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Titre : Identification du chaperon d’histones Spt16 acteur essentiel des réarrangements dugénome
et méthylation des adénines chez Paramecium tetraurelia

Résumé:

Chez les eucaryotes, I'organisation de la chromatine est indispensable a la régulation de
I’expression des génes etlastabilité dugénome. Les ciliés constituent un excellent modéle d’étude
des mécanismes qui permettent de maintenir I'intégrité du génome eucaryote. Notre modéle
d’étude, I’eucaryote unicellulaire Paramecium tetraurelia, se distingue par I’élimination massive et
reproductible de prés de 30% de séquences d’ADN germinal lors du développement du macronoyau
somatique aprés les événements sexuels. Ces séquences sont éliminées grace a un processus en
plusieurs étapes impliquant la formation d’hétérochromatine dirigée par de petits ARN suivi
d’excision par la transposase domestiquée Piggy Mac (Pgm) et de réparation. Les mécanismes
moléculaires permettant de comprendre lareconnaissance spécifique de ces séquences germinales
dans le contexte de la chromatine ainsi que la précision de la coupure demeurent mal compris.

Le chaperon d’histone Sptl6, associée au partenaire Pob3, fait partie du complexe hétéro-
dimérique FACT (FAcilitates Chromatin Transactions). FACT intervient dans de nombreux mécanismes
liésaumétabolismede I’ADN tels que la transcription, la réparation, la réplication ou I’accessibilité
de la chromatine. Chez Paramecium tetraurelia, on a identifié deux protéines homologues de Spt16
et Pob3 exprimées uniguement durant le développement du macronoyau au moment ou se
produisent les réarrangements. Les protéines Spt16-1 et Pob3-1 fusionnées a la GFP se localisent
dans les macronoyaux en développement. Nous avons montré que la protéine Spt16-1est essentielle
ala production d’une descendance sexuelle viable. Le reséquencage du génomeaprésinactivationde
SPT16-1 a montré que Sptl6-1 est nécessaire a I‘ensemble des réarrangements du génome et
conduita des défauts semblables a ceux obtenus suite a I'inactivation de PGM. Spt16-1 agit en aval
desvoiesde dépot des marques d’hétérochromatine guidées par les petits ARNs mais en amont de
I’endonucléase Pgm. Nous avons montré que Spt16-1 était nécessaire a la localisation correcte de
Pgm responsable de [lintroduction des cassures double brin dans les macronoyaux en
développement. Nous proposons un modéle dans lequel Sptl6-1 favorise l'interaction de la
machinerie d’excision avec la chromatine pour rendre accessible les sites de coupure sur I’ADN a
Pgm.

La méthylation desadénines sur I’ADN (6mA), bien connue chez les bactéries pour son réle
dans le systéme de restriction modification, a été décrite ces deux derniéres années chez plusieurs
eucaryotes enfaible proportion dans le génome. Cependantson réle chez les eucaryotes est encore
peu compris. D’anciennes analyses parchromatographieal’aide de nucléotides marqués détectaient
de lI'ordre de 2,5% des adénines méthylées chez P. tetraurelia mais sa localisation précise n’avait
jamais été montrée. Il avait été proposé que cette modification pourrait signaler avec précision les
sites de coupures pendant les réarrangements d’ADN oU une partie des séquences germinales
présentent des bornes AT. L'abondance des adénines méthylées fait de la paramécie un excellent
modele d’étude de cette modification. En combinant des techniques d’'Immunofluorescence, d’HPLC-
MS etde séquengage, nous avons ainsi décritlaprésence etlalocalisation dans la cellule et au cours
du cycle de vie de 6mA chez P. tetraurelia. Ces approches ont également permis de montrer
I’absence de cytosine méthylée chez la paramécie. Nous avons montré que la méthylation des
adénines étaitretrouvée majoritairement dans le génome somatique et de maniére 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
I’étude de la méthylation afin d’identifier les enzymes responsables et son role dans la cellule.

Mots clefs : Chaperon d’histone, Réarrangements programmés du genome, Ciliés, Chromatine,
Paramecium, méthylation des adénines



Touzeau Amandine — Thése de doctorat - 2018

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 organizationis 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). FACTisimplicated in many mechanismsinvolving
DNA metabolism such as transcription, repair, replication or chromatin accessibility. In P. tetraurelia,
we identified two homologous proteins to Sptl6 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 Spt16-1is required to obtain a viable sexual
progeny. Genome re-sequencing after SPT16-1inactivation 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 proportionin
the genome. However, itsrole in eukaryotes remains elusive. Previous analyses by chromatography
withradio 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 presenceand the cellularlocalization during
life cycle of 6mAin 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 germinalgenome. 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

L’ADN des cellules eucaryotes est organisé dans le noyau sous forme de chromatine :
I’ADN y est arrangé autour de protéines histones et non histones dont |'unité est le
nucléosome (Hammond et al., 2017). Chaque nucléosome est constitué d’environ 147 paires
de bases s’enroulant autour d’un octameére d’histones. Le nucléosome est composé de deux
paires de chaque histone, un tétramére d’'H3 et H4 et deux dimeres d’'H2A et H2B. Cette
organisation dite canonique peut étre modifiée par I'incorporation de variants d’histone et
de modifications post-traductionnelles des histones, ainsi que des modifications chimiques
sur les bases de I’ADN (Hammond et al., 2017; lyer et al., 2011). Ce niveau de complexité
supplémentaire permet de réguler la conformation de la chromatine, I’expression des genes
et l'architecture générale du noyau. Le maintien d’une organisation dynamique de la
chromatine et des modifications associées est nécessaire a I’ensemble des mécanismes liés
au métabolisme de I’ADN et plus largement au maintien de l'intégrité des génomes
eucaryotes. Un degré de compaction élevé de la chromatine empéche I'accés a I’ADN des
différentes machineries de réplication, transcription, etc. Tandis qu’un niveau de compaction
plus faible permet I'accés a I’ADN et favorise ces processus cités avant (Corpet and
Almouzni, 2009). Pour comprendre comment est maintenue l'intégrité des génomes
eucaryotes il est donc important de comprendre comment est régulée I’architecture

chromatinienne.

Pour permettre a la fois le maintien de cette organisation de la chromatine ainsi que sa
flexibilité, une classe particuliére de protéines nommeées les chaperons d’histones prennent
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). L'un des points communs de ces protéines reste cependant
la présence de domaines riches en résidus acides permettant des interactions fortes avec les
histones et rentrant en compétition avec I’ADN. On peut définir les chaperons d’histones
comme des protéines prenant en charge in vivo les histones non incorporées au nucléosome

et promouvant I’assemblage du nucléosome in vitro a partir d’histones isolées et d’ADN. Si
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cette définition permet de regrouper cette catégorie de protéines, elle ne refléte pas la
grande diversité de fonctions auxquelles elles sont associées telles que la réplication, la
transcription, la réparation, l'intégrité des centromeéres, I'incorporation de variants
d’histones, etc (Adam et al., 2015; Hammond et al., 2017; Ransom et al., 2010; Venkatesh
and Workman, 2015). L’ensemble de ces processus nécessite de perturber I'organisation de
la chromatine tout en s’assurant de la restaurer par la suite, en prenant en compte le
recyclage des histones, l'incorporation de nouvelles histones mais aussi le maintien de
I'information épigénétique. Les chaperons fonctionnent en réseau et a I'aide de partenaires
co-chaperons au sein de complexes qui ont I'avantage de permettre l'interaction la plus
complete avec les histones (Hammond et al., 2017). Les analyses aux rayons X des structures
cristallisées de chaperons d’histone ont identifié les domaines et modes d’interaction avec
les histones et les partenaires des complexes de co-chaperons. L'un de ces complexes, FACT
(FAcilitates Chromatin transaction) composé de deux co-chaperons Spt16 et Pob3/Ssrpl est
retrouvé chez de nombreux eucaryotes (Formosa, 2012; Jeronimo and Robert, 2016). Ses
interactions fortes et multiples avec toutes les histones lui assurent un role dans quasiment
tous les processus impliquant la chromatine telle que la réplication, la transcription ou
encore la réparation, en faisant un chaperon particulierement important pour assurer

I'intégrité des génomes eucaryotes.

Les modifications chimiques portées par les bases de I’ADN apportent un autre niveau de
complexité assurant le maintien de I'intégrité des génomes et influengant la structure de la
chromatine et sa dynamique (lyer et al., 2011). Il s’agit principalement de méthylations. La
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 étre
impliquée dans de nombreux processus, telle que la régulation de I'expression des geénes,
I’empreinte génétique, I'inactivation de chromosomes, la déposition de modifications post-
traductionnelles des histones, etc. Les adénosines méthylées, la deuxieme modification la
plus fréquente dans le monde vivant, sont surtout retrouvées dans les génomes procaryotes
associées au systeme de restriction modification, une forme de systéme immunitaire primitif
(O’Brown and Greer, 2016; Ratel et al., 2006). Des travaux récents ainsi que I’amélioration
des techniques d’analyse des modifications de I’ADN ont mis en évidence la présence

d’adénosines méthylées dans des proportions relativement faibles chez certains eucaryotes

16



Touzeau Amandine — Thése de doctorat - 2018

sans identifier de role 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 déja détecté la méthylation des
adénosines chez des ciliés dans des proportions similaires a celles retrouvées pour la
méthylation des cytosines chez les autres eucaryotes, sans y associer de réle (Cummings et

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

Notre organisme modele, le cilié Paramecium tetraurelia, nous permet d’'étudier les
mécanismes épigénétiques qui contrélent l'intégrité des génomes eucaryotes. Cet
unicellulaire a séparé ses fonctions somatiques et germinales dans deux types de noyaux
différents dans un méme cytoplasme (Betermier and Duharcourt, 2014). Le génome
somatique est produit a partir du génome germinal par [’élimination massive et
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
par la machinerie d’excision fait intervenir des mécanismes épigénétiques impliquant
notamment des petits ARN ou des modifications de la chromatine. Ces acteurs identifiés des
réarrangements du génome ne permettent cependant pas d’expliquer I'ensemble des
séquences éliminées, ni la précision de la coupure et I'acces de la machinerie d’excision a

I’ADN.

Pour permettre de mieux comprendre les mécanismes qui gouvernent I’élimination
d’ADN lors du développement du noyau somatique chez Paramecium tetraurelia, mon

travail de these a consisté a :

1) Etudier le r6le d'un homologue du chaperon d’histones Sptl6 dans les
réarrangements du génome. Nous avons mis en évidence que cette protéine est
nécessaire a I’ensemble des évenements d’élimination.

2) Etudier la méthylation des adénosines chez Paramecium tetraurelia, une
modification abondement présente qui pourrait guider la précision de

I’élimination d’ADN mais dont le r6le exact reste encore incompris.

Dans l'introduction qui va suivre, je vais dans un premier temps décrire le
fonctionnement du chaperon d’histones Sptl6 chez les eucaryotes et du complexe 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 modele, Paramecium tetraurelia, ce que nous
connaissons des mécanismes gouvernant |’élimination d’ADN et ce qui en fait un excellent

modele d’étude du maintien de I'intégrité des génomes eucaryotes.
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Introduction

Chapitre 1 : Chaperons d’histone et maintien de
I'intégrité du génome, Sptl6 et le complexe
FACT, acteur majeur dans I'organisation du

génome chez les eucaryotes

L’organisation dynamique de la chromatine assure le maintien de la stabilité des
génomes eucaryotes. La chromatine doit a la fois permettre I'accés a I’ADN pour les
différentes machineries de réplication, transcription, et autres facteurs interagissant avec
I’ADN mais aussi conserver son intégrité structurale et les modifications qui lui sont
apportées. Pour assurer ces fonctions, les eucaryotes ont notamment recours aux chaperons
d’histones, des protéines interagissant avec les histones libres ou dans le nucléosome et
capables de modifier la structure de la chromatine. Les chaperons d’histones lient a la fois
les histones libres pour favoriser|’assemblage des nucléosomes et sont aussi capables de les
désassembler pour favoriser I'acces a I’ADN. Parmi ces chaperons, le complexe FACT, tres
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

I’organisation du génome.

l. Découverte du complexe FACT et conservation

chez les eucaryotes

Le complexe FACT pour FAcilitates Chromatin Transcription est composé de deux
protéines, les chaperons d’histone Spt16 et Ssrpl ou Pob3 et est particulierement conservé
chez les eucaryotes (Figure 1). FACT a été identifié ainsi que ses composants pour son réle
dans la transcription lui donnant son nom chez Saccharomyces cerevisiae (Orphanides et al.,

1998, 1999).
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La protéine Sptl6 a été mise en évidence chez S. cerevisiae grace a deux cribles
génétiques pour identifier des mutants de la transcription et du cycle cellulaire. Dans le
premier ctible, les mutants de génes SPT pour SuPpressor of Ty, inhibent les mutations dues
aux insertions des éléments transposables Ty et delta en rétablissant la transcription des
génes adjacents (Clark-Adams et al., 1988; Malone et al., 1991). La mutation Spt16, est un
suppresseur de l'insertion des éléments delta et par Northern Blot on montre qu’elle altére
la transcription des genes dans lesquels ces éléments sont insérés (Malone et al., 1991).
Dans le deuxiéme 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 entraine le blocage en phase G1 des cellules et empéche
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 di @ une diminution de la
transcription des cyclines CLN1, 2 et 3 (Rowley et al.,, 1991). Par complémentation
fonctionnelle et des analyses d’interaction génétique, il est montré que les mutations CDC68

et SPT16 correspondent au méme gene SPT16 (Rowley et al., 1991).

La protéine Pob3 est identifiée pour la premiére fois également chez S. cerevisiae a I'aide
d’un crible permettant I'identification de nouveaux facteurs de la réplication (Wittmeyer and
Formosa, 1997). Une chromatographie d’affinité est réalisée a partir de la sous-unité
catalytique Poll de la DNA polymérase alpha. Les protéines Pob3 mais aussi Sptl6 sont
identifiées par ce crible et interagissent avec la Poll (Wittmeyer and Formosa, 1997). Des
expériences d’'immunoprécipitation de Sptl6 la caractérisent en complexe exclusif avec
Pob3 au sein du complexe FACT chez S. cerevisiae initialement nommé CP (Brewster et al.,

1998).

Si les premiéres 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 Sptl6 sont retrouvés chez H. sapiens, Xenopus laevis, A.
thaliana, etc. (Are et al.,, 2016; Formosa, 2012; Okuhara et al., 1999; Orphanides et al.,
1998). La protéine Pob3 est I’homologue des protéines Ssrpl qui composent avec Sptl6 le
complexe FACT dans la majorité des autres eucaryotes. Pob3 ne dispose pas du domaine
HMG Box a I'extrémité C-terminale de Ssrpl et est uniquement retrouvée chez les levures S.

cerevisiae et S. pombe (Wittmeyer and Formosa, 1997). Dans ces espéces, la fonction du
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domaine HMG box de Ssrpl est assurée par une troisieme protéine s’associant plus

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

. FACT est un hétérodimere

1. Le chaperon d’histones Spt16, pivot du complexe FACT

H2A H3-H4 H2A-H2B, H3-H4  H2A-H2B
docking domain . )

Spt16N Spt16D 61 Spt16C

PHL | PHL LD

PHIE  PHE PHL PHL

Peptidase-like

Pob3M Pob3C
LW \ #

’
¢
-,
s
»

HA ¥ VW
docking domain H3-H4 H2A-H2B

Figure 1 : Représentation schématique du complexe FACT et de ses domaines chez la levure
Le complexe FACT est composé dessous-unités Sptl6 et Pob3/Ssrpl. Sont représentés les domaines Sptl16N de type
peptidase, Spt16D pourla dimérisation, Spt16M et Spt16Cen C-terminal,les domaines Pob3N/D pour la dimérisation,

Pob3MetPob3Cen C-terminal. Sont aussi montrés les interactions physiques (fleches pleines) ou génétiques (fléches en
pointillé) entre les histones etle complexe. D’aprés (Jeronimo and Robert, 2016).

Sptl6 est une grande protéine, d’environ 120kDa (Figure 1) indispensable a la croissance

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

1) En N-terminal, on retrouve un domaine en lobe ou a 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 d’aminopeptidases, des
enzymes qui catalysent le clivage des acides aminés en N-terminal (Stuwe et al.,
2008). Mais aucune activité peptidase ni aucun des résidus nécessaires a 'activité
catalytique des aminopeptidases n’est retrouvé dans le domaine N de Sptl6

(Stuwe et al., 2008; VanDemark et al.,, 2008). Le domaine N n’est pas
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indispensable a I'activité de Sptl6 mais son absence devient |étale si elle est
associée a un alléle mutant de Pob3. Le domaine pourrait avoir des fonctions
redondantes avec Pob3 (O’Donnell et al., 2004). Des interactions du domaine N-
terminal avec les histones H3-H4 ont été rapportées chez S. pombe, H. sapiens et
chez les plantes par analyses d’interactions 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 » d’H2A, un domaine en C-
terminal de I’histone H2A stabilisant I'interface entre H2A et H3-H4 et nécessaire
pour I’organisation du nucléosome (Stuwe et al., 2008; VanDemark et al., 2008).
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
domaine dit d’homologie a la pleckstrine (PHL), 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
n'interagit pas avec les histones mais montre une interaction avec la sous-unité
Poll de I’ADN polymérase alpha de S. cerevisiae (Hondele et al., 2013).

Le domaine M succede au domaine D dans Sptl6. Il est composé de deux
domaines PHL et d’un motif dit U-turn (Hondele et al., 2013; Jeronimo and
Robert, 2016; Kemble et al., 2013). Le motif U-turn est un coude dans la protéine
formant une poche hydrophobe permettant l'interaction avec les histones
(Hondele et al.,, 2013). L’analyse aux rayons X de la structure cristallisée du
domaine M de Sptl6 de S. cerevisiae montre une interaction entre les histones
H3-H4 et les domaines PHL (Kemble et al., 2013). L’analyse aux rayons X de la
structure cristallisée du domaine M de Sptl6 de Chaetomium thermophilum en
complexe avec les histones H2A-H2B montre une interaction avec ces histones
grace au motif U-turn (Hondele et al., 2013). Le motif U-turn forme une poche
hydrophobe complémentaire du motif hydrophobe de I'extrémité N-terminale de
H2B dont les acides aminés nécessaires ont été identifiés par I'analyse de mutants

(Hondele et al., 2013). Le domaine M est requis pour la fonction correcte de
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Sptl6 (Belotserkovskaya et al., 2003; Formosa, 2012; Schlesinger and Formosa,
2000).

La protéine Spt16 finit par un domaine en C-terminal riche en acides aminés acides
et non structuré, une caractéristigue commune aux chaperons d’histones
(Formosa, 2012; Hoffmann and Neumann, 2015; Jeronimo and Robert, 2016;
Kemble et al., 2015). La délétion du domaine C dans une construction protéique
fusionnant Sptl6 d’H. sapiens a la protéine FLAG empéche la formation de
nucléosomes, la transcription et l'interaction avec les histones (Belotserkovskaya
et al., 2003; Kemble et al., 2015; Schlesinger and Formosa, 2000). L’analyse aux
rayons X de la structure cristallisée du domaine C et par titration calorimétrique
isotherme (ITC) montre qu’il interagit fortement avec les histones H2A-H2B, grace
a 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 Sptl6 de S.

cerevisiae empéche l'interaction avec H2A-H2B.

Ssrp1l/Pob3, partenaire de Spt16

Pob3 ou Ssrpl suivant les espéces est la deuxiéme sous-unité du complexe FACT (Figure

1). Chez la majorité des eucaryotes on la nomme Ssrpl et comme Sptl6 elle est essentielle a

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

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

2008). La différence entre les deux protéines provient aussi de I'absence chez Pob3 d’un

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

faiblement le complexe FACT et interagit avec I’ADN. Nhp6 n’est pas essentielle suggérant

gue la liaison a I’ADN du complexe FACT n’est pas une fonction essentielle (Formosa, 2012;

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

I’organisation et a la structure similaires a Spt16 :

1)

2)

Le premier domaine en N-terminal de Pob3/SSrpl, N/D, est constitué de deux
motifs PHL et assure la dimérisation avec Spt16 (Formosa, 2012).
Le domaine suivant M est homologue du domaine M de Sptl6 et est aussi

constitué de deux motifs PHL. Grace a des analyses de co-immunoprécipitation,
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on montre que le domaine M interagit avec la protéine RPA qui lie I’ADN simple
brin pendant la réplication (VanDemark et al., 2006). L’analyse par rayons X de la
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 avec le docking domain d’'H2A ont été rapportées
comme pour le domaine N de Sptl6 (VanDemark et al., 2008). Des mutations
dans le domaine M produisent des défauts de réplication et de transcription.
Comme Spt16, Pob3/Ssrpl 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
que le domaine C de Pob3 est capable d’'interagir avec les histones H2A-H2B via
des résidus acides et aromatiques similaires a ceux de Sptl6. Il est supposé que
les domaines C de Sptl6 et Pob3 lient chacun un dimére H2A-H2B dans le
nucléosome (Hoffmann and Neumann, 2015; Kemble et al., 2015).

Ssrpl a la différence de Pob3 contient en plus en C-terminal un motif HMGB (High
Mobility Group Box) composé de trois hélices qui lie ’ADN. Ce motif absent de
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

nucléosome en liant I’ADN (McCullough et al., 2018).

Régulation du complexe FACT

Compte tenu de son abondance et des rbles 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 a des cibles spécifiques

Le complexe FACT peut étre recruté a des cibles spécifiques (promoteurs, génes, 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 I'expression de
cyclines pendant la phase G1 du cycle cellulaire. Elle lie directement FACT pour le recruter

sur des promoteurs de geénes qu’elle régule et en favoriser la transcription. La protéine Whi5
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est une protéine réprimant la transcription chez S. cerevisiae en phase G1. Elle inhibe le
recrutement de FACT sur les mémes promoteurs que ceux régulés par Swi6 (Takahata et al.,
2009a). HP1c est une isoforme de la protéine a chromodomaines HP1 qui lie I'’euchromatine
chez D. melanogaster. Elle recrute FACT sur les genes actifs et le lie aux formes actives de la
polymérase Il pour assurer leur transcription (Kwon et al., 2010). Le recrutement ou non de
FACT sur des genes particuliers permet d’en réguler la transcription et donc le niveau

d’expression.

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,
I'acétylation des lysines des histones H4 régule la fonction de FACT dans la réplication et la
transcription. Les phénotypes associés a des défauts dans Pob3 ou Spt16 sont supprimés par
la mutation de déacétylases ou acétylases (Formosa et al., 2001, 2002; VanDemark et al.,
2006). La méthylation des lysines de |’histone H3 est aussi capable de modifier I’activité de
FACT. Les phénotypes causés par des mutations de Sptl6 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 Setl méthylant H3K4 (Biswas et al., 2006). Il a
été montré in vitro chez S. cerevisiae que I’ubiquitination de la lysine 120 de I’histone H2B
favorise le réassemblage des nucléosomes pendant la transcription par I’ARN polymerase Il
(Fleming et al., 2008; Pavri et al., 2006). Chez H. sapiens, la phosphorylation du variant
d’histone H2AX par la protéine kinase DNA-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
réprimant I’échange du variant d’histone H2AX par le complexe FACT (Heo et al., 2008). Chez
S. cerevisiae, Rtt101, sous-unité d’'une E3 ubiquitine ligase, ubiquitine Sptl6 permettant
I"association de FACT avec I’hélicase MCM du réplisome aux origines de réplication (Han et

al., 2010). Chez D. melanogaster, on a montré in vitro que Ssrpl est phosphorylée
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empéchant l'interaction du domaine HMGB avec I’ADN et |'ouverture 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 contrélant son abondance dans la
cellule. Les estimations les plus récentes par Western Blot donnent 42000 dimeres Spt16-
Pob3 par cellule haploide chez la levure pour 75000 nucléosomes, ce qui équivaut a un
complexe FACT pour deux nucléosomes (McCullough et al., 2015). Chez H. sapiens, le ratio
est d’un complexe FACT pour 300 nucléosomes (Formosa, 2008). Son abondance dans la
cellule rend le complexe FACT disponible rapidement pour un grand nombre de processus.
Pour autant, le ciblage de FACT au protéasome apres ubiquitination de Spt16 par I'ubiquitine
ligase Sanl chez S. cerevisiage, assure un niveau optimal de FACT pour permettre la

transcription (Sen et al., 2016).

. Role de FACT dans la cellule, « FAcilitates

Chromatin Transcription to Transaction »

L'acronyme FACT signifie initialement FAcilitates Chromatin Transcription et les
premieres études de la sous-unité Sptl6 la lient a la transcription. Désormais I’acronyme de
FACT ne saurait se limiter a transcription étant donné les nombreux autres réles qui ont été
identifiés. Les roles détaillés dans la suite du paragraphe ont permis de passer de FAcilitates

transcription a transaction.

1. FACT assure la dynamique des nucléosomes : modeéle d’interaction avec

les histones

A la différence des enzymes remodelant la chromatine et dépendantes de I’ATP, le
complexe FACT n’hydrolyse pas I’ATP et ne déplace pas les histones par rapport a I’ADN.
FACT augmente I'accessibilité a I’ADN en réorganisant les nucléosomes grace a ses contacts
multiples avec les différentes histones. La description de I’organisation modulaire de Sptl6
et Pob3/Ssrpl a mis en évidence que leurs différents domaines interagissaient a de multiples

reprises avec les deux dimeres H2A-H2B et H3-H4. Les mécanismes expliquant comment
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FACT réorganise le nucléosome sont encore mal compris mais des résultats suggérent un
modéle de respiration des nucléosomes permettant a FACT d’assurer des roles dans la
cellule qui peuvent sembler antagonistes (Formosa, 2012; Hondele et al., 2013; Jeronimo

and Robert, 2016) (Figure 2).

A

Ibéplacement du dimére H2A-H2B

FACT destabilise les interactions histones-ADN

Passage de 'ARN polymerase Il
l’ et nucléosome ouvert

l, Reformation du nucléesome par FACT
Modgle de I'éviction du dimére H2A-H2B Modéle de Nucleosome Breathing
HMGB

Queues acidiques domain/

Nhpé
s

Liaison de FACT

k
Réassemblage

du nucléosome
A

Réorganisation

—
-ﬁ/

Réassemblage

1. Nucléosome

3. Réorganisation du
nucléosome

2. Forme relichée du nucléosome

Figure 2 : Modele d’interaction de FACT avec le nucléosome

A. Sont présentées lesdeux hypotheses expliquant I'interaction entre FACT etle nucléosome. A gauche dans le modele
d’évictiondudimere, I'interaction avec FACT provoque la perte du dimére H2A-H2B permettant le passage de I’ARN
polymerase |l puis nécessite le réassemblage du nucléosome en incorporant a nouveau le dimere H2A-H2B. A droite, le
modele de nucléosome breathing propose que l'interactionde FACT avecle nucléosome déstabilise les interactions ADN -
Histonesfavorisantle relachement dunudéosome et laissant |e passage libre a ’ARN polymerase Il. D’aprés (Jeronimo et
al., 2016).B. Modeéle détaillé du Nucleosome Breathing. Le complexe FACT prend en charge |'intégrité du nucléosome grace
notamment aux extrémités acidesdes protéinesSpt16 et Pob3 qui interagissent avecle dimére H2A-H2B. Le nucléosome
s’équilibre entre une forme plus fermée ou une forme plus ouverte permettant | e passage des machineries, |’acces a I’ADN
garantitparledomaine HMGBou Nhp6, I’éviction et le remplacement d’histones et de variants d’histones. D’apres
(McCullough et al., 2018).
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1.1 Modeéle d’interaction avec le nucléosome : Hypothése de I’éviction du dimere H2A-

H2B

Le premier modele proposé pour expliquer I'interaction et I'action du complexe FACT
avec le nucléosome reposait sur I’hypothése d’un déplacement du dimére H2A-H2B pour
créer un hexasome. Plusieurs évidences suggéraient ce mécanisme qui s’accordait avec les
roles jusque-la identifiés pour FACT ol la déstabilisation du nucléosome a la suite de la perte
du dimere H2A-H2B faciliterait le passage de I’ARN polymérase Il. Dans une premiere étape,
FACT lierait le nucléosome grace aux domaines C liant H2A-H2B. Dans une deuxiéme étape,
FACT déplace le dimére créant un hexasome a partir de I’octamére d’histones et permettant
le passage des machineries de réplication ou transcription par exemple. Enfin dans une
troisieme étape le dimére revient au nucléosome (Winkler et al., 2011) (Figure 2A). Plusieurs
arguments supportent ce modele. L’incubation prolongée de FACT d'H. sapiens avec des
nucléosomes immobilisés provoque la perte de diméeres H2A-H2B et le passage de I’ARN
polymérase Il entraine une perte sensible de dimeres H2A-H2B sans perte complete du
nucléosome (Belotserkovskaya et al., 2003). L’'immobilisation du dimere H2A-H2B au
nucléosome chez H. sapiens inhibe I’action de FACT pendant la transcription (Orphanides et
al., 1999). Il est également montré que FACT promeut I’éviction de nucléosomes nécessaire a
I"assemblage des machineries de transcription en 5’ des genes qui doivent étre induits
rapidement comme des genes du cycle cellulaire chez S. cerevisiae (Biswas et al., 2006;
Ransom et al., 2009; Takahata et al., 2009a, 2009b). Enfin I'inactivation de FACT chez S.
cerevisiae empéche la reformation des nucléosomes apres le passage de la machinerie de

transcription supposant la perte d’histones (Formosa et al., 2002).

1.2 Modeéle d’interaction avec le nucléosome : Hypothése du Global access model et

nucleosome breathing

Pour autant, plusieurs observations sont en contradiction avec le modéle d’éviction et
suggerent un modéle dit Global Access ou Nucleosome Breathing. Au lieu d’'une éviction du
dimére H2A-H2B, ce modele propose un reldachement du nucléosome, offrant plus
d’accessibilité a I’ADN, grace a la prise en charge du dimére H2A-H2B par le complexe FACT
(Figure 2A et 2B). La structure dynamique s’équilibre entre un état fermé avec un

nucléosome canonique et un état plus ouvert ou le dimére H2A-H2B s’éloigne de l'interface
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créée par H3-H4. Plusieurs arguments sont en faveur de ce modéle d’interaction de FACT
avec le nucléosome. FACT altére les interactions histones/ADN sans supprimer les
interactions entre histones au sein du nucléosome (Formosa, 2012; Hondele and Ladurner,
2013; Jeronimo and Robert, 2016). Des mutations altérant I'interface entre les diméres H2A-
H2B et les tétrameres H3-H4 favorisent la réorganisation du nucléosome et le rendent
instable. Ces mutations suppriment génétiquement les défauts dans la transcription,
associés a la perte du complexe FACT chez S. cerevisiae. Ces résultats montrent I'importance
du maintien d’une conformation dynamique du nucléosome pour l'action de FACT
(McCullough et al., 2011). Les modeles d’interaction de FACT avec les histones, décrits par
analyse des structures aux rayons X des protéines Sptl6 et Pob3 cristallisées de C.
thermophilum, décrivent des domaines M et C interagissant avec les diméres H2A-H2B et
tétrameres H3-H4, suggérant une prise en charge globale du nucléosome (Hondele and
Ladurner, 2013; Hondele et al., 2013). Chez S. cerevisiae, I'induction de génes dépendant de
FACT comme le promoteur Gal10 s’accompagne d’une plus grande accessibilité de I’ADN aux
nucléases et enzymes de restriction sans pour autant s’accompagner d’une diminution de
dimeres H2A-H2B (Xin et al., 2009). Dans cette étude, les auteurs ajoutent que méme si la
perte du dimere H2A-H2B peut étre induite par FACT, elle n’est pas forcément liée au niveau
d’accessibilité de I’ADN. L’augmentation de I’accessibilité de I’ADN par le complexe FACT
n'est pas due a la perte du dimere H2A-H2B. In vitro, lorsque des mutations sont introduites
dans les histones H3 et H4 pour déstabiliser l'interface entre le dimére H2A-H2B et le
tétramere H3-H4 dans un nucléosome reconstitué, FACT d’H. sapiens est toujours capable de
transcrire le fragment d’ADN portant ce nucléosome. Lorsqu’ensuite, les histones sont
réticulées au nucléosome par le DMS, sans que cela n’affecte la mobilité du nucléosome sur
I’ADN, FACT d’'H. sapiens est toujours capable de lever la pause de I’ARN polymerase |l
pendant la transcription. Ces résultats indiquent que la rupture de I'interface entre le dimere
H2A-H2B et le tétramere H3-H4 n’est pas requise pour le fonctionnement de FACT pendant
la transcription (Hsieh et al., 2013). Les études les plus récentes de la structure des domaines
M et C de Pob3 et Sptl6 de S. cerevisiae vont également dans le sens de ce modéle. Par
titration calorimétrique isotherme, on a montré que Pob3 et Sptl6 lient simultanément les
dimeres H2A-H2B par leurs extrémités C riches en résidus acides. L’analyse aux rayons X de
la structure cristallisée du domaine C de Spt16 en interaction avec le dimére H2A-H2B et des

résidus requis pour l'interaction suggere que les domaines C de Sptl6 et Pob3 agissent
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comme une pince, rentrant en compétition avec I’ADN. Les auteurs proposent un modele
dans lequel FACT maintient le nucléosome dans une conformation plus ouverte sans en

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

La liaison aux histones H2A-H2B est une activité essentielle du complexe FACT et
nécessaire aux nombreux roles qu’il assume dans la cellule. Le modéle du Global Access ou
Nucleosome Breathing réconcilie les différents résultats obtenus jusqu’a présent et n’exclue
pas non plus I'éviction du nucléosome (Figure 2B et 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 roles parfois opposés stabilisant ou déstabilisant le nucléosome.
L'essentiel des études de structure de FACT avec les histones a été réalisé via des domaines
isolés. Il reste encore a bien comprendre comment se fait I'interaction globale du complexe

avec le nucléosome.

