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Chapitre I

Les cassures double-brin de ’ADN

Origines et conséquences La molécule d’Acide DésoxyriboNucléique (ADN) est une
des molécules biologiques les plus étudiées. Elle donne les plans de fabrication des pro-
téines, outils de la cellule, et est transmise a la génération suivante. Elle est donc le support
de I'information génétique. Cette macromolécule est composée de deux polymeres de nu-
cléotides. Chaque nucléotide est composé d'une base A, T, C ou G, d'un sucre et d'un
a trois groupements phosphate. Les nucléotides sont associés au sein d'un polymere par
une liaison phosphodiester dans le sens 5’ vers 3’. Les deux polymeres sont eux associés
par des liaisons hydrogenes entre les bases, de maniére anti-paralléle et formant ainsi les
deux brins de la célebre double-hélice (WAaTson AND CRICK 1953). L'ADN peut former
de tres longues molécules (plusieurs centimetres voire metres) et associé a des protéines
forme les chromosomes. Les genes sont les unités permettant la transcription des Acides
RiboNucléiques (ARN), utilisés lors de la traduction pour la synthese des protéines.

L’ADN est exposé a de nombreux stress (réplicatif, oxydatif, ionisant, ...) qui pro-
voquent une grande variété de dommages accidentels (Figure [[.1). ’ADN étant un élé-
ment essentiel de la cellule, ces dommages peuvent donc avoir de trés graves conséquences
en compromettant 'intégrité de 1'information génétique. Des mécanismes de réparation
ont donc évolué pour assurer la protection de ’ADN et se sont spécialisés dans certains
types de dommages.

L'un de ces dommages est la Cassure Double-Brin (CDB), évenement ou les deux
brins de I’ADN subissent chacun la rupture d’une liaison phosphodiester. Cette cassure

crée donc deux extrémités libres d’ADN, sensibles aux exonucléases. La cassure peut de
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Chapitre I. Les cassures double-brin de ’ADN

Types de lésion

base endommagée . . _pontag_e
mésappariement intra-brin  pontage
cassure inter-brin

double-brin

cassure
simple-brin

MMR

—— NER
) _ BER NHEJ
Méchanismes HR
de réparation

F1Gure L.1 — Dommages de I’ADN et mécanismes de réparation associés

Les cassures simple-brin et les bases endommagées sont réparées par le BER (Base Exision Repair).
Les mésappariements par le MMR (MisMatch Repair). Les cassures double-brin par le NHE] (Non
Homologous End Joining) et le RH (Recombinaison Homologue). Les pontages intra et inter-brin par
le NER (Nucleotide Exision Repair).

plus avoir lieu dans un géne ou une séquence régulatrice, perturbant la synthése des
protéines. Dans le cas ot une réparation a lieu, des erreurs peuvent étre introduites dans
la séquence et avoir de possibles effets cancérigenes par exemple. Enfin, la cassure non
réparée provoque une fragmentation du chromosome, pouvant aboutir & une mauvaise
ségrégation chromosomique lors de la prochaine division cellulaire et ainsi provoquer
une anomalie partielle de la ploidie. Chez les bactéries, les chromosomes sont circulaires
et une CDB non réparée provoque une linéarisation du chromosome létale pour la cellule.
I1 est donc essentiel de réparer le plus efficacement les CDB.

Les principaux mécanismes responsables de la réparation des CDB sont la Recombi-
naison Homologue (RH) et la Jonction d’Extrémités Non Homologues (NHE]). Ils réparent
les CDB accidentelles, mais également des CDB dites programmées. Différents exemples
seront étudiés par la suite. De plus, le choix entre ces deux voies peut étre régulé au cours

du cycle cellulaire ou en fonction du type de cassure.

LA RECOMBINAISON HOMOLOGUE

La RH, trés bien conservée dans 1’ensemble du vivant, est un mécanisme de répara-
tion généralement fidele. Cette voie utilise I'information génétique présente sur un ADN

homologue pour reconstituer le locus endommagé (Figure [[.2).



I.1. La recombinaison homologue

CDB l
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Ces mécanismes seront abordés plus loin. Adaptée de KOWALCZYKOWSKI] (2015).
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Pour ce faire, une résection d’ADN au niveau de la cassure se produit, dans le sens 5’
vers 3’. Cette résection va produire un ADN simple brin (ADN sb) avec une extrémité 3’.

Cet ADN sb va ensuite envahir ’ADN homologue et s’associer a son brin complé-
mentaire par homologie de séquence. L’ADN homologue est utilisé comme matrice pour
resynthétiser la zone endommagée par la cassure, permettant ainsi de restaurer 1'infor-
mation génétique perdue. La seconde extrémité d’ADN est ensuite soit capturée par la
D-loop soit réalise une invasion indépendante.

