cytosines 5mC 

(Plongthongkum et al., 2014) ŵaisà elleà aà aussià ĠtĠà adaptĠeà pouƌà l͛Ġtudeàdeà laàŵĠthǇlatioŶà

desà adĠŶiŶesà daŶsà l͛á‘Nà età plusà ƌĠĐeŵŵeŶtà pouƌà laàŵĠthǇlatioŶà desàadĠŶiŶesàdaŶsà l͛áDNà

chez quelques eucaryotes (Greer et al., 2015; Zhang et al., 2015). 

Je me suis basée sur les protocoles développés pour le MeRIP, immunoprécipitation 

d͛á‘NàŵĠthǇlĠsàϲŵáà (Dominissini et al., 2013, 2015) etàsuƌàĐeuǆàaǇaŶtàseƌǀiàăà l͛Ġtudeàdeàlaà

localisation de 6mA sur les génomes de C. elegans et C. reinhardtii (Fu et al., 2015; Greer et 

al., 2015). Les principales étapes du protocole sont rappelées dans la figure 18A. 

 EĐhaŶtilloŶsàĠtudiĠsàetàeǆtƌaĐtioŶsàd͛áDN : Nousàsoŵŵesàpaƌtis,àĐoŵŵeàpouƌàl͛eŶseŵďleàdesà

ĠtudesàƋueàj͛aiàpƌĠseŶtĠesàpƌĠĐĠdeŵŵeŶt,àdeàĐellulesàdeàP. tetraurelia cultivées dans un 

milieu bactérisé avec la souche Dam-Dcm- d͛E. coli incapable de méthyler 6mA et 5mC. Le 

MedIPà peƌŵetà d͛ideŶtifieƌà paƌà leà sĠƋueŶçageà laà ĐoŶtaŵiŶatioŶà ĠǀeŶtuelleà eŶà ϲŵáàdeà

d͛autƌesà oƌgaŶisŵesà età ŶotaŵŵeŶtà ďaĐtĠƌieŶsà Đhezà Ƌuià Đetteà ŵodifiĐatioŶà està tƌğ s 

abondante. Pour garantir un enrichissement suffisant en séquences paramécie qui sont 

potentiellement autant méthylées en 6mA que chez les bactéries et une couverture 

suffisante par le séquençage, nous avons préféré réduire la contamination bactérienne. Une 
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pƌeŵiğƌeàteŶtatiǀeàdeàMedIPàăàpaƌtiƌàd͛áDNàeǆtƌaitsàdeàĐellulesàeŶàĐƌoissaŶĐeàǀĠgĠtatiǀeà

eǆpoŶeŶtielleàaàd͛aďoƌdàĠtĠàteŶtĠe.àIlàs͛estàaǀĠƌĠàpaƌàBlastàdesàleĐtuƌesàdeàl͛IŶputàƋueàl͛áDNà

immunoprécipité était beaucoup trop contaminé par des souches bactéri ennes (75% des 

leĐtuƌesàdeàl͛IŶputͿàpouƌàoffƌiƌàuŶeàĐouǀeƌtuƌeàsuffisaŶteàduàgĠŶoŵeàdeàP. tetraurelia (5% des 

leĐtuƌesàdeàl͛IŶputͿ.àIlàĠtaitàaloƌsàiŵpossiďleàd͛utiliseƌàĐetteàfaiďleàĐouǀeƌtuƌeàpouƌàdĠteĐteƌà

desà piĐsà d͛eŶƌiĐhisseŵeŶtà daŶsà l͛IPà paƌà ƌappoƌtà ă l͛IŶput.à OŶà peutà eǆpliƋueƌà Đetteà

ĐoŶtaŵiŶatioŶàpaƌàleàstadeàduàĐǇĐleàdeàǀieàauƋuelàl͛áDNàestàeǆtƌait.àEŶàĐƌoissaŶĐeàǀĠgĠtatiǀe,à

les cellules sont pleines de vacuoles digestives riches en bactéries. Il se peut aussi que le 

protocole de lavages des cellules Ŷ͛aitàpasàĠtĠàsuffisaŵŵeŶtàiŶteŶsifàpouƌàseàdĠďaƌƌasseƌàdesà

bactéries présentes dans le milieu de culture lui-ŵġŵe.àNousàaǀoŶsàeŶsuiteàdĠĐidĠàd͛eǆtƌaiƌeà

deàl͛áDNàdeàĐellulesàeŶàfiŶàd͛autogaŵie,àϱϬhàapƌğsàleàdĠďutàdeàl͛autogaŵie.àáàĐeàstade,àilàŶ͛Ǉà

a pas de bactéries dans le milieu de culture et les cellules sont en carence alimentaire depuis 

plusieurs jours. Dans ces cellules, les réarrangements se sont déjà terminés ou se terminent 

dans les nouveaux MAC en développement. Sur la base de nos expériences 

d͛immunofluorescence, la méthylation 6mA est détectée dans les nouveaux MAC en plus des 

fƌagŵeŶtsàduàMáCàŵateƌŶelàeŶĐoƌeàpƌĠseŶtsàdaŶsàlaàĐellule.àOŶàsupposeàƋueàl͛oŶàauƌaàaiŶsià

aĐĐğsàăà laà foisàăà laàŵĠthǇlatioŶàdeàŵaiŶteŶaŶĐeà ;daŶsà leàMáCàŵateƌŶelͿàƋueàl͛oŶàaurait 

observée dans des cellules en croissance exponentielle et à la méthylation déposée de novo 

daŶsàlesàMáCàeŶàdĠǀeloppeŵeŶt.àL͛áDNàeǆtƌaitàestàtƌaitĠàăàlaàRNAse A (Sigma 50U/mg) à 

20µg/ml et 1U de RNAse T1 (Ambion 1U/µl). 

 Sonication : L͛áDNgàeǆtƌaitàestàsoŶiƋuĠàeŶàfƌagŵeŶtsàaǀoisiŶaŶtàlesàϮϬϬàpď.àLaàsoŶiĐatioŶàestà

réalisée sur un appareil Covaris M220 selon les recommandations et programmes du 

fabriquant pour obtenir cette taille de fragment. Pour vérifier la taille des fragments obtenus, 

l͛áDNàsoŶiƋuĠàestàaŶalǇsĠàsuƌàuŶàgelàd͛agaƌoseàϭ,Ϯ%.  

 Préparation des librairies : A la différence du protocole de MeRIP dans (Dominissini et al., 

2013, 2015), et comme dans les protocoles de MedIP sur C. elegans ou D. melanogaster (Fu 

et al., 2015; Greer et al., 2015), nous réalisons les librairies pour le séquençage avant 

d͛iŵŵuŶopƌĠĐipiteƌà lesà fƌagŵeŶtsà d͛áDN.à DaŶsà leàMe‘IP,à laà pƌĠpaƌatioŶà desà liďƌaiƌiesà

implique la conversion des ARN en ADN complémentaires et donc la perte de la méthylation 

par la RT-PCR. Il faut donc dans ce cas immunopréĐipiteƌàlesàá‘Nàd͛aďoƌd.àEŶàpƌĠpaƌaŶtàlesà

liďƌaiƌiesàaǀaŶtà l͛iŵŵuŶopƌĠĐipitatioŶ,àoŶàs͛affƌaŶĐhitàauàŵaǆiŵuŵàdeàdiffĠƌeŶĐesàeŶtƌeà

l͛IŶputà età l͛IPà Ƌuià Ŷeà pƌoǀieŶdƌaieŶtà pasà deà l͛iŵŵuŶopƌĠĐipitatioŶ.à Lesà liďƌaiƌiesà soŶtà

préparées avec le kit NEBNext® DNA Library Prep Master Mix Set for Illumina®. Les 

eǆtƌĠŵitĠsà desà fƌagŵeŶtsà d͛áDNà soŶiƋuĠsà soŶtà ƌĠpaƌĠes,à adĠŶǇlĠesà età liguĠes à des 

adaptateurs. 
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 Dénaturation : LesàĠĐhaŶtilloŶsàd͛áDNàfƌagŵeŶtĠsàetàliĠsàauǆàadaptateuƌsàsoŶtàdĠŶatuƌĠsà

pouƌàpeƌŵettƌeàl͛iŵŵuŶopƌĠĐipitatioŶàetàuŶeàpetiteàƋuaŶtitĠà;IŶputͿ  est mise de côté. 

 Immunoprécipitation/Elution/Précipitation : Après dénaturation, les échantillons sont 

incubés avec des billes couplées à la protéine A liées aux anticorps spécifiques de la 

méthylation des adénines 6mA (Synaptic system). Seront donc immunoprécipités par les 

billes uniquement les portions du génome de P. tetraurelia de 200pb en moyenne portant 

6mA. Lesà fƌagŵeŶtsà d͛áDNà soŶtà ĠluĠsà aǀeĐà duà NϲMáŵoŶoPà ;N6-MethǇladeŶosiŶeà ϱ′-

monophosphate sodium salt), nucléotide entrant en compétition avec les adénines 

méthylées retenues par les anticorps anti-ϲŵáàpuisàpƌĠĐipitĠsàăàl͛éthanol. Comme contrôle 

négatif, on réalise aussi une immunoprécipitation avec un anticorps anti -IgG. 

 Amplification par PCR : Suivant le protocole du kit NEBNext® DNA Library Prep Master Mix 

SetàfoƌàIlluŵiŶa®,àl͛IŶputàetàlesàáDNàiŵŵuŶopƌĠĐipitĠsàpaƌàlesàaŶtiĐoƌpsàaŶti -6mA ou anti-IgG 

sont amplifiés paƌàPC‘.àUŶeàpaƌtieàdeàl͛IŶputàetàdesàIPàsoŶtàdĠposĠsàsuƌàuŶàgelàd͛agaƌoseàpouƌà

contrôler le nombre de cycles nécessaires en PCR (Figure 6B).  

 Séquençage Illumina : L͛IŶputàetàlesàáDNàImmunoprécipités sont séquencés par séquençage 

Illumina (single end, reads 75pb) 

2. L’iŵŵuŶopƌĠĐipitatioŶ paƌ l’aŶtiĐoƌps ϲŵA Ŷ’a pas peƌŵis d’eŶƌiĐhiƌ eŶ ƌĠgioŶs 

méthylées 

áà l͛issuà desà PC‘à ǀisaŶtà ăà eŶƌiĐhiƌà l͛IŶputà età lesà iŵŵuŶopƌĠĐipitatioŶsà paƌà lesà aŶtiĐoƌpsà

anti-6mA et IgG, on a déposé une partie des amplifications sur un gel d͛agaƌoseàϭ,Ϯ%à;Figuƌeà

18BͿ.à DaŶsà l͛IPà IgG,à oŶà Ǉà oďseƌǀeà Ƌueà ƌieŶà Ŷ͛està dĠteĐtĠà hoƌŵisà desà diŵğƌesà d͛aŵoƌĐes,à

Đoŵŵeà atteŶdu.à áuà ĐoŶtƌaiƌe,à eŶà plusà desà diŵğƌesà d͛aŵoƌĐes,à daŶsà l͛IPà ϲŵáà oŶà oďseƌǀeà

eŶtƌeà ϮϬϬà età ϰϬϬà pďà uŶeà tƌaîŶĠeà d͛aĐidesà ŶuĐlĠiƋuesà s iŵilaiƌeà ăà l͛IŶputà ĐoƌƌespoŶdaŶtà auǆà

fƌagŵeŶtsà d͛áDNà iŵŵuŶopƌĠĐipitĠs.à OŶà oďseƌǀeà aussià au-dessus de 100 pb une bande 

correspondant aux adaptateurs des librairies, non éliminés par les différents lavages après 

l͛iŵŵuŶopƌĠĐipitatioŶ.à L͛aŶtiĐoƌpsà aŶti-6mA, auà ĐoŶtƌaiƌeà deà l͛aŶtiĐoƌpsà aŶti-IgG, permet 

l͛iŵŵuŶopƌĠĐipitatioŶà deà sĠƋueŶĐesà d͛áDN.à Laà PC‘à Ŷ͛ĠtaŶtà pasà ƋuaŶtitatiǀeà ilà està diffiĐileà

d͛Ġǀalueƌàs͛ilàǇàaàuŶàeŶƌiĐhisseŵeŶtàeŶtƌeàl͛IŶputàetàl͛IPàϲŵá. 

NousàaǀoŶsàĐoŶfiĠà l͛aŶalǇseàdesàdoŶŶĠesàdeàsĠƋueŶçageàăà‘eiŶeƌàSĐhulzà;KiŶg͛sàCollegeà

London, UK) qui utilise le pipeline suivant : Suppression des adaptateurs, Construction des 

iŶdeǆà ;poƌtioŶsà desà gĠŶoŵesà deà ƌĠfĠƌeŶĐesà Ƌuià ƌasseŵďlĠesà ĐouǀƌeŶtà l͛eŶseŵďleà duà
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génome) par Bowtie2, Hisat2, BWA, Alignements des lectures par Bowtie2, Hisat2 et BWA, 

Configuration de IGV (Integrative Genomics Viewer), Identification des contaminants, 

áŶalǇseà deà laà Đouǀeƌtuƌe,à DĠteĐtioŶà desà piĐsà d͛eŶƌiĐhisseŵeŶtà eŶà ϲŵá.à EŶà aligŶaŶtà lesà

sĠƋueŶĐesàdeà l͛IŶputàetàdeà l͛IPàϲŵá,àoŶàĐoŶstateàƋue ϭ,ϱ%àdesà leĐtuƌesàdeà l͛iŶputàs͛aligŶeŶtà

sur des séquences MIC-spĠĐifiƋues.àCeàŶ͛estàpasàleàĐasàdaŶsàl͛IP.àIlàestàpossiďleàƋueàl͛IPàϲŵáà

soit déplétée en certaines séquences MIC-spécifiques. Au stade du développement que nous 

analysons, les réarrangements d͛áDNà oŶtà dĠjăàeuàlieuàetà leàgĠŶoŵeàŶeàĐoŶtieŶtàƋuasiŵeŶtà

plusà deà sĠƋueŶĐesàMICs.à C͛està ăà ĐeàŵoŵeŶt-lăà aussià Ƌueà s͛Ġtaďlità laàŵĠthǇlatioŶà daŶsàuŶà

gĠŶoŵeà Ƌuià ĐoŶtieŶtàŵajoƌitaiƌeŵeŶtà desà sĠƋueŶĐesàMáCsà sià l͛oŶà tieŶtà Đoŵpteà deà Đeà Ƌueà

l͛oŶà oďseƌǀeà eŶà IŵŵuŶofluorescence (Figure 17C, 17D). Le petit enrichissement en 

sĠƋueŶĐesà MICsà daŶsà l͛IŶputà seƌaità aloƌsà ĐohĠƌeŶtà aǀeĐà uŶeà pƌĠseŶĐeà deà ϲŵáà

majoritairement sur les séquences MACs et cet enrichissement reste faible étant donné que 

ces séquences sont peu présentes. CuƌieuseŵeŶt,à l͛aŶalǇseàdeàlaàĐouǀeƌtuƌeàdeàl͛IŶputàetàdeà

l͛IPàϲŵáàŵoŶtƌeàdesàdistƌiďutions très similaires (Figure 18C). Ces distributions ne semblent 

pasà ĐoƌƌĠlĠesà aǀeĐà laà pƌopoƌtioŶà d͛á/Tà daŶsà leà gĠŶoŵe.à Cesà oďseƌǀatioŶsà aŵğŶeŶtà ăà seà

deŵaŶdeƌàsià l͛IPàϲŵá estàǀƌaiŵeŶtàeŶƌiĐhieàeŶàsĠƋueŶĐesàpaƌtiĐuliğƌesàpaƌàƌappoƌtàăàl͛IŶput.à

Lesà pƌogƌaŵŵesà DESeƋϮàetàMáCSϮàoŶtàĠtĠàutilisĠsàpouƌàdĠteĐteƌàdesàpiĐsàd͛eŶƌiĐhisseŵeŶtà

daŶsà l͛IPà ϲŵá.à DESeƋϮà Ŷeà dĠteĐteà Ŷià eŶƌiĐhisseŵeŶtà ouà dĠplĠtioŶà eŶà uŶàtǇpeàdeàsĠƋueŶĐeà

particuliğƌe.àMáCSϮàdĠteĐteàuŶàeŶƌiĐhisseŵeŶtàdaŶsà l͛IPàϲŵáàeŶàsĠƋueŶĐesàŵitoĐhoŶdƌialesà

et ribosomales ou répétées à l͛eǆtƌĠŵitĠàdesàĐhƌoŵosoŵesàMáC ŵaisàpasàd͛eŶƌiĐhisseŵeŶtà

ouà deà dĠplĠtioŶà daŶsà leà ƌesteà duà gĠŶoŵe.à Ilà està possiďleà Ƌueà l͛eŶƌiĐhisseŵeŶtà eŶà Đesà

séqueŶĐesà pƌoǀieŶŶeà d͛uŶeà Đouǀeƌtuƌeà eǆĐessiǀeà dueà ăà laà gƌaŶdeà ƋuaŶtitĠà deà sĠƋueŶĐesà