N
Sptl6 o D g g S,
Nlﬂ Domaine C = queue acidique

FACT Pob Oy gy e = -

Figure 3 : Modeéle d’interaction des extrémités C-terminales de Spt16 et Pob3 avec le
nucléosome

Sontreprésentées lesprotéines Pob3 et Spt16 dans le complexe FACT interagissant avec le nucléosome. Les extrémités
acides en C-terminal lientlesdiméres H2A-H2B sous forme de pince pourrelacherle nucléosome. Sont également
représentéslesacides aminésconservés nécessaires au Minimum Binding Domain pour l’interaction avec les histones.
D’apreés (Kemble et al., 2015).
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2. « FAcilitates Chromatin Transcription »

C’est son role dans la transcription, initialement identifié, qui a valu a FACT son
acronyme. Ainsi Spt16 fut d’abord associé a la transcription de genes du cycle cellulaire et a
des défauts dans la transcription suite a des insertions d’éléments transposables (Clark-
Adams et al., 1988; Malone et al., 1991; Prendergast et al., 1990; Winston and Carlson,
1992). Mais c’est aussi pour son association avec I’ARN polymérase |l que le complexe est
identifié chez H. sapiens (Orphanides et al., 1998) et pour la régulation de I'expression de
génes chez S. cerevisiae (Brewster et al., 1998). FACT est requis pour la transcription d’un
grand nombre de génes et a des effets a la fois négatifs et positifs sur I’expression des genes.
Il fait le lien entre les étapes d’initiation et d’élongation et accompagne I’ARN polymérase I

pour assurer une transcription fidele.
2.1 FACT garantit I’initiation correcte de la transcription

Si FACT est essentiellement retrouvé sur les corps des genes pendant |’élongation, il est
aussi associé a l'initiation de la transcription (Mayer et al., 2010). La réorganisation de la
chromatine par FACT peut a la fois faciliter I’accés de la machinerie de transcription aux sites
d’initiation mais également empécher que la polymérase démarre la transcription ailleurs
gu’aux sites d’initiation prévus en maintenant une chromatine répressive (transcription

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 genes. In vitro, on constate que FACT promeut la liaison de TBP sur des nucléosomes
contenant un motif TATA. La sensibilité a la DNAse | de cette séquence d’ADN est
augmentée lorsqu’elle est incubée uniquement avec FACT mais diminue si on y ajoute en
plus TBP qui vient se lier au motif. Ces résultats montrent que FACT désassemble la
chromatine pour permettre aux facteurs de la transcription d’interagir avec les promoteurs
(Biswas et al., 2005). Dans une autre étude, les auteurs se sont intéressés a la région HBR
dans la queue de I’histone H2B. Par ChIP, ils observent que la délétion de cette région trés
conservée de H2B réduit le désassemblage de la chromatine dans les promoteurs de certains

genes 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).

FACT intervient également pour garantir le choix correct des sites d’initiation de la
transcription et éviter les phénomenes de transcription cryptique. H2A.Z est un variant
d’histone trés conservé et retrouvé dans les promoteurs, les enhancers ou les centromeres.
Il est incorporé dans les promoteurs par la protéine SWR-C, une enzyme remodelant la
chromatine et dépendante de I’ATP chez S. cerevisiae. Par des expériences de ChIP on
observe que H2A.Z est par contre déplété des corps des génes. Par ChIP on note que dans
des mutants de Sptl6, les corps de genes 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 géenes plutdot que dans les promoteurs. Par des expériences de gene 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 et I'invasion par le variant
H2A.Z empéchant ainsi 'utilisation de sites d’initiation aberrants de la transcription et des

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

2.2 FACT assure I’élongation de la transcription

Des expériences d’'immunoprécipitation  de la  chromatine (ChIP) et
d’immunofluorescence avec des anticorps contre FACT et I’ARN polymerase Il chez D.
melanogaster montrent que FACT et I’ARN polymerase Il sont retrouvées conjointement sur
les génes exprimés (Saunders et al., 2003). Chez S. cerevisiae et H. sapiens, des expériences
de ChIP-seqlocalisent FACT dans les corps des genes transcrits par I’ARN polymérase Il et en
plus grande quantité pour des génes plus exprimés (Feng et al., 2016a; Li et al., 2007; Mayer
et al., 2010; True et al., 2016a). FACT promeut |’élongation lors de la transcription de
plusieurs manieres : en permettant a I’ARN polymérase Il de repartir lorsqu’elle fait des
pauses, mais aussi par le désassemblage des nucléosomes en amont de I’ARN polymerase Il

et enfin en réassemblant les nucléosomes en aval du passage de I’ARN polymerase Il.

L’ARN polymérase Il effectue deux pauses lors de la transcription, a 15 et 45 nucléotides
en aval du site d’initiation de la transcription. In vitro, I'étude de la traversée de I’ARN
polymerase |l de S. cerevisiae et de H. sapiens sur des séquences avec des nucléosomes
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reconstitués montre que la pause de la polymerase est réduite par la diminution des
contacts entre le dimere H2A-H2B et I’ADN et entre le tétramere H3-H4 et I’ADN (Hsieh et
al., 2010, 2013; Ujvari et al., 2008). FACT en prenant en charge le nucléosome via ses
interactions avec le dimere H2A-H2B et en réduisant les contacts avec I’ADN, permet de
dérouler I’ADN du nucléosome et a la polymérase Il de poursuivre la transcription malgré ses

pauses (Hsieh et al., 2013).

Le passage de I’ARN polymérase Il nécessite de déstabiliser les nucléosomes c’est ce que
fait le complexe FACT en interagissant avec le nucléosome et en maintenant la chromatine
dans un état dynamique. Des expériences d’incubation de FACT d’'H. sapiens avec des
nucléosomes ont montré sur gel SDS PAGE une perte du dimére H2A-H2B qui s’intensifie
lorsque I’'on augmente la quantité de FACT dans la réaction. Les auteurs ont réalisé ensuite
des expériences de transcription in vitro de séquences portant des mono-nucléosomes a des
concentrations ioniques faibles défavorisant la déstabilisation de la chromatine et créant
une barriere pour I’ARN polymerase Il. L’ajout de FACT a permis, de maniére similaire a une
augmentation de concentration ionique, la transcription des séquences et le passage de
I’ARN polymerase Il. Les auteurs en ont conclu que FACT promouvait le désassemblage de la
chromatine pour faciliter le passage de I’ARN polymerase Il (Belotserkovskaya et al., 2003)
(Figure 2A). In vivo, des expériences dimmunoprécipitation de la chromatine chez S.
cerevisiae ont montré qu’au cours du temps aprées induction de la transcription, les histones
H2B et H3 étaient moins présentes sur les corps de certains genes et ce seulement lorsque

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

Le complexe FACT contribue au réassemblage de la chromatine aprés le passage de I’ARN
polymerase Il. Il a été montré qu’in vitro I'incubation de FACT d’H. sapiens avec des histones
permet leur dép6t sur de I’ADN (Belotserkovskaya et al., 2003) et qu’in vivo FACT est
nécessaire a l'assemblage de nucléosomes (Xin et al., 2009). Chez S. cerevisiae, des
expériences d’'immunoprécipitation de la chromatine ont montré une perte des histones
H2B et H3 sur les corps des genes dans des mutants du complexe FACT (Jamai et al., 2009).
La perte des histones est empéchée lorsque la transcription est inhibée par la thiotuline. Ces
résultats montrent que FACT assure le réassemblage de la chromatine pendant la
transcription. D’autres études montrent une augmentation d’histones solubles chez des

mutants SPT16 qui est empéchée par l'inhibition de I’ARN polymerase Il par l'alpha-
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amanitine (Morillo-Huesca et al., 2010). FACT permet de restaurer des nucléosomes
canoniques apres le passage de la ARN polymérase en redéposant notamment les histones
H3/H4 évincées par la polymérase Il. Par analyse des profils de génomes traités par la
Mnase, on observe que la déplétion de Spt16 entraine des modifications dans la position des
nucléosomes essentiellement dans le corps des genes. Il s’avere que l'inhibition de la
transcription par la thiotuline restaure le positionnement correct des nucléosomes malgré
I'absence de Sptl6. Le complexe FACT maintient une organisation stable des nucléosomes
sur la chromatine compatible avec I’élongation de la transcription (Feng et al., 2016b). La
quantité de FACT et sa stabilité doivent cependant étre 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 Sptl6 dans les corps des génes augmente alors
que dans le méme temps on constate une diminution de la quantité d’ARN polymerase Il et
une diminution du dépot de diméres H2A-H2B et de tétrameres H3-H4. La multiplicité des

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

Cellules mutantes pour FACT
Cellules sauvages

‘Spt6.
4 e
@® @
@@9 B’@‘@@_ ljii_APli @Tb _@_@e___@.@.___l__g)_ﬁjglﬂll 00
RNAPH .r RNAPI Transcription cryptique

Figure 4 : Réle de FACT dans I’inhibition de la transcription cryptique.
Dans des cellules sauvages pour FACT, le complexe accompagne I’ARN polymerase || pendant I’élongation, déroulant I’ADN
ets’assurant que le variant d’histone H2AZ restreint aux promoteurs n’est pas déposé par SWR-C. Dans le cas d’un mutant

du complexe FACT, le variant d’histone H2AZ envahit larégiontranscrite déposé par SWR-Cetinitie la transcription a
d’autres endroits que le promoteur. D’apres (Jeronimo et al., 2015).

2.3 L’effet de FACT sur la transcription est-il global ou ciblé sur certains génes ?

Malgré le rble essentiel du complexe FACT dans la transcription et la régulation de
nombreux genes, les changements observés dans I’expression des geénes dans des

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). On observe a la fois qu’un faible nombre de genes
voit son expression modifiée par I'absence de FACT mais les changements d’expression
restent également minimes. Pour expliquer ces observations, on imagine que dans certains
cas |"étude par déplétion plutét que par délétion des génes Sptl6 et Pob3 sous-estime le
nombre de genes réellement touchés. Les composants de FACT étant essentiels pour les
eucaryotes, il n’est pas forcément possible d’étudier les phénotypes d’organismes délétés
pour les protéines de FACT. Les analyses du complexe sur la transcription par la polymérase
Il sont généralement réalisées par des expériences in vitro dans lesquels ne sont pas
forcément présents I’'ensemble des facteurs présents in cellulo. Il est alors possible que I'on
surestime le réle in vivo de FACT dans la transcription (Jeronimo and Robert, 2016). De plus
FACT n’est pas le seul facteur promouvant la transcription. D’autres facteurs comme Spt5 ou
Spt6 participent a I’élongation de la transcription par exemple (Mayer et al.,, 2010). On
imagine qu’ils ont alors des fonctions redondantes. Il est encore difficile de comprendre si le
role de Sptl6 sur la transcription est un réle global ou ciblé sur des génes spécifiquement.
L’effet global sur la transcription n’est pas incompatible avec le recrutement sur des géenes
particuliers pour augmenter leur efficacité de transcription et réguler leur niveau
d’expression. Malgré tout chez S. cerevisiae, des résultats récents montrent que I'absence de
Spt16 dans la cellule réduit I’occupation de I’ARN polymérase Il sur I’ensemble du génome et
suggére un rble global sur la transcription du complexe FACT en combinaison d’autres

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

3. « FAcilitates replication »

FACT joue également un role important dans la réplication chez les eucaryotes. Comme
pour la transcription, la chromatine est une barriere au passage de la machinerie de
réplication et sa structure doit étre relachée pour faciliter le passage de I’ADN polymérase ce
qui nécessite le désassemblage des nucléosomes. La chromatine doit aussi étre doublée ce

qui nécessite I'assemblage de nouveaux nucléosomes.

De nombreuses études ont montré I'implication de FACT dans la réplication, d’abord par
I’étude des phénotypes de mutants de SPT16 et POB3 mais aussi par |'étude de leurs
partenaires. L'absence de FACT dans plusieurs organismes eucaryotes provoque des défauts

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
I’hydroxyurée, une drogue qui bloque les fourches de réplication (Hoffmann and Neumann,
2015; O’Donnell et al., 2004; Schlesinger and Formosa, 2000). On a montré que les
composants du complexe FACT interagissent physiquement avec la machinerie de
réplication. Pob3 et Sptl6 ont été initialement détectés par immunoprécipitation chez S.
cerevisiae pour leur interaction avec la protéine Poll sous-unité de la DNA polymérase alpha
(Wittmeyer and Formosa, 1997). Des expériences de purification d’affinité 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 par immunoprécipitation avec le complexe d’élongation de la réplication
(Gambus et al., 2006) et avec la protéine RPA qui lie les brins d’ADN simple brins et la
primase pendant la réplication (VanDemark et al., 2006). Enfin des expériences de ChIP et
d’'immunoprécipitation chez H. sapiens montrent que FACT interagit avec I’hélicase MCM
nécessaire pour dérouler I’ADN lors de la réplication. FACT facilite I'activité de MCM in vitro
et les deux protéines sont retrouvées par ChIP aux origines de réplication (Han et al., 2010;

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

Si les mécanismes d’assemblage/désassemblage de la chromatine pendant la réplication
par FACT sont encore peu connus, plusieurs constatations suggerent que FACT promeut le
désassemblage des nucléosomes et leur réassemblage sur ’ADN nouvellement répliqué. In
vitro, FACT d'H. sapiens incubé avec des nucléosomes immobilisés favorise leur
déstabilisation et la perte de diméres H2A-H2B et de tétrameres H3-H4. Il favorise aussi in
vitro le dépot de nucléosome sur I’ADN (Belotserkovskaya et al., 2003; Yang et al., 2016). Le
modele d’interaction de FACT avec les nucléosomes par Nucleosome breathing est
compatible avec I'idée que FACT faciliterait a la fois I'assemblage et le désassemblage de la
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
gu’il facilite I'activité de I’'hélicase MCM suggere qu’il facilite le passage de la machinerie et
controle 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
FACT et des composants connus d’assemblage des nucléosomes pendant la réplication, les

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 particulierement sensibles au stress réplicatif induit par
I’hydroxyurée. Ces résultats suggérent que FACT s’associe aux facteurs d’assemblage des
nucléosomes a la réplication et permet le dépot des nucléosomes sur I’ADN répliqué (Yang
et al., 2016) (Figure 5). La progression de la fourche de réplication étant ralentie par
I’'absence de FACT et compte tenu de son interaction avec la machinerie de réplication, il est
vraisemblable que FACT soit aussi nécessaire au désassemblage des nucléosomes (Abe et al.,

2011).

Wy Dépdt de nouvelles histones
Rit106 4
‘ i

A4

' H3-H4 maternel

H2A-H2B maternel

®
/7 Nouveau H3-H4

Nouveau H2A-H2B

Figure 5 : Modéle d’action du complexe FACT pendant la réplication.
FACT interagit avecla machinerie de réplication et |’hélicase MCM pour faciliter le déroulement de ’ADNetla progression

de la machinerie de réplication tout en désassemblant la chromatine. FACT collabore avecles chaperons d” histone CAF-1 et
Rtt106 pour réassemblerles nucléosomes. D’aprés (Yang et al., 2016).

4. « FAcilitates repair »

Les roles de FACT ne s’arrétent pas a la transcription et a la réplication. Lors de la
réparation suite a des dommages de I’ADN, il faut ainsi laisser passer la machinerie de
réparation, la cibler et reconstituer par la suite la chromatine de maniere analogue a la

transcription et a la réplication. Lors de dommages par les UV chez H. sapiens, |a protéine
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p53 est activée par phosphorylation par la caséine kinase Il pour ensuite inhiber le cycle
cellulaire ou induire I'apoptose de la cellule. Par des expériences de co-immunoprécipitation,
une étude a montré que la caséine kinase Il interagit avec les protéines Sptl6 et Ssrpl.
L'absence de Sptl6 et Ssrpl empéche la caséine kinase Il d’interagir spécifiquement avec
P53 en cas de dommages a I’ADN (Keller and Lu, 2002). Dans ce cas, il ne s’agit pas d'une
interaction de FACT avec le nucléosome mais d’une interaction avec d’autres protéines. Dans
une autre étude, on observe que lincorporation du variant d’histones H2A.X et sa
phosphorylation par la kinase DNA-PK apres une cassure double brin de I’ADN facilite la
reconnaissance des sites de dommages par la machinerie de réparation. In vitro, FACT
catalyse I’échange entre H2A et H2A.X dont la phosphorylation par la DNA-PK déstabilise la
structure du nucléosome et facilite I’échange (Heo et al., 2008). Dans une autre étude on
montre que Spt16 ciblé aux sites de dommages aux UV, facilite I’échange des histones H2A-
H2B en suivant par microscopie a fluorescence des histones fusionnées a la GFP. Sptl6
promeut le redémarrage de la transcription aux sites des dommages (Dinant et al., 2013).
FACT recrute RNF20, I’'E3 ubiquitine ligase responsable de |'ubiquitination de H2B lors de
cassures double brins et facilite le relachement du nucléosome pour I'accés de RNF20 et de
la machinerie de réparation. La modification d’'H2B permet le recrutement des protéines
utiles a la réparation par recombinaison homologue (Oliveira et al., 2014). Une étude plus
récente propose un role pour Ssrpl indépendamment de Sptl6 dans la réparation des
cassures simple brins. Ssrpl est recruté aux dommages et facilite la décondensation de la

chromatine et |I’échange de H2B (Gao et al., 2017).

5. FACT participe a l'intégrité des centromeres

Les centromeres chez les eucaryotes sont des portions de chromatine spécialisées
flanquées d’hétérochromatine, incorporant un variant de I’histone H3, Cenp-A et requises
pour I'assemblage du kinétochore. L’assemblage du kinétochore est requis a chaque division
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 centromeére et des résultats suggerent que FACT en fait partie.
L’absence de Pob3 chez S. pombe n’'affecte pas la viabilité des cellules mais il est requis pour

la maintenance de [’hétérochromatine péricentromérique et la ségrégation des

38



Touzeau Amandine — Thése de doctorat - 2018

chromosomes indépendamment des voies du RNAi (Lejeune et al., 2007). Les sous-unités de
FACT sont également capables d’interagir avec Cenp-A, le variant d’histone H3 conférant
I'identité du centromere (Lejeune et al., 2007). L’assemblage du kinétochore au centromere
est permis par I'incorporation de deux variants d’histones qui ne sont pas conservés au cours
des divisions cellulaires, CENP-T et CENP-W. L’utilisation d’inhibiteurs de la réplication
(Hydroxyurée) et de I’ARN polymerase Il ont montré que le dépét de CENP-T/-W ne dépend
ni de la synthese d’ADN ni de la transcription. L’analyse en spectrométrie de masse des
protéines interagissant avec CENP-W apres immunoprécipitation d’une version GFP-CENP-
W, révéle la présence de FACT. In vitro, Sptl6 interagit avec les variants CENP-T/-W et
I’étude montre in vivo par immunofluorescence que FACT promeuvent |I’échange d’histones

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

En conclusion, Le complexe FACT joue des réles multiples dans la cellule. Son abondance
lui permet d’interagir fréquemment avec les nucléosomes et de réguler I'accés a I’ADN des
nombreuses machineries de transcription, réplication, réparation etc. Le modéle
d’interaction de FACT avec le nucléosome, dit Nucleosome Breathing permet d’expliquer les
fonctions parfois contradictoires du complexe visant a la fois a assurer I’accés a I’ADN mais
aussi a conserver l'intégrité de la chromatine. Il est cependant encore difficile de
comprendre comment le complexe dans son ensemble interagit avec le nucléosome.
Beaucoup des études réalisées se concentrent sur des domaines spécifiques de Sptl6 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 role de FACT a
I’échelle du génome et les analyses de transcriptome en I’absence des protéines Sptl6, Pob3
et Ssrpl peinent a montrer un effet global. Des études récentes identifiant de nouveaux
réles pour FACT suggerent que le complexe intervient dans la cellule au-dela de ses fonctions

dans la transcription ou la réplication.

39



Touzeau Amandine — Thése de doctorat - 2018

Chapitre 2 : Méthylation des adénines

Le maintien de l'intégrité du génome ne releve pas uniquement de la régulation de la
chromatine mais repose également sur le niveau de régulation supplémentaire apporté par
les modifications des bases de I’ADN. Il s’agit le plus fréguemment de méthylation des
adénines et des cytosines impliquées dans une trés grande variété de processus. La
méthylation des adénines essentiellement étudiées chez les procaryotes bénéficie de

I"amélioration des techniques d’analyses qui permettent de I’étudier chez les eucaryotes.
Méthylation et autres modifications de ’ADN

1. Au-delades bases canoniques de ’ADN

Des modifications des quatre bases canoniques de I’ADN sont retrouvées dans les trois
grands domaines du vivant (eucaryotes, bactéries et archées). Ces modifications jouent un
réle dans une grande variété de processus régulant I'expression des génes, protégeant
contre les invasions du génome par des éléments transposables, recrutant des protéines
interagissant et/ou modifiant I’ADN ou la chromatine, discriminant des séquences d’ADN de
provenance différente (ADN nouvellement répliqué, ADN d’agent pathogéne), signalant des
dommages de I’ADN, etc. Sans altérer la séquence d’ADN et a un niveau de résolution
supérieur a celui du nucléosome, elles sont une source importante d’information

supplémentaire pour le génome.

Les modifications les plus fréquemment retrouvées sur I’ADN sont les ajouts de
groupements méthyle sur des carbones C, azotes N ou oxygenes O des différentes bases de
I’ADN (lyer et al., 2011). Le numéro accompagnant la base modifiée indique la position de
I’atome dans le cycle aromatique de la base portant le groupement méthyl. Les méthylations
peuvent étre produites suite a des lésions sur I’ADN et ne sont alors pas déposées par des
enzymes : (N1-methyladenine 1mA, N3-methyladenine 3mA, N7-methyladenine 7mA, N3-
methylcytosine 3mC, N2-methylguanine 2mG, 06-methylguanine 6mG, N7_methylguanine
7mG, N3-methylthymine 3mT, O4-methylthymine 4mT). Ces méthylations sont induites par

des composés endogenes ou de I’environnement comme des drogues, ou des produits du
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métabolisme. Ces modifications doivent étre réparées car elles provoquent des mutations et
ont des effets toxiques pour la cellule (Drablgs et al., 2004). Les méthylations peuvent étre
directement catalysées par des méthyltransférases : N6-methyladenine 6mA, N4-
methylcytosine 4mC, et C5-methylcytosine 5mC (Figure 6). Ces trois dernieres méthylations
sont les plus largement observées dans le monde vivant, elles ont de plus la capacité de
s’insérer dans la double hélice d’ADN sans en modifier la structure ni I’appariement des
bases tout en étant facilement accessibles pour des protéines interagissant avec elles
(Jurkowska and Jeltsch, 2016). D’autres modifications de I’ADN ont été décrites : comme des
déaminations des cytosines par I’enzyme AID qui produit un uracile a la place de la cytosine,
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; lyer et al., 2011).

5mC est majoritairement étudiée chez les organismes eucaryotes et en particulier chez
les mammiferes en proportions importantes chez qui elle régule I'expression des génes, le
développement, I'expression des éléments transposables ou encore inactive le chromosome
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). Elle n’est par contre pas
détectée chez des organismes comme S. cerevisiae, S. Pombe et C. elegans et les proportions
infimes chez D. melanogaster ne permettent pas d’affirmer qu’elle est présente chez cette
derniére espéece (Capuano et al., 2014; Proffitt et al., 1984). Elle est bien entendue retrouvée
chez un grand nombre de bactéries ou elle participe au systeme de restriction modification
qui sera détaillé un peu plus loin, permettant de protéger I’'hGte contre l'invasion d’un
pathogéne. 5mC régule aussi I’expression des génes ou encore la virulence chez E. coli ou H.
pylori (Chen et al., 2016; Kahramanoglou et al., 2012; Kumar et al., 2012; Militello et al.,
2014; Sanchez-Romero et al., 2015). L'absence des méthyltransférases catalysant le dép6t
de 5mC chez les procaryotes produit des défauts d’expression de genes liés a la réponse au

stress ou encore a la virulence chez des pathogéenes (Sdnchez-Romero et al., 2015).

La méthylation de I’ADN 4mC est beaucoup moins décrite que 5mC car étudiée
essentiellement chez quelques bactéries thermophiles (Janulaitis et al., 1983; Morgan et al.,

2016). Elle est associée au systeme de restriction modification et participe chez Helicobacter
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pylori a la régulation de genes de virulence (Kumar et al., 2018). Chez les eucaryotes, 4mC ne
semble pas détectée hormis par séquencage par SMRT sequencing détaillée juste apreés chez
les especes dont on cherchait a détecter la méthylation des adénines (Ye et al., 2017).
Cependant aucune autre méthode indépendante n’a confirmé la présence de cette
modification chez les eucaryotes. Il est possible qu’il s’agisse d’un artefact lié au SMRT

sequencing.

La répartition et les proportions de méthylation des cytosines et adénines varient
grandement au sein des espéces, elles peuvent étre observées simultanément chez certaines
especes quand chez d’autres on ne détecte que l'une de ces modifications voire aucune
jusqu’a présent (Figure 7). La présence de méthyltransférases et déméthylases spécifiques
d’une modification ou d’une autre est aussi I'indice de leur présence mais leur activité
enzymatique n’a pas forcément été démontrée. Nous nous concentrerons sur la méthylation
des adénines, les enzymes la catalysant dans les génomes procaryotes et eucaryotes et ses

roles chez les différentes especes lorsqu’il a été trouvé.

C5-methylcytosine N4-methylcytosine  N6-methyladenine

Figure 6 : Méthylation sur les bases de ’ADN

Sontreprésentées |lesformules chimiques des troisprincipales méthylations retrouvées dans le monde vivant. D’apres
(Breiling and Lyko, 2015).

2. Méthodes de détection et d’analyse de la méthylation de ’ADN
C’est au milieu du XX° siecle que sont découverts les premiers nucléosides ne
correspondant pas aux bases canoniques déja connues, A, T, G et C (Dunn and Smith, 1958;

Hotchkiss, 1948). Les méthodes de détection et d’analyse des nucléosides modifiés ont

grandement avancé depuis les chromatographies sur papier des années 50. Elles bénéficient
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aujourd’hui des techniques de séquencage les plus récentes permettant de localiser

précisément sur le génome les modifications.

2.1 Détecter et quantifier la méthylation

La chromatographie liquide a haute performance couplée a la spectrométrie de masse
permet de détecter sans ambiguité les modifications de I’ADN et de les quantifier si
nécessaire dans I’échantillon étudié (Sulewska et al.,, 2007). Elle nécessite cependant de
disposer de molécules standards pour chaque modification recherchée dont on connait la
masse et le temps de rétention spécifique. Les échantillons d’ADN préalablement digérés en
nucléosides sont séparés par chromatographie liquide par affinité avec une colonne
apolaire. Les nucléosides séparés sont ensuite analysés en spectrométrie de masse qui
assigne a 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
détecter n’importe quel nucléoside modifié. Il peut malgré tout arriver que des nucléosides
modifiés présentent une masse identique comme dans le cas de méthylation sur des
positions différentes d’'une méme base. Dans ce cas, il n"est pas toujours possible de séparer
en chromatographie les deux molécules et il faudra démontrer par une autre méthode que
c’est bien la modification portée par un atome spécifigue que I'on souhaite quantifier

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

Il est possible de détecter des nucléosides modifiés a I'aide d’anticorps spécifiques.
L’anticorps peut étre utilisé en Dot-Blot pour détecter la présence ou l'absence d'une
modification dans des échantillons d’ADN. Par immunofluorescence, |'anticorps spécifique
permet de localiser dans la cellule et de suivre la dynamique au cours du temps de la
modification de ’'ADN. Ces techniques ont I’avantage de donner un résultat rapide mais ont
I'inconvénient de ne pas étre quantitatives. Elle est aussi limitée par I’existence d’un
anticorps spécifique pour chaque modification. Certains anticorps peuvent aussi confondre
la détection de modifications similaires comme [|'anticorps commercial anti-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 étre biaisée par une

contamination bactérienne qu’il est impossible de discriminer.

Certaines enzymes de restriction ont la propriété de digérer I’ADN en fonction du statut
de méthylation d’un nucléotide et permettent donc de détecter la présence des
modifications sur des sites identifiés au préalable (Fu et al., 2015; Sulewska et al., 2007). Si
I'on prend I'exemple de la méthylation des adénines, I'enzyme Dpnl digere des sites 5'-
G6MATC-3’ méthylés quand I'enzyme Dpnll digére des sites 5'-GATC-3’ non méthylés. Cette
méthode ne permet pas de quantifier la modification recherchée comme les précédentes
évoquées. Elle nécessite de connaitre 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

L’amélioration importante des techniques de séquencage a haut débit a permis de
localiser avec une précision toujours plus fine la méthylation dans le génome. A l'aide
d’anticorps spécifiques de la modification étudiée, on peut immunoprécipiter les fragments
d’ADN portant cette modification (Hsu et al., 2014). L'immunoprécipitation ou MedIP est
particulierement utilisée pour la méthylation des cytosines et adénines. Ce n’est pas une
méthode quantitative et elle nest pas non plus exhaustive. Elle a de plus I'inconvénient de
n’offrir qu’une résolution de I"ordre de 200pb environ en fonction de la taille des fragments
d’ADN immunoprécipités. Elle peut permettre I'identification de motifs mais elle reste trop
peu précise. Elle est cependant intéressante pour établir des profils de méthylation du

génome dans des conditions différentes.