Une fois la polymérisation finie sur les deux extrémités, des structures intermédiaires
présentes dans la voie classique, les jonctions de Holliday, sont résolues, complétant ainsi
la réparation de la cassure. Les jonctions de Holliday peuvent étre résolues de deux
manieres différentes : soit par une résolution topologique, nécessitant la migration des
branches convergentes et ’action d’une topoisomérase soit par un clivage endonucléoly-
tique introduisant une cassure de I’ADN. Un échange de bras de chromosome est possible
entre les deux homologues suite a cette seconde résolution, résultant en un réarrangement
chromosomique massif, communément appelé Crossing Over (CO) (SYMINGTON|[2016).

Ce mécanisme de réparation est présent dans I'ensemble du vivant et les protéines sont
trés conservées, au moins au niveau de leur structure. Les protéines décrites ci-dessous
sont les protéines humaines et ne représentent qu'une partie des protéines essentielles a

la RH.

I.1.x  Acteurs et mécanismes associés

Le complexe MRN Ce complexe de trois protéines, Mre11, Radso et Nbs1 joue un role
crucial pour la reconnaissance de la CDB et sa réparation. MRN est I'un des premiers
complexes a s’associer a la CDB et entame la résection nécessaire a la RH (Figure [L.3).

Mre11 possede une activité endonucléase et exonucléase 3’-5". Des inhibiteurs spéci-
fiques de chaque fonction ont pu étre développés et ont mis en évidence les roles distincts
des deux activités nucléases (SHIBATA ET AL.[2014).

Rads0 est une protéine capable d’interaction avec ’ADN. Apparentée aux protéines
SMC (cohésines), elle permet la juxtaposition des molécules d’ADN engagées dans la RH.

En interagissant et en hydrolysant un ATP, Radso influence l'activité nucléase de Mre11.
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Le complexe MRN/CtIP reconnait la CDB et par une activité nucléase produit un ADN sb 3’
sortant. L'exonucléase Exo1 prend le relai pour une résection étendue. L'ADN sb est d’abord
protégé par RPA puis par Rads1 qui va permettre la recherche et I'invasion de ’ADN homologue.
Adaptée de [SYMINGTON]| (2016).

FIGURE 1.3 — Protéines de la RH
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Nbs1 pourrait jouer un role de chaperonne. Elle permet la localisation nucléaire de
Mre11 et présente des motifs d’interaction protéine/protéine.

L’activité exonucléase 3'-5" de Mre11 est a premiére vue étonnante, du fait de la résec-
tion 5'-3” observée in vivo. Au lieu de procéder a la maturation de la cassure directement
sur 'extrémité, le complexe MRN peut réaliser une cassure simple-brin a distance du site
de coupure, puis procéder a une dégradation de 3" vers 5’, donc vers la cassure (voir Fi-
gure .4 pour exemple). Ce mécanisme permet 8 MRN de dégager les extrémités 3" d’ADN
sb

CtIP La protéine CtIP a de multiples roles. Elle interagit avec le complexe MRN et est un
facteur dans l’activation de la résection en permettant de diriger la réparation de la CDB
vers la RH (SARTORI ET AL.[2007). Des études in vitro ont dévoilé une activité endonucléase
de CtIP (WANG ET AL.[2014, MAKHARASHVILI ET AL.[2014) mais ces travaux n’ont pas pu
étre reproduits par d’autres groupes (ANDRES ET AL.2015). Un approfondissement du

travail sur CtIP est donc nécessaire pour clarifier sa fonction biochimique.

Exor La résection créée par Mre1i1 n’est pas suffisante pour permettre l'invasion de
I’ADN homologue par I’ADN sb car elle nécessite une résection d’au moins 500 nucléo-
tides (MUNDIA ET AL.[2014). Une exonucléase 5'-3” avec une plus grande processivité entre
donc en action. Il s’agit d’Exo1. Cette nucléase peut produire des extensions d’ADN sb

longues de plusieurs kb (HODGSON ET AL/|2011).

RPA L’ADN sb ainsi créé est pris en charge par RPA. Cette protéine permet de protéger
cette forme fragile de I’ADN et évite la formation de structure secondaire. En effet, un
ADN sb a la capacité de former des structures secondaires s’il possede au moins deux
séquences complémentaires. RPA permet donc de garder une structure linéaire, quelle
que soit la séquence de ’ADN sb. RPA joue également un role essentiel de signalisation

et de recrutement des protéines de réparation (BHAT AND CORTEZ 2018).