ƌĠpĠtĠes.à EŶà ĐoŶĐlusioŶ,à l͛iŵŵuŶopƌĠĐipitatioŶà paƌà l͛aŶtiĐoƌpsà aŶti-ϲŵáà Ŷ͛aà pasà peƌŵisà

d͛eŶƌiĐhiƌàouàdeàdĠplĠteƌàeŶàsĠƋueŶĐesàspĠĐifiƋuesàăàĐeàstadeàduàĐǇĐleàdeàǀie.àOŶàĠŵetàalors 

plusieurs hypothèses. Il est possible que la distribution de 6mA sur le génome ne soit pas du 

tout en cluster mais parsemée le long du génome et que la résolution du MedIP ne permette 

pasà deà dĠteĐteƌà deà piĐà d͛eŶƌiĐhisseŵeŶt.à UŶeà autƌeà hǇpothğseà està Ƌue simplement 

l͛aŶtiĐoƌpsà aŶti-ϲŵáà Ŷ͛està pasà suffisaŵŵeŶtà spĠĐifiƋueà eŶàMedIPà deà ϲŵá.à C͛està l͛aŶalǇseà

prochaine du génome de P. tetraurelia au même stade de développement par séquençage 

PacBio (SMRT sequencing Pacific Bioscience) qui devrait nous permettre de répondre à la 

première hypothèse et nous offrir une localisation plus précise de 6mA sur le génome de P. 

tetraurelia (Hammond et al., 2017). 
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DisĐussioŶ 

Chapitre 1 : Le ĐhapeƌoŶ d’histoŶe Spt1ϲ Đhez 

Paramecium tetraurelia est un composant 

essentiel des réarrangements programmés du 

génome 

 Chez le cilié P. tetraurelia desà ĠǀğŶeŵeŶtsà d͛ĠliŵiŶatioŶàŵassifsà età ƌepƌoduĐtiďlesà

d͛áDNà seà pƌoduiseŶtà peŶdaŶtà leà dĠǀeloppement du noyau somatique et conduisent à la 

perte de près de 30% du génome germinal. Les régions éliminées incluent de longs éléments 

répétés et transposables ainsi que 45000 séquences uniques, de petite taille et non-

codantes, les IESs (Arnaiz et al., 2012). Mon travail de thèse avait pour objectif de tester 

l͛hǇpothğseà Ƌueà leà ĐhapeƌoŶà d͛histoŶeà Sptϭϲ-ϭà pouǀaità ġtƌeà iŵpliƋuĠà daŶsà l͛ĠliŵiŶatioŶà deà

ces séquences chez P. tetraurelia. 

I. DĠŵoŶtƌeƌà l͛aĐtiǀitĠà ĐhapeƌoŶà d͛histoŶeà deà Sptϭϲ -1 

Le travail présenté précédemment a permis de montrer que Paramecium tetraurelia 

disposaità deà plusieuƌsà hoŵologuesà duà ĐhapeƌoŶàd͛histoŶeàSptϭϲ dont une de ces protéines, 

Spt16-1, dont le gène est exprimé uniquement pendant le développement macronucléaire. 

Lesà eǆpĠƌieŶĐesà d͛iŶaĐtiǀatioŶà duà gğŶeà SPT16-1 ont montré que la protéine Spt16-1 est 

ŶĠĐessaiƌeàauàdĠǀeloppeŵeŶtàMáCàetàăàl͛eŶseŵďleàdesàƌĠaƌƌaŶgeŵeŶtsàduàgĠŶoŵe.àSptϭϲ-1 

agit en aval des voies de scnARN (Lepère et al., 2009) et de dépôt des marques 

d͛hĠtĠƌoĐhƌoŵatiŶe,à HϯKϵŵeϯà età HϯKϮϳŵeϯà (Lhuillier-Akakpo et al., 2014). Elle agit en 

aŵoŶtà deà l͛eŶdoŶuĐlĠaseà Pgŵà (Baudry et al., 2009) et est nécessaire à sa localisation 

correcte dans les MAC en développement pour assurer les réarrangements du génome. Bien 

que la protéine Spt16-1 diverge plus que ses paralogues Spt16-2a/2b/2c de ses homologues 
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eucaryotes, elle conserve les quatre domaines retrouvés classiquement chez Spt16 : N, D, M 

et C (Formosa, 2012; Jeronimo and Robert, 2016). Les domaines M et C sont requis chez S. 

cerevisiae pouƌà l͛iŶteƌaĐtioŶàaǀeĐà lesàhistoŶesàetàesseŶtielsàăà laàpƌotĠiŶeà et à sa fonction de 

ĐhapeƌoŶà d͛histoŶesà (Hondele et al., 2013; Kemble et al., 2013, 2015).à L͛eŶseŵďleà desà

résultats que nous avons présentés posait la question de savoir si Spt16-1 était bien un 

ĐhapeƌoŶà d͛histoŶeà età sià soŶà ƌôleà peŶdaŶtà lesà ƌĠaƌƌaŶgeŵeŶtsà d͛áDNà Ġtaità dûà ăà soŶà

interaction avec les histones.  

1. A la recherche des partenaires de Spt16-1 

 Afin de démontrer que Spt16-ϭà està uŶà ĐhapeƌoŶà d͛histoŶeà Ŷousà aǀioŶsà teŶtĠà eŶà

pƌeŵiğƌeà appƌoĐheà d͛iŵŵuŶopƌĠĐipiteƌà GFP-Spt16-1 pour identifier ses partenaires. 

L͛iŵŵuŶopƌĠĐipitatioŶà seà faità paƌà uŶà sǇstğŵeà deà GFP-trap. La fraction immunoprécipitée 

peut être analysée en premier temps par Western Blot pour y détecter par exemple les 

histones. Elle peut ensuite être analysée en spectrométrie de masse pour y détecter les 

partenaires de Spt16-1. Parmi les partenaires que nous imaginions identifier, on espèrait 

trouver Pob3 ou Ssrp1 et les histones avec lesquelles Spt16 interagit normalement. Nous 

aǀioŶsà ƌĠalisĠà desà eǆtƌaitsà ŶuĐlĠaiƌesà ăà diffĠƌeŶtesà saliŶitĠsà d͛eǆtƌaĐtioŶsà deà ϭϱà ăà ϵϬϬŵMà

NaCl dans des cellules transformées par GFP-Spt16-1. La protéine fusionnée à la GFP était 

systématiquement retrouvée quelle que soit la salinité dans la fraction insoluble en Western 

Blot avec des anticorps anti-GFP.à Ilà Ġtaità atteŶduà Ƌu͛uŶeà fƌaĐtioŶà ŶoŶà ŶĠgligeaďleà deà GFP-

Spt16-ϭà soità ƌetƌouǀĠeà daŶsà laà fƌaĐtioŶà iŶsoluďleà ĐoŶteŶaŶtà l͛essentiel de la chromatine à 

chaque extraction si Spt16-ϭàestàďieŶàuŶàĐhapeƌoŶàd͛histoŶe.àCepeŶdaŶtàŶousàŶ͛aǀoŶsàpasàǀuà

de solubilisation de la protéine en augmentant la salinité alors même que nous parvenions à 

extraire progressivement les histones. Nos tentatives de solubilisation à très forte salinité 

;ϮMà NaClͿ,à ŵĠĐaŶiƋueà ;paƌà soŶiĐatioŶͿà ouà ĐhiŵiƋuesà ;MŶase,à BeŶzoŶaseͿà Ŷ͛oŶtà pasà

fonctionné. La faible fraction de protéines GFP-Spt16-1 que nous avons réussi à solubiliser 

Ŷeà peƌŵettaità pasà deà ƌĠaliseƌà d͛iŵŵunoprécipitation par un système de GFP-trap. Nous 

avons tenté de produire des anticorps spécifiques de Spt16-1 mais les deux anticorps 

produits ne se sont pas révélés suffisamment spécifiques et nous avons dû abandonner la 

possiďilitĠàd͛iŵŵuŶopƌĠĐipiteƌàSpt16-1. Le remplacemeŶtàdeà laàGFPàs͛estàaussiàƌĠǀĠlĠ ardue, 

la protéine FLAG-Spt16-1 par exemple étant toxique dans les bactéries lors du clonage. 
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2. Le doŵaiŶe MBD pouƌƌait ġtƌe ƌeƋuis pouƌ l’aĐtivitĠ de Spt1ϲ-1 dans les 

réarrangements du génome 

LaàĐaƌaĐtĠƌistiƋueàĐoŵŵuŶeàauǆàĐhapeƌoŶsàd͛histoŶesàestàl͛eǆisteŶĐeàd͛uŶàdoŵaiŶeàƌiĐheà

en résidus acides en C-teƌŵiŶalàpeƌŵettaŶtà l͛iŶteƌaĐtioŶàaǀeĐà lesàhistoŶesà (Hammond et al., 

2017). Chez Spt16, le domaine C assure cette fonction avec en particulier un sous -domaine 

dĠŶoŵŵĠàMBD.à Leà doŵaiŶeàMBDà està esseŶtielà ăà l͛aĐtiǀitĠà deà Sptϭϲà età duà ĐoŵpleǆeàFáCTà

chez S. cerevisiae età ƌespoŶsaďleà deà l͛iŶteƌaĐtioŶà deà Sptϭϲà aǀeĐà les histones H2A-H2B 

(Kemble et al., 2015).à L͛aŶalǇseà deà laà stƌuĐtuƌeà duàdoŵaiŶeàMBDàdeàSptϭϲàdeà S. cerevisiae 

auǆà ƌaǇoŶsà Xà aàŵoŶtƌĠà Ƌu͛ilà disposaità deà deuǆà ƌĠsidusà tƌğsàĐoŶseƌǀĠs,àaĐide et aromatique 

dont la mutation abroge la fonction de la protéine (Kemble et al., 2015).àL͛aligŶeŵeŶtàdesà

domaines MBD de Spt16-1 et de ses homologues montrent que les résidus acides  et 

aromatiques sont conservés (Figure 13A).àOŶàpeutàdoŶĐàsupposeƌàƋu͛ilsàsoŶtàƌespoŶsaďlesàdeà

l͛iŶteƌaĐtioŶà aǀeĐà lesà histoŶesà Đhezà P. tetraurelia. Afin de démontrer que le domaine MBD 

est essentiel à la fonction de Spt16-1, nous avons réalisé des expériences de 

complémentation fonctionnelle in vivo avec une protéine de fusion GFP-Spt16-1-ΔMBDàdaŶsà

des cellules inactivées pour SPT16-1 (Figure 13B). La protéine de fusion délétée du domaine 

MBD ne sauve pas les phénotypes causés par la déplétion de la protéine endogène : la 

lĠtalitĠàdaŶsà laàpƌogĠŶituƌeàseǆuelleàetà lesàdĠfautsàd͛eǆĐisioŶàdesàIES.àáàpƌeŵiğƌeàǀue,àŶousà

pouǀoŶsà ĐoŶĐluƌeà Ƌueà leà doŵaiŶeà MBDà està ƌeƋuisà pouƌà l͛oďteŶtioŶà d͛uŶeà pƌogĠŶituƌeà

seǆuelleà ăà l͛issueà deà l͛autogaŵieà età auǆà ĠǀğŶeŵeŶtsà d͛ĠliŵiŶatioŶà d͛áDN.à CepeŶdaŶt,à

Ŷ͛ĠtaŶtà pasàĐapaďleàdeàdĠteĐteƌà laàpƌotĠiŶeàdeàfusioŶàGFP-Spt16-ϭ_ΔMBDàdaŶsàdesàĐellulesà

auàĐouƌsàduàdĠǀeloppeŵeŶtàMáC,à ilàestàeŶà l͛Ġtatà iŵpossiďle de conclure si :àϭͿà l͛aďseŶĐeàdeà

sauvetage phénotypique provient bien de la délétion du domaine MBD ou 2) du fait que la 

pƌotĠiŶeàdeàfusioŶàŶ͛estàpasàĐoƌƌeĐteŵeŶtàeǆpƌiŵĠe.à  

Pour infirmer ou confirmer la deuxième hypothèse, il est nécessaire de vérifier que la 

protéine de fusion est correctement produite dans la cellule et de déterminer dans quelle 

fƌaĐtioŶà Đellulaiƌe.à Nousà aǀoŶsà teŶtĠà d͛eǆtƌaiƌeà lesà pƌotĠiŶesà totalesà età lesà pƌotĠiŶesà

nucléaires par fractionnement cellulaire de cellules transformées par GFP-Spt16-ϭ_ΔMBD.à

Nous ne sommes pas parvenus à détecter en Western-Blot la protéine de fusion ni dans la 

fraction totale ni dans la fraction nucléaire ou cytoplasmique, avec un anticorps spécifique 
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de la GFP. Il est possible que la protéine GFP-Spt16-ϭ_ΔMBD soit trop diluée dans les 

fractions totales ou cytoplasmiques pour être détectable en Western Blot. Il est aussi 

possible que la délétion du domaine MBD empêche une expression correcte de la protéine à 

partir du transgène ou nuise à la stabilité de la protéine reproduisant alors les phénotypes 

ĐausĠsà paƌà l͛aďseŶĐeà deà Sptϭϲ-ϭ.à DaŶsà Đeà Đasà oŶà Ŷeà peutà affiƌŵeƌà Ƌueà Đ͛està leà doŵaiŶeà

putatifà d͛iŶteƌaĐtioŶà aǀeĐà lesà histoŶes,àMBD,à Ƌuià està ďieŶà ƌeƋuisà pouƌà l͛aĐtiǀitĠà deà Sptϭϲ-1 

dans le développement. Le domaine MBD ĠtaŶtà ŶoƌŵaleŵeŶtà ƌeƋuisà pouƌà l͛iŶteƌaĐtioŶà deà

Spt16-ϭà aǀeĐà lesà histoŶes,à l͛eǆpliĐatioŶà laà plusà pƌoďaďleà està saŶsà douteà Ƌueà soŶà aďseŶĐeà

eŵpġĐheà laà pƌotĠiŶeà deà fusioŶàd͛iŶteƌagiƌàaǀeĐà laàĐhƌoŵatiŶeàetàdoŶĐàsaàƌĠteŶtioŶàdaŶsà lesà

MAC en développement. 

3. Démontrer les interactions entre le domaine MBD de Spt16-1 et les 

histones 

Une expérience alternative consisterait à muter spécifiquement les résidus conservés 

ŶĠĐessaiƌesà ăà l͛iŶteƌaĐtioŶà aǀeĐà lesà histoŶes.à C͛està Đetteà stƌatĠgieà Ƌuià aà ĠtĠà utilisĠeà pouƌà

caractériser le domaine MBD chez S. cerevisiae (Kemble et al., 2015). On imagine minimiser 

deà ĐetteàŵaŶiğƌeà lesà pƌoďlğŵesà d͛eǆpƌessioŶà ouà deà staďilitĠà deà laà pƌotĠiŶeà Ƌu͛oŶà iŵagiŶeà

plusàĐoŶsĠƋueŶtsàapƌğsà laàdĠlĠtioŶàd͛uŶeàpoƌtioŶàdeàlaàpƌotĠiŶe.àL͛idĠeàseƌaitàdeàƌĠaliseƌàuŶeà

expérience de complémentation in vivo avec un transgène GFP-SPT16-1 dans lequel sont 

mutés les résidus suivants : acide aspartique et phénylalanine. Ce sont les deux résidus 

ĐoŶseƌǀĠsà ŶĠĐessaiƌesà ăà l͛iŶteƌaĐtioŶà aǀeĐà HϮáà età HϮBàĐhezà S. cerevisiae.àDaŶsà l͛Ġtudeàpaƌà

(Kemble et al., 2015), ils substituent les résidus correspondants chez S. cerevisiae par des 

alanines. Si la version mutée de GFP-Spt16-1 provoque les mêmes phénotypes de létalité et 

ŵolĠĐulaiƌeàƋueà l͛iŶaĐtiǀatioŶàseuleàdeàSPT16-1 etàƋueà l͛oŶàdĠteĐteà laàpƌotĠiŶeàdeàfusioŶàeŶà

fixant des cellules en développement et /ou par Western-Blot, on en conclura que ces acides 

aŵiŶĠsà daŶsà leà doŵaiŶeà MBDà soŶtà ŶĠĐessaiƌesà ăà l͛aĐtioŶà deà Sptϭϲ-1 pendant le 

développement MAC. Cependant il est fort probable que cette expérience produise les 

mêmes résultats que la délétion complète du domaine MBD puisque les mutations ciblées 

eŵpġĐheƌoŶtà aussià l͛iŶteƌaĐtioŶà aǀeĐà lesà histoŶesà età pƌoďaďleŵeŶtà laà ƌĠteŶtioŶà deà laà

protéine mutée dans les MAC en développement. 
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L͛eŶseŵďleà deà Đesà eǆpĠƌieŶĐesà Ŷeà Ŷousà peƌŵettƌaieŶtà ĐepeŶdaŶtà pasà deàŵoŶtƌeƌà Ƌueà

Spt16-1 via ce domaine interagit avec les histones. Pour répondre à cette question, nous 

avions envisagé de produire in vitro les domaines M et C de Spt16-1 pour tester leur capacité 

ăà iŶteƌagiƌà ƌespeĐtiǀeŵeŶtà aǀeĐà lesà diŵğƌesà d͛histoŶesà Hϯ-H4 et H2A-HϮBà Đoŵŵeà l͛oŶtà

ŵoŶtƌĠà deà pƌĠĐĠdeŶtesà Ġtudesà daŶsà d͛autƌesà oƌgaŶisŵesà (Hondele et al., 2013; Kemble et 

al., 2013, 2015). Les domaines M et C sont fusionnés avec la GST et retenus sur une colonne 

avec du glutathion. On fait passer dans la colonne des histones purifiés, ou bien complexés 

en dimères. Les histones qui interagissent avec les domaines M ou C sont retenus avec eux 

sur la colonne et élués en même temps que les domaines par un excès de glutathion. Par 

Western Blot grâce à des anticorps spécifiques de chaque histone, on est capable de 

déterminer les histones retenues sur la colonne car interagissant avec les domaines M ou C.  