Différentes méthodes de séquengage sont accessibles pour quantifier et localiser plus
précisément que par immunoprécipitation les modifications de I’ADN, jusqu’a une résolution
au nucléotide prés. Par exemple, la conversion des cytosines méthylées en uridine par
traitement au sodium bisulfite permet d’analyser la présence de 5mC par séquencage haut
débit (Patterson et al., 2011). On peut améliorer la technique en enrichissant en séquences
méthylées par une immunoprécipitation préalable ou a l'aide d’enzymes de restriction
sensibles ou non a la méthylation (Plongthongkum et al., 2014). Cette méthode n’est pas

disponible pour la méthylation des adénines.
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Ce sont les techniques de séquencage 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
d’incorporation des bases par la DNA polymérase et permet de détecter avec une résolution
au nucléotide pres théoriquement un grand nombre de modifications (6mA, 4mC, 5mC,
5hmC, 8ox0G, etc) (Beaulaurier et al., 2015; Fang et al., 2012; Flusberg et al., 2010). L’ADN
polymerase incorpore des nucléotides marqués avec un fluorophore ce qui permet de suivre
en temps réel la cinétique d’incorporation de chaque nucléotide complémentaire au brin
d’ADN servant de modeéle (Eid et al., 2009). Le principal avantage de cette méthode est de
permettre la détection de la fluorescence en méme temps que I'on détermine la séquence
au contraire des autres méthodes de séquencage. Elle ne nécessite pas d’amplification
préalable. L'incorporation d’un nucléotide est détectée par un pic de fluorescence dont la
couleur identifie le nucléotide. La durée entre deux pics de fluorescence est aussi variable en
fonction du nucléotide incorporé. L'incorporation de bases en face de bases méthylées sur la
matrice modifient la cinétique d’incorporation des nucléotides. On peut ainsi déterminer les
nucléotides modifiés précisément, identifier des motifs et quantifier la présence de la
modification dans le génome. Elle a cependant I'inconvénient de ne pas étre aussi efficace
pour toutes les modifications (Flusberg et al., 2010). Elle I’est particulierement pour 6mA
mais beaucoup moins pour 5mC dont la couverture du génome doit étre beaucoup plus
grande pour détecter un signal (x25 vs x250). Au préalable une conversion par I’enzyme Tet
pour I'oxyder en 5-carboxylcytosine (5-caC) réduit la couverture requise pour détecter 5mC.
Cependant la conversion par I'’enzyme Tet peut aussi dans certains contextes cibler 4mC et
conduire a de faux positifs. La technique n’est pas non plus facilement utilisable pour des
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
est cependant trés adaptée a I'étude de petits génomes comme les génomes bactériens ou
de petits eucaryotes. La technologie nanopore est également capable de détecter la
présence de modifications de I’ADN qui émettent des signaux différents des nucléosides non
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
adénines avec cependant moins d’efficacité que 5mC (Mclintyre et al., 2017; Simpson et al.,

2017). Le séquencage nanopore mesure les changements de courant induits par le passage
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d’'une molécule d’ADN a travers le nanopore lui-méme traversé par un courant ionique. La
présence d'une méthylation modifie le courant produit. On peut ainsi déterminer au
nucléotide prés la position d’une méthylation. La technique est moins couteuse que le SMRT
sequencing et nécessite moins d’ADN. Cependant les modifications autres que 5mC et 6mA
ne peuvent étre détectées et le séquencage nanopore ne parvient pas a détecter I'ensemble

des méthylations (90% des 5mC et 80% des 6mA).
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BACTERIES |_— Escherichia coli /\ -
—— Mycoplasma capricolum

—— Mycobacterium smegmatis

Protozoaires  —— Tetrahymena thermophila {.‘:‘
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—— Paramecium tetraurelia
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Figure 7 : Présence de méthylation des cytosines ou des adénines dans le monde vivant

Sontreprésentées plusieurs especespourlesquelles ont été recherchées la présence de 5mCou 6mAdans legénome. Ces
espeéces sont représentatives desdifférents grands domaines du monde vivant. Pour chaque espéce les pourcentages s ont
calculésa partird’expériences d’"HPLC-MS ou par séquengage a haut débit comme détaillé dans les paragraphes suivants.
Plus les méthylations sont abondantesplus lescouleurs sont saturées. Pour la bactérie Helicobacter pilori, | es pourcentages
ne sont pas calculés maisle séquengage par SMRT sequencing atteste de grosses quantités de 5mCet 6mA dans son
génome. NQsignifie que la méthylation n’a pas été quantifiée. ND signifie que malgré les analyses la méthylation n’a pas
été détectée. NT signifie que la méthylation n’a pasété recherchée. Références : (Liang etal., 2018a, 2018b; Mondo et al.,
2017; O’'Brown and Greer, 2016; Wang et al., 2017)
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II.  Meéthylation des adénines

La méthylation des adénines (6mA) est la deuxiéme modification la plus abondamment
retrouvée dans le monde vivant aprés la méthylation des cytosines. Elle a été détectée pour
la premiere fois en 1955 chez E. coli (Dunn and Smith, 1958). Elle a été trés étudiée chez les
procaryotes ainsi que les enzymes catalysant son dépét sur I’ADN. Sa présence chez les
eucaryotes semblait anecdotique. Elle est peu étudiée et on ne connait que peu d’adénines
méthyltransférases eucaryotes. Mais sa détection récente chez de nouvelles espéces grace
aux techniques de séquencage haut débit et les roles associés suggéerent qu’il s’agirait d'une

nouvelle marque épigénétique.
1. 6-méthyladénine chezles procaryotes

1.1 Systeme de restriction modification et méthyltransférases solitaires chez

les procaryotes

C’est chez les bactéries que la méthylation des adénines est identifiée pour la premiere
fois (Dunn and Smith, 1958). Chez E. coli, on estime par SMRT sequencing que 6mA est
retrouvée dans des proportions similaires a 5mC, environ 2% (Fang et al., 2012) (Figure 7).
L’analyse de la méthylation par SMRT sequencing facilite la détection de 6mA chez les
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 a 3% chez Mybacteria smegmatis déterminées par HPLC (O’Brown and Greer,
2016) (Figure 7). Des adénines méthyltransférases sont retrouvées chez des virus comme
des bactériophages ou des virus d’archées (Ratel et al., 2006). Par exemple, des expériences
de complémentation des mutants Dam- d’E. coli incapables de méthyler les adénines, ont
montré que la méthyltransferase M du virus d’archée $Chl restaure la méthylation chez E.
coli sur I'adénine. La présence de 6mA a été attestée en paralléle chez ce virus par HPLC

(Baranyi et al., 2000).
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Chez les procaryotes, la méthylation des adénines est impliquée dans le systeme de
restriction modification comme les autres modifications des bases (5mC, 4mC), protégeant
le génome de I’'hGte contre les invasions d’ADN étranger (Casadesus and Low, 2006). Chaque
systeme est composé d'une enzyme de restriction associée a une méthyltransferase de
I’ADN. Dans la majorité des cas, I’ADN bactérien méthylé est protégé de la coupure par sa
propre enzyme de restriction qui est inhibé par la méthylation (Loenen et al., 2014; Wion
and Casadesus, 2006). Ce mécanisme est originellement décrit comme un systéme
immunitaire primitif protégeant ’ADN de I’h6te contre I'invasion par des phages ou autres
ADN invasifs. Des résultats suggerent aussi qu’il permettrait de réguler I’expression de genes
dont les niveaux d’expressions sont modifiés par la délétion des systémes de restriction
modification (Sanchez-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
alphaprotéobactéries méthyle le motif GANTC avec une préférence pour I’ADN hémi-
méthylé (Ratel et al.,, 2006). L'absence de Dam et CcRM provoquent de nombreux
phénotypes, les souches d’E. coli dam- sont viables mais Dam est un gene essentiel chez
Vibrio cholerae par exemple (Wion and Casadesus, 2006). Les souches déficientes pour Dam
sont plus sensibles aux dommages de I'’ADN, plus promptes a la recombinaison et aux
mutations. De la méme maniere, CcRM est essentielle chez certaines bactéries. Dam
hautement processive assure la maintenance de la méthylation au cours de la réplication
apreés le passage de la fourche de réplication qui laisse les sites hé mi-méthylés (Wion and

CasadesuUs, 2006).

1.2 6mA, une marque épigénétique chez les bactéries

Grace aux méthyltransférases solitaires, la méthylation des adénines n’est pas restreinte
au systeme de restriction modification chez les bactéries (Figure 8). Elle joue ainsi un réle
important dans la réplication et la réparation par mismatch repair. Le nouveau brin d’ADN
répliqué est transitoirement non-méthylé. Les sites GATC hémi-méthylés sont reconnus par
la protéine SegA inhibant la ré-initiation de la réplication aux origines de réplication. Les

sites GATC completement 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
de discriminer le brin parental du brin naissant lors de la réparation de I’ADN par Mismatch
repair (Ratel et al., 2006). 6mA est impliquée dans le contrble 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
des facteurs de transcription. CcRM et Dam régulent I’expression de nombreux genes de
virulence et la méthylation des adénines contréle la pathogénicité chez E. coli, H. pylori, V.
cholerae, etc. Elles contrélent I’expression de génes requis pour la conjugaison ou le cycle
cellulaire ou I'expression de transposases régulant la transposition (Casadesls and Low,

2006; O’Brown and Greer, 2016; Sanchez-Romero et al., 2015; Wion and Casadesus, 2006).
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Figure 8 : Réle de la méthylation des adénines chez les bactéries
La méthylation desadénineschez les bactéries ade nombreuxroles représentés ici et détaillés dans les paragraphes
précédents. Elle permet notamment d’assurer le systéeme de restriction modification, la conjugaison, la réplication, la

réparation, la ségrégation du chromosome, la transposition, la structure du nucléole, I’expression d’antigenesde surface ou
de facteurs de virulence ou encore I’encapsidation d’ADN de phages. D’apres (Wion and Casadesus, 2006).

1.3 Adénines méthyltransférases

La majorité des méthyltransférases de I’ADN utilisent le 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 méme atome, un azote,
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partagent une organisation similaire différente de celles de 5mC méthyltransférases. Des
expériences de méthylation in vitro ont d’ailleurs montré que les méthyltransférases
bactériennes pour 6mA étaient aussi capables de méthyler 4mC et inversement (Jeltsch et
al., 1999). L’étude aux rayons X de la structure de lI'adénine méthyltransferase M.Tagl
cristallisée de Thermus aquaticus, a montré que le domaine catalytique est composé de 6
feuillets beta en paralléle et d'un septiéme feuillet inséré de maniére antiparalléle entre le
cinquiéme et le sixieme 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
contenant le site de liaison a AdoMet et 'autre pour la liaison a I'adénine a méthyler
(Jurkowska and Jeltsch, 2016). L'azote 6 N6 de |'adénine se positionne en liaison avec les
résidus (DNS)PP(YFW). Ce domaine catalytique est retrouvé aussi bien dans des adénines
méthyltransférases de I’ADN que de I’ARN et chez les bactéries comme chez leurs

homologues eucaryotes.

Des analyses phylogénétiques des adénines méthyltransférases de I’ADN et de I’ARN
retrouvés chez les bactéries et leurs homologues eucaryotes ont mis en évidence que
I'ensemble des adénines méthyltransférases proviennent probablement des adénines
méthyltransférases d’ARN ribosomaux universellement conservées (Jurkowska and Jeltsch,
2016). La plupart des méthyltransférases procaryotes sont associées au systéme de
restriction modification et ont été acquises par des transferts latéraux entre des especes
éloignées. Les méthyltransférases solitaires Dam chez les gamma protéobactéries et Ccrm
chez les alpha protéobactéries dérivent d’opérons de systéme de restriction modification
(Jurkowska and Jeltsch, 2016; Sdnchez-Romero et al., 2015). Elles ont été acquises a partir de
méthyltransférases du systeme de restriction modification et ont perdu I'enzyme de
restriction correspondante pour réguler des fonctions cellulaires comme la réplication, la

réparation, la régulation de I’expression de génes chez les bactéries.

On retrouve par homologie avec les enzymes procaryotes chez les eucaryotes de
nombreuses adénines méthyltransférases de I’ADN et de I’ARN dont on n’a pas forcément
les évidences d’'une activité catalytique ni si cette activité cible les ADN ou les ARN. Les
analyses phylogénétiques suggérent que ces enzymes ont été acquises a 13 reprises par les
eucaryotes et leur virus a partir des procaryotes et de leur virus (lyer et al., 2015). Une

grande partie des adénine méthyltransférases putatives eucaryotes appartiennent a la
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famille MT-A70 du nom de la sous-unité MT-A70/METTL3 de 70kDa de I’ARN
méthyltransferase d’H. sapiens ajoutant 6mA sur les pré-ARNm. Elles ont évolué a partir des
systémes de restriction modification bactériens M.MbollA et M.Munl (lyer et al., 2015). Elles
contiennent notamment les ARN méthyltransférases d’H. 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 systeme 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 a la famille MT-A70 dont
I'activité a été démontrée in vivo est Damt-1 de C. elegans (Greer et al., 2015). L’absence de
Damt-1 chez C. elegans entraine une diminution de 6mA attestée par Dot-Blot a 'aide d’un
anticorps spécifique. Le nombre important de méthyltransférases putatives, leur diversité et
la détection récente de 6mA chez un certain nombre d’eucaryotes, que je détaillerai par la
suite, laissent imaginer que la méthylation des adénines pourrait étre plus largement

répandue chez les eucaryotes.

2. 6-méthyladénine chezles eucaryotes

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

pluricellulaires ?

Méme si la méthylation des adénines a été découverte peu de temps apres celle des
cytosines, on a longtemps considéré qu’elle était restreinte aux procaryotes et présente de
maniére anecdotique chez quelques eucaryotes unicellulaires. L'amélioration récente des
techniques de séquencage a permis de détecter a 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 a associer un réle a la présence de 6mA chez les eucaryotes

(Figure 7).
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2.1.1 L'amélioration destechniques de détectionidentifie 6mA chez des

eucaryotes pluricellulaires

A partir des études menées jusqu’a maintenant, C. 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 Dnmtl
ou 3 n’est retrouvé (Capuano et al., 2014) (Figure 7). L'analyse de différents génomes
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
est détectée dans les noyaux de maniére ubiquitaire a I'exception du sperme chez des
nématodes sauvages. 6mA n’est par contre pas détectée en Dot-Blot avec le méme anticorps
dans I’ADN de vers sauvages, elle n’est visible qu’aprés 5 a 15 générations de nématodes
mutants pour la déméthylase d’'H3K4me2, spr-5. Ces résultats suggerent 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
0,01% a 0,4% de 6mA/A dans des vers sauvages. L'abondance de 6mA retrouvée par SMRT
sequencing ne refléte pas les variations qui doivent sans doute dépendre du stade de vie de
C. elegans et amene a relativiser le pourcentage de 0,3% retrouvé. Les auteurs identifient
par homologie une méthyltransferase putative Damt-1 appartenant a la famille MT-A70 et
dont le site catalytique contient les acides aminés DPPW caractéristiques des adénine
méthyltransférases (lyer et al., 2015). lls 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
H3K4me2. Observant de plus que le phénotype sur la méthylation s’intensifie avec les
générations du mutant spr-5 en méme temps que le phénotype de stérilité lié a la mutation

spr-5, les auteurs suggérent que les modifications d’histone H3K4me2 et 6mA participent a
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la transmission de I'information épigénétique de maniére transgénérationnelle. Malgré tout
la distribution trés uniforme de la méthylation dans le génome de C. elegans, sa faible
abondance dans des nématodes sauvages et la nécessité d’étre dans un contexte mutant
pour observer une quantité facilement détectable de 6mA, aménent a relativiser sur

I'importance de la méthylation chez C. elegans (Greer et al., 2015).

Chez Drosophila melanogaster, |'existence de la méthylation de I’ADN est
particulierement controversée (Figure 7). La plupart des analyses échouent a détecter 5mC
ou a des niveaux tres bas en HPLC-MS proche des limites de détection et avec une grande
variabilité (Capuano et al., 2014). La drosophile ne dispose que d'un homologue de la
méthyltransferase Dnmt2 qui ne semble pas avoir d’activité catalytique. L’analyse récente
par UHPLC-MS/MS du génome de D. melanogaster, échouant a détecter la méthylation des
cytosines, détecte un relativement faible pourcentage d’adénines méthylées 0,07% (Zhang
et al., 2015). Ce pourcentage varie grandement durant I’embryogénese. Une déméthylase
Dmad, homologue de la protéine Tet responsable de la déméthylation de 5mC chez les
mammiféres (Shi et al., 2017), est exprimée au moment ou le niveau de 6mA est le plus bas.
Dmad est essentiel pour le développement embryonnaire. In vitro, les auteurs mesurent le
niveau de déméthylation 6mA sur de I’ADN double brin de thymus de veau par UHPLC-MS
apres incubation avec un extrait nucléaire d’embryon de D. melanogaster contenant ou non
Dmad. Ills 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. Par immunoprécipitation de I’ADN méthylé dans
les ovaires de drosophile avec un anticorps spécifique de mouches sauvages 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
augmentation de 6mA s’accompagne de I'augmentation de I’expression des transposons
mesurée par RT-gPCR amenant les auteurs a suggérer que la déméthylation des transposons
par Dmad soit corrélée a leur expression (Zhang et al., 2015). Les auteurs utilisent comme
controle de I'immunoprécipitation, I’ADN immunoprécipité par un anticorps IgG et
observent un enrichissement de 6mA qui s’accroit encore plus dans le contexte mutant pour

DMAD. Etant donnée la faible quantité de 6mA détectée a I'origine, il aurait été intéressant
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de réaliser comme contréle I'immunoprécipitation du méme ADN amplifié par PCR et donc
dépourvu de modifications de I’ADN avec le méme anticorps anti-6mA. Cela aurait permis de
s’assurer de la spécificité de I'anticorps anti-6mA. Enfin il est a 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 a relativiser son intérét pour D. melanogaster

dans un contexte physiologique.

Le séquengage par SMRT sequencing a également détecté la présence d’adénines
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% a 0.25%
d’adénines méthylées. Elles sont distribuées le long du génome, enrichies dans les régions
péricentromériques et uniquement en intergénique. 6mA est positivement corrélée avec
I’expression des genes et le passage d’un état végétatif a reproductif de la plante suggérant
gu’elle régule I'expression des genes liés au développement. La présence de 6mA est
également confirmée par un anticorps spécifique et par HPLC-MS. Cependant aucune

méthyltransferase n’a pu étre identifiée pour le moment.

Chez d’autres eucaryotes pluricellulaires comme le Xénope, le moustique ou d’autres
plantes, les quantités de 6mA détectées sont tres faibles et proches des limites de détection.
Les quelques études recherchant des adénines méthylées concluent a des taux relativement
faibles, 0,0009% chez le Xénope (Koziol et al., 2016), 0,00015 a 0,0007% chez Oryza sativa et
Zea mays (Huang et al., 2015). Dans le blé, des proportions plus importantes sont retrouvées
dans I’ADN mitochondrial. On observe également une petite quantité de 6mA chez le

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

2.1.2 L'ADNdes mammiferes est-il méthylé surles adénines ?

Seules quelques études semblent détecter de la méthylation des adénines chez les
mammiféres mais dans des proportions extrémement faibles en comparaison des autres
organismes (Figure 7). Récemment, par HPLC-MS, I'abondance en 6mA a été mesurée dans
différents types cellulaires chez H. sapiens et le rat (Huang et al., 2015). Chez I’humain, on
détecte environ 0,0002% d’adénines méthylées et chez le rat de 0,00006 a 0,0003%. Des
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 a
prendre avec précaution, aucune confirmation par une autre méthode de la présence de
6mA n’a été faite et les taux détectés restent trés faibles, proches des limites de détection
des techniques utilisés. Il est aussi difficile d’exclure avec des taux si faibles la présence d’un
symbionte ou d’une contamination. Il semble plus vraisemblable que la méthylation des

adénines soit absente des mammiféres (O’Brown and Greer, 2016).

2.2 La méthylation des adénines chez les eucaryotes unicellulaires

2.2.1 Répartitionetrole

Chez les eucaryotes unicellulaires, la présence de 6mA est attestée depuis plus
longtemps. 6mMA 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), avoisinant les 0,3 a 0,5% d’adénines méthylées. 1/3 des
sites méthylés sont des motifs CATG et GATC. 6mA est enrichi autour du TSS de génes
transcriptionnellement actifs et localisée principalement dans les linkers d’ADN entre les
nucléosomes. Elle occupe des positions clairement différentes de celles de 5mC présent dans
les corps des génes. Il est proposé que 6mA participe au positionnement des nucléosomes
autour des TSS et facilite I'initiation de la transcription quand 5mC a l'opposé facilite

I’élongation ou inhibe I'initiation de la transcription (Fu et al., 2015).

L'analyse des génomes de plusieurs champignons par SMRT sequencing et HPLC-MS
révele des abondances et des répartitions trés variables suivant les espéces (Mondo et al.,
2017). Les espéces du sous-regne Dikarya étudiées ont des niveaux faibles de 6mA (0,048% a
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 sensibilité de I'IP et de I'HPLC-MS sont

insuffisantes. Ce constat amene a relativiser aussi les taux encore plus faibles de méthylation
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retrouvés dans d’autres eucaryotes comme la Drosophile ou chez les mammiféres. Il améne
aussi a se poser la question des controles a réaliser d’abord dans les immunoprécipitations
mais aussi dans les expériences de SMRT sequencing. Il serait trés utile de séquencer dans
les deux cas le méme ADN que celui utilisé pour I’expérience mais amplifié par PCR pour en
effacer les méthylations de I’ADN soit par SMRT sequencing soit apres immunoprécipitation
par I'anticorps anti 6mA. Dans le cas de I'immunoprécipitation comme je I'indiquais plus
haut pour I'étude chez D. melanogaster, cela permettrait de vérifier la spécificité de
I'anticorps et la réalité des pics d’enrichissement de 6mA détectés. Dans le cas du SMRT
sequencing, ce controle distinguerait la présence réelle de 6mA des faux positifs. Parmi les
autres sous-regnes de champignons rassemblés sous |'appellation « early diverging fungi »,
6mA est plus abondant jusqu’a 2,8% chez Hesseltinella vesiculosa, dans un contexte ApT,
avec le motif TAT en particulier et méthylés symétriguement (Mondo et al., 2017). Les sites
sont rassemblés dans des clusters positionnés sur les promoteurs. La méthylation est
associée avec des genes actifs et positionnée dans les zones d’éviction des nucléosomes
supposant d’'une part qu’elle facilite la transcription et d’autre part pourrait réguler le
positionnement des nucléosomes sur les promoteurs pour faciliter I’accés de la machinerie
de transcription (Mondo et al.,, 2017). Trés récemment, par HPLC-MS/MS et SMRT
sequencing, 6mA a aussi été détectée chez S. cerevisiae a hauteur de 0.05% d’adénines
méthylées. Elle semble dynamique pendant le cycle cellulaire et enrichie dans les corps de

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

2.2.2 Lesciliés,unmodeéle d’étude de laméthylation desadénines

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
0,8% d’adénines méthylées pour Tetrahymena et environ 2% pour la Paramécie. Comme
tous les ciliés ils ont la particularité de présenter deux types de noyaux germinaux et
somatiques au sein d’'un méme cytoplasme. Le noyau germinal est transcriptionnellement
inactif et diploide, tandis que le noyau somatique est responsable de |I'expression des genes
et hautement polyploide (Betermier and Duharcourt, 2014). Le dimorphisme nucléaire de la
paramécie et sa physiologie seront détaillés dans le chapitre 3 de cette introduction. Dans
les expériences citées, le pourcentage d’adénines méthylées est quantifié par
chromatographie sur de I’ADN extrait aprés fractionnement cellulaire pour séparer les deux
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types de noyaux et les mitochondries aprés incorporation de nucléosides radiomarqués
6mA. Elle est majoritairement retrouvée dans le noyau somatique et absente de I’ADN
mitochondrial. Le noyau germinal de Paramecium contient aussi une proportion importante
de 6mA mais il est possible gu’il ait été contaminé par des bactéries ou le noyau somatique
hautement polyploide (Cummings et al., 1974). On ne peut exclure également une
contamination bactérienne lors de I’extraction des noyaux somatique, les ciliés étant cultivés
dans un milieu enrichi en bactéries elles-mémes méthylées. Seuls quelques travaux
ultérieurs suggerent que 6mA pourrait étre impliquée dans les réarrangements du génome
programmeés au cours du développement chez Paramecium (Coyne et al., 2012; Nakayama
and Endoh, 2003) (voir Chapitre 3). Chez Tetrahymena, a 'aide d’enzymes de restriction,
plusieurs sites méthylés sur la séquence GATC positionnés dans les linkers d’ADN entre 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-Blot a I'aide d’un
anticorps spécifique pour 6mA, le signal de la méthylation est détecté uniquement dans le
noyau somatique végétatif et s’établit progressivement pendant le développement du
nouveau noyau somatique. Il reste absent du noyau germinal. Plus récemment, I’analyse du
génome de Tetrahymena par SMRT sequencing a confirmé I'ensemble de ces observations
bien que le pourcentage d’adénines méthylées soit un peu plus faible (0,6%) que ce que les
chromatographies montraient. 6mA est préférentiellement localisé sur des sites 5'-AT-3’
dans les linkers entre les nucléosomes. Elle est dans les corps de génes transcrits par la RNA
polymérase Il et en aval des sites d’initiation de la transcription (Wang et al., 2017). Aucune
enzyme n’a pour le moment été identifiée ni de role précis associé. Il a malgré tout été
observé que le niveau de méthylation des genes n’était pas corrélé a leur niveau
d’expression mesuré par RNAseq suggérant que 6mA ne soit pas lié a la régulation de
I’expression des genes chez Tetrahymena. Les ciliés et en particulier P. tetraurelia avec 2%
d’adénines méthylées sont particulierement riches en méthylation des adénines parmi les
eucaryotes. lls sont un modéle de choix pour I'étude de cette modification et des roles

associés.
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Chapitre 3 : Paramecium tetraurelia, modele
d’étude de la régulation épigénétique de

I’organisation du génome

Classification, dimorphisme nucléaire et cycle de vie

Paramecium tetraurelia est un unicellulaire cilié appartenant au groupe des alvéolés
parmi les eucaryotes et au groupe d’especes apparentées Paramecium aurelia (Derelle and
Lang, 2012). Les ciliés de formes tres diverses sont caractérisés par la présence de cils
sensoriels et motiles sur toute la cellule lui permettant de se déplacer en nageant, se nourrir
et sentir les signaux de l’environnement. Si certains ciliés 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 méme cytoplasme lui permettant de séparer en deux compartiments distincts les
fonctions somatiques et germinales. Les deux micronoyaux ou MICs sont diploides et
assurent les fonctions germinales. Le macronoyau ou MAC est hautement polyploide, 800n,
et assure les fonctions somatiques. Les MICs sont transcriptionnellement inactifs et ne sont
pas requis pour la croissance végétative ou ils se divisent par mitose. lls assurent la
transmission de l'information génétique d’une génération a la suivante par méiose (Brygoo
et al.,, 1980; Tam and Ng, 1986). Le MAC est responsable de I’expression des genes et
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 évenements sexuels et un nouveau MAC est
formé a partir d’'une copie mitotique 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, d'une part la croissance
végétative et d’autre part les évenements sexuels (Figure 9). La croissance végétative

consiste en des divisions clonales et asexuées lorsque la nourriture est disponible et a des
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températures entre 14°C et 30°C. Les évenements sexuels sont induits par la restriction
alimentaire et peuvent aboutir a deux modes de reproduction, soit par autogamie
impliquant une seule cellule, soit par conjugaison impliqguant deux partenaires de type
sexuel opposé (Beisson et al., 2010). L’autogamie est un processus d’auto-fertilisation se
produisant chez des cellules d’age élevé (correspondant a un nombre de divisions clonales
élevé) (Sonneborn, 1974). Les deux MICs se divisent par méiose produisant 8 gametes
haploides. 7 de ces noyaux haploides sont détruits, un seul est conservé et se divise par
mitose pour donner deux noyaux haploides identiques. Ces deux noyaux fusionnent pour
former le noyau zygotique diploide entiérement homozygote (caryogamie). Le noyau
zygotique se divise deux fois pour donner quatre noyaux diploides : 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 apres la deuxieme division zygotique. Les noyaux au pole postérieur de la
cellule deviennent des MACs et ceux au péle antérieur deviennent des MICs (Grandchamp
and Beisson, 1981). En paralléle, un gradient intracellulaire d’ions Ca2+ et K+ entre les deux
pbles participerait a la détermination des MICs et des MACs (Betermier and Duharcourt,
2014). A lissue de la premiere division dite caryonidale aprés les événements sexuels, les
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, apres les événements de méiose, les partenaires
échangent réciproquement par un pont cytoplasmique, un des deux noyaux haploides. Dans
chaque cellule, le noyau haploide résident et celui issu de I'autre cellule fusionnent pour
donner un noyau zygotique. Puis chaque cellule poursuit indépendamment Ile
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 a mesure des divisions
cellulaires (Berger, 1973). Tant que les nouveaux MACs ne sont pas entierement

fonctionnels, le MAC maternel fragmenté continue d’assurer I’expression des génes.
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Figure 9 : Cycle de vie de Paramecium tetraurelia

Pendantle cycle vé gétatifla cellule se divise par fission clonale. Le cycle sexuel estinitiéparlarestriction alimentaire et se
poursuit soit par autogamie soit par conjugaison nécessitant deux partenaires de signe sexuel opposé. N’est représentée id
que I'autogamie mais le cycle est similaire et détaillé plus haut. Les deux MICgerminaux se divisent par méiose produisant 8
gametes haploides dont un seul est conservé et se divise pour donner deux noyaux haploidesidentiques qui fusionnent lors
de la caryogamie pour donner le noyau zygotique. Le noyauzygotique se divise deux fois par mitose pour donner de ux
nouveaux MICs et deux nouveaux MACs. Aprés lapremiére division, les deux MICs se divisent par mitose et un MAC

ségrége dans chaque cellule fille. Pendant ce temps, le MACmaternel 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
gu’ils soient originaires du méme noyau zygotique. Le MIC germinal contient une version
complete du génome dont la complexité est de 100Mb environ tandis que le MAC somatique
correspond a une version réarrangée du génome micronucléaire dont ont été éliminés 25%

de séquences pendant la différenciation des nouveaux MACs lors des évenements sexuels

(Arnaiz et al., 2012; Prescott, 1994).

Le génome macronucléaire d’'une complexité de 72Mb est tres riche en AT (72%) (Arnaiz

et al., 2012; Aury et al., 2006). Il est composé de 188 scaffolds dont 150 au moins sont
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terminés par des répétitions télomériques en faisant des chromosomes. lls vont d’une taille
de 45kpb a 1Mpb. Le génome de la paramécie est un des plus riches et denses en genes
parmi les génomes eucaryotes avec 40000 genes 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 trés peu de séquences répétées. Les
génes contiennent 90000 trés petits introns de 20 a 34 nt. La richesse en genes est la
conséquence de 3 duplications globales du génome successives dont les deux plus récentes
précedent la diversification des 15 espéces apparentées du groupe aurelia (Aury et al., 2006;
Johri et al., 2017). 40 a 50% des génes dupliqués a I'issue de la duplication la plus récente
sont encore retenus dans les génomes des especes Paramecium aurelia (McGrath et al.,
2014). Ces paralogues sont nommés par la suite onhologues. Le nombre exact de
chromosomes du MIC n’est pas connu mais estimé entre 30 et 60 paires visibles en

métaphase (Betermier and Duharcourt, 2014).

IIl. Développement du noyau somatique

Pendant le développement du MAC somatique, le génome subit de nombreux cycles

d’endoréplication et une élimination massive et reproductible d’ADN dans le génome MAC.
1. Endoréplication

Le génome somatique passe de I'état diploide 2n a I’état polyploide 800n lors du
développement du nouveau MAC (Figure 10A). La ploidie finale est atteinte apres la
premiére division cellulaire a la fin des évenements sexuels (Berger, 1973). Peu de choses
sont connues sur I’endoréplication mais on sait que 4 a 5 cycles de réplication se produisent
en méme temps que les événements d’éliminations d’ADN dans le nouveau MAC (Betermier

and Duharcourt, 2014).

2. Elimination d’ADN

Les réarrangements massifs et hautement reproductibles d’ADN qui se produisent dans
le nouveau MAC conduisent a la perte d’environ 25% de séquences spécifiques du génome

MIC. Jusqu’a présent il était compliqué d’accéder au génome micronucléaire du fait de la
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petite taille des micronoyaux, sa faible ploidie par rapport a celle du MAC et de I’absence
d’assemblage MIC. C’est d’abord la comparaison entre des extractions d’ADN des génomes
MIC et MAC et |’étude de la librairie de phages du génome MIC qui a permis d’identifier des
séquences spécifiques du génome germinal et absentes du génome somatique (Preer et al.,
1992; Steele et al., 1994). Le séquencage du génome MAC dont les réarrangements d’ADN
sont bloqués par I'inactivation de I’endonucléase responsable de I'introduction de cassures
double brins aux bornes des séquences a éliminer a montré que 25% des séquences de ce
génome MAC non réarrangé ne s’alignaient pas sur le génome MAC de référence (Arnaiz et
al., 2012). L’amélioration récente des techniques de purification du MIC par cytométrie en
flux et les premiers assemblages du génome MIC séquencé ont confirmé que I’ensemble de
ces séquences sont contenues dans le génome MIC et éliminées du génome MAC (Guérin et
al.,, 2017). Cependant, cet assemblage est encore trés fragmenté et ne permet pas
d’identifier plus que quelques familles d’éléments transposables parmi les nombreuses
séquences répétées ni d’établir la structure des chromosomes MIC que I’on estime entre 30

et 60 paires visibles en métaphase (Betermier and Duharcourt, 2014; Guérin et al., 2017).

2.1 Elimination imprécise et hétérogéne de séquences

90% des séquences spécifiques du MIC éliminées pendant le développement du MAC
sont constituées de longues portions d’ADN de plusieurs kb contenant des séquences
répétées comme des mini-satellites ou des transposons (Figure 10A). L’élimination imprécise
de ces fragments d’ADN est couplée a la fragmentation des chromosomes MAC. Elle
s’accompagne de I'ajout de télomeres de longueurs variables de novo aux extrémités des
nouveaux chromosomes MAC plus courts que les chromosomes MIC. Les sites d’ajout des
télomeéres peuvent varier le long de la séquence. Les extrémités peuvent parfois étre jointes
ensemble formant une délétion intrachromosomique au lieu d’un ajout de télomeres (Arnaiz

et al., 2012; Le Mouél et al., 2003).

Un certain nombre d’éléments répétés ont été identifiés et le séquencage récent du
génome micronucléaire offre de nouvelles informations sur son contenu en séquences
répétées. Trois principales familles de transposons de la superfamille Tcl/Mariner avaient
été initialement décrites aprés le séquencage du génome macronucléaire dans lequel le

processus d’élimination avait avorté (Arnaiz et al., 2012). Les transposons des familles

62



Touzeau Amandine — Thése de doctorat - 2018

nommées Thon et Sardine contiennent de longs TIRs (Terminal Inverted Repeats)
palindromiques et deux phases de lecture pour une transposase DDE de la famille 1S630/Tc1
mariner et pour une tyrosine recombinase. La famille des transposons Anchois contient, elle,
des TIRs plus courts sans palindromes, le méme type de transposase DDE mais pas de
tyrosine recombinase. Le séquengage du génome MIC purifié a permis de détecter de
nouvelles familles d’éléments transposables. 13 éléments identifiés appartiennent a la
superfamille 1S360/Tc1 mariner des transposons d’ADN de classe Il. Mais la majorité des
éléments transposables appartiennent a la classe | 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 Elimination précise d’IES

Des 27 Mb d’ADN éliminés pendant la différenciation du nouveau MAC, 14% environ
correspondent a un autre type de séquences plus courtes et excisées trés précisément, les
Internal Eliminated Sequences (IES) (Arnaiz et al., 2012) (Figure 10A). Un petit nombre d’IES
sont d’abord découvertes en comparant des extractions d’ADN du génome MIC et du
génome MAC et grace a la librairie de phages du génome MIC (Preer et al., 1992; Steele et
al., 1994). Le séquencage du génome MAC dont les réarrangements d’ADN sont bloqués et
celui du MIC ont permis d’identifier I’ensemble des 45000 IES (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 étre retrouvées en intergénique mais 47% des genes
contiennent au moins une IES. Leur excision est donc cruciale chez la paramécie pour
restaurer I'intégrité des phases ouvertes de lecture et permettre I’expression correcte de ces

genes. Toutes les IES sont excisées au nucléotide pres a leurs bornes TA.

Les IESs sont toutes bornées par deux dinucléotides TA en 5’ et 3’ et aprés excision ne
reste gu’une seule de ces bornes (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
éléments transposables Tcl/Mariner. On propose que les IES proviennent d’une invasion

plus ancienne par ces éléments transposables (Klobutcher and Herrick, 1997). Le TA est
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essentiel pour I’excision et des mutations dans la séquence consensus peuvent empécher
I’excision correcte (Gratias et al., 2008; Matsuda et al., 2004; Mayer and Forney, 1999). Le
modele IBAF est proposé apres I'identification des premiéres IES : Invade, Bloom, Abdicate,
Fade (Klobutcher and Herrick, 1997). Il propose que les IES dérivent de transposons ADN qui
ont envahi le génome mais se sont détériorés avec le temps par I"'accumulation de
mutations, délétions et substitutions. La pression de sélection conserve le faible consensus
aux extrémités des IES pour permettre une excision précise et efficace. Il s’avére en plus que
les éléments TC1/Mariner s’intégrent préférentiellement dans des dinucléotides TA qui sont
dupliqués suite a l'intégration confirmant I’hypothése d’une invasion par ces éléments
(Plasterk et al., 1999). Les IES sont de tailles réduites : 93% d’entre elles ont une taille
inférieure a 150pb et 35% entre 26 et 35pb (Arnaiz et al., 2012) (Figure 10B). En comparant
la taille d’IES contenues dans des genes, on a montré que les IES acquises avant la premiére
duplication globale du génome sont les plus courtes (Arnaiz et al., 2012; Aury et al., 2006).
Ces constatations vont dans le sens du modeéle, confirmant le déclin des IES au cours du
temps. Certains transposons comme Anchois sont excisés de maniére trés précise pendant le
développement renforcant I’hypothése du modele et le lien entre IES et transposons (Arnaiz

et al., 2012).

Les IES ont des tailles relativement courtes, la grande majorité sont inférieures a 150pb.
La distribution de leur taille présente une périodicité de 10,2pb correspondant a un tour
d’hélice de la molécule d’ADN. Cette périodicité pourrait refléter des contraintes du
mécanisme d’excision (Figure 10B) nécessitant que les deux extrémités d’une IES soient
présentes sur une méme face de la double hélice d’ADN. Si une seule des bornes TA est
mutée, il n’y a pas de cassures doubles brins a aucune des deux bornes y compris la sauvage
suggérant que les deux extrémités dépendent I'une de I'autre pour I’excision (Gratias et al.,
2008). Suite a I’excision de longues IES, des cercles d’IES correspondant a la fermeture
covalente des extrémités des IES sont détectés (Bétermier et al., 2000). On imagine que deux
machineries d’élimination s’associent a chaque extrémité des IES sur la méme face et
interagissent en formant une boucle d’ADN. Les IES les plus courtes, un pic correspondant a
26-32pb, ne nécessiteraient pas de boucle d’ADN pour que les deux machineries
interagissent. Le pic suivant, 32-42pb, est par contre sous-représenté. Cette taille interdite

s’expliquerait par le fait que les IES soient a la fois trop longues pour que les machineries
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d’excision interagissent sans boucle et trop courtes pour gu'une boucle d’ADN se forme.

Etant éliminées moins efficacement elles seraient contre sélectionnées (Arnaiz et al., 2012).
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Figure 10 : Elimination d’ADN et réparation des cassures double brin pendant le
développement du nouveau MAC

A. Réarrangements programmés pendant le développement du nouveau MAC. Un chromosome MICest représenté en haut
etles chromosomes MACrésultants en bas. A gauche, descycles d’endoréplication permettent de passer d’une ploidie de
2n a une ploidie de 800n. Au centre, dans e chromosome MICdes séquences répétées et éléments transposables sont
représentésenrouge et éliminés imprécisément permettant |a fragmentation deschromosomeset|’ajout de télomeéres en
noir.Adroite, le chromosome MIC contient une unité de transcription symbolisée parla fleche interrompue pardes IES en
couleurbornéesparles TA. Ces | ES sont éliminées précisément pour restaurer les phases ouvertes de lecture ne laissant
qu’un seul TA.

B. Distributionde taille des | ES : fré quence des |ESinférieures a 150 pb enfonctionde la taille. 93% des IES ont une taille
inférieure a 150 pb et ont une périodicité de 10 pb environ correspondant a un tour d’hélice de la molécule d’ADN. Le
premier piccontient 35% des |ES d’une taille comprise entre 26 et 28pb. Les pics suivants sont centrés sur 45-46, 55-56, 65-
66pb. Cette distribution périodique est observée quelle que soitla localisation des IES. Adapté de (Arnaizetal., 2012)
C. Clivageetréparationdes cassures double brins parle Non.Homologuous.End.Joining. Les de ux brins d’ADN sont
représentésavecl’lESenorange etles séquences somatiques en noir. Pgm en rouge, interagitavec I’hétérodimere Ku en
gris pourvenircliverles bornes TA laissant une cassure double brins et 4 bases libres a chaque borne. Dans le sys teme
classique de NHEJ, I’hétérodimere Ku se lie a chaque cassure et recrute DNA-Pkcs. Les extré mités se lientgrace au TA et le
nucléotide en 5’ est éliminé. La ligase IV et Xccrd remplissent lesextrémités 3’ avant la derniere étape de ligation. Les IES
exciséesse circularisent par un mécanisme similaire si elles sont suffisamment longues et sont rapidement dégradées.
Adapté de (Betermier and Duharcourt, 2014)
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3. La machinerie d’excision et de réparation
3.1 Pgm, I’endonucléase responsable de I'introduction des cassures double brins

L’hypothése IBAF expliquant I'origine et |’évolution des IES propose également que leur
excision soit assurée par une transposase domestiquée intégrée dans le génome de la
paramécie (Klobutcher and Herrick, 1997). Elle pourrait ainsi éliminer I’ensemble des IES et
permettre progressivement leur disparition du génome. Si les IES ont pour origine les
transposons de la famille Tcl/Mariner, on imagine que I’endonucléase responsable de leur
excision soit une transposase issue de cette famille. L’analyse du clivage des IES dément
cette hypothése. Le clivage estinitié par des cassures double brins produisant des extrémités
libres de 4 nucléotides en 5’ centrées a chaque borne TA (Gratias and Bétermier, 2003). Il se
trouve que les transposases Tcl/Mariner produisent des extrémités libres de 2 nucléotides
en 3’ et laissent les deux TA sur le site donneur (Plasterk et al., 1999). Les transposons de
classe Il de la famille PiggyBac ne génerent pas d’empreinte sur le site donneur et la
géométrie de la coupure correspond a celle observée pour le clivage des IES. In vitro, la
transposase PiggyBac réalise des coupures double brins aux extrémités des transposons

laissant des extrémités libres 5’ de 4 nucléotides TTAA (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). L'inactivation du gene pendant le développement provoque la létalité de la
progéniture sexuelle et la rétention de I'’ensemble des séquences spécifiques du MIC (IES et
éléments répétés). Il est nommé PiggyMac (Pgm). Présent en une seule copie, il n’est plus un
transposon actif mais une transposase domestiquée. Pgm comprend un domaine catalytique
caractéristique avec une triade d’acides aminés aspartiques et un domaine riche en
cystéines également retrouvé chez la transposase domestiquée Tbp2 de Tetrahymena
thermophila (Dubois et al., 2017). Tpb2 est requise pour I’élimination d’ADN et colocalise
avec les marques de I’hétérochromatine et la protéine a chromodomaine Pdd1p (Cheng et
al., 2010). Pgm dispose d’une longue extension en 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

domaines de Pgm ont montré que le domaine catalytique avec sa triade d’acides aminés
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aspartiques et le domaine CR sont nécessaires a |'activité de Pgm. Le domaine C-terminal
Coiled-Coil est lui requis pour la multimérisation de Pgm formant le complexe d’excision

(Dubois et al., 2017).

Les séquencages des génomes de cellules inactivées PGM et du génome MIC ont
confirmé que Pgm était requis pour I’élimination de I'ensemble des 45000 IES et des
éléments répétés éliminés imprécisément (Arnaiz et al., 2012; Guérin et al.,, 2017). La
complexité du génome inactivé PGM est tres proche du génome MIC, environ 100Mb. Pour
autant les deux génomes ne sont pas compléetement équivalents. 3Mb d’ADN spécifique du
MIC, enrichis en mini satellites et déplétés en éléments transposables, ne sont que trés
faiblement couverts dans le génome inactivé PGM. Il est possible que Pgm ne soit pas requis
pour I’élimination de cette fraction du génome micronucléaire. On émet aussi I’hypothese
que l'efficacité de I’ARN interférence (ARNi) diminuant avec le temps, I'inactivation de PGM
soit moins efficace dans a la fin de I'autogamie. La quantité de Pgm redevient suffisante dans
la cellule a la fin de son inactivation par ARN interférence permettant ainsi |’excision de ces 3
Mb de séquences en fin de développement MAC. On note ainsi que I'inactivation de facteurs
du développement agissant en amont de Pgm n’empéche pas I’élimination de ces 3Mb
d’ADN MIC spécifique ce qui est cohérent avec cette deuxieme hypothése (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
faire suite au processus d’excision. Elle doit étre fidéle pour les IES afin de maintenir des
phases de lecture correctes mais aussi préserver I’organisation linéaire des chromosomes. La
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 a la recombinaison homologue, elle est chez P. tetraurelia particuliérement
précise et sans erreurs. La conformation des extrémités 5’ sortantes et leur maintien par
I'appariement des TA centraux permettent la précision de la réparation (Figure 10C)

(Betermier and Duharcourt, 2014).

67



Touzeau Amandine — Thése de doctorat - 2018

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
provoquer la |étalité de la progéniture sexuelle, entraine I'accumulation de cassures double
brins et inhibe la réparation et la circularisation des longues IES. |l est montré par
quantification au iodure de propidium pendant le développement que la quantité d’ADN
dans les nouveaux MACs de cellules inactivées Ligase IV est diminuée par rapport a des
cellules sauvages indiquant un défaut de réplication. Ce phénotype est sauvé par
I'inactivation de PGM montrant que le défaut de réplication refléte un défaut de réparation
des cassures double brins accumulées dans les nouveaux MACs. A partir d'un échantillon
d’IES, on montre que le complexe est requis pour la ligation des extrémités et I’ajout de
nucléotide manquant en 3’ pour fermer la cassure, mais n’est pas nécessaire a |I’élimination

du nucléotide terminal en 5’ de la cassure.

Pour assurer une réparation efficace et précise des trés nombreuses cassures double
brins déposées par Pgm dans les MACs en développement, les processus d’excision et de
réparation via la machinerie du NHEJ sont couplés chez P. tetraurelia (Figure 10C). Parmi les
acteurs du NHEJ, I’"hétérodimeére Ku70/80 se lie aux extrémités des cassures double brins et
facilite leur appariement et la réparation (Betermier and Duharcourt, 2014; Lieber, 2010).
Chez la paramécie, il est exprimé spécifiqguement pendant le développement et est requis
pour 'introduction de CDB aux extrémités des IES (Marmignon et al., 2014). L’absence de
Ku80c provoque la rétention des IES testées, on ne détecte pas de CDB ni de produits
d’excision que sont les cercles d’IES. Contrairement a la Ligase 1V, Ku70a/80c ne sont pas
nécessaires a I'endoréplication. Des versions de Ku70a et Ku80c fusionnées a HA et de Pgm
fusionnée a MBP sont produites dans un systéme hétérologue de cellules d’insectes. Des
expériences de co-immunoprécipitation de MBP-Pgm et HA-Ku70a, HA-Ku80c montrent que
les protéines interagissent en complexe dans des extraits cellulaires solubles

indépendamment de la présence d’ADN.

Dans le NHEJ, Ku recrute ensuite la DNA-Pkcs, une protéine kinase qui stabilise les
extrémités reliées, facilite I’élimination du nucléotide en 5’ de la CDB (Figure 10C). Un
homologue de cette protéine est retrouvé chez la paramécie et sa déplétion entraine la

persistance tardivement dans le développement d’extrémités libres de chromosomes
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(Betermier and Duharcourt, 2014). La machinerie du NHEJ est couplée étroitement a la

machinerie d’excision et permet ainsi une réparation efficace et précise.
4. Reconnaitre les séquences a éliminer et cibler la machinerie d’excision

S'il est désormais acquis que I’élimination de I’ensemble des séquences MIC spécifiques
dépend de la machinerie d’excision Pgm, il reste encore a comprendre comment une si
grande diversité de séquences est reconnue et excisée. Comment éliminer avec une telle
précision pour les IES tout particulierement et de maniere si reproductible au cours des
générations quand les séquences ne partagent pas de motif de séquence strictement

conservé et ne sont pas apparentées a la transposase PiggyBac ?
4.1 Contréle épigénétique de I’élimination

L’étude chez P. tetraurelia de I’épimutant d48 a permis de montrer que le contenu des
différents noyaux gouvernait les profils d’élimination d’ADN. Cet épimutant ne parvient pas
a exprimer I'antigéne de surface A délété de I’extrémité d’un chromosome macronucléaire.
Cette délétion est héritée de générations en générations sexuelles alors méme que le MIC
contient une version sauvage de ce géne (Epstein and Forney, 1984; Forney and Blackburn,
1988). Si maintenant, on introduit dans le MAC végétatif de I’épimutant d48, le géne A ou un
fragment de ce gene, on restaure a la génération suivante le profil sauvage et |’expression du
gene A dans le nouveau MAC. Ces premiéres observations indiquent que chez la paramécie il
existe un profil de réarrangements hérité de maniére non mendélienne. La présence d'un
gene 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).

L'hérédité maternelle s’observe aussi pour les IES. Certaines IES, dites contrblées
maternellement (mclES), une fois introduite dans le MAC maternel, conduisent a la rétention
de I'lES MIC homologue dans le nouveau MAC a l'issu des évenements sexuels. Les mclES
représentent 1/3 des IES testées (5/13) expérimentalement. On ne détecte pas aujourd’hui
de particularités ou de points communs concernant la séquence ou la taille de ces mclES

(Duharcourt et al., 1995, 1998).
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Le contenu du MAC maternel influence donc le contenu du nouveau MAC
indépendamment du MIC. L’élimination d’ADN serait ainsi contrélée par un mécanisme
épigénétique reposant sur I’homologie entre le contenu du MAC maternel toujours présent
dans le cytoplasme lorsque se développe le nouveau MAC et le contenu du MIC. On envisage
alors que le profil d’élimination soit obtenu par comparaison entre les génomes MIC et MAC
et que cette comparaison transnucléaire s’opére par exemple par appariement de
séquences homologues. Etant donné qu’aucune interaction physique n’est détectée entre
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 différentes classes d’ARN non codants permettant la régulation épigénétique

des éliminations d’ADN.

4,2.1 PetitsARN noncodants: scnARN et iesARN

Les scnARN sont une classe de petits ARN non codants de 25 nucléotides de long
produits spécifiquement pendant la méiose a partir du génome MIC (Lepére et al., 2009;
Sandoval et al., 2014) (Figure 11). Ces petits ARN sont produits par une voie de I’ARN
interférence, par les protéines Dicer like RNAse Ill, Dicer like 2 et 3 (Dcl2 et Dcl3). Le
séquencage des scnARN a montré qu’ils portent en majorité une signature 5’UNG et pour
une minorité la séquence complémentaire en position 21-23. Ces observations indiquent
gu’ils ont été clivés a partir de précurseurs double brins donnant des duplexes d’ARN avec
des extrémités libres de 2 nucléotides en 3’. L’étude in vitro de I'activité de clivage de Dcl2 et
Dcl3 purifiés sur des ARN double brins a montré que les deux enzymes coopérent pour
produire les scnARN. Le séquencage des produits de clivage par Dcl2 montre des petits ARN
d’une taille de 25nt avec une signature 5’UNN quand le séquencage des produits de clivage
par Dcl3 montre des petits ARN de tailles variables avec une signature 5’UNG. Ces résultats
montrent que Dcl2 est responsable de la taille des scnARN et Dcl3 de leur signature en 5’
(Hoehener et al., 2018). Les scnARN sont requis pour les éliminations d’ADN. En effet,

I'injection de duplexes d’ARN synthétiques de 25 nucléotides mimant les scnARN entrainent
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I’élimination des séquences homologues dans le nouveau MAC (Lepere et al., 2008).
L'inactivation par ARN interférence des génes DCL2/3 entraine la létalité de la progéniture
sexuelle, la rétention de I'ensemble des séquences éliminées imprécisément et d’une

portion des IES (10%) (Lhuillier-Akakpo et al., 2014; Sandoval et al., 2014).

Les iesARN sont de petits ARN non codants d’une taille variant entre 26 et 31nt de long
avec une extrémité 5'UAG et une extrémité 3° NUAUC produits par Dcl5 a la fin du
développement MAC (Hoehener et al., 2018; Sandoval et al.,, 2014). Ces petits ARN sont
produits a partir des IES excisées et circularisées par la Ligase IV (Allen et al., 2017).
L'inactivation de DCL5 n’entraine la rétention que d’un petit nombre d’IES (Lhuillier-Akakpo
et al., 2014; Sandoval et al., 2014)). La part des IES retenues augmente lorsque I’on inactive
DCL2/3 conjointement avec DCL5, le géne codant pour I’enzyme produisant une autre classe
de petits ARN non codants les iesARN (Swart et al., 2017). Ces résultats tendent a montrer
que les iesARN et les scnARNs cooperent pour exciser les séquences germinales et que les
iesARN amplifieraient I’élimination d’ADN induite par les scnARN (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 dans les voies d’ARN interférence (Bouhouche et al.,
2011). L'absence de deux de ces protéines PtiwiO1 et 09 diminue la quantité de scnARN et
provoque la rétention d’'un certain nombre d’IES (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 Ptiwil0 et 11 exprimées tardivement pendant le
développement MAC sont par contre requises pour la production d’'iesARN et par RIP il est

observé que Ptiwil0 lie les iesARN (Furrer et al., 2017).

4.2.2  Longs ARN non codants maternels

De longs ARN non codants sont transcrits a partir des deux brins du génome MAC
maternel a bas niveau et de maniére constitutive (Figure 11). lIs protegeraient le génome de
I’élimination d’ADN. Par ARNi, la dégradation des longs ARN non codants maternels

provoque |’élimination des séquences homologues dans le nouveau MAC (Lepere et al.,
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2008). Il est aussi possible d’aboutir a la délétion d’'un géne non essentiel dans le nouveau
MAC lorsque celui-ci est ciblé par ARN interférence (Garnier et al., 2004). Méme si une petite
portion du gene est ciblée, il est possible de provoquer sa délétion. Plus encore que sa

présence dans le MAC maternel, c’est la transcription d’'une séquence qui assure sa présence
dans le nouveau MAC.
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Figure 11 : Modéle de Genome Scanning

En hautsontreprésentéeslesétapes ducycle sexuel et schématisées endessous. Touta gauche, de longs transcrits non
codants sont produits a partirde toutle MACmaternel. Puislorsdela méiose |, des duplexes de scnARN de 25nt sont
produits parles protéines Dicerlike 2 et 3a partirde I’'ensemble du MIC, transportés dans le cytoplasme parles protéines
PtiwiO1 et 09 conduisanta|’élimination du brin passager. Dans le MAC maternel, lescomplexes Ptiwi-scnARN s’apparient
surleslong ARN non codants maternels grace a I’hélicase putative Ptmb.220 et les protéines de liaisona I’ARN Nowal et 2,
poursélectionnerlesscnARN s pécifiques dess équencesgerminales transportés ensuite dans les MACen développement.
Pendantles éliminations d’ADN les scnARN guident la machinerie d’excision auxséquences a éliminer.

4.2.3 Genome scanning model

Afin de réconcilier les roles antagonistes de ces différentes classes d’ARN non codants fut
proposé le modele de genome scanning (Figure 11). Il repose sur une soustraction naturelle
des génomes grace aux scnARN et aux longs transcrits non codants maternels pour

sélectionner les scnARN spécifiques des séquences du MIC a éliminer et permettre in fine
I’excision.
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Selon le modéle de genome scanning, les scnARN sont produits par les protéines Dcl2 et
3 a partir du génome MIC en méiose et chargés sur les protéines PtiwiO1l et 09 pour étre
transportés au MAC maternel. Les scnARN peuvent alors scanner le génome maternel a la
recherche de séquences homologues parmi les longs transcrits non codants maternels
produits a partir du MAC maternel. Les scnARN qui s’apparient avec un transcrit maternel
correspondent aux séquences MAC qui doivent étre conservées dans le nouveau MAC. Ces
scnARN sont alors inactivés. A contrario, les scnARN qui ne trouvent pas de transcrits
maternels pour s’apparier correspondent aux séquences MIC spécifiques absente du MAC
maternel et qui doivent étre éliminées du nouveau MAC. Ces scnARN sont transférés dans le

nouveau MAC grace aux protéines Ptiwi01/09 pour éliminer les séquences MIC (Figure 11).

Plusieurs faisceaux d’arguments vont dans le sens de ce modeéle. Les protéines
fusionnées a la GFP Ptiwi09 et PtiwiOl 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 ou les scnARN sont produits par Dicer-like 1 (Dcllp) et pris en charge
par la protéine Piwi Twilp (Malone et al., 2005; Mochizuki et al., 2002). Cette derniere est
capable de cliver le duplexe de scnARN pour enlever le brin passager et permettre I'import
du petit ARN dans le nouveau MAC (Noto et al., 2010). Le séquencage a haut débit des
populations de petits ARN dans un contexte sauvage confirme la dynamique des scnARN
décrite dans le modéle. Au cours du développement, trés précocement au moment de la
méiose, on observe une production de petits ARN non codants de 25 nucléotides
s’enrichissant progressivement en scnARN spécifiques des séquences MIC. Cet
enrichissement reflete 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
I’élimination des scnARN spécifiques du MAC s’étant appariés avec les transcrits maternels
est encore mystérieux. Il est possible qu’il s’agisse soit d’'une dégradation active suite a

I'appariement ou bien simplement de la séquestration des scnARN dans le nouveau MAC.

D’autres acteurs ont été récemment mis en évidence pour leur implication dans le
processus. La protéine Ptmb.220, une hélicase DEAH-Box putative, requise pour les

éliminations d’ADN se localise dans I'ancien MAC puis le nouveau MAC. On l'imagine
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participer au complexe scnARN/Ptiwi01/09 (Nowak et al.,, 2011). De méme la protéine
Nowa01 fusionnée a la GFP, une protéine se liant potentiellement aux ARN et requise pour
I’élimination d’ADN, suit la méme localisation au cours du développement (Nowacki et al.,
2005). La protéine TFIIS4 est I’homologue du facteur d’élongation de la transcription TFIIS et
est nécessaire pour les événements d’élimination. Elle est requise pour la production de
transcrits non codants contenant des IES dans le MAC en développement. Ces transcrits
somatiques permettraient de cibler les séquences homologues a éliminer dans le nouveau
MAC en s’appariant aux scnARN spécifiques du MIC (Maliszewska-Olejniczak et al., 2015). La
protéine Spt5 est un autre facteur de régulation de I’élongation de la transcription. Son
homologue chez P. tetraurelia est nécessaire pour la biogénése des scnARN et son
inactivation entrafne la rétention de |'ensemble des séquences MIC spécifiques dans le
nouveau MAC (Gruchota et al., 2017). On propose enfin que plus tard dans le
développement du nouveau MAC, les iesARN et les protéines Ptiwil0/11 les accompagnant
amplifient I’élimination d’ADN initiée par les scnARN a partir des produits d’excision (Furrer

et al., 2017; Swart et al., 2017).

Le modéle de génome scanning permet d’expliquer les phénoménes d’hérédité maternel
chez la paramécie et de réguler I'expression de certains genes. Le signe sexuel chez
Paramecium tetraurelia suit une transmission maternelle. Il n’est pas génétiquement
déterminé par le MIC mais hérité et contr6lé maternellement par le MAC maternel. Le signe
sexuel est déterminé par le profil de réarrangement alternatif du géne mtA pendant le
développement. La délétion du promoteur du géne mtA dépendante des scnARN empéche
son expression et permet le type sexuel O. Dans le cas du type sexuel E, le promoteur est
retenu et le gene mtA est exprimé produisant la protéine transmembranaire mtA (Singh et
al., 2014). Pour autant, ce modele ne permet pas d’expliquer I'ensemble des événements
d’élimination d’ADN. En effet si I'inactivation des protéines Dcl2/3 entraine la rétention de
I'ensemble des éléments répétés éliminés imprécisément, seules 10% des IES sont
dépendantes des scnARN et environ 40% a la fois des scnARN et iesARN (Lhuillier-Akakpo et
al., 2014; Swart et al.,, 2017). Il existe donc d’autres facteurs épigénétiques permettant
d’expliquer la reconnaissance des séquences a éliminer et le ciblage de la machinerie

d’excision.
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4.3 L’histone méthyltransferase Ezl1 est requise pour le développement MAC

La découverte récente dans le laboratoire de I’histone méthyltransferase Ezl1 a permis
de mieux comprendre comment sont ciblées les séquences germinales a éliminer (Frapporti
et al., In submission; Lhuillier-Akakpo et al., 2014). EzI1 exprimée spécifiquement pendant le
développement est responsable du dépét des modifications d’histones H3K9me3 et
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 a
I’élimination d’ADN. Elle est requise pour I’élimination de I’ensemble des séquences
répétées et de 70% des IES. Plus les IES sont longues et récentes, plus elles sont sensibles a
Ezl1. L'ensemble des IES sensibles a Dcl2 et 3 le sont aussi a Ezll indiquant une
interdépendance entre les voies de petits ARN et le dép6t des modifications d’histone. Des
expériences de Chip-gPCR montrent que H3K9me3 et H3K27me3 sont enrichies sur des
éléments transposables et participent a leur régulation : en I'absence d’Ezl1, ces éléments
sont surexprimés (Frapporti et al., In submission). En paralléle des facteurs en trans que sont
les ARN, sont donc aussi impliqués des facteurs en cis, les modifications d’histones, qui
assurent elles-aussila reconnaissance et |’excision correcte des séquences a éliminer. Chez le
cilié apparenté Tetrahymena, le dépot d’H3K9me3 et H3K27me3 permettrait de guider
I’endonucléase Tpb2p, homologue de Pgm, pour exciser les séquences germinales (Cheng et
al., 2010; Vogt and Mochizuki, 2013). Chez d’autres organismes eucaryotes, on observe
également la formation d’hétérochromatine guidée par de petits ARN (Martienssen and
Moazed, 2015). On imagine alors que chez la paramécie comme chez Tetrahymena, la
formation d’hétérochromatine en aval de la voie des scnARN permette la reconnaissance et
I’élimination des séquences germinales au moins pour les éléments transposables éliminés

imprécisément.
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Figure 12 : Modéle d’élimination d’ADN et voies d’excision des IES

A. Modele synthétisant I’ensemble des résultats acquis et permettant d’expliquer comment sontexcisées les séquences
germinales. Dans le cadre rouge, est représenté unchromosome MICavecune séquence germinale en orange. Dans le
cadre gris, dans le nouveau MACIes scnARN MICs pécifiques produits par Dcl2 et 3 reconnaissant les séquences germinales
etpermettentle dépot des modifications d’histones H3K9me3 et H3K27me3 par I’histone méthyltransferase EzI1. La
machinerie d’excision est recrutée aux séquences marquées pourles éliminer permettant I'obtention du génome MAC
final. Les iesARN sont produits lors de I’excision parla protéine Dcl5.

B. Sensibilité des|ESa Ezllenfonction de leurlongueur. Les IES les plus longues et les plus sensibles a Ezl1sont
compatibles aveclarésolutionde |’ordre dunucléosome apportée parles modifications d’histones. Les IES de taille
intermédiaire entre 52 et 150pb sont toujours indus au moins partiellement dans le nucléosome et toujours sensibles a
Ezl 1. Les plus petites IESsont par contre soit |ocalisées a I'intérieur du nucléosome soit dans le linker d’ADN et la résolution
apportée parles modifications d’histone n’est plus suffisante pourleurexcision.

C. Représentation schématique desdifférentes voies partiellement chevauchantes pour|’excision des 45000 |ES. Bien que
toutes soient finalement excisées par Pgm, seule une petite portion, 7% dépend a la fois desscnARNet d’Ezl1, la majorité
ne requiert qu’Ezl1 et une portion ne dépend d’aucun de ces deux facteurs.

4.4 Les mécanismes d’élimination des IES reposent sur des voies chevauchantes

L’ensemble des IES est excisé par I'endonucléase Pgm mais elles ne dépendent pas
toutes des mémes mécanismes de reconnaissance. Il a été montré que 5 des 13 IES testées

dépendent de la présence d’une séquence homologue dans le génome maternel et sont
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ainsi nommées mclES pour IES maternellement contrélées (Duharcourt et al., 1995, 1998).
Le reséquencage du génome de cellules inactivées pour DCL2/3 a montré que 10% des IES
sont dépendantes des scnARN. Une portion encore plus faible d’'IES mais différentes de
celles retenues en RNAi DCL2/3, est dépendante des iesARN (Lhuillier-Akakpo et al., 2014). Il
avait été proposé que le faible nombre d’'IES dépendantes des scnARN pouvait en réalité étre
dd a une efficacité moindre de I’ARN interférence ou bien a la compensation par une autre
voie. L’inactivation conjointe des voies de scnARN et iesARN entraine la rétention de 40%
des IES suggérant que les deux voies de petits ARN cooperent pour exciser une partie des IES
(Swart et al., 2017). Parmi ces IES, sont retrouvées les 5 mclES dont I’excision dépend de la
présence d’une séquence homologue dans le MAC maternel. Il est supposé que les IES qui
dépendent des petits ARN correspondent a des mclES mais rien ne permet de le déterminer
a l’échelle du génome. L’inactivation d’EZL1 montrait de son c6té que 70% des IES
dépendaient des modifications d’histones et qu’il s’agissait des IES les plus longues qui
comprenaient les IES dépendantes de Dcl2 et 3 (Lhuillier-Akakpo et al., 2014). Il subsiste
donc une portion d’'IES, 30%, les plus courtes qui ne dépendent ni des petits ARN ni d’Ezl1
pour leur élimination. Il faut noter parallélement que I’ensemble des éléments transposables
et répétés dépendent a la fois des petits ARN et des modifications d’histone pour leur
élimination (Lhuillier-Akakpo et al., 2014). Les IES les plus courtes qui sont aussi les plus
anciennes ne dépendent ni des petits ARN ni d’Ezl1 et seraient ainsi I'ultime étape dans
I’évolution de ces séquences. Cette hypothése est appuyée par |'observation que les
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 requiérent les petits ARN et Ezl1
(Lhuillier-Akakpo et al., 2014). L’élimination de toutes ces séquences fait donc appel a
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

suppose que d’autres voies encore non identifiées pourraient étre impliquées.
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4.5 De nouveaux acteurs pour comprendre comment la machinerie d’excision est ciblée a

I’ensemble des séquences ?