II . ExisteŶĐeà d͛uŶà Đoŵpleǆeà FáCTà Đhezà P. tetraurelia  

Le complexe FACT est un hétérodimère composé des protéines Spt16 et Pob3 ou Ssrp1 

chez les eucaryotes (Formosa, 2012).à L͛ideŶtifiĐatioŶà d͛uŶà hoŵologueà deà Sptϭϲà età saà

nécessité pour le développement de P. tetraurelia nous a amené à rechercher un partenaire 

de Spt16-1 homologue de Pob3 ou Ssrp1. Pouƌà pallieƌà ăà l͛iŵpossiďilitĠà d͛iŵŵuŶopƌĠĐipiteƌà

Spt16-ϭàetàd͛aŶalǇseƌàsoŶàdoŵaiŶeàMBD,àŶousàaǀoŶsàteŶtĠàd͛utiliseƌàlaàpƌotĠiŶeàPoďϯ-1. 

1. A la ƌeĐheƌĐhe d’uŶ paƌteŶaiƌe de Spt1ϲ-1 

1.1 P. tetƌauƌelia dispose d’uŶ hoŵologue de Poďϯ 

Comme pour Spt16-1, nous avons identifié des homologues de Pob3 chez P. 

tetraurelia à partir de la protéine de S. cerevisiae (Figure 2). Sur les trois homologues de 

Pob3 trouvés chez P. tetraurelia,à l͛uŶà d͛eŶtƌeà euǆà està eǆpƌiŵĠà spĠĐifiƋueŵeŶtà peŶdaŶtà leà

développement quand les deux autres Pob3-2a et Pob3-2c sont exprimés pendant tout le 

cycle cellulaire. Nous avions émis comme hypothèse que le Pob3-1 exprimé spécifiquement 

pendant le développement pouvait être le partenaire de Spt16-1 dans un complexe FACT 

ƌeƋuisà pouƌà lesà ƌĠaƌƌaŶgeŵeŶtsà duà gĠŶoŵe.à L͛aŶalǇseà desà doŵaiŶesà pƌotĠiƋuesà desà

hoŵologuesà deà Poďϯà paƌà IŶteƌpƌoà Ŷ͛aà pasà dĠteĐtĠà deà doŵaiŶeà HMG-Boǆà ăà l͛eǆtƌĠŵitĠà C-

terminale des protéines. Le domaine HMG-Box est un domaine en C-terminal de Ssrp1 mais 
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absent de Pob3 chez la levure où il est dans ce cas remplacé par la protéine Nhp6 qui 

s͛assoĐieà aǀeĐà leà Đoŵpleǆeà FáCTà (Formosa, 2012). Le complexe FACT chez P. tetraurelia 

pourrait être un complexe analogue à celui retrouvé chez S. cerevisiae ou S. pombe. 

1.2 Pob3-1 a une localisation similaire à Spt16-1 

L͛iŶjeĐtioŶà duà tƌaŶsgğŶeà POB3-1 fusionnée à la GFP en C-terminale a permis de 

localiser la protéine Pob3-1 dans les macronoyaux en développement (Figure 15). Pob3-1-

GFP persiste dans le nouveau MAC après la première division cellulaire. Cette localisation est 

très semblable à celle de Spt16-1 à la différence que Pob3-1-GFP est aussi retrouvée dans les 

MIC pendant le développement macronucléaire. La localisation dans les MIC est perdue 

loƌsƋueà l͛oŶà peƌŵĠaďiliseà lesà cellules indiquant que la protéine est sans doute lavée par la 

peƌŵĠaďilisatioŶ.à Ilà està suƌpƌeŶaŶtà Ƌu͛uŶeà pƌotĠiŶeà Ƌueà l͛oŶà supposeà ġtƌeà uŶà ĐhapeƌoŶà

d͛histoŶesà età doŶĐà poteŶtielleŵeŶtà iŶteƌagissaŶtà aǀeĐà lesà histoŶes,à soità laǀĠeà paƌà laà

perméabilisation. CetteàoďseƌǀatioŶàlaisseàpeŶseƌàƋueàĐetteàloĐalisatioŶàŶ͛estàpasàfoƌĐĠŵeŶtà

celle de la protéine Pob3-1 endogène. Nous serions rassurés par la complémentation 

fonctionnelle par Pob3-1-GFP dans un RNAi POB3-1. Il nous est pour le moment impossible 

de réaliser cesàeǆpĠƌieŶĐesàdeàĐoŵplĠŵeŶtatioŶàpuisƋueàl͛iŶaĐtiǀatioŶàdeàPOB3-1 ne produit 

pasà deà phĠŶotǇpesà oďseƌǀaďles.à Laà loĐalisatioŶà daŶsà lesàMáCà eŶàdĠǀeloppeŵeŶtàŶ͛estàpaƌà

contre pas impactée par la perméabilisation et pourrait indiquer que Pob3-1-GFP y est plus 

fortement lié à la chromatine. Cette localisation dans les MAC en développement est 

ĐoŵpatiďleàaǀeĐàuŶeàfoŶĐtioŶàdeàĐhapeƌoŶàd͛histoŶeàƋuiàiŶteƌagitàaǀeĐàlesàhistoŶes.àPouƌàdesà

protocoles de fixation identiques, Pob3-1-GFP et GFP-Spt16-1 sont détectés dans des noyaux 

de tailles similaire indiquant que les protéines sont sans doute présentes au même moment 

pendant le développement. 

1.3 Dimérisation de Pob3-1 et Spt16-1 

L͛aŶalǇseà desà doŵaiŶesàpƌotĠiƋuesàdeàPoďϯ-1 paƌàIŶteƌpƌoàaàĐepeŶdaŶtàƌĠǀĠlĠàƋu͛uŶà

autƌeà doŵaiŶeà ĐaƌaĐtĠƌistiƋueà duà ĐhapeƌoŶà d͛histoŶeà Ġtaità aďseŶt : le domaine N/D de 

dimérisation Figure 1 : Représentation schématique du complexe FACT et de ses domaines 

chez la levure (Figure 1). Ce domaine est requis pour former le complexe FACT en 

permettant à Pob3 de se lier au domaine de dimérisation D de Spt16 (Winkler et al., 2011). Il 
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semble dans ce cas peu probable que Pob3 puisse former un complexe FACT avec Spt16-1. 

Cette constatation amène à proposer plusieurs hypothèses  : 1) Il est possible que la 

dimérisation se fasse malgré tout via une portion de la protéine Pob3-1 sans domaine 

caractérisé ou par son domaine M détecté par Interpro. 2) On peut aussi imaginer que le 

fonctionnement du couple Pob3-1/Spt16-1 se fasse sans dimérisation des deux protéines en 

ĐoŵpleǆeàŵaisàŶeàŶĠĐessiteàƋueà l͛iŶteƌaĐtioŶàdeàĐhaƋueàpƌotĠiŶeàaǀeĐà lesàhistoŶes.àϯͿàIlàestà

enfin possible que Spt16-ϭà agisseà seulà daŶsà leà dĠǀeloppeŵeŶtà ouà seà Đoŵpleǆeà ăà d͛autƌesà

partenaires non identifiés. Nous avons tenté de répondre à ces différentes hypothèses en 

immunoprécipitant soit GFP-Spt16-1 soit Pob3-1-GFPà ŵaisà ilà Ŷ͛aà pasà ĠtĠà possiďleà deà lesà

immunoprécipiter pour analyser leur éventuels partenaires. Ces protéines de fusion à la GFP 

sont majoritairement insolubles. UŶeàappƌoĐheàalteƌŶatiǀeàĐoŶsisteƌaitàăàtesteƌà l͛iŶteraction 

entre Pob3-1 et Spt16-1 partir de protéines recombinantes Pob3-1 et Spt16-1 auxquelles on 

fusionne des tags différents (Histidine, Flag, GST etc). Par co-immunoprécipitation ou bien 

par des expériences de GST-Pulldown on devrait être capable de déterminer si Spt16-1 et 

Pob3-ϭàsoŶtàĐapaďlesàd͛iŶteƌagiƌ.à IlàŵaŶƋueƌaitàŵalgƌĠàtoutàla preuve que ce complexe Pob3-

1/Spt16-1 existe réellement dans la cellule.  

2. Implication de Pob3-1 dans le développement MAC 

L͛iŶaĐtiǀatioŶàpaƌàá‘NàiŶteƌfĠƌeŶĐeàdeàPOB3-1 peŶdaŶtàl͛autogaŵieàouàlaàĐoŶjugaisoŶà

ne provoque aucune létalité dans la progéniture sexuelle. Pob3-1 ne semble donc pas requis 

pouƌà l͛oďteŶtioŶà d͛uŶeà pƌogĠŶituƌeà seǆuelleà ǀiaďleà Ŷià pouƌà leà dĠǀeloppeŵeŶtà

maĐƌoŶuĐlĠaiƌe.àCoŵŵeàŶousàŶ͛aǀoŶsàpasàeǆaŵiŶĠàlesàŶiǀeauǆàdesàá‘NàŵessageƌsàdeàPOB3-

1, on ne peut pas affirmer avec certitude que le RNAi POB3-1 a été efficace. Il est possible 

Ƌueàl͛aďseŶĐeàdeàphĠŶotǇpesàdeà lĠtalitĠàdaŶsà laàpƌogĠŶituƌeàseǆuelleàsoitàdû ăàl͛iŶeffiĐaĐitĠà

duà ‘Nái.à Pouƌà autaŶt,à daŶsà leà ĐoŶtƌôleà positif,à l͛iŶaĐtiǀatioŶà deà PGM,à ilà Ŷ͛Ǉà aà pasà deà

pƌoduĐtioŶà d͛uŶeà pƌogĠŶituƌeà seǆuelleà ǀiaďleà Đoŵŵeà atteŶduà età lesà eǆpĠƌieŶĐesà oŶtà ĠtĠà

répétées quatre fois de manière indépendante avec toujours les mêmes résultats. Il est plus 

ƌaisoŶŶaďleàdeàpeŶseƌàƋueàPoďϯàŶ͛estàpasàesseŶtielàauàdĠǀeloppeŵeŶtàMáC.àChezàS. pombe, 

la délétion de POB3-1 ne provoque pas de létalité contrairement à ces homologues POB3 ou 

SSRP1 Đhezàd͛autƌesàeuĐaƌǇotesà (Formosa, 2008).àL͛aďseŶĐeàdeàphĠŶotǇpeàliĠàăàl͛iŶaĐtiǀatioŶà

de POB3-1 chez P. tetraurelia pouƌƌaitàtƌğsàďieŶàġtƌeàsiŵilaiƌeàăàĐeàƋueà l͛oŶàoďseƌǀeàĐhezà S. 
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pombe. Il est donc envisageable que POB3-1 chez P. tetraurelia ne soit pas non plus un gène 

essentiel tout en participant au complexe FACT. 

3. Modğle d’aĐtioŶ des diffĠƌeŶts Poď3 et Spt1ϲ Đhez P. tetraurelia 

Chez tous les eucaryotes où Spt16 est étudiée, la protéine est presque 

systématiquement retrouvée en complexe avec la protéine Pob3 ou Ssrp1 pour former le 

ĐhapeƌoŶà d͛histoŶeà FáCT.à Laà littĠƌatuƌeà Ŷeà fouƌŶità pasà paƌtiĐuliğƌeŵeŶtà d͛eǆeŵpleàdeàƌôlesà

de Spt16 ou Pob3/Ssrp1 seuls. Les analyses de transcriptome chez H. sapiens ou A. thaliana 

apƌğsà iŶaĐtiǀatioŶàdeàSptϭϲàouàSsƌpϭàŵoŶtƌeŶtàƋueàĐeƌtaiŶsàgğŶesàsoŶtàspĠĐifiƋuesàd͛uŶàdesà

composants de FACT (Li et al., 2007; Pfab et al., 2018). Ces données laissent penser que 

Spt16 et Ssrp1 ont des rôles indépendants dans la transcription. Des complexes protéiques 

de Ssrp1 sans Spt16 ont été purifiés à partir de cellules Hela suggérant que Ssrp1 pourrait 

aǀoiƌà uŶà ƌôleà iŶdĠpeŶdaŵŵeŶtà duà Đoŵpleǆeà FáCT.à OďseƌǀaŶtà l͛aďseŶĐeà deà doŵaiŶeà deà

dimérisation chez Pob3-ϭ,à Ŷousà aǀioŶsà Ġŵisà plusieuƌsà hǇpothğsesà ĐoŶĐeƌŶaŶtà l͛eǆisteŶĐeà

d͛uŶà Đoŵpleǆeà FáCTà ĐoŵposĠà paƌà Poďϯ-1 et Spt16-1. Dans le cas des deux premières 

hypothèses, Pob3-1 et Spt16-ϭà s͛assoĐieŶtà pouƌà foƌŵeƌà uŶà Đoŵpleǆeà FáCTà soità paƌà uŶeà

interaction directe soit par une interaction indirecte via le nucléosome par exemple. Les 

pƌofilsà d͛eǆpƌessioŶ,à lesà phĠŶotǇpesà dusà auǆà iŶaĐtiǀatioŶsà età la littérature sur le complexe 

FACT nous laissent penser que, chez P. tetraurelia, les quatre Spt16 et les trois Pob3 

pouƌƌaieŶtà s͛assoĐieƌà pouƌà foƌŵeƌà diffĠƌeŶtsà Đoŵpleǆesà FáCTà ƌeƋuisà peŶdaŶtà leà ĐǇĐleà

végétatif et pendant le cycle sexuel (Figure 19).àS͛ilàs͛aǀğƌeàƋueàSptϭϲ-1 interagit bien avec 

Pob3-1,à leàĐoŵpleǆeàFáCTàseƌaitàaiŶsiàplusàpƌoĐheàdeàĐeluiàƋueà l͛oŶàƌetƌouǀeàĐhezà S. pombe 

où POB3 Ŷ͛està pasà uŶà gğŶeà esseŶtielà (Lejeune et al., 2007). Notre modèle proposerait que 

Spt16-1 et Pob3-1 chez P. tetraurelia réarrangent la chromatine spécifiquement dans les 

Ŷouǀeauǆà MáCà pouƌà peƌŵettƌeà ăà laà ŵaĐhiŶeƌieà d͛eǆĐisioŶà d͛iŶteƌagiƌà aǀeĐà l͛áDNà pouƌà

assuƌeƌà l͛ĠliŵiŶatioŶàeffiĐaĐeàdeà l͛eŶseŵďleàdesàsĠƋueŶĐesàgeƌŵiŶales.àLesàautƌesàSptϭϲ-2a, 

2b, 2c et Pob3-ϮaàetàϮĐàs͛assoĐieƌaieŶtàeŶàĐoŵpleǆeàFáCTàŵaisàƌeƋuisàpeŶdaŶtàl͛eŶseŵďleàduà

cycle de vie de la cellule pour remplir des rôles plus canoniques pour le complexe FACT tels 

que régulation de la transcription, de la réplication, de la réparation, etc. Pour autant 

l͛hǇpothğseà laà plusà ǀƌaisemblable serait la première proposée dans les paragraphes 

pƌĠĐĠdeŶts.à L͛aďseŶĐeà deà doŵaiŶeà deà diŵĠƌisatioŶà età deà phĠŶotǇpesà ăà l͛iŶaĐtiǀatioŶà
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Đoŵpaƌaďlesà ăà Đeuǆà pƌoǀoƋuĠsà paƌà l͛iŶaĐtiǀatioŶà deà SPTϭϲ-1 est plutôt en désaccord avec 

l͛hǇpothğseà d͛uŶà Đoŵpleǆeà FáCT.à à Ilà està toutà ăà faità possiďleà d͛iŵagiŶeƌà Ƌueà Đhezà P. 

tetraurelia, Spt16-1 agit seule, en dehors du complexe FACT et a acquis un rôle spécifique du 

dĠǀeloppeŵeŶtà saŶsà l͛iŶteƌǀeŶtioŶà deà Poďϯ.à Laà littĠƌatuƌeà pƌoposeà tƌğsàpeuàd͛ĠǀideŶĐesàdeà

rôles de Spt16 isolée mais il est possible que ce rôle ait été acquis spécifiquement chez 

Paramecium. 