Dans I'état actuel de nos connaissances, il apparait que |‘élimination d’ADN dépend en
réalité d’'une multiplicité de voies qui se chevauchent pour permettre de cibler correctement
la machinerie d’excision aux séquences germinales. Pour autant, seul un petit nombre
d’acteurs est connu et I’élimination d’un certain nombres d’IES, les plus petites et anciennes,
est encore mal compris. Chez les eucaryotes, la formation d’hétérochromatine médiée par
les petits ARN partage de fortes similarités avec notre processus d’élimination d’ADN chez la
paramécie a la différence qu’au lieu d’étre seulement transcriptionnellement inactivées les
séquences sont physiquement éliminées. En considérant de plus les résultats obtenus chez
le cilié Tetrahymena, nous sommes parvenus a un premier modele expliquant I’élimination
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
et promeuvent le dépét d’'H3K9me3 et H3K27me3 sur les séquences a exciser. Ces
modifications recruteraient et guideraient la machinerie d’excision sur les séquences
marquées, mais si ce modele explique |’élimination de la majorité des séquences, une

portion des IES ne semble pas en dépendre.

L‘élimination d’ADN requiérent une variété de complexes protéiques pour leur
élimination illustrée par I'existence de différentes voies chevauchantes. Si I'ensemble des
séquences éliminées imprécisément dépendent a la fois des scnARN et des modifications
d’histones, I’élimination de certaines IES ne dépend que d’Ezl1 (60%) et pour une portion
(30%), les plus petites, elles ne dépendent ni des scnARN ni d’Ezl1 (Lhuillier-Akakpo et al.,
2014). Il reste a comprendre comment la machinerie d’excision est ciblée pour ces 30% d'IES
et comment de maniere générale les 45,000 IES sont excisées avec une telle précision au
nucléotide pres. Les modifications d’histone n’offrent qu’une résolution de I'ordre du
nucléosome compatible avec I’élimination des éléments répétés et transposables d’une taille
largement supérieure a celle du nucléosome et dont I’élimination ne semble pas nécessiter
de précision de I'ordre du nucléotide. Les plus petites IES ont une taille inférieure a celle des
linker d’ADN, jusqu’a 26pb. Il a ainsi été envisagé que la méthylation de I’ADN qui elle offre
une résolution de l'ordre du nucléotide puisse constituer un marqueur des séquences a

éliminer et/ou de leurs bornes (Coyne et al., 2012). Elle pourrait ainsi expliquer la
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reconnaissance et I’élimination des séquences le plus courtes et pourrait constituer la voie
d’élimination « par défaut ». Par ailleurs la chromatine constitue une barriere freinant
I'interaction de la machinerie d’excision avec I’ADN. Il est ainsi trés probable que d’autres
acteurs promeuvent une conformation de la chromatine plus relachée et compatible avec

I'interaction de la machinerie d’excision avec I’ADN aux bornes des séquences germinales.

Objectifs de these :

1) Déterminer le ré6le d'un homologue du chaperon d’histone Sptl6 dans les

réarrangements programmés d’ADN chez Paramecium tetraurelia

Chez Paramecium tetraurelia, nous avons identifié un homologue du chaperon
d’histone Sptl6 exprimé spécifiguement pendant le développement macronucléaire.
Partant de ces constatations, nous avons fait I’hypothése que Sptl6 chez P. tetraurelia
puisse avoir un role dans les réarrangements d’ADN. Pour tester notre hypothése, nous
avons analysé les effets de l'inactivation de SPT16 sur le développement macronucléaire
et I'élimination d’ADN et cherché a comprendre a quel moment du développement
Sptl6 était requis. Ce travail nous a conduit a 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 particulierement
riche en adénines méthylées et constituait un modeéle de choix pour I'étude de la
méthylation chez les eucaryotes. Nous avons émis I’hypothése que la méthylation puisse
permettre de définir les séquences a éliminer. Nous avons analysé la présence des
différentes modifications dans I’ADN des paramécies grace a des techniques d’'HPLC-MS
et décrit la méthylation des adénines dans la cellule grace a un anticorps spécifique.
Nous avons tenté de localiser sur le génome la méthylation des adénines par la
technigue 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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Résultats

Partie | : Le chaperon d’histone Sptl6 chez
Paramecium tetraurelia est un composant
essentiel des réarrangements programmés du

génome

Article de recherche

Dans cette étude, nous avons identifié un homologue du chaperon d’histone Spt16 chez
Paramecium tetraurelia impliqué dans les réarrangements du génome. Spt16-1 est exprimé
spécifiguement pendant le développement et localisé dans les nouveaux macronoyaux. Bien
que divergents de ses homologues eucaryotes, la protéine Sptl6-1 conserve les domaines
fonctionnels classiqguement retrouvés dans le chaperon d’histones Sptl6. Nous avons
montré que cette protéine est requise, comme |’endonucléase Pgm, pour |’élimination de
I'ensemble des séquences MIC spécifiques : les 45000 IESs et I'ensemble des éléments
répétés éliminés imprécisément. En revanche, elle n’est pas nécessaire a la biogénese et
dynamique des scnARN, ni au dép6t des modifications post-traductionnelles d’histones
H3K9me3 et H3K27me3 dans les macronoyaux en développement. Spt16-1 est cependant
requise pour la production des iesARN, la formation de foci d’"H3K9me3 et H3K27me3 et leur
disparition. Nous avons conclu que Sptl6-1 agissait indépendamment des scnARNs ou de la
déposition des marques d’hétérochromatine H3K9me3 et H3K27me3. L’analyse des
localisations réciproques de Pgm et Spt16-1 dans les conditions ou I'une ou I’autre des deux
protéines est déplétée montre que Pgm n’est pas requise pour la localisation de Sptl6-1,
mais que Sptl6-1 est requise pour la localisation de Pgm. Par Western Blot, nous avons

confirmé que l'expression de Pgm n’était pas altérée par I'absence de Spt16-1. Nous avons
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conclu que Sptl16-1 agissait en amont de I’endonucléase Pgm et permet sa localisation dans

les MACs en développement.

L'ensemble de nos résultats montre que le chaperon d’histone putatif Spt16-1 est un
acteur majeur des réarrangements du génome et est requis pour permettre une activité
correcte de I’endonucléase Pgm dans les MACs en développement. Compte tenu du réle de
chaperon d’histones de Spt16 dans d’autres especes eucaryotes, nous imaginons que Spt16-
1 puisse promouvoir une conformation plus ouverte de la chromatine permettant a la
machinerie d’excision et a Pgm d’interagir avec I’ADN. Nous avons ainsi mis en évidence chez
P. tetraurelia une protéine Sptl6 spécifique du développement, avec des fonctions peu ou
pas explorées chez ce chaperon d’histones parmi les autres eucaryotes : son implication
dans les réarrangements programmés du génome et sa capacité a permettre la localisation

nucléaire d’'une autre protéine.
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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 Il 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 Il 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 (Lepére 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;
Lepére 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

86



Touzeau Amandine — Thése de doctorat - 2018

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 Rit106, 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 2¢
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.

Spti16-1 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 SPT716-1 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 SPT716-1 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
[ESs 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 [ESs 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.

Spti16-1 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 sSRNA 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; Lepére 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 schnRNAs 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.

Spti16-1 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 pm?®), 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). |t 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 [ESs, 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 |ES 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 um large, 30 um width).

Pgm accumulation in the nucleus of some Spti16-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 B-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 (Lepere 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 Rsrll 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 Nhel-Swval
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 Rsrll and microinjected into the MAC of vegetative cells.
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DNA and RNA extraction and PCR, gPCR

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., 2010Db).

PCR amplifications were performed in a final volume of 25 pL, 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 | (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 Il (PHEM 1X, paraformaldehyde 6.5%,
Triton X-100 1.2%, Sucrose 4%). The primary antibodies used were rabbit polyclonal
a-H3K27me3 (07-449, Millipore) and a-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 pg/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 pg/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 MgCI2, 60m M PIPES pH 6.9), paraformaldehyde 2%, Hoechst 1
ug/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 um (or 0.5 um for quantification). Quantification was
performed using ImagedJ. 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 ROl in ym2. Using Z-stack
projections of the GFP or Pgm channel in the corresponding image, ROl 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 | - Calbiochem 5X (Merck) and centrifuged at maximum speed.
Supernatant with proteins were collected and Laemmli buffer was added. 10 pg 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
llumina GA-lix 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 sSRNA 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 llumina 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:/jparamecium.i2bc.paris-
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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:/jparamecium.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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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 fragmentated 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 taken 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 01
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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 transferred individually to K. pneumoniae medium to monitor growth of sexual progeny. The total number of autoga-
mous 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 pm. 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.
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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 MICs. Scale bar is 10 um. The inset displays one the two developing new MACs. Transgene copy humber per
haploid genome was 19 as measured by gPCR from total genomic DNA extracted from vegetative cells and values were normalized to the
endogenous GAPDH gene. B. In 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 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 03

110



Touzeau Amandine — Thése de doctorat - 2018

oz 5 % SPT16-1 MAC-destined
zZ 3 % RNAI
o = ® 21 an 2000 +
g x #
A1835 ﬂﬁm == 28 bp %
T 1500 4
c1832 [ p-_ —'—_._ 30bp 3
- Z \
G1413 h b . . —— 52bp Brooo+
e — —-— 2 /
A4404 E‘ﬁg'ﬁ' B - 77bp B
197 by E 1
B 2
o+
229 bp KLEB MIC PGM SPT16-1
MIC-destined
370 bp
@
o
T 000
g
B control RNAI SPT16-1 RNAI g
Veg TOT12T25T35 TS0 T80 - Veg TOT12T25T35 T50 T80 - g
Agq04 [ _HE— u&mg—-— oo I |
=4
¥ E
—-—‘ E
N
A4578 | ss3bp 2,1
S
- =
C control RNA| SPT16-1 RNAi °T
Veg TOT12T25T35 T50T80 - Veg TOT12T25T35 T50TA0 — KLEB SPT16-1
A4578 * o . R Lo .
circles
F Il no RNAI
D 43000 spearman's rank 049 [l no RNAI e - ‘:fcjﬂs i
correlation between  0.88 [l PGM RNAi | :
right and left boundaries g.gg Bl SPT16-1 RNAI
3,000
o
[
w
% 2,000}
®
o
§ Left boundaries
=
1,000 § § 8 8 2 &8 & 8
Re § @ L] 1 ! o @
v g g g & & §& §
s & § £ s § § 8§
© & i B bS] s S %
ot & 5 s 4 4 “ 9
£8 3 (%) «
IR
JJU (%]
1,000
o
o]
L-Lf Right boundaries
o
& 2,000 |
o
£
3
z
3,000 +
43,000

111



Touzeau Amandine — Thése de doctorat - 2018

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. In 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 perfor-
med 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. In 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 diver-
gent 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 1kb windows of the MIC
assembly for a klebsiella (KLEB grey) sample, MIC sample (green), PGM RNAi sample (blue) and SPT16 RNAi sample. The windowse 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 RNAL The bar plots represent read coverage of 8 individual copies of the Sardine
transposon (GenBank Accession No. HE774468-HE774475). The coverage was determined by mapping reads for the contrai 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 (Arnalz
et al., 2012, Guerin et al., 2017)
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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 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), after
control or SPT16-1 RNAI were sequenced and mapped to the reference genomes (Paramecium fetraurelia 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 ctylogical 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 ym. Percentage of H3K9me3 positive cells are
indicated.
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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 centrol 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
baris 10um. Next quantification by Image J macro of Pgm antibody fluorescence signal compared to nucleus size in pm? is shown during develop-
ment 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 ym?) at T5 upon control RNAI (white circle) and SPT16-1 RNAI (red circle). Bar plots repre-
sent Pgm fluorescence signal in the developing new MAC (Arbitrary Units, A. U. ) normalized to the nucleus area upon control and SPT16-1 RNA..
B. Pgm expression during development in control or SPT76-1 RNAI. Whole proteins are extracted at TO, T5 and T10 when Pgm is normally detec-
ted by immunofluorescence. Western blot of whole cell proteins extracted at TO, 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 tubilin 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 ym. Quantification of the GFP fluorescence
signal in the developing new MAC (Arbitrary Units, A. U. } as a function of nucleus area (in microns p?) at a late developmental time point (T50)
upon control RNAI (white circle) and SPT16-1 RNAI (red circle).
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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 Spt16-2¢ PTET.51.1.P0550178

Tetrahymena thermophila ~ Spt16 TTHERM_ 00283330
Schizosaccharomyces Spt16 SPBP8B7.19

pombe

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 Spt16-2¢ PBIA.V1_4.1.P04930005
Paramecium biaurelia Spti16-2d 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 Spt16-2¢ PPRIM.AZ9-3.1.P1030093
Paramecium primaurelia Spt16-2d PPRIM.AZ9-3.1.P0690041
Paramecium pentaurelia Spti16-1 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 Spt16-2¢ PSEX.AZ8 4.1.P1020092
Paramecium sexaurelia Spt16-2d PSEX.AZ8 4.1.P0830089
Paramecium caudatum Spt16-1 PCAU.43¢c3d.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/,
http://ciliate.org/index.php/home/welcome,

T. thermophila database:
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
fed2 SPT16_r2
51A4578-3'
SPT16_upl1_F

SPT16_do1_R

pcrliSPT16_ATG_F
pcrlISPT16_ATG_R

gqPCR_GFP_F1
gqPCR_GFP_Rf1
Actin 1-1 for

Actin 1-1 rev

TTGTGAATTGATGGATTGCATATTG
TTAAAATAATAATGTCCTTGTGCAATATG
GTAGTCTTAAAATCTTAGCATGTTGTACC
ATTGCAATTGATTTACTGTGATGATGTG
TATCTCAATCAGAGGACTCAGAGGGA
GATAAAGTGTAGATAGCATTATAAAATAA
TATTTAATATTCTTTTACAATTGCCAAAC
CTTTTCACTGGTGTTGTTCC
TCCATAAGTTGCATCACCTT
AAGGTGAAATAATTGTCATCATAATCA

CAACAACTGCGGGGAAG

Insert feeding #2 for Spt16-1

Insert feeding #2 for Spt16-1

PCR around IESA4578

PCR for SPT16-1 and regulatory
sequences

PCR for SPT16-1 and regulatory
sequences

PCR to introduce GFP in GFP-Spt16-1
PCR to introduce GFP in GFP-Spt16-1
gPCR to measure transgene copy
number

gPCR to measure transgene copy
number

gPCR to measure transgene copy
number

gPCR to measure transgene copy
number

Table S2. Oligonucleotides used in this study
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Sample ENA Insert Read Number of Aligned reads on MAC Aligned reads MIC
Accession size (bp) length (bp) reads (M) the MAC coverage on the 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 XXX 372 101 102 90,20% (92M) 99% 99% (101M) 96%
RNAI
MIC SAMNO053236 265 101 92 84,78% (78M) 99% 98% (91M) 99%
60

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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Number Number of Number of
Stage Label ENA_ Number of of reads % reads % reads %
Accession reads mapped mapped on mapped on
on MAC IES vector
3108 21,86
_ Control SR 1421583700 6632869 46,66% 62298500  4,38% .
Precociou 206,00 Yo
s SPT16: SR 2313350000 13782467 59.58% 72510200 313%  ceoor 1890
Control SR 20966122,00 4494664 2144% 437136700 000 4109 2264
Early ° ’ 2
SP ?76' SR 29561 256,00 13097835 4431% 196180800 6,64% 8%8%% 39,;58
Control SR 8601883,00 1629823 1895% 2173 420,00 250}27 6272%20 270}23
Mid ° ’ °
SP 76' SR 2461996500 8643585 3511% 2366 803,00 9,61% 981 260% 3%}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 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 alignement 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 S1
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Figure S2. Spt16 is a conserved protein among eukaryotes

MUSCLE alignment of Spt16 homologues from P. tefraurelia and other eukaryotes. Domains idientified 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 chelical properties). 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.

Figure S2
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GFP-Spt16-1 Hoechst Merge

SPT16-1
RNAI »

b

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 SPT16-7 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 baris 10 ym.

Figure S3
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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. Qantification 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.

Figure S4
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control RNAI PGM RNAI SPT16-1 RNAI

late

Figure $5. 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 ym. Percentage of H3K27me3 positive cells are indicated.

Figure S5
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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.

Figure S6
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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 um. 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 MICs. Scale bar is 10 um. The inset displays
one the two developing new MACs. Transgene copy number per haploid genome
was 19 as measured by gPCR from total genomic DNA extracted from vegetative
cells and values were normalized to the endogenous GAPDH gene. B. In 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 RNAIi. As expected there was no IES retention for no RNAi or control RNAI
but there was IES retention for PGM gene silencing. In 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. In 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 diver-gent 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 [ESs, 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 I 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 um. 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 10um. Next quantification by Image J
macro of Pgm antibody fluorescence signal compared to nucleus size in um2 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 um?) at TS5 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 RNAIi. Whole proteins are extracted at TO, T5 and T10 when Pgm
is normally detected by immunofluorescence. Western blot of whole cell proteins
extracted at TO, 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 pm. Quantification of the GFP fluorescence signal in the
developing new MAC (Arbitrary Units, A. U.) as a function of nucleus area (in microns
U2 at a late developmental time point (T50) upon control RNAi (white circle) and
SPT16-1 RNAI (red circle).

Table S1. Accession humber 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 pm.

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 um. 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

Dans I’étude précédente (Touzeau et al., In preparation), nous avons montré que
I’homologue du chaperon d’histones Spt16-1 était un acteur majeur des réarrangements du
génome chez Paramecium tetraurelia requis pour la localisation correcte de I’endonucléase
Pgm. Notre étude n’a cependant pas permis de démontrer si Sptl6-1 est bien un chaperon
d’histone et si son interaction avec les histones est nécessaire pour son réle dans les

réarrangements du génome et la localisation de Pgm.

l. Le domaine MBD de Spt16-1 semble essentiel a I'activité de Spt16-1

pendant le développement MAC

Dans (Touzeau et al., In preparation), nous avons proposé un modele dans lequel, Spt16-
1 en tant que chaperon d’histone réarrangerait la chromatine pour permettre |'interaction
de la machinerie d’excision et Pgm avec I’ADN. La caractéristique commune aux chaperons
d’histones est la présence d’un domaine riche en résidus acides. Spt16 ne fait pas exception
avec son domaine C a I'extrémité C-terminal requis pour I'interaction avec les histones H2A-
H2B du nucléosome et essentiel pour sa fonction (Kemble et al., 2015). Le sous-domaine
minimum requis pour l'interaction avec le nucléosome au sein du domaine C est nommé
MBD (Minimal Binding Domain). Nous avons montré par Blast et InterPro, que Sptl6-1
disposait bien de cette extrémité C-terminal riche en résidus acides dans le domaine C et des
acides aminés conservés F931 et D927 requis pour l'interaction avec les histones H2A-H2B
(Figure 13A). Ces acides aminés conservés correspondent aux résidus aromatiques D968 et

Y972 chez S. cerevisiae (Kemble et al., 2015).

Afin de confirmer que c’est la fonction de chaperon d’histones qui est requise pour
Spt16-1 dans le développement macronucléaire, nous avons voulu tester si le domaine C de
Spt16-1 était requis pour le développement MAC et I’élimination d’ADN. Nous avons tiré
avantage de la protéine de fusion a la GFP résistante au RNAi, GFP-Spt16-1 et en avons
délété le sous-domaine MBD au sein du domaine C. Les transgénes GFP-SPT16-1 et GFP-
SPT16-1_AMBD ont été injectés dans le MAC végétatif de cellules et nous avons inactivé le
géne endogene SPT16-1 a I'autogamie pour réaliser des expériences de complémentation

génétique (Figure 13B). En RNAIi controle, aucune létalité n'est observée dans la progéniture
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sexuelle de cellules injectées avec la construction sauvage GFP-Sptl6-1 ou avec la
construction mutante GFP-Spt16-1_AMBD. GFP-Sptle-1 AMBD n’a donc pas d'effet
dominant négatif ou toxique a l'autogamie, comme c’est également le cas pour la
construction sauvage. Lorsque I’on inactive le géne endogéne SPT16-1, comme attendu, la
construction GFP-Sptl16-1 complémente presque totalement le phénotype de létalité dans la
progéniture sexuelle (80%) (Figure 1B). En revanche, la présence du transgéne GFP-SPT16-
1 _AMBD, présente dans le MAC a un nombre de copies équivalent a celui de GFP-SPT16-1
(Figure 13D), ne permet pas de sauver ce phénotype de létalité, puisque 60% de la
progéniture sexuelle meurt a l'issue de |'autogamie (Figure 13B). On en conclut que le

domaine MBD est nécessaire a I’obtention d’une progéniture sexuelle viable.

Afin de confirmer que le domaine MBD est aussi requis pour |I’élimination d’ADN, nous
avons analysé par PCR I'excision de deux IES dans I’ADN de la progéniture sexuelle des
cellules transformées GFP-Sptl6-1_AMBD, apres inactivation du gene SPT16-1 endogéne.
Les réactions PCR sont réalisées sur I’ADN extrait de cellules a la fin du développement MAC
en utilisant des amorces de part et d’autres des extrémités de chaque IES (Figure 13C). En
RNAi contréle, comme attendu, seule la forme correspondant a I'lES excisée est détectée
dans la progéniture sexuelle des cellules non injectées, des cellules transformées par les
transgenes GFP-SPT16-1 et GFP-SPT16-1_AMBD. En RNAi SPT16-1, la forme non excisée de
I'lES provenant des nouveaux MACs est observée, en plus de la forme excisée provenant des
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
restaurer partiellement I’élimination correcte d’ADN, mais que la construction mutante
délétée du MBD ne parvient pas a complémenter ce phénotype. Il faut de plus noter que
puisque la construction GFP-Spt16-1 sauve le phénotype de létalité apres un RNAi SPT16-1,
les défauts d’excision d’IES observés ne sont pas délétéres pour la survie de la progéniture
sexuelle. Nos résultats semblent indiquer que le domaine MBD est requis pour |'action de

Spt16-1 dans I’élimination d’ADN.

Un contréle important dans cette analyse consiste a s’assurer que la protéine GFP-Spt16-
1 _AMBD se localise, comme la protéine GFP-Spt16-1. Or, nous ne sommes pas parvenus a
détecter le signal de fluorescence GFP de la protéine de fusion délétée pendant I'autogamie

dans les cellules transformées, que ce soit en microscopie confocale sur cellules fixées ou en
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analyse par Western Blot a I'aide d’anticorps anti-GFP sur des extraits protéiques totaux ou
nucléaires en RNAi contréle ou en RNAi SPT16-1 (Figure 13D). Il nous est impossible de
conclure si les phénotypes de |étalité et de défauts moléculaires des réarrangements dans
les cellules transformées par la version délétée du MBD sont dus a I’'absence du MBD dans

Spt16-1 ou bien a un probléme d’expression de la protéine de fusion.
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Figure 13 : Analyse fonctionnelle du domaine MBD de Spt16-1

A. Alignement par Muscle des domaines MBD des homologues de Sptl6 de P. tetraurelia et d’autres eucaryotes. Les
domaines identifiés par Interpro sontindiqués en couleur avecleurs noms. Les résidus conservés sontindiqués parune *.
Les couleurs noires signalent des acides aminés identiques. Les couleurs grisesindiquent la conservation d’acides aminés
avec des propriétés physico-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. Productionde progéniture sexuelle viable a l’issue de
I’autogamie aprés complémentation du RNAi SPT16-1 parles transgenes RNAi résistants GFP-Spt16-1 et par GFP-Sptl6-
1_AMBD. Le geneciblé dans chaque expérience est indiqué. L'inactivation est réalisée dans des cellulesnon injectées (NI)
ou des cellulestransforméespar GFP-SPT16-1 ou des cellules transformées par GFP-SPT16-1_AMBD. Le gene ICL7 est utilisé
comme controdle négatif du RNAI, puisque son inactivation n’a aucun effet surles événements sexuels (Bouhouche et al.,
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2011). Comme attendu, le RNAi SPT16-1 réduit drastiquement la production de progéniture sexuelleviable. L'absence de
|étalité dans les cellules transformées par GFP-SPT16-1 en RNAi ICL7 indique que |la présence dutransgéne n’a pas d’effet
toxique. Les cellulessont mises enrestriction alimentaire dans les milieux d’inactivation pourinduire I'autogamie et apres 3
ou 4jours de restriction alimentaire, des cellules autogames sont transférées individuellement en milieu K. pneumoniae
poursuivre la capacité de la production de la progéniture sexuelle a reprendre la croissance vé gétative. Le nombre total de
cellulesautogames analysées pour chaque RNAi et le nombre d’expériences indépendantes sontindiqués (entre
parentheses). La | étalité dans la progéniture aprésle RNAi SPT16-1 est observée apreés moins de troisdivisions. C. Analyse
parPCR de I’excision des|ESs 51A6649 et 51G2835 a |'aide de d’amorces situées de part et d’autre de I'lES a la fin de
|’autogamie. Le géne ciblé dans chaque expérience d’inactivation estindiqué. L’autogamie est aussimenée sans RNAi (no
RNAi) ou en RNAi contrdle. L’inactivation est menée dans des cellules noninjectées (NI), transformées par les transgénes
RNAi-résistant GFP-SPT16-1 ou GFP-SPT16-1_AMBD. Comme attendu, il n’ya pas derétention d’IES en RNAi contrdle ou
sans RNAi. Dans chaque piste, labande duhaut correspond a laforme nonexcisée de I'lES tandis que la bande du bas
correspond alaforme excisée de l’lESet provient essentiellement des fragments du MAC maternel. D. Superposition de
projections en Z de GFP-Spt16-1 et GFP-Spt16-1_AMBD (vert) et de Hoechst (rouge) pendant le développement
macronudéaire de cellules transformées par GFP-Spt16-1 ou GFP-Spt16-1_AMBD en RNAi contréle ou RNAi SPT16-1. Les
cercles pointillés blancs indiquent les MACs en développement. Les autres noyauxcolorés par le Hoechst correspondent
auxfragments du MACmaternel. L’échelle est de 10 um. A gauche sont donnés les nombres de copies relatifs des
transgenes GFP-SPT16-1 et GFP-SPT16-1_ AMBD mesurés par qPCR a I'aide d’amorces spécifiques de la GFP. Les nombres
de copies sont normalisés surl’actine amplifiée a I’aide d’amorces spécifiques. Les nombres de copie relatifs des deux
transgenes sont quasimentidentiques.

I. Identification d’"homologues de Pob3 chez Paramecium tetraurelia

Chez tous les eucaryotes, le complexe FACT est composé de Sptl6 et d’une protéine
Pob3 chez S. cerevisiae et S. pombe ou Ssrpl chez les autres espéeces (Jeronimo and Robert,
2016). Ce partenaire de Sptle de plus petit poids moléculaire interagit aussi avec le
nucléosome et se fixe a Sptl6 via le domaine de dimérisation qu’il posséde en N-terminal
(domaine D). Si Ssrpl comme Sptl6 sont essentielles chez les eucaryotes, chez certains

champignons comme S. pombe, |la délétion de POB3 ne provoque pas de |étalité.
1. Identification d’homologues de la protéine Pob3 chez Paramecium tetraurelia

Afin d’identifier un éventuel partenaire de Spt16-1, nous avons entrepris de rechercher
des homologues de Pob3 et Ssrpl chez Paramecium tetraurelia. En utilisant comme requéte
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 Sptl6, et contrairement a la majorité des eucaryotes, Pob3 est codée par plusieurs
genes. A l'aide des séquences des protéines Pob3 de P. 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 derniére duplication globale du

génome (Aury et al., 2006). Nous avons également observé que comme pour Sptl6-1,
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I'ensemble des especes de 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 Sptl6-1 avec certaines especes de
Paramecium ayant deux Pob3-1 ou trois Pob3-2. L’analyse des profils d’expression des genes
POB3 par mesure des niveaux d’ARNm lors d’une cinétique d’autogamie en conditions
sauvages montre que les genes POB3-2a et 2c¢ sont hautement exprimés tout le long du cycle
de vie y compris en conditions de croissance végétative (Figure 14C). Le gene POB3-1 est
exprimé uniquement pendant I’autogamie avec un profil d’expression trés similaire a celui
de PGM ou de SPT16-1. Ces observations suggerent que Pob3-1 pourrait étre un partenaire

de Sptl16-1, impliqué dans le développement et I’élimination d’ADN.

Nous avons analysé la présence de domaines protéiques a |'aide d’Interpro dans les
protéines Pob3 de P. tetraurelia (Figure 14A). Elles présentent une organisation modulaire
similaire a 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 Ssrpl (Zunder et
al., 2012). Cependant, on observe gu’il n’y a pas de domaine en N-terminal N/D qui permet
normalement la dimérisation avec Sptl6 (Winkler et al., 2011). Enfin en C-terminal, on ne
détecte pas le domaine HMG présent dans Ssrpl, absent de Pob3 chez les champignons.
L'organisation des protéines de paramécie ressemble plus a celle de Pob3 que de Ssrpl.
Pourtant, I'absence de domaine putatif de dimérisation ne soutient pas I’hypothese de
formation de dimere Pob3-1/Sptl16-1. Cette organisation sans domaine HMG ni domaine de
dimérisation est conservée chez les autres espéces de Paramecium que nous avons

observées.
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Figure 14 : Identification d’homologues de Pob3 chez Paramecium tetraurelia

A. Domaines prédits pour les protéinesPob3 de Paramecium tetraurelia (rectangles colorés). B. Arbre phylogénétique des
protéines Pob3 chez Paramecium tetraurelia et d’autres eucaryotes a partir des alignements des séquences des protéines
entiéres par MUSCLE. La phylogénie des alignements estréalisée via PhyML 3.0 sur Phylogeny.fravec une procédure de
boostrapa 100 bootstraps. L'arbre estvisualisé avec Tree.Dyn 198.3. Les séquences protéiques et leurs numéros
d’accession sont indiqués en 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. Profils d’expression des génes POB3 pendant une
cinétique d’autogamie par mesure des niveaux d’expression desARNm par RNAseq (Arnaizetal., 2017). La description des
points estdisponible dans lalégende de lafigure 1 de (Touzeau etal., en prep). D. Létalité de la progéniture sexuelle apres
inactivationdes genes POB3-1et PGM. Le géne ciblé dans chaque expérience d’ARN interférence estindiqué. Deux
fragments non chevauchants (#1 et #2) de POB3-1sont utilisésindépendamment. Les génes ND7 ou ICL7 sont utilisés
comme controdles négatifs puisque leurinactivation n’a aucun effet surles événements sexuels (Bouhouche et al., 2011).
L'autogamie est aussi menée dans un milieu standard supplémenté en K. pneumoniae (no RNAI). L'inactivation de PGM,
comme attendu, induit la |étalité de la progéniture sexuelle (Baudryetal., 2009). Les cellulessont restreintes en nourriture
pourinduirel’autogamie etapres 3 ou 4 jours de restriction alimentaire, les cellules autogames s ont transférées
individuellement en milieu K. pneumoniae pour observerla croissance de la progéniture sexuelle. Le nombre total de
cellulesautogames analysées dans chaque expérience d’ARN interférence et le nombre d’expériences indépendantes (entre
parentheses) sontindiqués. E. Létalité de la progéniture sexuelle aprés inactivation desgenes POB3-1 et PGM pendant la
conjugaison. Le géne ciblé dans chaque expérience d’ARN interférence est indiqué. Deux fragments non chevauchants (#1
et#2) de POB3-1sont utilisésindépendamment. Les génes ND7 ou ICL7 sont utilisés comme contréle négatifs puisque leur
inactivation n’a aucun effet surles événements sexuels (Bouhouche etal., 2011). L’'autogamie est aussi menée dans un
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milieustandard supplémenté en K. pneumoniae (no RNAI). L'inactivation de PGM, comme attendu, induit la létalité totale
de la progéniture sexuelle (Baudry et al., 2009). Les cellules de signe sexuel opposé sont mélangées en milieu K.
pneumoniae pour conjuguer et les paires en méiose/caryogamie sont misesen milieu RNAi pourinactiver | es génes pendant
le développement macronucléaire. Aprés un jour de RNAI, les individus issus de la séparation des paires sont transférés
individuellement en milieu K. pneumoniae pour observerla croissance de la progéniture sexuelle. Le nombre total de
cellulesautogames analysées dans chaque expérience d’ARN interférence et le nombre d’expériences indépendantes (entre
parentheses) sontindiqués. F. Analyse par PCR de I’excisionde deux IES a|’aide d’'amorces de chaque coté del'lESal’issue
de I’autogamie. Adroite sontlistés lesnoms des I[ESetagauchelestailles des IES correspondantes. Le géne ciblé par
I'inactivation estindiqué. L’autogamie est a ussi menée en condition sans RNAi ou en RNAi contréle. Comme attendu, il n'ya
pas derétention d’IES en condition sans RNAi (no RNAi) ouen RNAi contréle (control RNAi) mais les IES sont retenues
quand PGMou SPT16-1sontinactivés. Dans chaque piste, la bande duhaut correspondalaforme non excisée etla bande
du bas correspond a la forme excisée majoritairement amplifiée a partir des fragments du MAC maternel.

2. Pob3n’est pas nécessaire aux événements sexuels ni au développement MAC

Pour déterminer I'implication de Pob3-1 dans le développement et I’élimination d’ADN,
nous avons inactivé le géne correspondant pendant I'autogamie par ARN interférence avec
deux fragments non chevauchants du géne POB3-1 (#1 et #2) (Figure 14D). Le protocole
utilisé est le méme que celui décrit dans (Touzeau et al., In preparation) pour I'inactivation
de SPT16-1. Les cellules sont mises en restriction alimentaire et entament leur autogamie
dans le milieu d’inactivation. Les cellules autogames sont ensuite isolées dans un milieu
classique pour mesurer leur capacité a produire une progéniture sexuelle viable. Comme
attendu, il n'y a pas production de progéniture sexuelle viable apres l'inactivation de PGM.
En revanche, on observe la production d’une progéniture sexuelle viable a l'issue de
I'inactivation de POB3-1, comme observée en RNAIi contréle. On en conclut que Pob3-1 n’est
donc pas nécessaire a |I'obtention de progéniture sexuelle viable a I'issue de I'autogamie.
Afin de restreindre I'inactivation de POB3-1 au développement MAC, nous avons inactivé le
géne avec deux fragments non chevauchants (#1 et #2) pendant la conjugaison (Figure 14E).
Des cellules sexuellement réactives de signes sexuels complémentaires sont mélangées et
les couples sont isolés et transférés en milieu d’inactivation. Lorsque les couples se séparent,
les exconjuguants sont transférés individuellement dans un milieu classique sans RNAi et on
suit la capacité de la progéniture sexuelle a reprendre la croissance végétative. Comme
observé a l'autogamie, lorsque POB3-1 est inactivé, on obtient une progéniture sexuelle
viable comme en RNAi contréle. Nous avons conclu que POB3-1 n’était pas nécessaire au

développement macronucléaire.

Il est possible que méme si la protéine Pob3-1 n'est pas essentielle a I'obtention d’une
progéniture sexuelle viable, elle puisse étre impliquée dans les réarrangements d’ADN. Pour

tester cette hypothése, nous avons inactivé POB3-1 avec deux fragments non chevauchants
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(#1 et #2) pendant I'autogamie et analysons par PCR I’excision de deux IES. Les réactions PCR
sont réalisées sur I’ADN extrait de cellules a la fin du développement MAC en utilisant des
amorces de part et d’autres des extrémités de chaque IES. En RNAi controle et en absence
de RNAi, comme attendu, seule la forme correspondant a I'lES excisée est détectée dans la
progéniture sexuelle. En RNAi PGM ou SPT16-1, comme attendu on détecte la forme excisée
de I'lES provenant des fragments du MAC maternel et la forme non excisée de I'lES indiquant
gue Pgm et Sptl6-1 sont bien nécessaires aux réarrangements d’ADN. Par contre lorsque
I’on inactive POB3-1 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 n’est pas nécessaire a I’excision
de ces deux IES. Etant donné les résultats que nous avons observés, il semble que POB3-1 ne
soit pas acteur majeur des réarrangements d’ADN comme SPT16-1. L’ensemble de ces
résultats étant négatifs il est difficile de donner une conclusion définitive tant que nous
n'avons pas l'assurance que POB3-1 a bien été inactivé en contrblant par exemple le niveau

d’ARNm POB3-1.

3. Pob3 est localisé dans les macronoyaux en développement

Afin d’examiner la localisation subcellulaire de la protéine Pob3-1 chez P. tetraurelia,
nous avons inséré la GFP en amont du codon STOP du géne POB3-1. L’expression du gene est
contrblée par les séquences régulatrices endogéenes amont et aval de POB3-1. Le transgéne
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 a détecter la
protéine de fusion pendant la croissance végétative, ni pendant la méiose. La protéine de
fusion s’accumule précocement dans les macronoyaux en développement et persiste de
maniere diffuse dans le nouveau MAC aprés la premiére division cellulaire. Elle est aussi
détectée dans les MIC lorsqu’apparaissent les MAC en développement. Afin de déterminer si
la protéine Pob3-1-GFP nucléaire est localisée dans le nucléoplasme et soluble ou bien
associée a 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 mémes populations de cellules (Figure 15B).

On suppose que si la protéine Pob3-1 n'est pas associée fortement a la chromatine, elle
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devrait étre extraite des noyaux, et moins de fluorescence GFP serait détectée en présence
des détergents utilisés pour perméabiliser (Triton X-100 a 2%). Nous avons mesuré |'aire des
MAC en développement ainsi que la quantité de signal GFP dans le MAC au cours du
développement a partir d’'images acquises en microscopie confocale, pour 60 noyaux dans
chaque condition. Cette analyse montre que l'aire des noyaux est plus petite lorsqu’on
perméabilise avant de fixer les cellules (Figure 15C). En normalisant le signal de fluorescence
par |'aire des noyaux (Figure 15C), on observe que le signal GFP dans les MAC en
développement n’est pas modifié par la perméabilisation. Le signal de fluorescence est
diminué par la perméabilisation des cellules mais cette diminution est la conséquence de la
diminution de I'aire des noyaux. La concentration de Pob3-1-GFP dans les MAC est donc
constante dans la fenétre développementale analysée dans les deux types de conditions
expérimentales. En revanche, le signal GFP dans les micronoyaux disparait 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 suggerent que Pob3-1-

GFP est fortement associée a la chromatine dans les MAC en développement.

En conclusion, méme si POB3-1 a un profil d’expression trés similaire a celui de SPT16-1,
nos expériences n‘ont pas permis de mettre en évidence un rbéle de Pob3 dans le
développement macronucléaire. Aucun domaine de dimérisation nécessaire pour
I'interaction avec son partenaire Spt16-1 au sein du complexe FACT n’a pu étre identifié dans
la protéine Pob3-1. Nous n’avons donc pas d’évidence que Pob3-1 soit un partenaire de

Sp16-1.
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Figure 15 : Localisation de la protéine Pob3-1 a I’aide d’une fusion protéique ala GFP

A. Localisation dans la cellule de la protéine de fusion Pob3-1-GFP. Des superpositions des projections en Z de vues de
Pob3-GFP (vert) et Hoechst (rouge)sur une sélection de projections a différents moments ducycle devie sont présentées
(a-f). Les cerclesblancs en pointillésindiquent les deux nouveaux MACs se développant (M) et les deux MICs quandils sont
visibles. Les autresnoyaux marqués auHoechst sont des fragments du macronoyau maternel somatique. Sontindiqués en
pourcentage le nombre de MICmarqués a la GFP. Adroite, sont représentésles étapes correspondantes du cycle cellulaire
avec l'intensité variable du vert symbolisant la présence de Pob3-1-GFP. L'échelle est de 10 um. B. Effet de la
perméabilisationsurlalocalisation de la protéine de fusion Pob3-1-GFP. Des superpositions des projections en Zde vues de
Pob3-1-GFP (vert) et Hoechst (rouge) sur une sélection de projections sont présentées. Les cercles blancs en pointillés
indiquent les deux nouveaux MACs se développant (M) et les deux MICs quandils sont visibles. Les autres noyaux marqués
au Hoechst sontdesfragments du macronoyau maternelsomatique. Le pourcentage du nombre de MICmarqués a la GFP
estindiqué. L’échelle est de 10um. Quantification de I'intensité du signal GFP dans les nouveaux MACs endéveloppement
en fonction de leuraire. En rouge lescellulesperméabilisées avant d’étre fixées et en blancles cellules fixées (sans
perméabilisation). En dessous, la distribution d’aire des MACen développementenum?dans lesquels a été quantifié le
signal fluorescent pour Pob3-1-GFP est montrée en condition de fixation seule (blanc) oude perméabilisation avant fixation
(rouge).En dessous, la distribution de I'intensité du signal GFP dans lesnouveaux MACs en développement normalisée par
|’aire des MACs en um?est montrée en condition de fixation seule (blanc) oude perméabilisation avant fixation (rouge).
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Partie |l : Analyse de la méthylation des

adénines chez Paramecium tetraurelia

La présence d’adénines méthylées dans le génome de Paramecium tetraurelia est
observée pour la premiére fois en 1974 a partir des expériences de (Cummings et al., 1974).
L'ADN extrait des macronoyaux, micronoyaux et mitochondries est analysé par
chromatographie aprés ingestion par les paramécies de méthionine, adénine et thymine
radioactives présentes dans le milieu de culture. L’étude concluait a la présence d’environ
2% d’adénines méthylées (6mA) dans le génome macronucléaire et aussi dans le génome
micronucléaire. Selon cette étude, 6mA était absent du génome mitochondrial. Les
expériences de Cummings montraient aussi que la méthylation des cytosines était absente
du génome. Aucun role n’a encore été attribué a la méthylation des adénines chez

Paramecium tetraurelia.

l. 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
I'absence de 5mC dans le génome de P. tetraurelia. Nous nous sommes en particulier
attachés a obtenir de I’ADN génomique de cultures de paramécie nourries avec des
bactéries qui sont dépourvues de méthylation de 6mA et 5mC. Nous voulons également

examiner la présence éventuelle d’autres modifications de nucléotides dans le génome.

Afin de détecter I'ensemble de ces modifications, nous avons choisi d’analyser I’ADN
génomique de P. tetraurelia par HPLC-MS. Cette approche permet de visualiser
théoriquement I'’ensemble des modifications portées par les nucléotides a condition que
nous possédions des molécules standards pour chacune des modifications a tester (Figure
16). De I’ADNg extrait d’E. coli Dam-Dcm- est utilisé comme contrble négatif, cette souche
bactérienne étant incapable de méthyler 5mC et 6mA. Comme controle positif, on utilise de

I’ADN extrait de la souche SURE d’E. 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.
Dans ce but, des échantillons d’ADN génomique ont été préparés a partir de cultures de P.
tetraurelia en croissance exponentielle (Veg), a la fin de I"autogamie lorsque les nouveaux
MAC sont formés (T50) et en condition de restriction alimentaire avant I’entrée en
autogamie (starved). Nous avons aussi analysé de I’ADNg issu de |'espéce apparentée
Paramecium sexaurelia extrait a la fin de I’autogamie (T50). Les ADN sont tous traités a la
RNAse pour éviter des contaminations par les molécules d’ARN qui sont connues pour
contenir de nombreuses modifications chez les bactéries comme chez les eucaryotes
(Dominissini et al., 2012). Pour s’affranchir de la contamination bactérienne du milieu de
culture des paramécies (K. pneumoniae), les cellules de paramécie sont nourries avec la
souche Dam-Dcm- d’E. coli. Cette différence est cruciale par rapport aux expériences de
Cummings. Puisqu’on extrait 'ADN total des paramécies, I’ADN du MIC et MAC sont
présents dans les cultures végétatives et en plus, pour le point a I'autogamie, sont aussi
présents les fragments du macronoyau maternel. Etant donné le rapport de ploidie MIC
(2n)/MAC (800n), ce sont les modifications associées au génome MAC qui seront
préférentiellement détectées. Apres traitement a la RNAse, les échantillons d’ADN sont
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 a chaque molécule et sont systématiquement
injectés en début et fin d’analyse des échantillons pour controler que les temps de rétention
n‘ont pas changé au cours de I’expérience. Les différents nucléosides sont d’abord séparés
dans le temps selon leur affinité avec la phase C18 apolaire de la colonne d’'HPLC et élués
grace a un solvant polaire, I'acétonitrile. lls sont ensuite détectés par spectrométrie de
masse assignant un temps de rétention a la masse de chaque molécule. L’abondance de
chaque nucléoside est calculée a partir de |'aire sous la courbe des signaux enregistrés et

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
adénines de ’ADN génomique total de P. tetraurelia et P. sexaurelia

A. Rétentiondes nucléosides 5mC, 4mCet 6mA des standards et échantillons d’ADN étudiéssurla colonne de séparation
de I’HPLC. Le chromatogramme indique l'intensité détectée pour chaque nucléoside enfonction de sontemps de rétention
surlacolonne. Sont représentés leschromatogrammes des standards pour 5mC(b) issu de la digestion par la Degradase
Plus d’un oligonucléotide 5mC, pour4mC(a)issude la digestion parla Degradase plus et pour 6mA (f). Sont également
représentésleschromatogrammes pour5mCet4mCdes échantillons d’ADN génomique d’E. coli Dam-Dcm-, E. coli sure et
P. tetraurelia nourries avec E. coli Dam-Dcm- (c-e). Sont représentés les chromatogrammes pour 6mA des é chantillons
d’ADN génomique d’E. 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 chromatogrammespour chaque échantillon d’ADN génomique analysé. L’aire correspondant a
la densité de chaque nucléoside modifié est normalisée parle nucléoside standard correspondant. Les moyenneset
déviations standards sont calculéesa partirde 3 ou 4 expériences indépendantespour chaque type d’échantillon, comme
indiqué en dessous de |’axe des abscisses.

2. La méthylation des cytosines est absente du génome de P. tetraurelia

Bien que les molécules de 4mC et 5mC aient la méme masse, le passage sur la colonne

de I'HPLC a 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 16Aa), est absent des chromatogrammes de I’ensemble de nos échantillons controle
et de ’ADN de paramécies (Figure 16Ab-e). De la méme maniere, on détecte 5mC dans le
chromatogramme du standard et du contréle positif, la souche SURE d’E. coli (Figure 16Ab-
c). Comme attendu, 5mC est absente de la souche E. coli Dam-Dcm- (Figure 16Ad). On ne
détecte que des quantités tres faibles voire quasi nulles de 5mC chez P. tetraurelia et
sexaurelia comparables a 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 de masse n'ont pas détecté ces molécules dans I’ADN de 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 étre

détectées par cette méthode.

3. Laméthylation des adénines est présente dans|’ADN de P. tetraurelia

Le nucléoside modifié 6mA est bien séparé du nucléoside non modifié par la colonne
d’'HPLC et bien détecté en spectrométrie de masse comme le montrent les
chromatogrammes obtenus (Figure 16Af). Comme attendu, 6mA est observé dans le
controle positif E. coli SURE et absent du controle négatif E. coli Dam-Dcm- (Figure 16Ag-h).
Le nucléoside modifié 6mA est aussi fortement détecté dans I'ensemble des échantillons
d’ADN de P. 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
résultats ne permettent pas de quantifier avec précision I’abondance de chaque
modification. En conclusion, la méthylation des adénines est présente dans I|’ADN
génomique de P. tetraurelia et P. sexaurelia, quelles que soient les conditions physiologiques

observées.

L'ensemble de ces résultats nous permet de confirmer les résultats obtenus par
(Cummings et al., 1974) et de conclure que I’ADN de P. tetraurelia est méthylé sur les
adénines. La méthylation des cytosines n’est pas détectée chez P. tetraurelia ni aucune autre
des modifications étudiées (4mC, 5hmC, 8oxoG). Enfin, la méthylation des adénines est
conservée chez P. sexaurelia, espéce qui n'avait pas été analysée dans (Cummings et al.,

1974).
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Figure 17 : Détection de 6mA dans le génome de Paramecium tetraurelia avec des anticorps
anti-6maA.

A. Détectiond’adénines méthylées dans I’ADN de Paramecium tetraurelia par Dot Blot a I’aide d’un anticorps anti-6mA. Des
dépots de 250ng d’ADN génomique traités ala RNAse Aet Tl de Paramecium tetraurelia nourries avec E. coli Dam-Dcm-, de
E. coliDam-Dcm- etde K. pneumoniae sont déposéssurune membrane ennylon chargée positivement et crosslinkés par
UV. La méthylation est détectée aprés incubation avec unanticorps anti-6mA (Synaptic System 202 003) et par un anticorps
secondaire couplé a la peroxydase révélé par ECL. B. Détection d’adénines méthylées dans I’ADN de Paramecium
tetraurelia par Dot Blotavec un anticorps anti-6mA. Des dépdts d’ADN génomique de quantité croissante entre 50 et 250ng
traités RNAse puis DNAse de Paramecium tetraurelia nourriesE. coliDam-Dcm- et d’E. coli Dam-Dcm- sont déposés sur une
membrane en nylon chargée positivement et crosslinkéspar UV. Les dépots d’ADNsontrévélésdans un bain de bleu de
méthyleéne. La méthylation est détectée aprés incubation avec un anticorps anti-mA et par un anticorps secondaire couplé
a la peroxydase révélée par ECL. C. Description de la localisation cellulaire parimmunofluorescence de 6mA chez
Paramecium tetraurelia parimmunofluorescence. Dessuperpositions d’une sélection de projectionsen Z de vues de 6mA
(vert) etHoecsht (rouge) a différents moments ducyclede vie sont présentées (a-l). Les cercles blancs en pointillés
indiquentles deux MICquand ils sont visibles. Le cadre en pointillés blancs en bas a gauche de chaque image montre un
grossissement d’un MIC. Le cadre en pointillés blancs en haut a droite de chaque image montre un grossissement d’un
nouveau MACen développement. L’échelle esta 10um. D. Localisationde la méthylation parimmunofluorescence des
adénines etde Pgm dans descellulesen développement a I'aide d’anticorps spécifiques. Des superpositions des projections
enZde vuesde6mA (cyan), Pgm (vert)et Hoecsht (rouge) a différents moments du développement macronucléaire sont
présentées. Les cercles blancs en pointillés indiquent les deux nouveaux MACen développement. Agauche sontindiqués
lestemps dudéveloppement auxquels ont été observéesles cellules. A droite, quantification des signaux de fluorescence
des anticorps anti 6mA (bleu) et anti Pgm (vert) en fonction de I’aire des MACen développement en um?2.

I. Description de la localisation de la méthylation des adénines chez

Paramecium tetraurelia

Il n"est pour le moment pas possible de déterminer la présence de modifications dans
I’ADN micronucléaire par HPLC-MS, en raison des trop faibles quantités obtenues apres
purification de I’ADN micronucléaire (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

d’'immunofluorescence.

1. Laméthylation des adénines est majoritairement détectée sur I’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 17A). De I’ADN
génomique extraits de P. tetraurelia, E. coli Dam-Dcm- et K. pneumoniae digérés a la RNAse
sont déposés sur une membrane de nylon chargée positivement et réticulés par les UV. On
dépose des quantités constantes (250 ng) d’ADN en triplicat. Comme attendu, on ne détecte
pas voire trés peu de signal 6mA dans I’ADN génomique extraits d’E. coli Dam-Dcm-. Au

contraire, 6mA est bien détectée chez Klebsiella pneumoniae qui est utilisé pour nourrir

151


https://www.sysy.com/products/m6a/facts-202003.php
https://www.sysy.com/products/m6a/facts-202003.php

Touzeau Amandine — Thése de doctorat - 2018

habituellement les paramécies. On détecte également 6mA dans I’ADN de P. tetraurelia

nourries avec E. coli Dam-Dcm- confirmant les résultats obtenus par HPLC-MS.

Pour déterminer si la méthylation que nous détectons provient bien de I’ADN et non pas
de I’ARN, on réalise ensuite des dépdts de quantité croissante d’ADN sur une membrane en
nylon chargée positivement et réticulées par les UV (Figure 17B), aprés traitement RNAse A
et T1 ou traitement DNAse |, pour s’assurer de la spécificité du signal anti-6mA. Aprés dépots
des acides nucléiques sur la membrane, leur présence est révélée grace au bleu de
méthylene. Comme précédemment (Figure 17B) et pour des quantités inférieures (dés 50
ng), on détecte 6mA dans I’ADN de P. tetraurelia traité RNAse et ce signal disparait lorsque
I’ADN est ensuite traité DNAse. Au bleu de méthyléne on détecte cependant toujours un peu
de signal qui provient probablement d’une digestion incompléte de I’ADN déposé. En
conclusion, I'anticorps anti-6mA permet de détecter la méthylation des adénines dans I’ADN

de P. tetraurelia.

2. Laméthylation 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
qguand elle est établie pendant le cycle de vie de P. tetraurelia, des expériences
d’immunofluorescence ont été réalisées avec 'anticorps spécifique pour 6mA pendant le
cycle cellulaire (Figure 17C). Pour s’affranchir des contaminations 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 aprés 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 divisent. Lorsque s’engage I’autogamie, 6mA est présent dans le MAC
maternel et apparait dans les MIC de maniére transitoire, d’abord en méiose | puis a
I'apparition de jeunes MAC en développement. Le MAC maternel fragmenté reste méthylé
au cours du développement du nouveau MAC. Le signal 6mA s’accumule progressivement
dans les nouveaux MAC en développement. Il augmente a mesure que les MAC grossissent
et le signal semble atteindre son maximum d’intensité dans le nouveau MAC apres la

premiére division cellulaire. L’ensemble de ces résultats nous permettent de conclure que la
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méthylation des adénines est principalement localisée dans le MAC au cours du cycle de vie,
et est présente de maniére transitoire dans les MIC pendant et apres les événements
sexuels. Nous avons observé qu’il existe une méthylation de novo qui s’établit dans les MAC
en développement et nous supposons qu’il existe une méthylation de maintenance

conservée tout au long du cycle cellulaire.

3. Laméthylation des adénines s’établit en aval des réarrangements d’ADN dans les

nouveaux macronoyaux

Pour déterminer plus précisément le moment d’apparition de 6mA dans les MAC en
développement et le situer par rapport aux évenements d’élimination d’ADN, nous avons
réalisé des expériences d’'immunofluorescence pour détecter simultanément I’endonucléase
Pgm et 6mA avec des anticorps spécifiques (Figure 17D). Nous avons quantifié les signaux de
fluorescence Pgm et 6mA dans les MAC en développement en fonction de l'aire de ces
noyaux. La protéine Pgm s’accumule dans les MAC en développement puis disparait a 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,
alors que le signal Pgm a déja disparu. Le signal 6mA augmente en méme temps que l’aire
des noyaux augmente. Le pic d’intensité de fluorescence de Pgm est détecté lorsque le
signal 6mA est encore faible. Le pic d’intensité de 6mA est atteint lorsque le signal Pgm a
déja disparu. Méme si nos résultats sont sujets a caution dans la mesure ou ils dépendent du
seuil de détection des anticorps utilisés, nos observations suggerent que la méthylation des
adénines s’établit dans les MAC en développement postérieurement a la présence de Pgm

dans les MAC.
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Figure 18 : Localisation de 6mA dans le génome de P. tetraurelia par MedIP

A. Représentation schématique des étapesdu protocole de MedIP. De I’ADN génomique total est extrait de cellules en
croissance exponentielle ou en fin d’autogamie (T50), traité parla RNAse A et la RNAse Tl et soniqué pour obtenir des
fragments de 200 pb. Des librairies sont préparées a partir des fragments soniqués. Les fragments sont ensuite dénaturés
(Input)etutilisés pour I'immunoprécipitation aveclesanticorps anti IgGetanti-6mA. Apres lavage et élution, | es fragments
d’ADN immunoprécipités sont précipités et amplifiés par PCR avant séquencage Illumina. B. Dépotsur gel d’agarose 1,2%
des amplifications par PCR de I'Input et des immunoprécipitations par |’anticorps anti-IgG ou anti-6mA. Rien n’est détecté
dansla piste correspondanta I'lP 1gG hormis les diméres d’amorces utilisées pour la PCR. Dans les pistes Input et 6mA, la
trainée correspond a ’ADNimmunoprécipité, la bande inférieure (indiquée par t) auxadaptateurs nonligués et amplifiés
etla bandeindiquée par * auxdimeéres d’amorces de PCR. C. Comparaison descouverturesde séquencage entre I’'Input et
I’IP 6mA. On observe la taille des lectures en fonction de la proportion en AT dans chaque lecture. Adroite sont données les
proportions de chaque type de lecture dans I’échantillon séquencés, de bleua jaune = milliers de lectures, de violet a rose =
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centaines de lectures, de verta bleu=dizaines de lectures, de rouge a bleu=lectures uniques. La majorité des lecturessont
d’une taille allantde 100 a 200 pb compatible avecles fragments que nous avons produits parsonication et les librairies
gue nous avons construites, avecune proportionen AT entre 60 et 80% similaire a celle trouvée dans I’'ensemble du
génome (Auryetal., 2006). Les profils de couverture ne different pas entre I’Input et I'IP 6mA. D. Comparaison entre la
couverture dans le génome browser d’une région particuliere du scaffold 117 entre les coordonnées 99,766 et 150,631
entre I'Inputetl'IP6mAalignéssur le génome ptetraurelia_mic_51. Sontindiqués les IES et autres séquences MIC
spécifiques en haut en gris. On ne détecte pas de picd’enrichissement pour une séquence particuliere dans I'IP 6mA.

lll.  Localisation de 6mA dans le génome de P. tetraurelia

Ayant établi que la méthylation des adénines est présente de maniére significative et
facilement détectable dans I’ADNg de P. tetraurelia, nous avons choisi d’utiliser la technique
de MedIP reposant sur le séquencage a haut débit de I’ADNg immunoprécipité par

I'anticorps spécifique de 6mA pour localiser 6mA le long du génome.

1. Adaptation d’un protocole d’‘immunoprécipitation de ’ADNg méthylé sur 6mA chez

P. tetraurelia

Le MedIP (Methylation DNA ImmunoPrecipitation) repose sur le séquencage d’ADN
enrichi en séquences méthylées grace a un anticorps spécifique de la méthylation étudiée.
La technique est traditionnellement utilisée pour la méthylation des cytosines 5mC
(Plongthongkum et al., 2014) mais elle a aussi été adaptée pour I’étude de la méthylation
des adénines dans I’ARN et plus récemment pour la méthylation des adénines dans I’ADN

chez quelques eucaryotes (Greer et al., 2015; Zhang et al., 2015).

Je me suis basée sur les protocoles développés pour le MeRIP, immunoprécipitation
d’ARN méthylés 6mA (Dominissini et al., 2013, 2015) et sur ceux ayant servi a I’étude de la
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.

e Echantillons étudiés et extractions d’ADN : Nous sommes partis, comme pourl’ensemble des

études que j'ai présentées précédemment, de cellules de P. tetraurelia cultivées dans un
milieu bactérisé avec la souche Dam-Dcm- d’E. coli incapable de méthyler 6mA et 5mC. Le
MedIP permet d’identifier par le séquencage la contamination éventuelle en 6mA de
d’autres organismes et notamment bactériens chez qui cette modification est trés
abondante. Pour garantir un enrichissement suffisant en séquences paramécie qui sont
potentiellement autant méthylées en 6mA que chez les bactéries et une couverture

suffisante parle séquencage, nous avons préféré réduire lacontamination bactérienne. Une
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premiére tentative de MedIP a partir d’ADN extraits de cellules en croissance végétative
exponentielle ad’abord été tentée. Il s’est avéré par Blast des lectures de I'Input que I’ADN
lectures de I'Input) pour offrir une couverture suffisante du génome de P. tetraurelia (5% des
lecturesde l'Input). Il était alors impossible d’utiliser cette faible couverture pour détecter
des pics d’enrichissement dans I'IP par rapport a I'Input. On peut expliquer cette
contamination parle stade du cycle de vie auquel I’ADN est extrait. En croissance végétative,
les cellules sont pleines de vacuoles digestives riches en bactéries. Il se peut aussi que le
protocole de lavages des cellules n’ait pas été suffisammentintensif pour se débarrasser des
bactéries présentes dans le milieu de culture lui-méme. Nous avons ensuite décidé d’extraire
de I’ADN de cellules en fin d’autogamie, 50h aprés le début de I’autogamie. A ce stade, il n’y
a pas de bactéries dans le milieu de culture etles cellules sonten carence alimentaire depuis
plusieurs jours. Dans ces cellules, les réarrangements se sont déja terminés ou se terminent
dans les nouveaux MAC en développement. Sur la base de nos expériences
d’'immunofluorescence,la méthylation 6mA est détectée dansles nouveaux MACen plus des
fragments du MAC maternel encore présents dans la cellule. On suppose que I’on aura ainsi
acces a la fois a la méthylation de maintenance (dans le MAC maternel) que I’on aurait
observée dans descellules en croissance exponentielle eta la méthylation déposée de novo
dans les MAC en développement. L’ADN extrait est traité a la RNAse A (Sigma 50U/mg) a
20pg/ml et 1U de RNAse T1 (Ambion 1U/pl).

Sonication : L'ADNg extrait est soniqué en fragments avoisinant les 200 pb. La sonication est
réalisée sur un appareil Covaris M220 selon les recommandations et programmes du
fabriquant pour obtenir cette taille de fragment. Pour vérifier lataille des fragments obtenus,
I’ADN soniqué est analysé sur un gel d’agarose 1,2%.

Préparation des librairies : A la différence du protocole de MeRIP dans (Dominissini etal.,

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 séquencage avant
d’'immunoprécipiter les fragments d’ADN. Dans le MeRIP, la préparation des librairies
implique laconversion des ARN en ADN complémentaires et donc la perte de la méthylation
par la RT-PCR. Il faut donc dans ce cas immunoprécipiter les ARN d’abord. En préparant les
librairies avant I'immunoprécipitation, on s’affranchit au maximum de différences entre
I'Input et I'IP qui ne proviendraient pas de I'immunoprécipitation. Les librairies sont
préparées avec le kit NEBNext® DNA Library Prep Master Mix Set for lllumina®. Les
extrémités des fragments d’ADN soniqués sont réparées, adénylées et liguées a des

adaptateurs.
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e Dénaturation : Les échantillons d’ADN fragmentés et liés aux adaptateurs sont dénaturés
pour permettre I'immunoprécipitation et une petite quantité (Input) est mise de coté.

e Immunoprécipitation/Elution/Précipitation : Aprés dénaturation, les échantillons sont

incubés avec des billes couplées a la protéine A liées aux anticorps spécifiques de la
méthylation des adénines 6mA (Synaptic system). Seront donc immunoprécipités par les
billes uniguement les portions du génome de P. tetraurelia de 200pb en moyenne portant
6mA. Les fragments d’ADN sont élués avec du N6MAmonoP (N°-Methyladenosine 5'-
monophosphate sodium salt), nucléotide entrant en compétition avec les adénines
méthylées retenues parles anticorps anti-6mA puis précipités a I’éthanol. Comme controle
négatif, on réalise aussi une immunoprécipitation avec un anticorps anti-IgG.

e Amplification par PCR: Suivant le protocole du kit NEBNext® DNA Library Prep Master Mix

Setfor lllumina®, I'Input et les ADN immunoprécipités parles anticorps anti-6mA ou anti-lgG
sontamplifiés par PCR. Une partie de |'Input et des IP sont déposés surun gel d’agarose pour
contréler le nombre de cycles nécessaires en PCR (Figure 6B).

e Séquencage lllumina:L'Inputetles ADN Immunoprécipités sont séquencés par séquencage

Illumina (single end, reads 75pb)

2. L'immunoprécipitation par I’anticorps 6mA n’a pas permis d’enrichir en régions

méthylées

A l'issu des PCR visant a enrichir I'lnput et les immunoprécipitations par les anticorps
anti-6mA et I1gG, on a déposé une partie des amplifications sur un gel d’agarose 1,2% (Figure
18B). Dans I'IP IgG, on y observe que rien n'est détecté hormis des dimeres d’amorces,
comme attendu. Au contraire, en plus des dimeres d’amorces, dans I'IP 6mA on observe
entre 200 et 400 pb une trainée d’acides nucléiques similaire a I'Input correspondant aux
fragments d’ADN immunoprécipités. On observe aussi au-dessus de 100 pb une bande
correspondant aux adaptateurs des librairies, non éliminés par les différents lavages apres
I'immunoprécipitation. L’anticorps anti-6mA, au contraire de I’anticorps anti-lgG, permet
I'immunoprécipitation de séquences d’ADN. La PCR n’étant pas quantitative il est difficile

d’évaluer s’il y a un enrichissement entre I'Input et I'IP 6mA.