 

Figure 19 : Modğles d’aĐtioŶ de Sptϭ6-1 et de composition de complexes FACT chez P. 

tetraurelia 

On propose que les protéines exprimées spécifiquement pendant le développement que sont Spt16-1 et Pob3-1 s͛assoĐieŶtà

pour former un complexe FACT spécifique du développement et dont le rôle principal serait dédié aux réarrangements  du 

génome. Les autres Spt16-2a, 2b et 2c a insi que Pob3-2a et 2b qui sont exprimées  de manière consti tutive pourra ient 

former des complexes FACT requis pour des fonctions plus classiques comme la transcription, la réplication ou la réparation 

en dehors  du développement. 

II I .  Comprendre comment Spt16-1 permet les 

réarrangements du génome 

Nous avons montré précédemment que Spt16-ϭ,àeŶàplusàd͛ġtƌeàƌeƋuisàpouƌà laàpƌoduĐtioŶà

d͛uŶeà pƌogĠŶituƌeà seǆuelleà ǀiaďleà età leà dĠǀeloppeŵeŶtà ŵaĐƌoŶuĐlĠaiƌe,à està ŶĠĐessaiƌeà ăà

l͛eŶseŵďleà desà ĠǀğŶeŵeŶtsà d͛ĠliŵiŶatioŶà d͛áDNà seà pƌoduisaŶtà peŶdaŶtà le développement 

MAC. La déplétion de Spt16-ϭà eŶtƌaîŶeà laà ƌĠteŶtioŶà deà l͛eŶseŵďleà desà ĠlĠŵeŶtsà ƌĠpĠtĠsà

ĠliŵiŶĠsà iŵpƌĠĐisĠŵeŶtà età deà l͛eŶseŵďleà desà ϰϱϬϬϬàIESsàeǆĐisĠesàpƌĠĐisĠŵeŶt.àNousàŶousà
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posions alors la question de savoir à quel moment des réarrangements, Spt16-1 intervient et 

sià laà pƌotĠiŶeà iŶteƌagissaità aǀeĐà lesà ǀoiesà dĠjăà ideŶtifiĠesà daŶsà l͛ĠliŵiŶatioŶà d͛áDN.à Pouƌà

Điďleƌà leàŵoŵeŶtàd͛aĐtioŶàdeàSptϭϲ-1 dans les réarrangements nous avons observé les effets 

de la déplétion de Spt16-1 sur les populations de petits ARNs et les marques 

d͛hĠtĠƌoĐhƌoŵatiŶeà HϯKϵŵeϯà età HϯKϮϳŵeϯ.à Nousà aǀoŶsà ĐoŶĐluà Ƌueà Sptϭϲ-1 était un 

facteur général des réarrangements du génome agissant en aval des voies de petits ARN et 

deàŵaƌƋuesàd͛hĠtĠƌoĐhƌoŵatiŶe. 

1. L’aĐtioŶ de Spt1ϲ-1 dans le dĠveloppeŵeŶt ŵaĐƌoŶuĐlĠaiƌe Ŷ’est pas 

ƌĠgulĠ paƌ les sĐŶARN ou les ŵaƌƋues d’hĠtĠƌoĐhƌoŵatiŶe  

Nous avons montré que Spt16-1 agit en aval de la déposition des marques 

d͛hĠtĠƌoĐhƌoŵatiŶeà HϯKϵŵeϯà età HϯKϮϳŵeϯà età deà laà pƌoduĐtioŶà desà sĐŶá‘N.à Sptϭϲ-ϭàŶ͛està

requisà Ŷià pouƌà laà pƌoduĐtioŶà deà sĐŶá‘Nà Ŷià pouƌà l͛eŶƌiĐhisseŵeŶtà eŶà sĠƋueŶĐesà MICà

spécifiques consécutives au processus de scanning auquel Spt16-1 ne participe donc pas 

(Coyne et al., 2012; Lepère et al., 2009).àDaŶsàdesàdoŶŶĠesàƋueàŶousàŶ͛aǀoŶsàpasàpƌĠseŶtĠes,à

nous avons observé que la localisation de GFP-Spt16-ϭàŶ͛estàpasà iŵpaĐtĠeàpaƌà laàdĠplĠtioŶà

en Dcl2 et 3 responsables de la production des scnARNs (Lepère et al., 2009). De la même 

ŵaŶiğƌe,à l͛aďseŶĐeà deà Sptϭϲ-ϭà Ŷ͛eŵpġĐheà pasà leà dĠpôtà desàŵaƌƋuesà d͛hĠtĠƌoĐhƌoŵatiŶesà

HϯKϵŵeϯ/HϯKϮϳŵeϯà daŶsà lesà MáCà eŶà dĠǀeloppeŵeŶtà ƌeƋuisesà pouƌà l͛ĠliŵiŶatioŶà d͛une 

majorité de séquences MIC spécifiques (Lhuillier-Akakpo et al., 2014). Nous avons également 

observé la localisation de GFP-Spt16-ϭà apƌğsà l͛iŶaĐtiǀatioŶà deà EZL1 responsable du dépôt 

d͛HϯKϵŵeϯ/HϯKϮϳŵeϯà età ĐoŶĐluà Ƌu͛Ezlϭà Ŷ͛Ġtaità pasà ƌeƋuisà pouƌà laà loĐalisatioŶàĐoƌƌeĐteàdeà

GFP-Spt16-1. Même si Spt16-1 est bien localisée, ces résultats ne permettent pas de 

conclure si elle est bien actiǀeà eŶà l͛aďseŶĐeà deà DĐlϮ/ϯà ouà d͛Ezl1. Cependant, puisque les 

phĠŶotǇpesà ŵolĠĐulaiƌesà ĐoŶsĠĐutifsà ăà l͛iŶaĐtiǀatioŶà deà EZL1 et DCL2/3 sont moins 

drastiques que ceux observés en inactivant SPT16-1, on peut supposer que Spt16-1 est 

toujours active dans les MAC en développement (Lhuillier-Akakpo et al., 2014). Ces données 

suggèrent que Spt16-1 agit non seulement en aval mais agit aussi indépendamment des 

ǀoiesà d͛ĠliŵiŶatioŶà d͛áDNà ŶĠĐessitaŶtà lesà sĐŶá‘Nà età lesà ŵaƌƋuesà d͛hĠtérochromatine 

H3K9me3 et H3K27me3.  
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1.1 Spt16-ϭ Ŷ’est pas ƌeĐƌutĠ paƌ l’iŶteƌŵĠdiaiƌe des sĐŶARNs ou des ŵaƌƋues 

d’hĠtĠƌoĐhƌoŵatiŶe 

Laà pƌĠseŶĐeà deà HϯKϵŵeϯà età HϯKϮϳŵeϯà Ŷ͛iŶflueà pasà suƌà laà loĐalisatioŶà deà Sptϭϲ-1 

dans les nouveaux MAC. On sait par immunofluorescence et par ChIP que Spt16 chez S. 

cerevisiae ou H. sapiens est localisée dans le noyau et interagit avec la chromatine (Feng et 

al., 2016b; Mayer et al., 2010; True et al., 2016b).àSiàƌieŶàŶeàpeƌŵetàd͛affiƌŵeƌàque Spt16-1 

interagit avec la chromatine chez P. tetraurelia, on peut raisonnablement imaginer que dans 

Ŷotƌeà Đasà l͛aďseŶĐeà d͛Ezlϭà Ŷeà ŵodifiaŶtà pasà laà loĐalisatioŶà deà Sptϭϲ-1, le recrutement du 

ĐhapeƌoŶà d͛histoŶeà Ŷeà seŵďleà pasà iŶflueŶĐĠà paƌà lesàŵodifiĐatioŶsà d͛histoŶesà HϯKϵŵeϯà età

HϯKϮϳŵeϯà Đoŵŵeà Đ͛està paƌfoisà leà Đasà daŶsà d͛autƌesà oƌgaŶisŵes.à Chezà S. cerevisiae, les 

modifications H3K36me3 ou H3K4me3 altèrent la fonction de FACT dans la transcription 

(Biswas et al., 2005).à DaŶsà l͛iŶtƌoduĐtioŶ,à j͛aǀaisà dĠtaillĠà leà faità Ƌueà desà pƌotĠiŶesà

interagissant avec la chromatine comme HP1c assuraient le recrutement de FACT (Kwon et 

al., 2010).à HPϭĐà lieà l͛euĐhƌoŵatiŶeà Đhezà D. melanogaster,à iŶteƌagità aǀeĐà FáCTà età l͛á‘Nà

polymérase II. Si nous étions parvenus à immunoprécipiter Spt16-1 nous aurions pu tenter 

de montrer si Spt16-ϭà està ĠǀeŶtuelleŵeŶtà loĐalisĠà suƌà laà ĐhƌoŵatiŶeà eŶà foŶĐtioŶà d͛autƌesà

marques des histones. 

On note de la même manière que le recrutement de Spt16-1 ne dépend pas non plus 

des petits ARN non codants, les scnARN. Lorsque Dcl2 et 3 ne sont pas présents, Spt16-1 est 

toujours localisé dans les MAC en développement. Il ne semble pas y avoir pour le moment 

d͛ĠǀideŶĐeà daŶsà laà littĠƌatuƌeà Đhezà d͛autƌesà euĐaƌǇotesà Ƌueà desà petitsà á‘Nà pouƌƌaieŶtà

participer au recrutement de FACT ou Spt16 sur la chromatine et cela ne semble pas être le 

cas non plus pour P. tetraurelia. 

1.2 Spt16-1 permet de préciser comment sont reconnues et éliminées les 

séquences ne dépendant pas de Dcl2/3 ou Ezl1 

Si Spt16-1 est recrutée de manière spécifique à proximité des éléments à exciser, ce 

Ŷ͛està ǀƌaiseŵďlaďleŵeŶtàpasàpaƌà l͛iŶteƌŵĠdiaiƌeàdesàŵaƌƋuesàd͛hĠtĠƌoĐhƌoŵatiŶeàetàpaƌà lesà

sĐŶá‘N.à Ilà està toutà ăà faità possiďleà d͛iŵagiŶeƌà Ƌueà Sptϭϲ-ϭà seà loĐaliseà suƌà l͛eŶsemble du 

génome indépendamment des séquences à éliminer et promeuve un relâchement général 
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de la chromatine pour rendre accessibles les séquences MIC spécifiques à la coupure. En 

paƌtaŶtàdeàĐetteàhǇpothğse,à il,àestàaloƌsàfaĐileàd͛iŵagiŶeƌàĐoŵŵeŶtàsoŶtàƌeŶdues accessibles 

lesà sĠƋueŶĐesà ăà ĠliŵiŶeƌàpouƌà laàŵaĐhiŶeƌieàd͛eǆĐisioŶàgƌąĐeàauàƌeląĐheŵeŶtàgĠŶĠƌalàdeà laà

chromatine. Un ChIP Spt16-1 nous aurait permis de déterminer où se localise Spt16-1 sur le 

gĠŶoŵe.à MalheuƌeuseŵeŶt,à ilà Ŷousà aà ĠtĠà iŵpossiďleà d͛utiliseƌ la protéine GFP-Spt16-1 ou 

des anticorps contre Spt16-1 pour réaliser ces expériences de ChIP.  

Cette hypothèse ne permet cependant pas de préciser plus ce que notre modèle 

proposait déjà : comment est signalée et reconnue la majorité des séquences MIC 

spécifiques (Figure 12, 20).à J͛aǀaisà eǆpliƋuĠà daŶsà l͛iŶtƌoduĐtioŶà Ƌu͛uŶeà poƌtioŶà desà IESà Ŷeà

dĠpeŶdàpasàpouƌàsoŶàeǆĐisioŶàŶiàdesàǀoiesàdeàsĐŶá‘NàŶiàd͛Ezlϭà(Lhuillier-Akakpo et al., 2014). 

Elles sont parmi les plus petites IES, avec une taille bien inférieure à celle du nucléosome ou 

duà liŶkeƌà d͛áDNà etàŶeàpƌĠseŶteŶtàpasàdeàsĠƋueŶĐeàĐoŶseŶsus.àL͛iŶteƌǀeŶtioŶàd͛uŶàĐhapeƌoŶà

d͛histoŶeàĐoŵŵeàSptϭϲ-ϭàpeƌŵetàd͛iŵagiŶeƌàƋueàĐeƌtaiŶesàdeàĐesàtƌğsàpetitesàsĠƋueŶĐesàƋuià

pourraient être complètement masquées par le nucléosome seraient rendues accessibles à 

laà Đoupuƌeà paƌà l͛ouǀeƌtuƌeà deà laà ĐhƌoŵatiŶe.à LesàŵodifiĐatioŶsà poƌtĠesà paƌà lesàhistoŶesàŶeà

peuvent par contre pas expliquer la précision de la coupure des IES à la base près et offrent 

uŶeàƌĠsolutioŶàŶoŶàĐoŵpatiďleàaǀeĐà laàƌeĐoŶŶaissaŶĐeàd͛IESàaussiàpetites.àIlàappaƌaitàĠǀideŶtà

Ƌueà d͛autƌesà aĐteuƌsà soŶtà ƌeƋuisà pouƌà ŵaƌƋueƌà lesà sĠƋueŶĐesà geƌŵiŶalesà età assuƌeƌà leà

ƌeĐƌuteŵeŶtà ĐoƌƌeĐtà deà Pgŵ.à OŶà Ġŵetà aloƌsà l͛hǇpothğseà Ƌueà laà ŵĠthǇlatioŶà deà l͛áDNà

pourrait cibler précisément les sites de coupure. Le génome de P. tetraurelia est méthylé sur 

les adénines et je développerai dans le chapitre suivant les observations qui nous 

permettent de penser que la méthylation des adénines pourrait être impliquée dans les 

réarrangements du génome. 

2. Spt16-1 pouƌƌait faĐiliteƌ l’aĐĐğs à l’ADN de la ŵaĐhiŶeƌie 

d’eǆĐisioŶ 

Nos travaux ont montré que Spt16-1 est requis pour la localisation correcte de Pgm 

daŶsà lesàMáCà eŶà dĠǀeloppeŵeŶt.à áà l͛iŶǀeƌse,à Pgŵà Ŷ͛està pasà ƌeƋuisà pouƌà laà loĐalisatioŶàdeà

GFP-Spt16-1. Nous avons conclu que Spt16-1 agissait en amont de Pgm. Nous nous étions 

assurés que Spt16-ϭà Ŷ͛Ġtaità pasà ƌeƋuisà pouƌà l͛eǆpƌessioŶàdeàPgŵ.àNousàaǀoŶsàĐoŶstatĠàƋueà

lorsque Spt16-1 est déplétée, si Pgm est absente de la majorité des MAC en développement 
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;ϳϬ%Ϳ,à daŶsà uŶeà pƌopoƌtioŶà deà Đellulesà ;ϯϬ%Ϳà uŶà sigŶalà ŶuĐlĠaiƌeà d͛iŶteŶsitĠ  similaire aux 

ĐoŶditioŶsà sauǀagesà està oďseƌǀĠe.à Nousà aǀoŶsà suggĠƌĠà Ƌueà Pgŵ,àeŶàl͛aďseŶĐeàdeàSptϭϲ-1, 

transite continuellement entre les noyaux et le cytoplasme et ne parvient pas à résider 

suffisamment longtemps dans les MAC. Plus que la localisation de Pgm, Spt16-1 permettrait 

la rétention de Pgm dans les MAC. Ces observations nous ont amené à imaginer un modèle 

daŶsà leƋuelà leàĐhapeƌoŶàd͛histoŶeàSptϭϲ-ϭàfaĐiliteƌaitàlesàiŶteƌaĐtioŶsàeŶtƌeàPgŵàetàl͛áDNàdesà

séquences germinales à éliminer en modifiant la chromatine localement (Figure 20).àC͛està

l͛iŶteƌaĐtioŶàdeàPgŵàaǀeĐà laàĐhƌoŵatiŶeàouàl͛áDNàƋuiàpeƌŵettƌaitàsaàƌĠteŶtioŶàdaŶsàlesàMáCà

en développement. 