Nous avons confié I'analyse des données de séquencage a Reiner Schulz (King’s College
London, UK) qui utilise le pipeline suivant : Suppression des adaptateurs, Construction des

index (portions des génomes de références qui rassemblées couvrent I'ensemble du
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génome) par Bowtie2, Hisat2, BWA, Alignements des lectures par Bowtie2, Hisat2 et BWA,
Configuration de IGV (Integrative Genomics Viewer), |dentification des contaminants,
Analyse de la couverture, Détection des pics d’enrichissement en 6mA. En alignant les
séquences de I'lnput et de I'IP 6mA, on constate que 1,5% des lectures de I'input s’alignent
sur des séquences MIC-spécifiques. Ce n’est pas le cas dans I'IP. Il est possible que I'IP 6mA
soit déplétée en certaines séquences MIC-spécifiques. Au stade du développement que nous
analysons, les réarrangements d’ADN ont déja eu lieu et le génome ne contient quasiment
plus de séquences MICs. C’est a ce moment-la aussi que s’établit la méthylation dans un
génome qui contient majoritairement des séquences MACs si I'on tient compte de ce que
I'on observe en Immunofluorescence (Figure 17C, 17D). Le petit enrichissement en
séquences MICs dans [I'Input serait alors cohérent avec une présence de 6mA
majoritairement sur les séquences MACs et cet enrichissement reste faible étant donné que
ces séquences sont peu présentes. Curieusement, I'analyse de la couverture de I'Input et de
I'IP 6mA montre des distributions tres similaires (Figure 18C). Ces distributions ne semblent
pas corrélées avec la proportion d’A/T dans le génome. Ces observations aménent a se
demander si I'IP 6mA est vraiment enrichie en séquences particuliéres par rapport a |'Input.
Les programmes DESeq2 et MACS2 ont été utilisés pour détecter des pics d’enrichissement
dans I'IP 6mA. DESeq2 ne détecte ni enrichissement ou déplétion en un type de séquence
particuliéere. MACS2 détecte un enrichissement dans I'IP 6mA en séquences mitochondriales
et ribosomales ou répétées a I’extrémité des chromosomes MAC mais pas d’enrichissement
ou de déplétion dans le reste du génome. Il est possible que I’enrichissement en ces
séquences provienne d’une couverture excessive due a la grande quantité de séquences
répétées. En conclusion, I'immunoprécipitation par I'anticorps anti-6mA n’a pas permis
d’enrichir ou de dépléter en séquences spécifiques a ce stade du cycle de vie. On émet alors
plusieurs hypothéses. 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
pas de détecter de pic d’enrichissement. Une autre hypothése est que simplement
I'anticorps anti-6mA n’est pas suffisamment spécifique en MedIP de 6mA. C’est I'analyse
prochaine du génome de P. tetraurelia au méme stade de développement par séquencage
PacBio (SMRT sequencing Pacific Bioscience) qui devrait nous permettre de répondre a la
premiére hypothése et nous offrir une localisation plus précise de 6mA sur le génome de P.

tetraurelia (Hammond et al., 2017).
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Discussion

Chapitre 1 : Le chaperon d’histone Sptl6 chez
Paramecium tetraurelia est un composant
essentiel des réarrangements programmés du

génome

Chez le cilié P. tetraurelia des événements d’élimination massifs et reproductibles
d’ADN se produisent pendant le développement du noyau somatique et conduisent a la
perte de pres 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 these avait pour objectif de tester
I’hypothése que le chaperon d’histone Spt16-1 pouvait étre impliqué dans I’élimination de

ces séquences chez P. tetraurelia.
l. Démontrer l'activité chaperon d’histone de Sptl6-1

Le travail présenté précédemment a permis de montrer que Paramecium tetraurelia
disposait de plusieurs homologues du chaperon d’histone Spt16 dont une de ces protéines,
Spt16-1, dont le gene est exprimé uniquement pendant le développement macronucléaire.
Les expériences d’inactivation du gene SPT16-1 ont montré que la protéine Sptl6-1 est
nécessaire au développement MAC et a I'ensemble des réarrangements du génome. Spt16-1
agit en aval des voies de scnARN (Lepére et al.,, 2009) et de dépdét des marques
d’hétérochromatine, H3K9me3 et H3K27me3 (Lhuillier-Akakpo et al., 2014). Elle agit en
amont de |’endonucléase Pgm (Baudry et al., 2009) et est nécessaire a 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 Sptl6 : N, D, M
et C (Formosa, 2012; Jeronimo and Robert, 2016). Les domaines M et C sont requis chez S.
cerevisiae pour l'interaction avec les histones et essentiels a la protéine et a sa fonction de
chaperon d’histones (Hondele et al., 2013; Kemble et al., 2013, 2015). L’'ensemble des
résultats que nous avons présentés posait la question de savoir si Sptl6-1 était bien un
chaperon d’histone et si son role pendant les réarrangements d’ADN était d a son

interaction avec les histones.

1. Alarecherche des partenairesde Spt16-1

Afin de démontrer que Sptl6-1 est un chaperon d’histone nous avions tenté en
premiére approche d'immunoprécipiter GFP-Sptl6-1 pour identifier ses partenaires.
L'immunoprécipitation se fait par un systeme de GFP-trap. La fraction immunoprécipitée
peut étre analysée en premier temps par Western Blot pour y détecter par exemple les
histones. Elle peut ensuite étre analysée en spectrométrie de masse pour y détecter les
partenaires de Sptl6-1. Parmi les partenaires que nous imaginions identifier, on espérait
trouver Pob3 ou Ssrpl et les histones avec lesquelles Sptl6 interagit normalement. Nous
avions réalisé des extraits nucléaires a différentes salinités d’extractions de 15 a 900mM
NaCl dans des cellules transformées par GFP-Spt16-1. La protéine fusionnée a la GFP était
systématiquement retrouvée quelle que soit la salinité dans la fraction insoluble en Western
Blot avec des anticorps anti-GFP. Il était attendu qu’une fraction non négligeable de GFP-
Spt16-1 soit retrouvée dans la fraction insoluble contenant I'essentiel de la chromatine a
chaque extraction si Spt16-1 est bien un chaperon d’histone. Cependant nous n’avons pas vu
de solubilisation de la protéine en augmentant la salinité alors méme que nous parvenions a
extraire progressivement les histones. Nos tentatives de solubilisation a tres forte salinité
(2M NaCl), mécanique (par sonication) ou chimiques (Mnase, Benzonase) n’ont pas
fonctionné. La faible fraction de protéines GFP-Spt16-1 que nous avons réussi a solubiliser
ne permettait pas de réaliser d'immunoprécipitation par un systeme de GFP-trap. Nous
avons tenté de produire des anticorps spécifiques de Sptl6-1 mais les deux anticorps
produits ne se sont pas révélés suffisamment spécifiques et nous avons di abandonner la
possibilité d'immunoprécipiter Spt16-1. Le remplacement de la GFP s’est aussi révélé ardue,

la protéine FLAG-Spt16-1 par exemple étant toxique dans les bactéries lors du clonage.
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2. Le domaine MBD pourrait étre requis pour l’activité de Spt16-1 dans les

réarrangements du génome

La caractéristique commune aux chaperons d’histones est I'existence d’un domaine riche
en résidus acides en C-terminal permettant I'interaction avec les histones (Hammond et al.,
2017). Chez Sptl6, le domaine C assure cette fonction avec en particulier un sous-domaine
dénommé MBD. Le domaine MBD est essentiel a I'activité de Sptl6 et du complexe FACT
chez S. cerevisiae et responsable de l'interaction de Sptl6 avec les histones H2A-H2B
(Kemble et al., 2015). L’analyse de la structure du domaine MBD de Spt16 de S. cerevisiae
aux rayons X a montré gu’il disposait de deux résidus tres conservés, acide et aromatique
dont la mutation abroge la fonction de la protéine (Kemble et al., 2015). L’alignement des
domaines MBD de Sptl6-1 et de ses homologues montrent que les résidus acides et
aromatiques sont conservés (Figure 13A). On peut donc supposer qu’ils sont responsables de
I'interaction avec les histones chez P. tetraurelia. Afin de démontrer que le domaine MBD
est essentiel a la fonction de Sptl6-1, nous avons réalisé des expériences de
complémentation fonctionnelle in vivo avec une protéine de fusion GFP-Spt16-1-AMBD dans
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 endogene : la
Iétalité dans la progéniture sexuelle et les défauts d’excision des IES. A premiére vue, nous
pouvons conclure que le domaine MBD est requis pour I'obtention d’une progéniture
sexuelle a l'issue de l'autogamie et aux événements d’élimination d’ADN. Cependant,
n’étant pas capable de détecter la protéine de fusion GFP-Spt16-1_AMBD dans des cellules
au cours du développement MAC, il est en I’état impossible de conclure si : 1) I'labsence de
sauvetage phénotypique provient bien de la délétion du domaine MBD ou 2) du fait que la

protéine de fusion n’est pas correctement exprimée.

Pour infirmer ou confirmer la deuxieme hypothése, il est nécessaire de vérifier que la
protéine de fusion est correctement produite dans la cellule et de déterminer dans quelle
fraction cellulaire. Nous avons tenté d’extraire les protéines totales et les protéines
nucléaires par fractionnement cellulaire de cellules transformées par GFP-Spt16-1_AMBD.
Nous ne sommes pas parvenus a 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-Spt16-1_AMBD soit trop diluée dans les
fractions totales ou cytoplasmiques pour étre détectable en Western Blot. Il est aussi
possible que la délétion du domaine MBD empéche une expression correcte de la protéine a
partir du transgene ou nuise a la stabilité de la protéine reproduisant alors les phénotypes
causés par I'absence de Sptl6-1. Dans ce cas on ne peut affirmer que c’est le domaine
putatif d’interaction avec les histones, MBD, qui est bien requis pour l'activité de Sptl6-1
dans le développement. Le domaine MBD étant normalement requis pour l'interaction de
Spt16-1 avec les histones, I'explication la plus probable est sans doute que son absence
empéche la protéine de fusion d’interagir avec la chromatine et donc sa rétention dans les

MAC en développement.

3. Démontrer les interactions entre le domaine MBD de Spt16-1 et les

histones

Une expérience alternative consisterait a muter spécifiquement les résidus conservés
nécessaires a l'interaction avec les histones. C’est cette stratégie qui a été utilisée pour
caractériser le domaine MBD chez S. cerevisiae (Kemble et al., 2015). On imagine minimiser
de cette maniere les probléemes d’expression ou de stabilité de la protéine qu’on imagine
plus conséquents apres la délétion d’une portion de la protéine. L'idée serait de réaliser une
expérience de complémentation in vivo avec un transgéne GFP-SPT16-1 dans lequel sont
mutés les résidus suivants : acide aspartique et phénylalanine. Ce sont les deux résidus
conservés nécessaires a l'interaction avec H2A et H2B chez S. cerevisiae. Dans I’étude par
(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 mémes phénotypes de létalité et
moléculaire que l'inactivation seule de SPT16-1 et que I'on détecte la protéine de fusion en
fixant des cellules en développement et /ou par Western-Blot, on en conclura que ces acides
aminés dans le domaine MBD sont nécessaires a l'action de Sptl6-1 pendant le
développement MAC. Cependant il est fort probable que cette expérience produise les
mémes résultats que la délétion complete du domaine MBD puisque les mutations ciblées
empécheront aussi l'interaction avec les histones et probablement la rétention de la

protéine mutée dans les MAC en développement.
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L'ensemble de ces expériences ne nous permettraient cependant pas de montrer que
Sptl6-1 via ce domaine interagit avec les histones. Pour répondre a cette question, nous
avions envisagé de produire in vitro les domaines M et C de Spt16-1 pour tester leur capacité
a interagir respectivement avec les diméres d’histones H3-H4 et H2A-H2B comme |'ont
montré de précédentes études dans d’autres organismes (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 dimeres. Les histones qui interagissent avec les domaines M ou C sont retenus avec eux
sur la colonne et élués en méme temps que les domaines par un exces de glutathion. Par
Western Blot grace a 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. Existence d’un complexe FACT chez P. tetraurelia

Le complexe FACT est un hétérodimére composé des protéines Sptl6 et Pob3 ou Ssrpl
chez les eucaryotes (Formosa, 2012). L’identification d’'un homologue de Sptl6 et sa
nécessité pour le développement de P. tetraurelia nous a amené a rechercher un partenaire
de Sptl6-1 homologue de Pob3 ou Ssrpl. Pour pallier a I'impossibilité d’'immunoprécipiter

Spt16-1 et d’analyser son domaine MBD, nous avons tenté d’utiliser la protéine Pob3-1.
1. Alarecherche d’un partenaire de Spt16-1
1.1 P. tetraurelia dispose d’'un homologue de Pob3

Comme pour Sptl6-1, nous avons identifié des homologues de Pob3 chez P.
tetraurelia a partir de la protéine de S. cerevisiae (Figure 2). Sur les trois homologues de
Pob3 trouvés chez P. tetraurelia, I'un d’entre eux est exprimé spécifiquement pendant le
développement quand les deux autres Pob3-2a et Pob3-2c sont exprimés pendant tout le
cycle cellulaire. Nous avions émis comme hypothese que le Pob3-1 exprimé spécifiquement
pendant le développement pouvait étre le partenaire de Sptl6-1 dans un complexe FACT
requis pour les réarrangements du génome. L’analyse des domaines protéiques des
homologues de Pob3 par Interpro n’a pas détecté de domaine HMG-Box a I'extrémité C-

terminale des protéines. Le domaine HMG-Box est un domaine en C-terminal de Ssrpl mais
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absent de Pob3 chez la levure ou il est dans ce cas remplacé par la protéine Nhp6 qui
s’associe avec le complexe FACT (Formosa, 2012). Le complexe FACT chez P. tetraurelia

pourrait étre un complexe analogue a celui retrouvé chez S. cerevisiae ou S. pombe.

1.2 Pob3-1 a une localisation similaire a Spt16-1

L'injection du transgene POB3-1 fusionnée a 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 aprés la premiére division cellulaire. Cette localisation est
trés semblable a celle de Spt16-1 a la différence que Pob3-1-GFP est aussi retrouvée dans les
MIC pendant le développement macronucléaire. La localisation dans les MIC est perdue
lorsque I'on perméabilise les cellules indiquant que la protéine est sans doute lavée par la
perméabilisation. Il est surprenant qu’une protéine que |'on suppose étre un chaperon
d’histones et donc potentiellement interagissant avec les histones, soit lavée par la
perméabilisation. Cette observation laisse penser que cette localisation n’est pas forcément
celle de la protéine Pob3-1 endogéne. 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 ces expériences de complémentation puisque l'inactivation de POB3-1 ne produit
pas de phénotypes observables. La localisation dans les MAC en développement n’est par
contre pas impactée par la perméabilisation et pourrait indiquer que Pob3-1-GFP y est plus
fortement lié a la chromatine. Cette localisation dans les MAC en développement est
compatible avec une fonction de chaperon d’histone qui interagit avec les histones. Pour des
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 méme moment

pendant le développement.

1.3 Dimérisation de Pob3-1 et Spt16-1

L’analyse des domaines protéiques de Pob3-1 par Interpro a cependant révélé qu’un
autre domaine caractéristique du chaperon d’histone était absent : 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 a 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 améne a proposer plusieurs hypothéses : 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/Sptl16-1 se fasse sans dimérisation des deux protéines en
complexe mais ne nécessite que l'interaction de chaque protéine avec les histones. 3) Il est
enfin possible que Spt16-1 agisse seul dans le développement ou se complexe a d’autres
partenaires non identifiés. Nous avons tenté de répondre a ces différentes hypothéses en
immunoprécipitant soit GFP-Spt16-1 soit Pob3-1-GFP mais il n'a pas été possible de les
immunoprécipiter pour analyser leur éventuels partenaires. Ces protéines de fusion a la GFP
sont majoritairement insolubles. Une approche alternative consisterait a tester I'interaction
entre Pob3-1 et Sptl6-1 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 étre capable de déterminer si Sptl6-1 et
Pob3-1 sont capables d’interagir. Il manquerait malgré tout la preuve que ce complexe Pob3-

1/Spt16-1 existe réellement dans la cellule.

2. Implication de Pob3-1 dans le développement MAC

L’inactivation par ARN interférence de POB3-1 pendant I’autogamie ou la conjugaison
ne provoque aucune létalité dans la progéniture sexuelle. Pob3-1 ne semble donc pas requis
pour [|‘obtention d'une progéniture sexuelle viable ni pour le développement
macronucléaire. Comme nous n’avons pas examiné les niveaux des ARN messagers de POB3-
1, on ne peut pas affirmer avec certitude que le RNAi POB3-1 a été efficace. Il est possible
que I'absence de phénotypes de |étalité dans la progéniture sexuelle soit di a I'inefficacité
du RNAi. Pour autant, dans le controle positif, I'inactivation de PGM, il n'y a pas de
production d’une progéniture sexuelle viable comme attendu et les expériences ont été
répétées quatre fois de maniere indépendante avec toujours les mémes résultats. Il est plus
raisonnable de penser que Pob3 n’est pas essentiel au développement MAC. Chez S. pombe,
la délétion de POB3-1 ne provoque pas de |étalité contrairement a ces homologues POB3 ou
SSRP1 chez d’autres eucaryotes (Formosa, 2008). L'absence de phénotype lié a I'inactivation

de POB3-1 chez P. tetraurelia pourrait tres bien étre similaire a ce que I’'on observe chez S.

166



Touzeau Amandine — Thése de doctorat - 2018

pombe. Il est donc envisageable que POB3-1 chez P. tetraurelia ne soit pas non plus un gene

essentiel tout en participant au complexe FACT.
3. Modele d’action des différents Pob3 et Spt16 chez P. tetraurelia

Chez tous les eucaryotes olU Sptl6 est étudiée, la protéine est presque
systématiquement retrouvée en complexe avec la protéine Pob3 ou Ssrpl pour former le
chaperon d’histone FACT. La littérature ne fournit pas particulierement d’exemple de roles
de Spt16 ou Pob3/Ssrpl seuls. Les analyses de transcriptome chez H. sapiens ou A. thaliana
apres inactivation de Sptl6 ou Ssrpl montrent que certains genes sont spécifiques d’un des
composants de FACT (Li et al., 2007; Pfab et al., 2018). Ces données laissent penser que
Sptl6 et Ssrpl ont des roles indépendants dans la transcription. Des complexes protéiques
de Ssrpl sans Sptl6 ont été purifiés a partir de cellules Hela suggérant que Ssrpl pourrait
avoir un réle indépendamment du complexe FACT. Observant I'absence de domaine de
dimérisation chez Pob3-1, nous avions émis plusieurs hypothéses concernant I’existence
d’'un complexe FACT composé par Pob3-1 et Sptl6-1. Dans le cas des deux premiéres
hypothéses, Pob3-1 et Sptl6-1 s’associent pour former un complexe FACT soit par une
interaction directe soit par une interaction indirecte via le nucléosome par exemple. Les
profils d’expression, les phénotypes dus aux inactivations et la littérature sur le complexe
FACT nous laissent penser que, chez P. tetraurelia, les quatre Sptl6 et les trois Pob3
pourraient s’associer pour former différents complexes FACT requis pendant le cycle
végétatif et pendant le cycle sexuel (Figure 19). S'il s’avére que Spt16-1 interagit bien avec
Pob3-1, le complexe FACT serait ainsi plus proche de celui que I'on retrouve chez S. pombe
ol POB3 n’est pas un gene essentiel (Lejeune et al., 2007). Notre modele proposerait que
Sptl6-1 et Pob3-1 chez P. tetraurelia réarrangent la chromatine spécifiquement dans les
nouveaux MAC pour permettre a la machinerie d’excision d’interagir avec I’ADN pour
assurer I’élimination efficace de I'’ensemble des séquences germinales. Les autres Spt16-2a,
2b, 2c et Pob3-2a et 2c s’associeraient en complexe FACT mais requis pendant I’'ensemble du
cycle de vie de la cellule pour remplir des roles plus canoniques pour le complexe FACT tels
que régulation de la transcription, de la réplication, de la réparation, etc. Pour autant
I’hypothése la plus vraisemblable serait la premiere proposée dans les paragraphes

précédents. L'absence de domaine de dimérisation et de phénotypes a linactivation
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comparables a ceux provoqués par l'inactivation de SPT16-1 est plutét en désaccord avec
I’hypothése d’un complexe FACT. |l est tout a fait possible d'imaginer que chez P.
tetraurelia, Spt16-1 agit seule, en dehors du complexe FACT et a acquis un role spécifique du
développement sans l'intervention de Pob3. La littérature propose trés peu d’évidences de
roles de Sptl6 isolée mais il est possible que ce role ait été acquis spécifiqguement chez

Paramecium.

Développement Tout le cycle

Profil d’expression spécifique de vie

Complexe FACT

'

Transcription
Réplication
Réparation

Rearrangements
du génome

Réle

Figure 19 : Modéles d’action de Sptl6-1 et de composition de complexes FACT chez P.
tetraurelia

On propose que | es protéines exprimées s pécifiquement pendant le développement que sont Sptl16-1 et Pob3-1s’assodent
pourformeruncomplexe FACT spécifique du développement et dontlerdle principal serait dédié auxréarrangements du
génome. Les autres Spt16-2a, 2b et 2cainsi que Pob3-2a et 2b qui sont exprimées de maniére constitutive pourraient
former des complexes FACT requis pour des fonctions plus classiques comme la transcription, la réplication ou |l a réparation

en dehors du développement.

1. Comprendre comment Sptl6-1 permet les

réarrangements du génome

Nous avons montré précédemment que Sptl6-1, en plus d’étre requis pour la production
d’'une progéniture sexuelle viable et le développement macronucléaire, est nécessaire a
I'ensemble des évenements d’élimination d’ADN se produisant pendant le développement
MAC. La déplétion de Sptl6-1 entraine la rétention de I'ensemble des éléments répétés

éliminés imprécisément et de I’ensemble des 45000 IESs excisées précisément. Nous nous
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posions alors la question de savoir a quel moment des réarrangements, Spt16-1 intervient et
si la protéine interagissait avec les voies déja identifiées dans I’élimination d’ADN. Pour
cibler le moment d’action de Spt16-1 dans les réarrangements nous avons observé les effets
de la déplétion de Sptl6-1 sur les populations de petits ARNs et les marques
d’hétérochromatine H3K9me3 et H3K27me3. Nous avons conclu que Sptl6-1 était un
facteur général des réarrangements du génome agissant en aval des voies de petits ARN et

de marques d’hétérochromatine.

1. L’action de Spt16-1 dans le développement macronucléaire n’est pas

régulé par les scnARN ou les marques d’hétérochromatine

Nous avons montré que Sptl6-1 agit en aval de la déposition des marques
d’hétérochromatine H3K9me3 et H3K27me3 et de la production des scnARN. Spt16-1 n’est
requis ni pour la production de scnARN ni pour l’enrichissement en séquences MIC
spécifiques consécutives au processus de scanning auquel Sptl6-1 ne participe donc pas
(Coyne et al., 2012; Lepere et al., 2009). Dans des données que nous n’avons pas présentées,
nous avons observé que la localisation de GFP-Spt16-1 n’est pas impactée par la déplétion
en Dcl2 et 3 responsables de la production des scnARNs (Lepére et al., 2009). De la méme
maniere, I'absence de Sptl6-1 n‘empéche pas le dépot des marques d’hétérochromatines
H3K9me3/H3K27me3 dans les MAC en développement requises pour I’élimination d’'une
majorité de séquences MIC spécifiques (Lhuillier-Akakpo et al., 2014). Nous avons également
observé la localisation de GFP-Spt16-1 aprés l'inactivation de EZL1 responsable du dépot
d’H3K9me3/H3K27me3 et conclu qu’Ezl1 n’était pas requis pour la localisation correcte de
GFP-Sptl16-1. Méme si Sptl6-1 est bien localisée, ces résultats ne permettent pas de
conclure si elle est bien active en I'absence de Dcl2/3 ou d’Ezl1. Cependant, puisque les
phénotypes moléculaires consécutifs a Iinactivation de EZL1 et DCL2/3 sont moins
drastiques que ceux observés en inactivant SPT16-1, on peut supposer que Sptl6-1 est
toujours active dans les MAC en développement (Lhuillier-Akakpo et al., 2014). Ces données
suggérent que Sptl6-1 agit non seulement en aval mais agit aussi indépendamment des
voies d’élimination d’ADN nécessitant les scnARN et les marques d’hétérochromatine

H3K9me3 et H3K27me3.
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1.1 Sptl16-1 n’est pas recruté par I'intermédiaire des scnARNs ou des marques

d’hétérochromatine

La présence de H3K9me3 et H3K27me3 n’influe pas sur la localisation de Sptl6-1
dans les nouveaux MAC. On sait par immunofluorescence et par ChIP que Sptl6 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). Si rien ne permet d’affirmer que Spt16-1
interagit avec la chromatine chez P. tetraurelia, on peut raisonnablement imaginer que dans
notre cas l'absence d’EzI1 ne modifiant pas la localisation de Spt16-1, le recrutement du
chaperon d’histone ne semble pas influencé par les modifications d’histones H3K9me3 et
H3K27me3 comme c’est parfois le cas dans d’autres organismes. Chez S. cerevisiae, les
modifications H3K36me3 ou H3K4me3 altérent la fonction de FACT dans la transcription
(Biswas et al., 2005). Dans lintroduction, j'avais détaillé le fait que des protéines
interagissant avec la chromatine comme HP1c assuraient le recrutement de FACT (Kwon et
al., 2010). HP1c lie I'euchromatine chez D. melanogaster, interagit avec FACT et I’ARN
polymérase Il. Si nous étions parvenus a immunoprécipiter Spt16-1 nous aurions pu tenter
de montrer si Sptl6-1 est éventuellement localisé sur la chromatine en fonction d’autres

marques des histones.

On note de la méme maniére que le recrutement de Sptl6-1 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
d’évidence dans la littérature chez d’autres eucaryotes que des petits ARN pourraient
participer au recrutement de FACT ou Sptl6 sur la chromatine et cela ne semble pas étre 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 maniere spécifique a proximité des éléments a exciser, ce
n'est vraisemblablement pas par I'intermédiaire des marques d’hétérochromatine et par les
scnARN. Il est tout a fait possible d'imaginer que Sptl6-1 se localise sur I'ensemble du

génome indépendamment des séquences a éliminer et promeuve un relachement général
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de la chromatine pour rendre accessibles les séquences MIC spécifiques a la coupure. En
partant de cette hypothése, il, est alors facile d'imaginer comment sont rendues accessibles
les séquences a éliminer pour la machinerie d’excision grace au relachement général de la
chromatine. Un ChiIP Spt16-1 nous aurait permis de déterminer ou se localise Spt16-1 sur le
génome. Malheureusement, il nous a été impossible d’utiliser la protéine GFP-Spt16-1 ou

des anticorps contre Spt16-1 pour réaliser ces expériences de ChlP.

Cette hypothése ne permet cependant pas de préciser plus ce que notre modele
proposait déja: comment est signalée et reconnue la majorité des séquences MIC
spécifiques (Figure 12, 20). Javais expliqué dans I'introduction qu’une portion des IES ne
dépend pas pour son excision ni des voies de scnARN ni d’Ezl1 (Lhuillier-Akakpo et al., 2014).
Elles sont parmi les plus petites IES, avec une taille bien inférieure a celle du nucléosome ou
du linker d’ADN et ne présentent pas de séquence consensus. L'intervention d’un chaperon
d’histone comme Spt16-1 permet d’imaginer que certaines de ces trés petites séquences qui
pourraient étre complétement masquées par le nucléosome seraient rendues accessibles a
la coupure par I'ouverture de la chromatine. Les modifications portées par les histones ne
peuvent par contre pas expliquer la précision de la coupure des IES a la base pres et offrent
une résolution non compatible avec la reconnaissance d’IES aussi petites. || apparait évident
que d’autres acteurs sont requis pour marquer les séquences germinales et assurer le
recrutement correct de Pgm. On émet alors I’hypothése que la méthylation de I’ADN
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 étre impliquée dans les

réarrangements du génome.

2. Spt16-1 pourrait faciliter I’acceés a ’ADN de la machinerie

d’excision

Nos travaux ont montré que Sptl6-1 est requis pour la localisation correcte de Pgm
dans les MAC en développement. A lI'inverse, Pgm n’est pas requis pour la localisation de
GFP-Spt16-1. Nous avons conclu que Sptl6-1 agissait en amont de Pgm. Nous nous étions
assurés que Sptl6-1 n’était pas requis pour I'expression de Pgm. Nous avons constaté que

lorsque Spt16-1 est déplétée, si Pgm est absente de la majorité des MAC en développement
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(70%), dans une proportion de cellules (30%) un signal nucléaire d’intensité similaire aux
conditions sauvages est observée. Nous avons suggéré que Pgm, en I’'absence de Sptl6-1,
transite continuellement entre les noyaux et le cytoplasme et ne parvient pas a 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 a imaginer un modele
dans lequel le chaperon d’histone Spt16-1 faciliterait les interactions entre Pgm et I’ADN des
séquences germinales a éliminer en modifiant la chromatine localement (Figure 20). C’est
I'interaction de Pgm avec la chromatine ou I’ADN qui permettrait sa rétention dans les MAC

en développement.

Le modéle proposé est similaire aux mécanismes observés chez d’autres eucaryotes
pour assurer le role de Sptl6-1 dans la réplication, dans la transcription ou encore dans la
réparation (Formosa, 2012; Jeronimo and Robert, 2016; Yang et al.,, 2016). Malgré Ia
diversité des processus dans lequel le chaperon d’histone FACT est impliqué, un point
commun est sa faculté a recruter les machineries de transcription, réplication, réparation a
I’ADN en réorganisant la chromatine. Des études ont montré que FACT est retrouvé
conjointement avec la RNA polymérase Il sur les corps des geénes 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
I'interaction de la polymérase avec I’ADN et sa progression pour transcrire les génes. Il a été
montré chez S. cerevisiae que le désassemblage de la chromatine via la liaison de FACT aux
histones était nécessaire a l'initiation de la transcription et a la liaison de facteurs de
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
réplisome comme I’hélicase MCM (Yang et al., 2016). FACT désassemble alors la chromatine
pour permettre l'interaction de la polymérase et de I’hélicase avec I’ADN et ainsi la
réplication. On imagine que de maniere similaire Sptl6-1 chez P. tetraurelia pourrait
réorganiser la chromatine aux sites d’excision pour faciliter I'interaction de la machinerie
d’excision avec I’ADN et l'introduction de cassures double brin. Plus récemment, il a été
montré que FACT interagissait avec l'intégrase du HIV-1 et promouvait I'intégration du HIV-1

in vitro sur de la chromatine. Les auteurs ont conclu comme dans notre cas, que FACT
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favorise l'interaction de lintégrase avec I'’ADN en promouvant une conformation plus

ouverte de la chromatine (Matysiak et al., 2017).

Il est raisonnable de se demander s’il y a une interaction dans notre systéme entre
Pgm et Sptl6-1. Pour tester cette hypothése, 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 étre 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
I'inactivation de PGM n’a pas d’effet sur la localisation de GFP-Spt16-1. On suppose plutot
qgue Pgm et Sptl6-1 se localisent a proximité sur le génome et que plus que l'interaction
entre Pgm et Spt16-1 c’est I'ouverture de la chromatine qui promouvrait la rétention de Pgm

dans le MAC en développement.