Leàŵodğleà pƌoposĠàestàsiŵilaiƌeàauǆàŵĠĐaŶisŵesàoďseƌǀĠsàĐhezàd͛autƌesàeuĐaƌǇotesà

pour assurer le rôle de Spt16-1 dans la réplication, dans la transcription ou encore dans la 

réparation (Formosa, 2012; Jeronimo and Robert, 2016; Yang et al., 2016). Malgré la 

diǀeƌsitĠà desà pƌoĐessusà daŶsà leƋuelà leà ĐhapeƌoŶà d͛histoŶeà FáCTà està iŵpliƋuĠ,à uŶà poiŶtà

commun est sa faculté à recruter les machineries de transcription, réplication, réparation à 

l͛áDNà eŶà ƌĠoƌgaŶisaŶtà laà ĐhƌoŵatiŶe.à Desà Ġtudesà oŶtà ŵoŶtƌĠà Ƌueà FáCTà està ƌetƌouǀĠà

conjointement avec la RNA polymérase II sur les corps des gènes transcrits chez D. 

melanogaster, H. sapiens ou S. cerevisiae (Feng et al., 2016b; Li et al., 2007; Mayer et al., 

2010; Saunders et al., 2003; True et al., 2016b). En réorganisant la chromatine, il facilite 

l͛iŶteƌaĐtioŶàdeà laàpolǇŵĠƌaseàaǀeĐàl͛áDN et sa progression pour transcrire les gènes. Il a été 

montré chez S. cerevisiae que le désassemblage de la chromatine via la liaison de FACT aux 

histoŶesà Ġtaità ŶĠĐessaiƌeà ăà l͛iŶitiatioŶà deà laà tƌaŶsĐƌiptioŶà età ăà laà liaisoŶà deà faĐteuƌsà deà

transcription comme TBP sur la TATA Box (Biswas et al., 2005). Lors de la réplication, le 

complexe FACT interagit avec la DNA polymérase 1 mais aussi avec des composants du 

ƌĠplisoŵeàĐoŵŵeàl͛hĠliĐaseàMCMà(Yang et al., 2016). FACT désassemble alors la chromatine 

pouƌà peƌŵettƌeà l͛iŶteƌaĐtioŶà deà laà polǇŵĠƌaseà età deà l͛hĠliĐaseà aǀeĐà l͛áDNà età aiŶsià laà

réplication. On imagine que de manière similaire Spt16-1 chez P. tetraurelia pourrait 

rĠoƌgaŶiseƌà laà ĐhƌoŵatiŶeà auǆà sitesà d͛eǆĐisioŶà pouƌà faĐiliteƌà l͛iŶteƌaĐtioŶà deà laàŵaĐhiŶeƌieà

d͛eǆĐisioŶà aǀeĐà l͛áDNà età l͛iŶtƌoduĐtioŶà deà Đassuƌesà douďleà ďƌiŶ.à Plusà ƌĠĐeŵŵeŶt,à ilà aà ĠtĠà

ŵoŶtƌĠàƋueàFáCTàiŶteƌagissaitàaǀeĐà l͛iŶtĠgƌaseàduàHIV-ϭàetàpƌoŵouǀaitàl͛iŶtégration du HIV-1 

in vitro sur de la chromatine. Les auteurs ont conclu comme dans notre cas, que FACT 
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faǀoƌiseà l͛iŶteƌaĐtioŶà deà l͛iŶtĠgƌaseà aǀeĐà l͛áDNà eŶà pƌoŵouǀaŶtà uŶeà ĐoŶfoƌŵatioŶà plusà

ouverte de la chromatine (Matysiak et al., 2017). 

Il està ƌaisoŶŶaďleà deà seà deŵaŶdeƌà s͛ilà ǇàaàuŶeà iŶteƌaĐtioŶàdaŶsàŶotƌeàsǇstğŵeàeŶtƌeà

Pgm et Spt16-1. Pour tester cette hypothèse, nous pourrions produire les deux protéines 

auxquelles on fusionne des tags différents (Histidine, Flag, GST etc). Par co-

immunoprécipitation ou bien par des expériences de GST-Pulldown on devrait être capable 

de déterminer si Spt16-1 et Pgm interagissent. Pour autant il est peu probable que Spt16-1 

et Pgm interagissent directement dans les MACs en développement étant donné que 

l͛iŶaĐtivation de PGM Ŷ͛aà pasà d͛effetàsuƌà laà loĐalisatioŶàdeàGFP-Spt16-1. On suppose plutôt 

que Pgm et Spt16-ϭà seà loĐaliseŶtà ăà pƌoǆiŵitĠà suƌà leà gĠŶoŵeà età Ƌueà plusà Ƌueà l͛iŶteƌaĐtioŶà

entre Pgm et Spt16-ϭàĐ͛està l͛ouǀeƌtuƌeàdeà laàĐhƌoŵatiŶeàƋuiàpƌoŵouǀƌaitàlaàƌĠteŶtion de Pgm 

dans le MAC en développement. 

 

Figure 20 : Modğle d’aĐtioŶ de Sptϭ6-1 dans les réarrangements du génome 

Au cours  du développement des nouveaux MACs, la majorité des séquences MIC spécifiques seraient ciblées par les scnARN 

Ƌui àguideŶtàleàdĠpôtàdesàŵaƌƋues àd͛hĠtĠƌoĐhƌoŵatiŶe.àEŶàaǀa l àleàĐhapeƌoŶàd͛his toŶeàSptϭϲ -1 viendra i t relâcher la  

ĐhƌoŵatiŶeàetàliďĠƌeƌàl͛áDNàafiŶàƋueàlaàŵaĐhiŶeƌieàd͛eǆĐisioŶàiŶteƌagisseàaǀeĐàlaàĐhƌoŵatiŶeàetàiŶtƌoduiseàdes àĐassuƌes à

double brins . 
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3. Spt16-1 pourrait-il faciliter la réparation chez P. tetraurelia ? 

 On a observé que GFP-Spt16-1 persiste tardivement dans les MAC en développement 

y compris après la première division cellulaire dans le nouveau MAC. Cette localisation 

pourrait indiquer que Spt16-1 a un rôle supplémentaire plus tardif, par exemple dans la 

ƌĠpaƌatioŶ.à LaàŵaĐhiŶeƌieà deà ƌĠpaƌatioŶà aĐĐoŵpagŶeà laàŵaĐhiŶeƌieà d͛eǆĐisioŶà peŶdant les 

ƌĠaƌƌaŶgeŵeŶtsàd͛áDN.àDesàeǆpĠƌieŶĐesàdeàĐo-immunoprécipitation montrent que le dimère 

Ku70/80 acteurs du NHEJ réparant les cassures double brins chez P. tetraurelia interagit avec 

Pgm dans des extraits cellulaires (Marmignon et al., 2014). On pourrait imaginer alors que 

Spt16-ϭà Ƌuià paƌtiĐipeƌaità auà ƌeĐƌuteŵeŶtàdeà laàŵaĐhiŶeƌieàd͛eǆĐisioŶàpouƌƌaitàpeƌsisteƌàaǀeĐà

laà ŵaĐhiŶeƌieà d͛eǆĐisioŶà pouƌà ƌĠpaƌeƌà lesà Đassuƌesà douďleà ďƌiŶs.à Pouƌà ƌĠpoŶdƌeà ăà Đetteà

hypothèse, nous avoŶsàĐoŵpaƌĠà lesàphĠŶotǇpesàpƌoduitsàpaƌà l͛iŶaĐtiǀatioŶàdeàSPT16-1, PGM 

et des autres acteurs de la réparation. 

Lesà phĠŶotǇpesà oďseƌǀĠsà apƌğsà l͛iŶaĐtiǀatioŶà desà aĐteuƌsà ĐoŶŶusà duà NHEJà Đhezà P. 

tetraurelia sont similaires à ceux que nous avons observés pour Spt16-1 et ne sont pas 

incompatibles avec un rôle dans la réparation. Les protéines Ku70a et Ku80c sont exprimées 

plus tardivement que Spt16-1 pendant le développement macronucléaire mais leur 

dĠplĠtioŶà pƌoǀoƋueà aussià laà ƌĠteŶtioŶà deà l͛eŶseŵďleà desà IESà età des éléments répétés 

(Betermier and Duharcourt, 2014; Marmignon et al., 2014). Des fusions protéiques de Ku70a 

et 80c avec la GFP se localisent dans les MAC en dĠǀeloppeŵeŶtàĐoŵŵeàoŶàl͛oďseƌǀeàpouƌà

Spt16-1 (Marmignon et al., 2014). Une fusion protéique à la GFP de la ligase IV (LIG4), 

responsable de la réparation des cassures double brins dans le NHEJ, se localise dans les 

macronoyaux en développement et persiste dans le nouveau MAC et la cellule à la fin de 

l͛autogaŵieà Đoŵŵeà Sptϭϲ-1 (Kapusta et al., 2011). La déplétion de la ligase IV entraîne 

l͛aĐĐuŵulatioŶà deà Đassuƌesà douďleà ďƌiŶsà auǆà ďoƌŶesà desà IESà età eŵpġĐheà laà ƌĠpaƌatioŶà

(Kapusta et al., 2011). Par ailleurs dans un RNAi LIG4,àĐoŵŵeàloƌsƋueàl͛oŶàiŶaĐtiǀeàSPT16-1 

oŶà Ŷ͛oďseƌǀeà pasà deà foƌŵatioŶà deà joŶĐtioŶà d͛eǆĐisioŶà Ŷià deà pƌoduĐtioŶà deàĐeƌĐlesàd͛IESàƋuià

soŶtà lesà pƌoduitsà d͛ĠliŵiŶatioŶà desà IESà ƋuaŶdà ďieŶà ŵġŵeà oŶà paƌǀieŶtà ăà dĠteĐteƌà

l͛iŶtƌoduĐtioŶàdeàĐassuƌesàdouďleàďƌiŶsàƋuiàs͛aĐĐuŵuleŶt.àNousàaǀioŶsàĠǀoƋuĠàƋueàl͛aďseŶĐeà

deà joŶĐtioŶsà d͛eǆĐisioŶsà pouǀaità toutà autaŶtà s͛iŶteƌpƌĠteƌà Đoŵŵeà uŶeà aďseŶĐeàdeàĐassuƌesà

douďleà ďƌiŶsà ouà l͛aďseŶĐeà deà ƌĠpaƌatioŶsà deà Đassuƌesà douďleà ďƌiŶsà Đoŵŵeà daŶsà uŶà ‘Náià
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LIG4.àPouƌàteŶteƌàdeàǀĠƌifieƌà l͛aďseŶĐeàdeàĐassuƌesàdouďleàďƌiŶsàdaŶsàun RNAi SPT16-1, nous 

avons cherché à observer daŶsà leàsĠƋueŶçageàd͛uŶàpoiŶtàtaƌdifàduàdĠǀeloppeŵeŶtàdeàl͛áDNgà

après inactivation de SPT16-1 sià desà leĐtuƌesà s͛aĐĐuŵulaieŶtà auà Ŷiǀeauà desà joŶĐtioŶsà desà

éléments MIC spécifiques. Il semble que comme pour une inactivation PGM mais 

contrairement à une inactivation LIG4,à Ŷousà Ŷ͛oďseƌǀoŶsà pasà deà leĐtuƌesàs͛aĐĐuŵulaŶtàauǆà

bornes des éléments MIC spécifiques (Arnaiz, communication personnelle) indiquant que 

des cassures ne seraient pas introduites. De plus, l͛aĐĐuŵulation des cassures dans un RNAi 

LIG4 altğƌeà l͛eŶdoƌĠpliĐatioŶàpƌoduisaŶtàdesàŶouǀeauǆàMáCsàaǀeĐàuŶàŵaƌƋuageàauàHoecsht 

très faible dans les temps tardifs du développement. Quand SPT16-1 est inactivé comme 

pour PGM, le marquage Hoecsht est similaire au contrôle indiquant que les cycles 

d͛eŶdoƌĠpliĐatioŶàoŶtàďieŶàeuàlieuàetàƋu͛ilàŶ͛ǇàǀƌaiseŵďlaďleŵeŶtàpasàeuàd͛aĐĐuŵulatioŶsàdeà

Đassuƌes.à QuoiƋu͛ilà eŶà soit,à pouƌà oďseƌǀeƌà uŶà effetà deà Sptϭϲ-1 sur la réparation il faudrait 

parvenir à découpler les effets de la protĠiŶeàsuƌàlesàƌĠaƌƌaŶgeŵeŶtsàetàlaàƌĠpaƌatioŶ,àĐeàƋu͛ilà

nous est impossible de faire pour le moment. Il nous semble bien plus probable que Spt16-1 

eŵpġĐheà l͛iŶtƌoduĐtioŶà deà Đassuƌesà douďleà ďƌiŶsà età ilà paƌaità peuàpƌoďaďleàƋueàSptϭϲ-1 soit 

lié à la réparation des cassures. 

4. Spt16-1 et son effet sur la transcription chez P. tetraurelia 

Le complexe FACT est principalement connu pour son rôle dans la transcription chez les 

euĐaƌǇotes.àL͛inactivation de SPT16 ou de POB3 provoque des modifications dans les niveaux 

d͛eǆpƌessioŶà deà gğŶesà auǆà foŶĐtioŶsà ǀaƌiĠesà Đhezà S. cerevisiae, A. thaliana ou encore H. 

sapiens (Brewster et al., 1998; Li et al., 2007; Pfab et al., 2018). Au début de notre étude, 

nous avions émis la possibilité que Spt16-1 puisse être un facteur de la transcription comme 

sesà hoŵologuesà euĐaƌǇotesà età ƌĠguleƌà l͛eǆpƌessioŶàdeàĐeƌtaiŶsàaĐteuƌsàdesàƌĠaƌƌaŶgeŵeŶtsà

d͛áDNà Đoŵŵeà l͛eŶdoŶuĐlĠaseà Pgŵ.à PaƌàWesteƌŶà Blot,à Ŷousà aǀoŶs  montré que la protéine 

Pgŵà Ġtaità ďieŶà pƌoduiteà loƌsƋueà l͛oŶà iŶaĐtiǀaità SPT16-1 ce qui infirmait notre hypothèse. 

Spt16-ϭàŶeàƌĠguleàpasà leàŶiǀeauàd͛eǆpƌessioŶàdeàPgŵ.àOŶàŶeàpeutàĐepeŶdaŶtàpasàeǆĐluƌeàƋueà

Spt16-ϭàŵodifieà leàŶiǀeauàd͛eǆpƌessioŶàd͛autƌesàgğŶes impliqués dans le développement. On 

ne peut pas exclure non plus que Spt16-1 soit nécessaire à la transcription de gènes dont la 

protéine produite est requise pour la localisation correcte de Pgm dans les MAC en 

dĠǀeloppeŵeŶtà ;ŵolĠĐulesà d͛iŵpoƌt/eǆpoƌtà Ŷucléaires, acteurs des réarrangements, 
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pƌotĠiŶesàŶuĐlĠaiƌes…Ϳ.àDaŶsàĐetteàhǇpothğseàSptϭϲ-1 agirait alors de manière indirecte sur 

la localisation de Pgm. 