Fo  CYCLESEXUEL 4 5 2
Meéiose/Caryogamy
/
H3kKome3 H3K27me3 N
scnARN
Sptle-1 l Spt16-1

Figure 20 : Modéle d’action de Spt16-1 dans les réarrangements du génome

Au cours du développement des nouveaux MACs, la majorité des séquences MIC s pécifiques seraient cibléesparlesscnARN
qui guidentle dépotdes marques d’hétérochromatine. En aval le chaperon d’histone Sptl6-1viendraitrelacherla
chromatine etlibérer ’ADNafin que la machinerie d’excision interagisse avecla chromatine etintroduise des cassures

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 apres la premiere division cellulaire dans le nouveau MAC. Cette localisation
pourrait indiquer que Spt16-1 a un réle supplémentaire plus tardif, par exemple dans la
réparation. La machinerie de réparation accompagne la machinerie d’excision pendant les
réarrangements d’ADN. Des expériences de co-immunoprécipitation montrent que le dimere
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
Sptl6-1 qui participerait au recrutement de la machinerie d’excision pourrait persister avec
la machinerie d’excision pour réparer les cassures double brins. Pour répondre a cette
hypothése, nous avons comparé les phénotypes produits par 'inactivation de SPT16-1, PGM

et des autres acteurs de la réparation.

Les phénotypes observés apres |'inactivation des acteurs connus du NHEJ chez P.
tetraurelia sont similaires a ceux que nous avons observés pour Sptl6-1 et ne sont pas
incompatibles avec un role dans la réparation. Les protéines Ku70a et Ku80c sont exprimées
plus tardivement que Sptl6-1 pendant le développement macronucléaire mais leur
déplétion provoque aussi la rétention de I'ensemble des IES et 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 développement comme on I'observe pour
Spt16-1 (Marmignon et al., 2014). Une fusion protéique a 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 a la fin de
I'autogamie comme Sptl6-1 (Kapusta et al., 2011). La déplétion de la ligase IV entraine
I'accumulation de cassures double brins aux bornes des IES et empéche la réparation
(Kapusta et al., 2011). Par ailleurs dans un RNAi L/IG4, comme lorsque |'on inactive SPT16-1
on n'observe pas de formation de jonction d’excision ni de production de cercles d’'IES qui
sont les produits d’élimination des IES quand bien méme on parvient a détecter
I'introduction de cassures double brins qui s’accumulent. Nous avions évoqué que I'absence
de jonctions d’excisions pouvait tout autant s’interpréter comme une absence de cassures

double brins ou I’'absence de réparations de cassures double brins comme dans un RNAI
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LIG4. Pour tenter de vérifier I'absence de cassures double brins dans un RNAi SPT16-1, nous
avons cherché a observer dans le séquencage d’un point tardif du développement de I’ADNg
apres inactivation de SPT16-1 si des lectures s’accumulaient au niveau des jonctions des
éléments MIC spécifiques. Il semble que comme pour une inactivation PGM mais
contrairement a une inactivation L/G4, nous n’observons pas de lectures s’accumulant aux
bornes des éléments MIC spécifiques (Arnaiz, communication personnelle) indiquant que
des cassures ne seraient pas introduites. De plus, I'accumulation des cassures dans un RNAi
LIG4 altéere I'endoréplication produisant des nouveaux MACs avec un marquage au Hoecsht
trés faible dans les temps tardifs du développement. Quand SPT16-1 est inactivé comme
pour PGM, le marquage Hoecsht est similaire au contréle indiquant que les cycles
d’endoréplication ont bien eu lieu et gu’il n'y vraisemblablement pas eu d’accumulations de
cassures. Quoigu’il en soit, pour observer un effet de Spt16-1 sur la réparation il faudrait
parvenir a découpler les effets de la protéine sur les réarrangements et la réparation, ce gqu'il
nous est impossible de faire pour le moment. Il nous semble bien plus probable que Spt16-1
empéche l'introduction de cassures double brins et il parait peu probable que Spt16-1 soit

lié a la réparation des cassures.

4. Sptl6-1etson effet surlatranscriptionchez P. tetraurelia

Le complexe FACT est principalement connu pour son role dans la transcription chez les
eucaryotes. L’'inactivation de SPT16 ou de POB3 provoque des modifications dans les niveaux
d’expression de genes aux fonctions variées chez 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 Sptl16-1 puisse étre un facteur de la transcription comme
ses homologues eucaryotes et réguler I'expression de certains acteurs des réarrangements
d’ADN comme |’endonucléase Pgm. Par Western Blot, nous avons montré que la protéine
Pgm était bien produite lorsque I'on inactivait SPT16-1 ce qui infirmait notre hypothese.
Sptl16-1 ne régule pas le niveau d’expression de Pgm. On ne peut cependant pas exclure que
Spt16-1 modifie le niveau d’expression d’autres genes impliqués dans le développement. On
ne peut pas exclure non plus que Spt16-1 soit nécessaire a la transcription de génes dont la
protéine produite est requise pour la localisation correcte de Pgm dans les MAC en

développement (molécules d’import/export nucléaires, acteurs des réarrangements,
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protéines nucléaires...). Dans cette hypothése Spt16-1 agirait alors de maniéere indirecte sur

la localisation de Pgm.

Pour répondre a cette question nous avons analysé le transcriptome de cellules
inactivées pour SPT16-1. Nous n’avons pas présenté ces données car elle ne montrait pas de
modifications trés importantes dans les niveaux d’expression des génes en absence de
Spt16-1. Nous n’avons pas identifié de modifications particulieres dans les niveaux
d’expression d’un certain nombre de genes identifiés comme des acteurs des
réarrangements. On dénombre 3338 genes sous-exprimés et 3051 génes surexprimés par
rapport aux conditions controles, ce qui fait seulement 10% des génes impactés par
I'absence de SPT16-1. Ces observations sont plutot cohérentes avec ce qui est observé dans
les transcriptomes de d’autres espéeces en absence de Sptl6. Chez H. sapiens ou A. thaliana,
la proportion de génes qui voient leur niveau d’expression changé reste tres faible (Li et al.,
2007; Pfab et al., 2018). Si Sptl6-1 a un rdle dans la transcription il est difficilement
observable dans ces conditions. Il nous apparait plus probable que Spt16-1 n’ait pas de réle

particulier dans la transcription au contraire de ces homologues eucaryotes.
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Chapitre 2 : Méthylation des adénines

Un nombre croissant d’études parvient a détecter la méthylation des adénines chez des
eucaryotes variés grace a |'amélioration des méthodes utilisées. 6mA avait déja été
identifiée chez le cilié P. tetraurelia par chromatographie a I'aide de nucléotides marqués
radioactivement (Cummings et al., 1974). Mon travail de thése 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.

l. Identification de modifications dans I’ADN de 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 especes du groupe
aurelia, contiennent 6mA mais pas de 5mC (Cummings et al., 1974). Nous avons décidé

d’utiliser la technique d’"HPLC-MS pour confirmer ces résultats.
1. 5mC, 5hmC, 4mC et 80x0G ne sont pas détectées chez P. tetraurelia

Nous avons montré par HPLC-MS que I’ADN génomique de P. tetraurelia ou P.
sexaurelia ne contient pas ou trés peu de méthylation des cytosines 5mC quel que soit le
moment du cycle cellulaire. Nos analyses d’HPLC-MS ne permettent pas de quantifier
chague modification et nous sommes bien entendus dépendant de la sensibilité de la
méthode de détection. Nous pouvons simplement en conclure que s’il existe du 5mC sur le
génome de Paramecium, celui-ci est indétectable par HPLC-MS. Les chromatogrammes
obtenus pour E. coli Dam-Dcm- sont tres similaires a ceux obtenus pour P. tetraurelia ou
sexaurelia, ne montrant pas de pic au temps de rétention correspondant a 5mC. Nous avons
utilisé comme contréle positif I’ADNg d’E. coli sure pour lequel on détecte comme attendu
un pic important au temps de rétention pour 5mC. C’était déja le constat de Cummings en
1974 qui ne parvenait pas a détecter de 5mC et en concluait que la modification était
absente du génome de P. tetraurelia (Cummings et al., 1974). D’autres eucaryotes comme D.

melanogaster, C. elegans ou S. cerevisiae ne possedent 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 pas a détecter d’homologues de cytosine méthyltransférases
responsables de la méthylation de novo ou de maintenance par exemple chez les

mammiféeres (Ambrosi et al., 2017).

Nous avions aussi a notre disposition des molécules standards pour les nucléotides
modifiés 5hmC, 4mC et 8oxoG. Nous ne sommes pas parvenus a détecter ces modifications
dans I’ADN génomique de P. tetraurelia ou P. sexaurelia quelle que soit la condition a
laquelle nous avons extrait I’ADN. Finalement I'absence de 5hmC nous parait logique étant
donnée I'absence de 5mC qui est le précurseur de 5hmC, dans le génome de P. tetraurelia.
Les enzymes TET déméthylent 5mC et produisent I'intermédiaire 5hmC (Shi et al., 2017).
Nous ne détectons pas non plus d’homologues d’enzymes TET dans le génome de P.
tetraurelia. La 8oxoG est une modification résultant de Iésions de I’ADN et de stress oxydatif
et provoquant des mutations dans I’ADN (Kanvah et al., 2010). Nous n’avons pas non plus
détecté par cette méthode de 8oxoG. Les molécules de 4mC et 5mC ont le méme poids
moléculaire mais nous sommes parvenus a les séparer sur notre colonne d’"HPLC-MS. Pour
autant nous ne parvenons pas a détecter de 4mC avec la sensibilité de notre technique dans
nos échantillons. Ces résultats négatifs sont a prendre avec précaution. D’une part nous
n‘avons pas de controle positif de la détection de 4mC dans nos échantillons. E. coli ne
contient pas de 4mC. Il aurait fallu utiliser de I’ADN de souches bactériennes comme
Pseudomonas alcaligenes ou de bactéries thermophiles dans lesquelles la présence de 4mC
est attestée (Morgan et al., 2016). Par ailleurs nous avons entamé I’analyse du séquengage
par SMRT sequencing du génome de P. tetraurelia et avons détecté une grande quantité de
4mC, pres de 8% des cytosines. Nous souhaitions valider de maniere indépendante du
séquencage la présence ou absence de 4mC. Il est possible que notre méthode d’"HPLC-MS
ne soit pas assez sensible pour détecter 4mC dans le génome de la paramécie mais vu les
qguantités détectées par le séquencage PacBio il semble plutét que 4mC soit un artefact du
séquencage par SMRT sequencing. Il est possible que ce signal produit par la polymerase soit
mal interprété par I'analyse et nous nous posons la question de savoir si cet artefact est
spécifique d’un contexte génomique, d’un type de séquence. La présence de 4mC a été

récemment décrite dans I’ADN de certains eucaryotes par SMRT sequencing (Ye et al., 2017).
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Cependant aucune technique indépendante n’est venue confirmer la présence de 4mC dans

I’ADN de ces espéces (anticorps ou HPLC-MS).

2. Détectionde 6mA dans I’ADN de P. tetraurelia

Les expériences d’HPLC-MS sur I’ADN génomique de P. tetraurelia et P. sexaurelia a
différents temps du cycle cellulaire ont confirmé les résultats obtenus par Cummings
(Cummings et al.,, 1974) : 6mA est abondamment détecté. Leurs niveaux de détection
semblent comparables a ce que nous observons dans I’ADN génomique extrait de souches
sure d’E. coli. 2% des adénines sont méthylées dans le génome d’E. coli comme |’atteste
I'analyse du génome par SMRT sequencing (Fang et al., 2012). Il nous est impossible de
quantifier le pourcentage d’adénines méthylées dans nos expériences d’'HPLC-MS mais
connaissant la proportion détectée dans I’ADNg d’E. 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

gu’il soit impossible de quantifier le niveau de méthylation par HPLC-MS.

Cummings précisait dans ses travaux qu’il parvenait a détecter prés de 3% d’adénines
méthylées dans le génome micronucléaire (Cummings et al., 1974). L’analyse du génome par
HPLC-MS ne nous a pas permis de différencier entre ADN MIC et MAC puisque nous avons
extrait I’ADN total de nos cellules. Il est possible que les échantillons de MIC préparés par
Cummings par fractionnement cellulaire aient été contaminés en fragment de MAC
hautement polyploides, ce qui aurait biaisé le pourcentage d’adénines 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
fluorescents. Cependant la quantité d’ADN récupérée est insuffisante pour réaliser des
analyses avec notre protocole d’HPLC-MS: par tri des MIC environ 100ng sont obtenus
qguand 500ng de nucléosides sont nécessaires pour nos analyses en HPLC-MS a partir de

10ug d’ADN. On peut envisager de compiler des extractions d’ADN MIC pour obtenir une
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quantité suffisante d’ADN a analyser mais cela semble difficilement réalisable. Les quantités
d’ADN MIC que nous parvenons a obtenir sont par contre compatibles avec la détection de
6mA par un anticorps spécifique en Dot Blot puisque nous parvenons a détecter du signal
dés 50ng d’ADN déposé. Cet ADN MIC pourrait aussi étre utilisé a terme dans des analyses

par séquengage de la méthylation.

Les résultats que nous avons obtenus par Dot Blot nous ont permis de confirmer par une
méthode indépendante de I'HPLC que le génome de P. tetraurelia contient bien de la
méthylation des adénines. L’anticorps anti-6mA est un anticorps initialement utilisé pour
détecter la méthylation des adénines sur les ARN. Il est utilisé pour détecter 6mA dans I’ADN
de C. elegans et sa spécificité a été démontrée sur des oligonucléotides simple ou double
brins (Greer et al., 2015). Dans cette étude, les auteurs montrent que "anticorps est aussi
capable de reconnaitre 1mA issus de dommages de I’ADN. Nous ne pouvons donc pas
exclure que le signal que nous détectons par I'anticorps anti-6mA provienne aussi d’1mA.
Cependant cette modification est généralement minoritaire chez les eucaryotes et il semble
plus probable que la majorité du signal provienne bien de 6mA (lyer et al., 2011). Méme si
nous avons montré que le signal que nous détectons pour 6mA en Dot-Blot provient
exclusivement de I’ADN, il est tout a fait possible que la méthylation des adénines soit aussi
retrouvé dans I’ARN chez P. tetraurelia. Nous ne sommes pas parvenus a détecter 6mA dans
les ARN totaux de P. tetraurelia en Dot-blot. Pour répondre a cette question, il faudrait

analyser par HPLC-MS des échantillons d’ARN pour y détecter 6mA.

II. La méthylation des adénines est établie pendant le

développement macronucléaire

1. Méthylation de novo et de maintenance chez P. tetraurelia

L’anticorps que nous avons utilisé pour détecter 6mA nous a permis de décrire sa
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
méthylation des adénines est détectée dans le génome MAC. Elle s’établit progressivement

dans les nouveaux MAC pendant le développement. Elle apparait de maniere transitoire
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dans les MIC d’abord en méiose | puis trés précocement dans le développement MAC. Bien
gue nous n’ayons pas quantifié précisément le signal 6mA, il semble que I'intensité du signal
6mA dans le nouveau MAC aprées la premiere division cellulaire soit comparable a I'intensité
dans le MAC de cellules végétatives. On suppose qu'une fois établie a la fin du
développement la méthylation est maintenue globalement au méme niveau au fur et a
mesure des divisions cellulaires. Le niveau de méthylation relativement constant dans les
expériences d'HPLC-MS entre les différentes conditions s’expliquent relativement bien en
Immunofluorescence. A chaque stade, I'ensemble des noyaux sont positifs a la méthylation
et méme 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 s’établit progressivement dans les nouveaux
MAC au cours du développement. Chez les plantes et les mammiferes, la méthylation 5mC
de maintenance et de novo sont catalysées par des enzymes différentes. Chez les
mammiféres, DNMT1 catalyse la méthylation de maintenance de préférence sur I’ADN hémi-
méthylé. Elle permet ainsi de maintenir la méthylation et I'information épigénétique au
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
I’'embryogénése. On peut tout a fait imaginer un systéme similaire chez P. tetraurelia ou des
méthyltransférases différentes permettent la maintenance ou I’établissement de Ia

méthylation.

2. Alarecherche de méthyltransférases des adénines

L’hypothése de plusieurs méthyltransférases pour des méthylations de novo et de
maintenance est appuyée par la recherche d’homologues de I'adénine méthyltransférase
Damt-1 de C. elegans (Greer et al., 2015) dans le génome de P. tetraurelia qui nous a permis
d’identifier 12 méthyltransférases putatives. Nous avons réalisé au laboratoire une analyse
phylogénétique des méthyltransférases a domaine MTA70 que nous avons identifiées et les
avons comparées a un ensemble de protéines déja identifiées pour certaines comme des
ARN ou ADN méthyltransférases sur les adénines (Figure 21). L’analyse des profils

d’expressions de chacun des génes correspondants par RNAseq révele que quatre d’entre
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eux sont exprimés spécifiquement pendant le développement (NMADO5,06,07,08
appartenant au clade 4 des ZZ domain) et huit autres de maniere constitutive
(NMADO01,02,11,12 dans les clades 1 et 2, NMADO03,04,09,10 dans le clade 5) (Figure 21)
(Arnaiz et al., 2017). Les quatre spécifiques du développement pourraient correspondre a la
méthylation de novo quand les autres se préoccuperaient de la méthylation de maintenance.
L'ensemble de ces enzymes appartiennent a la famille 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 plutét dans la méthylation des ADN ou des ARN. Il est possible que
les enzymes des clades 1 et 2 ou figurent déja des ARN méthyltransférases le soient aussi.
Jai réalisé linactivation de I'’ensemble des genes codant ces protéines, seules ou en
combinaison mais ne suis pas parvenu a observer de phénotypes ni de létalité, ni sur Ia
méthylation, ni moléculaire sur les réarrangements dans la majorité des cas. Il est prévu
d’inactiver I'ensemble de ces génes d’adénines méthyltransférases putatives en extrayant
systématiquement les ARN pour attester de I'efficacité de I'inactivation. Pour déterminer si
les protéines codées par ces génes sont bien nécessaires a la méthylation, nous pourrons
détecter 6mA dans les cellules inactivées par HPLC-MS ou a l'aide de notre anticorps
spécifique par Immunofluorescence. Lorsque nous aurons également localisé la méthylation
dans le génome par séquencage nous pourrons aussi échantillonner et regarder sur des sites

précis le niveau de méthylation apres inactivation.
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Figure 21 : Analyse phylogénétique des adénines méthyltransférases putatives a domaine
MTA70 de P. tetraurelia.

Arbre phylogénétique des N6-Adenine Méthyltransférases dudomaine MT-A70 obtenu par maximum de vraisemblance a
|’aide du programme MEGA®. Les protéinessontindiquéesparle nom des espéces etdunumérod’accession, et colorées
en fonction desdifférents groupes. Les valeurs de bootstrap sontindiquées a chaque embranchement. Enfin, les groupes

bactériens représententdes clades successifs permettant d’enraciner|’arbre. Réalisé par Romain Coppée (Etude
phylogénétique des N6-Adénine Méthyltransférases chez I’espece Paramecium tetraurelia, Projet long de master 2).

3. La méthylation des adénines dans les MIC

Par immunofluorescence, I’anticorps anti-bmA a permis de détecter de Ia
méthylation dans les MIC a deux moment du cycle cellulaire : en méiose | et au début du
développement macronucléaire. Ces résultats ne viennent pas confirmer la totalité des
observations de Cummings ou la méthylation est détectée dans les MIC de cellules en cycle
végétatif (30 a 40 divisions aprés I'autogamie) (Cummings et al., 1974). Dans cette étude, les
auteurs n’avaient pas quantifié la méthylation pendant les évenements sexuels et les MIC
extraits proviennent de P. primaurelia et non de P. tetraurelia. 1l nous est difficile de
comparer nos résultats avec les leurs. Le génome micronucléaire est transcriptionnellement
inactif a I’exception de la méiose ol il est intégralement transcrit pour produire les scnARN
qui permettront les réarrangements d’ADN pendant le développement (Coyne et al., 2012;
Lepere et al., 2009). Le signal 6mA détecté dans les MIC a ce moment du cycle pourrait
indiquer que la méthylation des adénines est liée a la transcription des scnARN. Nous
n‘avons par contre pas connaissance d'un marquage particulier d’'une autre protéine ou
modification de I’ADN ou de la chromatine visible dans les MICs au début du développement
MAC. La signification biologique de la méthylation dans les MICs a ce moment du cycle reste

encore mystérieuse.

Il est possible que le protocole d’'Immunofluorescence ne permette pas a I'anticorps
anti-6mA d’accéder au génome MIC a tout moment du cycle cellulaire. Le signal que nous
détections pour la méthylation des adénines en Immunofluorescence est dépendant de la
sensibilité de la technique et de la capacité de I’anticorps a accéder aux différents génomes
MIC et MAC. Les fenétres de temps pendant lesquelles nous détectons de la méthylation des
adénines dans les MIC pourraient étre liées a une plus grande accessibilité de I’ADN
micronucléaire a l'anticorps anti-6mA. |l n’est pas impossible que bien que nous ne
détections pas de 6mA dans les MICs a d’autres moments du cycle de vie, la modification 'y
soit quand méme présente.
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4. Méthylation des adénines et réarrangements du génome

L'une de nos hypotheses de travail proposait que la méthylation des adénines chez P.
tetraurelia soit liée aux réarrangements d’ADN. Nous avons observé que la méthylation
s’établissait dans les MAC en développement sans étre s(irs que cela se fasse au moment ou
se produisent les réarrangements du génome. Pour répondre a notre hypothése, nous avons
localisé par immunofluorescence 6mA et I’endonucléase Pgm avec des anticorps spécifiques
(Dubois et al., 2017). Nous en avons conclu que la méthylation des adénines apparaissait
tardivement aprés que Pgm a disparu des MAC en développement. L'établissement de la
méthylation serait donc postérieur aux réarrangements ce qui ne va pas dans le sens de
notre hypothése. L'augmentation progressive du signal 6mA dans les noyaux pourrait par
contre refléter les cycles d’endoréplication. Ces résultats dépendent bien sir de la sensibilité
de I'anticorps et il est tout a fait possible que le peu de méthylation déposée précocement
dans les MAC en développement dont la ploidie est encore faible suffise pour aider aux
réarrangements. |l devient important de localiser la méthylation des adénines dans le
génome de P. tetraurelia par SMRT sequencing afin de voir si comme nous |'imaginons elle
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
sera aussi possible de les inactiver pendant les réarrangements et d’étudier I'effet de leur

inactivation sur I’élimination d’ADN.

I11. Localiser dans le génome de P. tetraurelia la

méthylation des adénines

1. Adaptation du protocole de MedIP

Le MedIP permet de localiser avec une résolution de I'ordre de 200pb une
méthylation de I’ADN dont nous possédons un anticorps spécifique. Pour localiser 6mA par
cette technique dans le génome de P. tetraurelia, nous nous sommes inspirés de I’analyse de
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 méme

anticorps commercial contre 6mA que nous, les auteurs se sont basés sur un protocole de
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MeRIP, immunoprécipitation d’ARN méthylés 6mA que nous avons adapté a I’ADN de P.
tetraurelia (Dominissini et al., 2015; Greer et al., 2015). Comme pour les autres expériences
visant a 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
premiére tentative de MedIP que nous avions réalisée utilisait de I’ADN extrait en croissance
végétative. Cependant la contamination bactérienne était beaucoup trop forte pour couvrir
suffisamment le génome de P. tetraurelia. Nous avions donc décidé d’utiliser de I’ADN
extrait en toute fin d’autogamie (T50) pour s’affranchir de la contamination bactérienne
contenue dans les vacuoles digestives de cellules en croissance végétative. Les analyses que
nous avons réalisées apres séquencage de I'immunoprécipitation 6mA n’ont cependant pas
permis d’identifier de zones du génome enrichies ou déplétées en 6mA. Nous avions utilisé
comme controle une immunoprécipitation par |'anticorps anti IgG qui ne permettait pas
d’'immunoprécipiter d’ADN comme c’est le cas avec l'anticorps anti-6mA. Ces résultats
semblaient indiquer que I’anticorps anti 6mA ciblait des séquences spécifiques dans le
génome. Pour autant, les séquences obtenues aprés séquencage de l'input et de
I'immunoprécipitation 6mA sont trés similaires : couvertures comparables, pourcentage
d’AT comparables et composition similaire. Plusieurs hypothéses peuvent expliquer ces
résultats. 1l est tout a fait possible que la méthylation soit répartie de maniere tres
homogéne 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
d’identifier de zones enrichies ou déplétées en 6mA. Dans ce cas il faut localiser 6mA dans le
génome de P. tetraurelia par une autre méthode comme le SMRT sequencing par Pacific
Bioscience. Finalement il est aussi possible que I'anticorps anti-6mA ne soit pas réellement
spécifique de 6mA et pourrait par exemple reconnaitre de maniére générale dans le génome
de P. tetraurelia les adénines y compris non méthylées. Cela expliquerait que
I’Immunoprécipitation 6mA produise des données hautement similaires a celles de I'Input.
Pour répondre a cette question il serait intéressant de reproduire les expériences de MedIP
en introduisant comme contrdle positif des oligonucléotides méthylés sur les adénines dont
nous sommes capables de contréler la quantité par gPCR par exemple. Nous pourrions ainsi
faire varier la quantité de ces séquences et controler que la technique de MedIP fonctionne

bien et que I'anticorps permet bien d'immunoprécipiter I’ADN modifié par 6mA.
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2. Localiser 6mA par SMRT sequencing

Nous avons préféré ne pas poursuivre I'analyse de 6mA par MedIP car nous avons
entrepris d’analyser la localisation de 6mA par la technique de SMRT sequencing développée
par Pacific Bioscience. Nous avons décidé d’utiliser le méme ADN que celui sur lequel nous
souhaitions faire le MedIP, de I’ADN a T50 en toute fin d’autogamie. Nous espérons obtenir
une localisation au nucléotide prés et également identifier des motifs et potentiellement
voir si 6mA marque les éléments MIC spécifiques ou du moins si sa localisation semble
corrélée a la localisation d’éléments MIC spécifiques. Les analyses viennent de débuter mais
les résultats préliminaires confirment la présence de 6mA dans le génome de P. tetraurelia
et indique un pourcentage d’environ 1,41% de 6mA/A. Il semble que la méthylation soit
retrouvée essentiellement sur des motifs AT et en particulier dans les portions codantes du
génome. Nous avons pour objectif de comparer ces données de séquencage a l’annotation
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
spécifiguement les séquences a éliminer et en particulier les petites IES qui ne dépendent ni
des scnARNs ni d’EZL1 pour leur élimination (Lhuillier-Akakpo et al., 2014). Ces marques
guideraient alors la machinerie d’excision. Pour autant étant donné que 6mA est présent
pendant tout le cycle de vie et dans tous les noyaux il est tout a fait possible que la
méthylation ait d’autres fonctions chez P. tetraurelia. |l sera ainsi intéressant de voir si sa
localisation est en lien avec le positionnement des nucléosomes comme chez T. thermophila,
les sites d’initiation de la transcription chez 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). L’abondance de la méthylation des adénines chez P. tetraurelia en
fait un parfait modele d’étude de cette modification chez les eucaryotes. Grace a cette
méthode on est capable de détecter et localiser la méthylation qui peut étre analysée en lien
avec l'annotation du génome et le positionnement des nucléosomes. Cette premiere
expérience de SMRT seq que nous sommes en train d’analyser est la preuve de principe que
la technique marche. Elle pourra étre adaptée pour d’autres conditions physiologiques

comme pendant les réarrangements du génome.
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Annexes 1

Nom

Séquence (5’ - 3’)

Application

fed1_SSRP1_f1

fedl SSRP1_r1
fed2_SSRP1_f2
fed2_SSRP1_r2
51A-1835-5'(3)
51A-1835-3'
51G1832up
51G1832do
51G2832-6
51G2832-8
51A-6649-5'
51A-6649-3'
pob3 up2 F

pob3_do2_R
pcrllPOB3_TGA_F
pcrllPOB3_TGA R
qPCR_GFP_F1
qPCR_GFP_R1
GAPDH_qPCR_F1
GAPDH_gPCR_R1

deletionMBD_F1
deletionMBD_R1

CAGAGTCAATATAGATGATAAGAATTTG

ACTTCGTGAATGGTAAGTATGGAATCGC
AAAATATACAATGGATTTCTTTAAAAAAG
ATTTTTCTAATGGGAATAGGAATCCTG
GGTTGCGTAACACTTCCTCTTAAATGTGAG
ATCCTAACATCCTTGAATAGTTACTGATCC
GCTATAACTCTTGAAGCTGCTTGTAATATG
TTGTCAATGAGCCATTAACAGTTGCTGGAT
CAAATACTGGTGGTGCAACATCCTCAACTGC
GAACCATTTAATGCGCAATATCCTGCATTTCC
AAATGGTACTGTTTGTGCTTGGGATAGTGC
CAGCAGTACATCCAGCTCTCTAAGTTTAGC
GAATTAGGTATTAAGGAAGTGGATG

AAACGAAATCATCTAATTACGAGAG

ACAATAATATATATTTGAATATTAAAATA

TTTTAACAGCTCTTGTTTTTTA

CTTTTCACTGGTGTTGTTCC

TCCATAAGTTGCATCACCTT

TTTGGTATTGTTGAGGGTAAAA

AAAGGTGGAAAAGACTGGAG

TGATCAACTTATATAATATATTGTATAA
GTCTTATTCAAATTCGAATTCAG

Insertfeeding #1 pour Pob3-1

Insertfeeding #1 pour Pob3-1
Insertfeeding #2 pour Pob3-1
Insertfeeding #2 pour Pob3-1

PCR around IESA1835

PCR around IESA1835

PCR around IESG1832

PCR around IESG1832

PCR around |IESG2832

PCR around |IESG2832

PCR around IESA6649

PCR around IESA6649

PCR pour POB3-1 et les séquences
régulatrices

PCR pour POB3-1 et les séquences
régulatrices

PCR pour introduire GFP en C-ter de
Pob3-1

PCR pour introduire GFP en C-ter de
Pob3-1

gPCR to measure transgene copy
number

gPCR to measure transgene copy
number

gPCR to measure transgene copy
number

gPCR to measure transgene copy
number

Délétion de MBD dans GFP-Spt16-1
Délétion de MBD dans GFP-Spt16-1

Table S1: Oligonucléotides utilisés dans les résultats supplémentaires
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Annexe 2
Espéce Nom Numéro d’accession
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 YMLO69W
Caenorhabditis elegans Ssrpl WP:CE08542
Drosophila melanogaster Ssrpl FBgn0010278
Homo sapiens Ssrpl HGNC:11327
Mus musculus Ssrpl MGI:107912
Arabidopsis thaliana Ssrpl 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_1la 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_1la 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 : Numéros d’accession des protéines utilisées dans I’analyse phylogénétique

Les numéros d’accession,
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:  http.//flybase.org/, M. musculus
https.//www.genenames.org, A. thaliana

https.://wormbase.org/#012-34-5,
http://www.informatics.jax.org/, H.
https.//www.arabidopsis.org/.

nom des protéines et noms des espéces sont donnés.

melanogaster
database:

Paramecium database:

database:
database:
database:
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Annexe 3

.9

P. tredecaurelia_P71800001293260140

P. pentaurelia_P0470124
P. sexaurelia PNG15733

P. biaurelia_ GNP12958

P. tetraurelia_Pob3_2b

o.8ll - P octaurelia_P0760120
O 9 0.64| P primaurelia_P18654
P. pentaurelia_P0800112
P. caudatum P15516
P. primaurelia_P14276
P. pentaurelia P0530160
0.7%lgl g4 )
P. sexaurelia_ PNG18369
0.9 P. sexaurelia_PNG14712
0 CQ S58U° P biaurelia_ GNP06847
P, tredecaurelia_P71800001293370204
P. biaurelia_GNP11712
8 ;j{(P tetraurelia_Pob3_2a
0.934" P. octaurelia_P0490118
0.78 — P. tredecaurelia_P71800001283690223
0.92 _I P. pﬂmaureh:a_P15045
P. pentaurelia_P0010114
0.9 P. primaurelia_P13357
0.9 P. pentaurelia_P0470231
0. P. biaurelia_GNPO7173
0.28 P, tredecaurelia_P71800001293620112
P. primaurelia_P18748
d. P. pentaurelia_P0800209
1 P biaurelia GNP12863
P. tetraurelia_Pob3_1
0.9% P. octaurelia_P0760227

— P, sexaurelia_PNG15835

P. caudatum_P01001

0.4

Figure S1 : Identification des homologues de Pob3 chez P. tetraurelia

T. thermophila_Q23D83

Arbre phylogénétique des protéines Pob3 de P. tetraurelia et des autres espéces de Paramécies basé sur I'alignements des
séquences protéiques totales par MUSCLE. La phylogénie de I’alignement est générée en utilisant PhyML 3.0 sur
Phylogeny.fr avec une procédure de bootstrap de 100. L’arbre est observé grédce a Tree.Dyn 198.3. Les séquences protéiques

et les numéros d’accession sont indiqués en Table S2/Annexe 2.
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