Pour répondre à cette question nous avons analysé le transcriptome de cellules 

inactivées pour SPT16-1.àNousàŶ͛aǀoŶsàpasàpƌĠseŶtĠàĐesàdoŶŶĠesàĐaƌàelleàŶeàŵoŶtƌaitàpasàdeà

ŵodifiĐatioŶsà tƌğsà iŵpoƌtaŶtesà daŶsà lesà Ŷiǀeauǆà d͛eǆpƌessioŶà desà gğŶesà eŶà aďseŶĐeà deà

Spt16-ϭ.à Nousà Ŷ͛aǀoŶsà pasà ideŶtifiĠà deà ŵodifiĐatioŶsà paƌtiĐuliğƌesà daŶsà lesà Ŷiǀeauǆà

d͛eǆpƌessioŶà d͛uŶà certain nombre de gènes identifiés comme des acteurs des 

réarrangements. On dénombre 3338 gènes sous-exprimés et 3051 gènes surexprimés par 

rapport aux conditions contrôles, ce qui fait seulement 10% des gènes impactés par 

l͛aďseŶĐeàdeàSPT16-1. Ces observations sont plutôt cohérentes avec ce qui est observé dans 

lesàtƌaŶsĐƌiptoŵesàdeàd͛autƌesàespğĐesàeŶàaďseŶĐeàdeàSptϭϲ.àChezàH. sapiens ou A. thaliana, 

laàpƌopoƌtioŶàdeàgğŶesàƋuiàǀoieŶtà leuƌàŶiǀeauàd͛eǆpƌessioŶàĐhaŶgĠàƌesteàtƌğsàfaiďleà (Li et al., 

2007; Pfab et al., 2018). Si Spt16-1 a un rôle dans la transcription il est difficilement 

observable dans ces conditions. Il nous apparait plus probable que Spt16-ϭàŶ͛aitàpasàdeàƌôleà

particulier dans la transcription au contraire de ces homologues eucaryotes. 
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Chapitre 2 : Méthylation des adénines 

UŶà ŶoŵďƌeàĐƌoissaŶtàd͛ĠtudesàpaƌǀieŶtàăàdĠteĐteƌà laàŵĠthǇlatioŶàdesàadĠŶiŶesàĐhezàdesà

euĐaƌǇotesà ǀaƌiĠsà gƌąĐeà ăà l͛aŵĠlioƌatioŶà desà ŵĠthodesà utilisĠes.à ϲŵáà aǀaità dĠjăà ĠtĠà

identifiée chez le cilié P. tetraurelia paƌà Đhƌoŵatogƌaphieà ăà l͛aideà deà ŶuĐlĠotidesàŵarqués 

radioactivement (Cummings et al., 1974). Mon travail de thèse a permis de confirmer la 

présence de 6mA chez P. tetraurelia et de décrire sa localisation dans la cellule et au cours 

du cycle de vie. 

I. IdeŶtifiĐatioŶà deàŵodifiĐatioŶsà daŶsà l͛áDNà deà P. 

tetraurelia  

Nous étions partis des résultats obtenus en 1974 par Cummings décrivant que les 

génomes MIC et MAC de P. tetraurelia mais aussi de plusieurs autres espèces du groupe 

aurelia, contiennent 6mA mais pas de 5mC (Cummings et al., 1974). Nous avons décidé 

d͛utiliseƌàlaàteĐhŶiƋueàd͛HPLC-MS pour confirmer ces résultats. 

1. 5mC, 5hmC, 4mC et 8oxoG ne sont pas détectées chez P. tetraurelia 

Nous avons montré par HPLC-MSà Ƌueà l͛áDNà gĠŶoŵiƋueà deà P. tetraurelia ou P. 

sexaurelia ne contient pas ou très peu de méthylation des cytosines 5mC quel que soit le 

ŵoŵeŶtà duà ĐǇĐleà Đellulaiƌe.à Nosà aŶalǇsesà d͛HPLC-MS ne permettent pas de quantifier 

chaque modification et nous sommes bien entendus dépendant de la sensibilité de la 

méthode de dĠteĐtioŶ.à Nousà pouǀoŶsàsiŵpleŵeŶtàeŶàĐoŶĐluƌeàƋueàs͛ilàeǆisteàduàϱŵCàsuƌà leà

génome de Paramecium, celui-ci est indétectable par HPLC-MS. Les chromatogrammes 

obtenus pour E. coli Dam-Dcm- sont très similaires à ceux obtenus pour P. tetraurelia ou 

sexaurelia, ne montrant pas de pic au temps de rétention correspondant à 5mC. Nous avons 

utilisĠà Đoŵŵeà ĐoŶtƌôleà positifà l͛áDNgà d’E. Đoli sure pour lequel on détecte comme attendu 

uŶà piĐà iŵpoƌtaŶtà auà teŵpsà deà ƌĠteŶtioŶà pouƌà ϱŵC.àC͛ĠtaitàdĠjăà leàĐoŶstatàdeàCuŵŵiŶgsàen 

1974 qui ne parvenait pas à détecter de 5mC et en concluait que la modification était 

absente du génome de P. tetraurelia (Cummings et al., 1974).àD͛autƌesàeuĐaƌǇotesàĐoŵŵeàD. 

melanogaster, C. elegans ou S. cerevisiae ne possèdent pas de 5mC dans leur génome 
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(Breiling and Lyko, 2015). Chez P. tetraurelia comme chez C. elegans ou S. cerevisiae par 

exemple, on ne parvient pasà ăà dĠteĐteƌà d͛hoŵologuesà deà ĐǇtosiŶeà ŵĠthǇltƌaŶsfĠƌasesà

responsables de la méthylation de novo ou de maintenance par exemple chez les 

mammifères (Ambrosi et al., 2017). 

Nous avions aussi à notre disposition des molécules standards pour les nucléotides 

modifiés 5hmC, 4mC et 8oxoG. Nous ne sommes pas parvenus à détecter ces modifications 

daŶsà l͛áDNà gĠŶoŵiƋueà deà P. tetraurelia ou P. sexaurelia quelle que soit la condition à 

laƋuelleà Ŷousà aǀoŶsà eǆtƌaità l͛áDN.àFiŶaleŵeŶtà l͛aďseŶĐeàdeàϱhŵCàŶousàpaƌaità logiƋueàĠtaŶtà

doŶŶĠeà l͛aďseŶĐeà deàϱŵCàƋuiàestà leàpƌĠĐuƌseuƌàdeàϱhŵC, dans le génome de P. tetraurelia. 

Lesà eŶzǇŵesà TETà dĠŵĠthǇleŶtà ϱŵCà età pƌoduiseŶtà l͛iŶteƌŵĠdiaiƌeà ϱhŵCà (Shi et al., 2017). 

Nousà Ŷeà dĠteĐtoŶsà pasà ŶoŶà plusà d͛hoŵologuesà d͛eŶzǇŵesà TETà daŶsà leà gĠŶoŵeà deà P. 

tetraurelia.àLaàϴoǆoGàestàuŶeàŵodifiĐatioŶàƌĠsultaŶtàdeàlĠsioŶsàdeàl͛áDNàetàdeàstƌessàoǆǇdatifà

età pƌoǀoƋuaŶtà desàŵutatioŶsà daŶsà l͛áDNà (Kanvah et al., 2010).à NousàŶ͛aǀoŶsàpasàŶoŶàplusà

détecté par cette méthode de 8oxoG. Les molécules de 4mC et 5mC ont le même poids 

ŵolĠĐulaiƌeàŵaisà Ŷousà soŵŵesà paƌǀeŶusà ăà lesà sĠpaƌeƌà suƌà ŶotƌeàĐoloŶŶeàd͛HPLC -MS. Pour 

autant nous ne parvenons pas à détecter de 4mC avec la sensibilité de notre technique dans 

nos échantilloŶs.à Cesà ƌĠsultatsà ŶĠgatifsà soŶtà ăà pƌeŶdƌeà aǀeĐà pƌĠĐautioŶ.à D͛uŶeà paƌtà Ŷousà

Ŷ͛aǀoŶsà pasà deà ĐoŶtƌôleà positifà deà laà dĠteĐtioŶà deà ϰŵCà daŶsà Ŷosà ĠĐhaŶtilloŶs.à E. coli ne 

ĐoŶtieŶtà pasà deà ϰŵC.à Ilà auƌaità falluà utiliseƌà deà l͛áDNà deà souĐhesà ďaĐtĠƌieŶŶesà Đoŵŵeà

Pseudomonas alcaligenes ou de bactéries thermophiles dans lesquelles la présence de 4mC 

est attestée (Morgan et al., 2016).àPaƌàailleuƌsàŶousàaǀoŶsàeŶtaŵĠàl͛aŶalǇseàduàsĠƋueŶçageà

par SMRT sequencing du génome de P. tetraurelia et avons détecté une grande quantité de 

4mC, près de 8% des cytosines. Nous souhaitions valider de manière indépendante du 

sĠƋueŶçageà laà pƌĠseŶĐeà ouà aďseŶĐeàdeàϰŵC.àIlàestàpossiďleàƋueàŶotƌeàŵĠthodeàd͛HPLC -MS 

ne soit pas assez sensible pour détecter 4mC dans le génome de la paramécie mais vu les 

quantités détectées par le séquençage PacBio il semble plutôt que 4mC soit un artefact du 

séquençage par SMRT sequencing. Il est possible que ce signal produit par la polymerase soit 

ŵalà iŶteƌpƌĠtĠà paƌà l͛aŶalǇseà età Ŷousà Ŷousà posoŶsà laà ƋuestioŶà deà saǀoiƌà sià Đetà aƌtefaĐtà està

spĠĐifiƋueà d͛uŶà ĐoŶteǆteà gĠŶoŵiƋue,à d͛uŶà tǇpeà deà sĠƋueŶĐe.à Laà pƌĠseŶĐeà deà ϰŵCà aà ĠtĠà

ƌĠĐeŵŵeŶtàdĠĐƌiteàdaŶsàl͛áDNàdeàĐeƌtaiŶsàeuĐaƌǇotesàpaƌàSM‘TàseƋueŶĐiŶgà (Ye et al., 2017). 
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CepeŶdaŶtàauĐuŶeàteĐhŶiƋueàiŶdĠpeŶdaŶteàŶ͛estàǀeŶueàĐoŶfiƌŵeƌà laàpƌĠseŶĐeàdeàϰŵCàdaŶsà

l͛áDNàdeàĐesàespğĐesà;aŶtiĐoƌpsàouàHPLC-MS).  

2. DĠteĐtioŶ de ϲŵA daŶs l’ADN de P. tetraurelia 

Lesà eǆpĠƌieŶĐesà d͛HPLC-MSà suƌà l͛áDNà gĠŶoŵiƋueà deà P. tetraurelia et P. sexaurelia à 

différents temps du cycle cellulaire ont confirmé les résultats obtenus par Cummings 

(Cummings et al., 1974) : 6mA est abondamment détecté. Leurs niveaux de détection 

seŵďleŶtà Đoŵpaƌaďlesà ăà Đeà Ƌueà Ŷousà oďseƌǀoŶsà daŶsà l͛áDNàgĠŶoŵiƋueàeǆtƌaitàdeàsouĐhesà

suƌeà d͛E. coli.à Ϯ%à desà adĠŶiŶesà soŶtàŵĠthǇlĠesà daŶsà leà gĠŶoŵeà d͛E. coli Đoŵŵeà l͛attesteà

l͛aŶalǇseà duà gĠŶoŵeà paƌà SM‘Tà seƋueŶĐiŶgà (Fang et al., 2012). Il nous est impossible de 

ƋuaŶtifieƌà leà pouƌĐeŶtageà d͛adĠŶiŶesà ŵĠthǇlĠesà daŶsà Ŷosà eǆpĠƌieŶĐesà d͛HPLC -MS mais 

ĐoŶŶaissaŶtà laàpƌopoƌtioŶàdĠteĐtĠeàdaŶsà l͛áDNgàd͛E. coli et celui précédemment détecté par 

Cummings chez P. tetraurelia (2,5%), on imagine que les intensités de signal relevées par 

HPLC-MS sont comparables entre P. tetraurelia et E. coli (Cummings et al., 1974). Il est 

important de noter que le niveau de méthylation ne semble pas beaucoup varier entre les 

stades du cycle cellulaire que nous avons observés. On peut supposer que la méthylation est 

maintenue tout au long du cycle y compris pendant le cycle sexuel et le développement bien 

Ƌu͛ilàsoitàiŵpossiďleàdeàƋuaŶtifieƌàleàŶiǀeauàdeàŵĠthǇlatioŶàpaƌàHPLC -MS. 

CuŵŵiŶgsà pƌĠĐisaità daŶsà sesà tƌaǀauǆà Ƌu͛ilà paƌǀeŶaità ăà dĠteĐteƌà pƌğsà deà ϯ%àd͛adĠŶiŶesà

méthylées dans le génome micronucléaire (Cummings et al., 1974).àL͛aŶalǇseàduàgĠŶoŵeàpaƌà

HPLC-MS ne nous a pas permis de différencier entre ADN MIC et MAC puisque nous avons 

eǆtƌaità l͛áDNà totalà deà ŶosàĐellules.à IlàestàpossiďleàƋueà lesàĠĐhaŶtilloŶsàdeàMICàpƌĠpaƌĠsàpaƌà

Cummings par fractionnement cellulaire aient été contaminés en fragment de MAC 

hauteŵeŶtàpolǇploïdes,àĐeàƋuiàauƌaitàďiaisĠà leàpouƌĐeŶtageàd͛adénines méthylées détectées. 

Nous avons désormais la possibilité de purifier les MICs avec une grande pureté, en 

réduisant au maximum les contaminations en ADN MAC ou en ADN bactérien (Guérin et al., 

2017). La technique mise au point au laboratoire permet de trier par FACS les MIC 

fluoƌesĐeŶts.à CepeŶdaŶtà laà ƋuaŶtitĠà d͛áDNà ƌĠĐupĠƌĠeà està iŶsuffisaŶteà pouƌà ƌĠaliseƌà desà

analyses aǀeĐà Ŷotƌeà pƌotoĐoleà d͛HPLC-MS : par tri des MIC environ 100ng sont obtenus 

quand 500ng de nucléosides sont nécessaires pour nos analyses en HPLC-MS à partir de 

ϭϬµgà d͛áDN.à OŶà peutà eŶǀisageƌà deà Đoŵpileƌà desà eǆtƌaĐtioŶsà d͛áDNàMICà pouƌà oďteŶiƌà uŶeà
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quantité suffisaŶteàd͛áDNàăàaŶalǇseƌàŵaisàĐelaàseŵďleàdiffiĐileŵeŶtàƌĠalisaďle.àLesàƋuaŶtitĠsà

d͛áDNàMICà Ƌueà Ŷousà paƌǀeŶoŶsàăàoďteŶiƌàsoŶtàpaƌàĐoŶtƌeàĐoŵpatiďlesàaǀeĐà laàdĠteĐtioŶàdeà

6mA par un anticorps spécifique en Dot Blot puisque nous parvenons à détecter du signal 

dèsàϱϬŶgàd͛áDNàdĠposĠ.àCetàáDNàMICàpouƌƌaitàaussiàġtƌeàutilisĠàăàteƌŵeàdaŶsàdesàaŶalǇsesà

par séquençage de la méthylation. 

Les résultats que nous avons obtenus par Dot Blot nous ont permis de confirmer par une 

ŵĠthodeà iŶdĠpeŶdaŶteà deà l͛HPLCà Ƌueà leà gĠŶome de P. tetraurelia contient bien de la 

ŵĠthǇlatioŶà desà adĠŶiŶes.à L͛aŶtiĐoƌpsà aŶti-6mA est un anticorps initialement utilisé pour 

dĠteĐteƌà laàŵĠthǇlatioŶàdesàadĠŶiŶesàsuƌàlesàá‘N.àIlàestàutilisĠàpouƌàdĠteĐteƌàϲŵáàdaŶsàl͛áDNà

de C. elegans et sa spécificité a été démontrée sur des oligonucléotides simple ou double 

brins (Greer et al., 2015).à DaŶsà Đetteà Ġtude,à lesàauteuƌsàŵoŶtƌeŶtàƋueà l͛aŶtiĐoƌpsàestàaussià

Đapaďleà deà ƌeĐoŶŶaîtƌeà ϭŵáà issusà deà doŵŵagesà deà l͛áDN.à Nousà Ŷeà pouǀoŶsà doŶĐà pasà

eǆĐluƌeà Ƌueà leà sigŶalà Ƌueà Ŷousà dĠteĐtoŶsà paƌà l͛aŶtiĐoƌpsà aŶti-ϲŵáà pƌoǀieŶŶeà aussià d͛ϭŵá.à

Cependant cette modification est généralement minoritaire chez les eucaryotes et il semble 

plus probable que la majorité du signal provienne bien de 6mA (Iyer et al., 2011). Même si 

nous avons montré que le signal que nous détectons pour 6mA en Dot-Blot provient 

eǆĐlusiǀeŵeŶtàdeà l͛áDN,à ilàestàtoutàăàfaitàpossiďleàƋueàlaàŵĠthǇlatioŶàdesàadĠŶiŶesàsoitàaussià

ƌetƌouǀĠàdaŶsà l͛á‘NàĐhezàP. tetraurelia. Nous ne sommes pas parvenus à détecter 6mA dans 

les ARN totaux de P. tetraurelia en Dot-blot. Pour répondre à cette question, il faudrait 

analyser par HPLC-MSàdesàĠĐhaŶtilloŶsàd͛á‘NàpouƌàǇàdĠteĐteƌàϲŵá. 

II . La méthylation des adénines est établie pendant le 

développement macronucléaire 

1. Méthylation de novo et de maintenance chez P. tetraurelia 

L͛aŶtiĐoƌpsà Ƌueà Ŷousà aǀoŶsà utilisĠà pouƌà dĠteĐteƌà ϲŵáà Ŷousà aà peƌŵisà deà dĠĐƌiƌeà saà

localisation dans la cellule et pendant le cycle cellulaire par immunofluorescence. Nos 

résultats nous ont permis de confirmer que quel que soit le moment du cycle cellulaire la 

ŵĠthǇlatioŶàdesàadĠŶiŶesàestàdĠteĐtĠeàdaŶsà leàgĠŶoŵeàMáC.àElleàs͛ĠtaďlitàpƌogƌessiǀeŵeŶtà

dans les nouveaux MAC pendant le développement. Elle apparait de manière transitoire 
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daŶsà lesàMICàd͛aďoƌdàeŶàŵĠioseàIàpuisàtƌğsàpƌĠĐoĐeŵeŶtàdaŶsà leàdĠǀeloppeŵeŶtàMáC.àBieŶà

ƋueàŶousàŶ͛aǇoŶsàpasàƋuaŶtifiĠàpƌĠĐisĠŵeŶtàleàsigŶalàϲŵá,àilàseŵďleàƋueàl͛iŶteŶsitĠàduàsigŶalà

6mA dans le nouveau MAC après la première division cellulaiƌeàsoitàĐoŵpaƌaďleàăàl͛iŶteŶsitĠà

daŶsà leà MáCà deà Đellulesà ǀĠgĠtatiǀes.à OŶà supposeà Ƌu͛uŶeà foisà Ġtaďlieà ăà laà fiŶà duà

développement la méthylation est maintenue globalement au même niveau au fur et à 

mesure des divisions cellulaires. Le niveau de méthylation relativement constant dans les 

eǆpĠƌieŶĐesà d͛HPLC-MSà eŶtƌeà lesà diffĠƌeŶtesà ĐoŶditioŶsà s͛eǆpliƋueŶtà ƌelatiǀeŵeŶtà ďieŶà eŶà

IŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐe.à áà ĐhaƋueàstade,à l͛eŶseŵďleàdesàŶoǇauǆàsoŶtàpositifsàăà laàŵĠthǇlatioŶà

et même lorsque 6mA est établie dans les nouveaux MAC les fragments du MAC maternel 

sont toujours abondamment méthylés. Ces résultats nous permettent de distinguer une 

méthylation dite de maintenance qui conserve 6mA au cours des divisions cellulaires dans le 

génome MAC et une méthylation de novo qui s͛ĠtaďlitàpƌogƌessiǀeŵeŶtàdaŶsà lesàŶouǀeauǆà

MAC au cours du développement. Chez les plantes et les mammifères, la méthylation 5mC 

de maintenance et de novo sont catalysées par des enzymes différentes. Chez les 

mammifères, DNMT1 catalyse la méthylation de ŵaiŶteŶaŶĐeàdeàpƌĠfĠƌeŶĐeàsuƌàl͛áDNàhĠŵi-

ŵĠthǇlĠ.à Elleà peƌŵetà aiŶsià deà ŵaiŶteŶiƌà laà ŵĠthǇlatioŶà età l͛iŶfoƌŵatioŶà ĠpigĠŶĠtiƋueà auà

cours des divisions cellulaires et de la réplication (Breiling and Lyko, 2015). Les enzymes de la 

famille DNMT3 (A, B, C et L) assurent la méthylation de novo principalement au début de 

l͛eŵďƌǇogĠŶğse.àOŶàpeutàtoutàăàfaità iŵagiŶeƌàuŶàsǇstğŵeàs imilaire chez P. tetraurelia où des 

ŵĠthǇltƌaŶsfĠƌasesà diffĠƌeŶtesà peƌŵetteŶtà laà ŵaiŶteŶaŶĐeà ouà l͛ĠtaďlisseŵeŶtà deà laà

méthylation.  

2. A la recherche de méthyltransférases des adénines 

L͛hǇpothğseà deà plusieuƌsà ŵĠthǇltƌaŶsfĠƌasesà pouƌà desà ŵĠthǇlatioŶsà de novo et de 

ŵaiŶteŶaŶĐeà està appuǇĠeà paƌà laà ƌeĐheƌĐheà d͛hoŵologuesà deà l͛adĠŶiŶeà ŵĠthǇltƌaŶsfĠƌaseà

Damt-1 de C. elegans (Greer et al., 2015) dans le génome de P. tetraurelia qui nous a permis 

d͛ideŶtifieƌà ϭϮàŵĠthǇltƌaŶsfĠƌasesà putatiǀes.àNousàaǀoŶsàƌĠalisĠàauàlaďoƌatoiƌeàuŶeàaŶalǇseà

phylogénétique des méthyltransférases à domaine MTA70 que nous avons identifiées et les 

avons comparées à un ensemble de protéines déjà identifiées pour certaines comme des 

ARN ou ADN méthyltransférases sur les adénines (Figure 21).à L͛aŶalǇseà desà pƌofilsà

d͛eǆpƌessioŶsà deà ĐhaĐuŶà desà gğŶesà ĐoƌƌespoŶdaŶtsà paƌà ‘NáseƋà ƌĠǀğleà Ƌueà Ƌuatƌeà d͛eŶtƌeà
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eux sont exprimés spécifiquement pendant le développement (NMAD05,06,07,08 

appartenant au clade 4 des ZZ domain) et huit autres de manière constitutive 

(NMAD01,02,11,12 dans les clades 1 et 2, NMAD03,04,09,10 dans le clade 5) (Figure 21) 

(Arnaiz et al., 2017). Les quatre spécifiques du développement pourraient correspondre à la 

méthylation de novo quand les autres se préoccuperaient de la méthylation de maintenance. 

L͛eŶseŵďleà deà Đesà eŶzǇŵesà appaƌtieŶŶeŶtà ăà laà faŵilleà MT-A70 des méthyltransférases 

putatives eucaryotes. Elles conservent toutes un domaine homologue du domaine 

catalytique MT-A70 et les acides aminés DPPY caractéristiques des adénines 

méthyltransférases. Cependant rien pour le moment ne nous permet de conclure que ces 

enzymes sont impliquées plutôt dans la méthylation des ADN ou des ARN. Il est possible que 

les enzymes des clades 1 et 2 où figurent déjà des ARN méthyltransférases le soient aussi. 

J͛aià ƌĠalisĠà l͛iŶaĐtiǀatioŶà deà l͛eŶseŵďleà desà gğŶesà ĐodaŶtà Đesà pƌotĠiŶes,à seulesà ouà eŶà

combinaison mais ne suis pas parvenu à observer de phénotypes ni de létalité, ni sur la 

méthylation, ni moléculaire sur les réarrangements dans la majorité des cas. Il est prévu 

d͛iŶaĐtiǀeƌà l͛eŶseŵďleà deà Đesà gğŶesà d͛adĠŶiŶesàŵĠthǇltƌaŶsfĠƌasesà putatiǀesà eŶà eǆtƌaǇaŶtà

sǇstĠŵatiƋueŵeŶtà lesà á‘Nà pouƌàattesteƌàdeà l͛effiĐaĐitĠàdeà l͛iŶaĐtiǀatioŶ.àPouƌàdĠteƌŵiŶeƌàsià

les protéines codées par ces gènes sont bien nécessaires à la méthylation, nous pourrons 

détecter 6mA dans les cellules inactivées par HPLC-MSà ouà ăà l͛aideà deà Ŷotƌeà aŶtiĐoƌpsà

spécifique par Immunofluorescence. Lorsque nous aurons également localisé la méthylation 

dans le génome par séquençage nous pourrons aussi échantillonner et regarder sur des sites 

précis le niveau de méthylation après inactivation. 
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Figure 21 : Analyse phylogénétique des adénines méthyltransférases putatives à domaine 

MTA70 de P. tetraurelia. 

Arbre phylogénétique des N6-Adenine Méthyltransférases du domaine MT-A70 obtenu par maximum de vra isemblance à  
l ͛a ideàduàpƌogƌaŵŵeàMEGáϲ.àLesàpƌotĠiŶesàs oŶtàiŶdiƋuĠesàpaƌàleàŶoŵàdesàespğĐesàetàduàŶuŵĠƌoàd͛aĐĐess ioŶ,àetàĐoloƌĠes à
en fonction des différents groupes. Les va leurs de bootstrap sont indiquées à chaque embranchement. Enfin, les  groupes  
ďaĐtĠƌieŶsàƌepƌĠseŶteŶtàdes àĐlades àsuĐĐess i fs àpeƌŵettaŶtàd͛eŶƌaĐiŶeƌàl ͛aƌďƌe.à‘Ġal i sĠàpaƌà‘oŵaiŶàCoppĠe  (Etude 

phylogénétique des N6-ádĠŶiŶeàMĠthǇltƌaŶsfĠƌases àĐhezàl ͛espğĐeàParamecium tetraurelia, Projet long de master 2). 

3. La méthylation des adénines dans les MIC 

Paƌà iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐe,à l͛aŶtiĐoƌpsà aŶti-6mA a permis de détecter de la 

méthylation dans les MIC à deux moment du cycle cellulaire : en méiose I et au début du 

développement macronucléaire. Ces résultats ne viennent pas confirmer la totalité des 

observations de Cummings où la méthylation est détectée dans les MIC de cellules en cycle 

ǀĠgĠtatifà;ϯϬàăàϰϬàdiǀisioŶsàapƌğsàl͛autogaŵieͿà(Cummings et al., 1974). Dans cette étude, les 

auteuƌsà Ŷ͛aǀaieŶtà pasà ƋuaŶtifiĠà laàŵĠthǇlatioŶà peŶdaŶtà lesà ĠǀğŶeŵeŶtsàseǆuelsàetà lesàMICà

extraits proviennent de P. primaurelia et non de P. tetraurelia. Il nous est difficile de 

comparer nos résultats avec les leurs. Le génome micronucléaire est transcriptionnellement 

iŶaĐtifàăà l͛eǆĐeptioŶàdeà laàŵĠioseàoùàilàestà iŶtĠgƌaleŵeŶtàtƌaŶsĐƌitàpouƌàpƌoduiƌeà lesàsĐŶá‘Nà

Ƌuià peƌŵettƌoŶtà lesà ƌĠaƌƌaŶgeŵeŶtsà d͛áDNà peŶdaŶtà leà dĠǀeloppeŵeŶtà (Coyne et al., 2012; 

Lepère et al., 2009). Le signal 6mA détecté dans les MIC à ce moment du cycle pourrait 

indiquer que la méthylation des adénines est liée à la transcription des scnARN. Nous 

Ŷ͛aǀoŶsà paƌà ĐoŶtƌeà pasà ĐoŶŶaissaŶĐeà d͛uŶà ŵaƌƋuageà paƌtiĐulieƌà d͛uŶeà autƌeà pƌotĠiŶeà ouà

ŵodifiĐatioŶàdeà l͛áDNàouàdeàlaàĐhƌoŵatiŶeàǀisiďleàdaŶsàlesàMICsàauàdĠďutàduàdĠǀeloppeŵeŶtà

MAC. La signification biologique de la méthylation dans les MICs à ce moment du cycle reste 

encore mystérieuse. 

Ilà està possiďleà Ƌueà leàpƌotoĐoleàd͛IŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐeàŶeàpeƌŵetteàpasàăà l͛aŶtiĐoƌpsà

anti-ϲŵáà d͛aĐĐĠdeƌà auà gĠŶoŵeàMICà ăà toutàŵoŵeŶtà duà ĐǇĐleà Đellulaiƌe.àLeàsigŶalàƋueàŶousà

détections pour la méthylation des adénines en Immunofluorescence est dépendant de la 

seŶsiďilitĠàdeà laàteĐhŶiƋueàetàdeà laàĐapaĐitĠàdeàl͛aŶtiĐoƌpsàăàaĐĐĠdeƌàauǆàdiffĠƌeŶtsàgĠŶoŵesà

MIC et MAC. Les fenêtres de temps pendant lesquelles nous détectons de la méthylation des 

adénines dans les MIC pourraient être liées à une plus grande aĐĐessiďilitĠà deà l͛áDNà

ŵiĐƌoŶuĐlĠaiƌeà ăà l͛aŶtiĐoƌpsà aŶti-ϲŵá.à Ilà Ŷ͛està pasà iŵpossiďleà Ƌueà ďieŶà Ƌueà Ŷousà Ŷeà

dĠteĐtioŶsàpasàdeàϲŵáàdaŶsà lesàMICsàăàd͛autƌesàŵoŵeŶtsàduàĐǇĐleàdeàǀie,àlaàŵodifiĐatioŶàǇà

soit quand même présente. 
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4. Méthylation des adénines et réarrangements du génome 

L͛uŶeàdeàŶosàhǇpothğsesàdeàtƌaǀailàpƌoposaitàƋueàlaàŵĠthǇlatioŶàdesàadĠŶiŶesàchez P. 

tetraurelia soità liĠeà auǆà ƌĠaƌƌaŶgeŵeŶtsà d͛áDN.à Nousà aǀoŶsà oďseƌǀĠà Ƌueà laà ŵĠthǇlatioŶà

s͛ĠtaďlissaitàdaŶsàlesàMáCàeŶàdĠǀeloppement sans être sûrs que cela se fasse au moment où 

se produisent les réarrangements du génome. Pour répondre à notre hypothèse, nous avons 

loĐalisĠàpaƌà iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐeàϲŵáàetàl͛eŶdoŶuĐlĠaseàPgŵàaǀeĐàdesàaŶtiĐoƌpsàspĠĐifiƋuesà

(Dubois et al., 2017). Nous en avons conclu que la méthylation des adénines apparaissait 

taƌdiǀeŵeŶtà apƌğsà Ƌueà Pgŵà aà dispaƌuà desàMáCà eŶà dĠǀeloppeŵeŶt.à L͛ĠtaďlisseŵeŶtà deà laà

méthylation serait donc postérieur aux réarrangements ce qui ne va pas dans le sens de 

Ŷotƌeà hǇpothğse.à L͛augŵeŶtatioŶà pƌogƌessiǀeà duà sigŶalà ϲŵáà daŶsà lesà ŶoǇauǆà pouƌƌaità paƌà

ĐoŶtƌeàƌeflĠteƌà lesàĐǇĐlesàd͛eŶdoƌĠpliĐatioŶ.àCesàƌĠsultatsàdĠpeŶdeŶtàďieŶàsûƌàdeàlaàseŶsiďilitĠà

deà l͛aŶtiĐoƌps et il est tout à fait possible que le peu de méthylation déposée précocement 

dans les MAC en développement dont la ploïdie est encore faible suffise pour aider aux 

réarrangements. Il devient important de localiser la méthylation des adénines dans le 

génome de P. tetraurelia paƌàSM‘TàseƋueŶĐiŶgàafiŶàdeàǀoiƌàsiàĐoŵŵeàŶousà l͛iŵagiŶoŶsàelleà

se localise sur des motifs particuliers comme sur les bornes des séquences germinales par 

exemple. Une fois que les adénine méthyltransférases de P. tetraurelia seront identifiées, il 

seƌaà aussià possiďleà deà lesà iŶaĐtiǀeƌà peŶdaŶtà lesàƌĠaƌƌaŶgeŵeŶtsàetàd͛Ġtudieƌà l͛effetàdeà leuƌà

iŶaĐtiǀatioŶàsuƌàl͛ĠliŵiŶatioŶàd͛áDN. 

II I .  Localiser dans le génome de P. tetraurelia  la 

méthylation des adénines 

1. Adaptation du protocole de MedIP 

Leà MedIPà peƌŵetà deà loĐaliseƌà aǀeĐà uŶeà ƌĠsolutioŶà deà l͛oƌdƌeà deà ϮϬϬpďà uŶeà

ŵĠthǇlatioŶà deà l͛áDNà doŶtà Ŷousà possĠdoŶsàuŶàaŶtiĐoƌpsàspĠĐifiƋue.àPouƌà loĐaliseƌàϲŵáàpaƌà

cette technique dans le génome de P. tetraurelia,àŶousàŶousàsoŵŵesàiŶspiƌĠsàdeàl͛aŶalǇseàdeà

la méthylation des adénines chez les eucaryotes C. elegans et C. reinhardtii (Fu et al., 2015; 

Greer et al., 2015). Dans ces études et en particulier chez C. elegans qui utilise le même 

anticorps commercial contre 6mA que nous, les auteurs se sont basés sur un protocole de 
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Me‘IP,à iŵŵuŶopƌĠĐipitatioŶà d͛á‘Nà ŵĠthǇlĠsà ϲŵáà Ƌueà Ŷousà aǀoŶsà adaptĠà ăà l͛áDNà deà P.à

tetraurelia (Dominissini et al., 2015; Greer et al., 2015). Comme pour les autres expériences 

visant à détecter la méthylation des adénines chez P. tetraurelia, il nous a fallu nous 

affranchir de la contamination bactérienne riche en 6mA et de la contamination en ARN. La 

pƌeŵiğƌeàteŶtatiǀeàdeàMedIPàƋueàŶousàaǀioŶsàƌĠalisĠeàutilisaitàdeàl͛áDNàeǆtƌaitàeŶàĐƌoissaŶĐeà

végétative. Cependant la contamination bactérienne était beaucoup trop forte pour couvrir 

suffisamment le génome de P. tetraurelia.à Nousà aǀioŶsà doŶĐà dĠĐidĠà d͛utiliseƌà deà l͛áDNà

eǆtƌaità eŶà touteà fiŶà d͛autogaŵieà ;TϱϬͿà pouƌà s͛affƌaŶĐhiƌà deà laà ĐoŶtaŵiŶatioŶà ďaĐtĠƌienne 

contenue dans les vacuoles digestives de cellules en croissance végétative. Les analyses que 

Ŷousà aǀoŶsà ƌĠalisĠesàapƌğsàsĠƋueŶçageàdeà l͛iŵŵuŶopƌĠĐipitatioŶàϲŵáàŶ͛oŶtàĐepeŶdaŶtàpasà

peƌŵisà d͛ideŶtifieƌàdeàzoŶesàduàgĠŶoŵeàeŶƌiĐhiesàouàdĠplĠtĠesàeŶàϲŵá.àNous avions utilisé 

Đoŵŵeà ĐoŶtƌôleà uŶeà iŵŵuŶopƌĠĐipitatioŶà paƌà l͛aŶtiĐoƌpsà aŶtià IgGà Ƌuià Ŷeà peƌŵettaità pasà

d͛iŵŵuŶopƌĠĐipiteƌà d͛áDNà Đoŵŵeà Đ͛està leà Đasà aǀeĐà l͛aŶtiĐoƌpsà aŶti -6mA. Ces résultats 

semblaient indiquer queà l͛aŶtiĐoƌpsà aŶtià ϲŵáà Điďlait des séquences spécifiques dans le 

gĠŶoŵe.à Pouƌà autaŶt,à lesà sĠƋueŶĐesà oďteŶuesà apƌğsà sĠƋueŶçageà deà l͛iŶputà età deà

l͛iŵŵuŶopƌĠĐipitatioŶà ϲŵáà soŶtà tƌğsà siŵilaiƌes  : couvertures comparables, pourcentage 

d͛áTà Đoŵpaƌaďlesà età ĐoŵpositioŶà siŵilaiƌe.à Plusieuƌsà hǇpothğsesà peuǀeŶt expliquer ces 

résultats. Il est tout à fait possible que la méthylation soit répartie de manière très 

homogène sur le génome, présente en faible quantité mais parsemée partout. De fait, la 

résolution du MedIP de 200 pb ne permettrait pas de résoudre la localisation de 6mA et 

d͛ideŶtifieƌàdeàzoŶesàeŶƌiĐhiesàouàdĠplĠtĠesàeŶàϲŵá.àDaŶsàĐeàĐasàilàfautàloĐaliseƌàϲŵáàdaŶsàleà

génome de P. tetraurelia par une autre méthode comme le SMRT sequencing par Pacific 

BiosĐieŶĐe.àFiŶaleŵeŶtà ilàestàaussiàpossiďleàƋueà l͛aŶticorps anti-6mA ne soit pas réellement 

spécifique de 6mA et pourrait par exemple reconnaître de manière générale dans le génome 

de P. tetraurelia les adénines y compris non méthylées. Cela expliquerait que 

l͛IŵŵuŶopƌĠĐipitatioŶà ϲŵáà pƌoduiseà desà doŶŶĠesà hauteŵeŶtà siŵilaiƌesà ăà Đellesà deà l͛IŶput.à

Pour répondre à cette question il serait intéressant de reproduire les expériences de MedIP 

en introduisant comme contrôle positif des oligonucléotides méthylés sur les adénines dont 

nous sommes capables de contrôler la quantité par qPCR par exemple. Nous pourrions ainsi 

faire varier la quantité de ces séquences et contrôler que la technique de MedIP fonctionne 

ďieŶàetàƋueàl͛aŶtiĐoƌpsàpeƌŵetà ďieŶàd͛iŵŵuŶopƌĠĐipiteƌà l͛áDNàŵodifiĠàpaƌàϲŵá.  
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2. Localiser 6mA par SMRT sequencing 

Nousà aǀoŶsà pƌĠfĠƌĠà Ŷeà pasà pouƌsuiǀƌeà l͛aŶalǇseà deà ϲŵáà paƌàMedIPà Đaƌà Ŷousà aǀoŶsà

eŶtƌepƌisàd͛aŶalǇseƌàlaàloĐalisatioŶàdeàϲŵáàpaƌàlaàteĐhŶiƋueàdeàSM‘TàseƋueŶĐiŶgàdĠǀeloppĠeà

paƌàPaĐifiĐàBiosĐieŶĐe.àNousàaǀoŶsàdĠĐidĠàd͛utiliseƌà leàŵġŵeàáDNàƋueàĐeluiàsuƌà leƋue l nous 

souhaitioŶsàfaiƌeà leàMedIP,àdeà l͛áDNàăàTϱϬàeŶàtouteàfiŶàd͛autogaŵie.àNousàespĠƌoŶsàoďteŶiƌà

une localisation au nucléotide près et également identifier des motifs et potentiellement 

voir si 6mA marque les éléments MIC spécifiques ou du moins si sa localisation semble 

ĐoƌƌĠlĠeàăàlaàloĐalisatioŶàd͛ĠlĠŵeŶtsàMICàspĠĐifiƋues.àLesàaŶalǇsesàǀieŶŶeŶtàdeàdĠďuteƌàŵaisà

les résultats préliminaires confirment la présence de 6mA dans le génome de P. tetraurelia 

età iŶdiƋueà uŶà pouƌĐeŶtageà d͛eŶǀiƌoŶà ϭ,ϰϭ%à deà ϲŵá/á.à Il semble que la méthylation soit 

retrouvée essentiellement sur des motifs AT et en particulier dans les portions codantes du 

gĠŶoŵe.à Nousà aǀoŶsà pouƌà oďjeĐtifà deà ĐoŵpaƌeƌàĐesàdoŶŶĠesàdeàsĠƋueŶçageàăà l͛aŶŶotatioŶà

du génome de P. tetraurelia et aux données concernant la localisation des nucléosomes par 

Mnase-seq. On imagine que pendant le développement 6mA pourrait marquer 

spécifiquement les séquences à éliminer et en particulier les petites IES qui ne dépendent ni 

desà sĐŶá‘Nsà Ŷià d͛EZL1 pour leur élimination (Lhuillier-Akakpo et al., 2014). Ces marques 

guideƌaieŶtà aloƌsà laà ŵaĐhiŶeƌieà d͛eǆĐisioŶ.à Pouƌà autaŶtà ĠtaŶtà doŶŶĠà Ƌueà ϲŵáà està pƌĠseŶtà

pendant tout le cycle de vie et dans tous les noyaux il est tout à fait possible que la 

ŵĠthǇlatioŶà aità d͛autƌesà foŶĐtioŶsà Đhezà P. tetraurelia. Il sera ainsi intéressant de voir si sa 

localisation est en lien avec le positionnement des nucléosomes comme chez T. thermophila, 

lesà sitesà d͛iŶitiatioŶà deà laà tƌaŶsĐƌiptioŶà Đhezà C. reinhardtii ou encore la présence de 

transposons comme chez D. melanogaster (Fu et al., 2015; Greer et al., 2015; Wang et al., 

2017; Zhang et al., 2015).àL͛aďoŶdaŶĐeàdeàlaàŵĠthǇlatioŶàdesàadĠŶiŶesàĐhezàP. tetraurelia en 

faità uŶà paƌfaità ŵodğleà d͛Ġtudeà deà Đetteà ŵodifiĐatioŶà Đhezà lesà euĐaƌǇotes.à GƌąĐeà ăà Đetteà

méthode on est capable de détecter et localiser la méthylation qui peut être analysée en lien 

avec l͛annotation du génome et le positionnement des nucléosomes. Cette première 

eǆpĠƌieŶĐeàdeàSM‘TàseƋàƋueàŶousàsoŵŵesàeŶàtƌaiŶàd͛aŶalǇseƌàestàlaàpreuve de principe que 

la technique marche. Elle pourra être adaptée pour d͛autƌesà ĐoŶditioŶsà phǇsiologiƋuesà

comme pendant les réarrangements du génome. 
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Annexes 1 

 
Nom SĠƋueŶĐe ;ϱ’ - 3’Ϳ Application 

fed1_SSRP1_f1 CAGAGTCAATATAGATGATAAGAATTTG Insert feeding #1 pour Pob3-1 

fed1_SSRP1_r1 ACTTCGTGAATGGTAAGTATGGAATCGC Insert feeding #1 pour Pob3-1 

fed2_SSRP1_f2 AAAATATACAATGGATTTCTTTAAAAAAG Insert feeding #2 pour Pob3-1 
fed2_SSRP1_r2 ATTTTTCTAATGGGAATAGGAATCCTG Insert feeding #2 pour Pob3-1 

51A-1835-5'(3) GGTTGCGTAACACTTCCTCTTAAATGTGAG PCR around IESA1835 
51A-1835-3' ATCCTAACATCCTTGAATAGTTACTGATCC PCR around IESA1835 

51G1832up GCTATAACTCTTGAAGCTGCTTGTAATATG PCR around IESG1832 

51G1832do TTGTCAATGAGCCATTAACAGTTGCTGGAT PCR around IESG1832 
51G2832-6 CAAATACTGGTGGTGCAACATCCTCAACTGC PCR around IESG2832 
51G2832-8 GAACCATTTAATGCGCAATATCCTGCATTTCC PCR around IESG2832 

51A-6649-5' AAATGGTACTGTTTGTGCTTGGGATAGTGC PCR around IESA6649 
51A-6649-3' CAGCAGTACATCCAGCTCTCTAAGTTTAGC PCR around IESA6649 
pob3_up2_F GAATTAGGTATTAAGGAAGTGGATG PCR pour POB3-1 et les séquences 

régulatrices 
pob3_do2_R AAACGAAATCATCTAATTACGAGAG PCR pour POB3-1 et les séquences 

régulatrices 
pcrIIPOB3_TGA_F ACAATAATATATATTTGAATATTAAAATA PCR pour introduire GFP en C-ter de 

Pob3-1 
pcrIIPOB3_TGA_R TTTTTTAACAGCTCTTGTTTTTTA PCR pour introduire GFP en C-ter de 

Pob3-1 
qPCR_GFP_F1 CTTTTCACTGGTGTTGTTCC qPCR to measure transgene copy 

number 
qPCR_GFP_R1 TCCATAAGTTGCATCACCTT qPCR to measure transgene copy 

number 

GAPDH_qPCR_F1 TTTGGTATTGTTGAGGGTAAAA qPCR to measure transgene copy 
number 

GAPDH_qPCR_R1 AAAGGTGGAAAAGACTGGAG qPCR to measure transgene copy 
number 

deletionMBD_F1 TGATCAACTTATATAATATATTGTATAA Délétion de MBD dans GFP-Spt16-1 
deletionMBD_R1 GTCTTATTCAAATTCGAATTCAG Délétion de MBD dans GFP-Spt16-1 

 

Table S1 : Oligonucléotides utilisés dans les résultats supplémentaires 
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Annexe 2 

Espèce Nom NuŵĠƌo d’aĐĐessioŶ 

Paramecium tetraurelia Pob3_1 PTET.51.1.P0610231 
Paramecium tetraurelia Pob3_2a PTET.51.1.P0610125 
Paramecium tetraurelia Pob3_2c PTET.51.1.P0340178 

Tetrahymena thermophila Pob3 TTHERM_00049080 
Schizosaccharomyces pombe Pob3 SPBC609.05 
Saccharomyces cerevisiae Pob3 YML069W 

Caenorhabditis elegans Ssrp1 WP:CE08542 
Drosophila melanogaster Ssrp1 FBgn0010278 
Homo sapiens Ssrp1 HGNC:11327 
Mus musculus Ssrp1 MGI:107912 

Arabidopsis thaliana Ssrp1 AT3G28730 
Paramecium octaurelia Pob3_1 POCTA.138.1.P0760227 
Paramecium octaurelia Pob3_2a POCTA.138.1.P0490118 
Paramecium octaurelia Pob3_2c POCTA.138.1.P0760120 

Paramecium tredecaurelia Pob3_1 PTRED.209.2.P71800001293620112 
Paramecium tredecaurelia Pob3_2a PTRED.209.2.P71800001293690223 
Paramecium tredecaurelia Pob3_2b PTRED.209.2.P71800001293370204 

Paramecium tredecaurelia Pob3_2c PTRED.209.2.P71800001293260140 
Paramecium biaurelia Pob3_1a PBIA.V1_4.1.P00530042 
Paramecium biaurelia Pob3_1b PBIA.V1_4.1.P00220183 
Paramecium biaurelia Pob3_2a PBIA.V1_4.1.P00530142 

Paramecium biaurelia Pob3_2b PBIA.V1_4.1.P00210081 
Paramecium biaurelia Pob3_2c PBIA.V1_4.1.P00460005 
Paramecium primaurelia Pob3_1a PPRIMP18748 
Paramecium primaurelia Pob3_1b PPRIMP13357 

Paramecium primaurelia Pob3_2a PPRIMP14276 
Paramecium primaurelia Pob3_2b PPRIMP15045 
Paramecium primaurelia Pob3_2c PPRIMP18654 

Paramecium pentaurelia Pob3_1 PPENT.87.1.P0800209 
Paramecium pentaurelia Pob3_2a PPENT.87.1.P0010114 
Paramecium pentaurelia Pob3_2b PPENT.87.1.P0530160 
Paramecium pentaurelia Pob3_2c PPENT.87.1.P0470124 

Paramecium sexaurelia Pob3_1 PSEX.AZ8_4.1.P0470222 
Paramecium sexaurelia Pob3_2a PSEX.AZ8_4.1.P0470114 
Paramecium sexaurelia Pob3_2b PSEX.AZ8_4.1.P0580133 

Paramecium sexaurelia Pob3_2c PSEX.AZ8_4.1.P0430154 
Paramecium caudatum Pob3_1 PCAU.43c3d.1.P00030119 
Paramecium caudatum Pob3_2 PCAU.43c3d.1.P00730044 

 

Table S2 : NuŵĠƌos d’aĐĐessioŶ des pƌotĠiŶes utilisĠes daŶs l’aŶalǇse phǇlogĠŶĠtiƋue 

 
Les ŶuŵĠƌos d’aĐĐession, nom des protéines et noms des espèces sont donnés. Paramecium database: 

https://paramecium.i2bc.paris-saclay.fr/, T. thermophila database: http://ciliate.org/index.php/home/welcome, S. pombe 

database: https://www.pombase.org/, S. cerevisiae database: https://www.yeastgenome.org/, C. elegans database: 

https://wormbase.org/#012-34-5, D. melanogaster database: http://flybase.org/, M. musculus database: 

http://www.informatics.jax.org/, H. sapiens database: https://www.genenames.org, A. thaliana database: 

https://www.arabidopsis.org/. 
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Annexe 3 

 

 

Figure S1 : Identification des homologues de Pob3 chez P. tetraurelia 

Aƌďƌe phǇlogĠŶĠtiƋue des pƌotĠiŶes Poďϯ de P. tetƌauƌelia et des autƌes espğĐes de PaƌaŵĠĐies ďasĠ suƌ l’aligŶeŵeŶts des 
sĠƋueŶĐes pƌotĠiƋues totales paƌ MUSCLE. La phǇlogĠŶie de l’aligŶeŵeŶt est gĠŶĠƌĠe eŶ utilisaŶt PhǇML ϯ.Ϭ suƌ 
Phylogeny.fr avec une proĐĠduƌe de ďootstƌap de ϭϬϬ. L’aƌďƌe est oďseƌvĠ gƌâĐe à Tƌee.DǇŶ ϭϵϴ.ϯ. Les sĠƋueŶĐes pƌotĠiƋues 
et les ŶuŵĠƌos d’aĐĐessioŶ soŶt iŶdiƋuĠs eŶ Taďle SϮ/AŶŶeǆe Ϯ. 

 