Rads1 RPA est ensuite remplacé par Rads1, une autre protéine permettant la protection
de I’ADN sb, mais qui permet de plus la recherche du duplexe d’ADN homologue et

une fois localisé, son invasion. La structure a trois brins ainsi formée, appelée D-loop, va
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permettre I'initiation de la réplication. La seconde extrémité double brin de la cassure aura
subi les mémes maturations que la premiere et aura soit envahi de maniere indépendante
sa région homologue, soit aura été capturée par la D-loop (capture secondaire) (Figure [I.2).
Les polymérisations et ligations achevées, deux jonctions de Holliday sont créées. Ces
jonctions lient tres fortement les deux ADN double-brin (ADN db) entre eux. La RH
utilise deux mécanismes pour résoudre ces jonctions :

- Un mécanisme de résolution topologique, nécessitant 1'hélicase Blm et I'introduction
d"une CDB par une topoisomérase de type II, Top3. Cette résolution permet d’empécher
I'apparition de CO.

- Un mécanisme de résolution nucléolytique, nécessitant une résolvase, Gen1, qui
va résoudre verticalement ou horizontalement la jonction. Une résolution horizontale
va, comme pour la résolution topologique, garder la continuité des chromosomes, alors
qu’une résolution verticale va provoquer 1'échange complet des séquences entre les deux
chromosomes, soit un CO.

La RH est donc un mécanisme de réparation des CDB essentiel a 1'ensemble du do-
maine du vivant qui permet de préserver l'intégrité de I’ADN et ainsi d’assurer une bonne

transmission de 'information génétique.

I.1.2 La RH lors de CDB programmées : le cas de la méiose

Malgré la dangerosité des CDB pour la cellule, certains mécanismes requierent l'intro-
duction de ces coupures. C’est le cas de la méiose.

Lors d'une division mitotique, les deux chromatides sceurs d"un chromosome sont
séparées. Pour pouvoir les ségréger dans deux cellules différentes, il faut au préalable les
associer fortement 1'une a I'autre. Ainsi, les mécanismes mitotiques pourront identifier un
chromosome a deux chromatides et donc les séparer sans erreur. C’est le centromere qui
joue ce rdle de lien solide entre chromatides.

A l'inverse de la mitose, la premiere division de méiose consiste a séparer les chro-
mosomes homologues. Ils ne possedent pas entre eux le lien qu’est le centromere, mais la
nécessité de les faire migrer sans erreur est tout aussi présente. Le mécanisme qui a été
sélectionné est celui de l'introduction de CDB par Spo11 (DE MAssY|[2013).

Spo11 est une endonucléase apparentée aux topoisomérases de type II. Elle introduit
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des CDB lors de la prophase de méiose I et reste covalemment associée a I’ADN. Les CDB
sont prises en charge par MRN et CtIP. Les activités endonucléase et exonucléase 3’-5" de
Mre11 permettent de libérer Spo11 de la cassure et de procéder a la maturation de I’ADN

(Figure [L.4) (NEALE ET AL./2005).

SPO1M1

5
3

{{ )\ MRN
ctp %

MRN EXO1
4 Q —_—
3’-5’ exo 5-3’ exo

FIGURE 1.4 — La RH en méiose

Spoz11 introduit une CDB lors de la méiose et se retrouve lié covalemment a 1’ADN, bloquant la
réparation. Mre11 au sein du complexe MRN/CtIP introduit une cassure simple-brin puis dégrade
de 3" vers 5" 'ADN, libérant le fragment lié a Spo11. Exo1 dégrade ’ADN de 5" vers 3" afin de
compléter la maturation de I’ADN pour la RH. Adaptée de SYMINGTON| (2016).

La cassure est ensuite réparée par la RH classique avec l'intervention d’acteurs spéci-
fiques. En plus de la recombinase Rads1, la protéine Dmc1 est exprimée spécifiquement
pendant la méiose (CRICKARD AND GREENE 2018). Dmc1 est une recombinase, homologue
de Rads1. Les deux protéines proviennent d"une duplication de gene datant de 1’appari-
tion des eucaryotes (LIN ET AL.2006). Dmc1 s’est depuis spécialisée dans la RH lors de la
méiose et Rads1 intervient dans la voie de RH générale. Une des différences entre ces deux
protéines est la capacité de Dmc1 a tolérer plus de mésappariements lors de la recherche
de brin matrice que Rads1. Cette différence permet donc a Dmc1 d’autoriser la RH entre
les chromatides de deux chromosomes, malgré les possibles différences alléliques.

La résolution de la double jonction de Holliday qui s’en suit peut provoquer un CO
comme décrit précédemment. Malgré la résolution, les chromosomes homologues sont
maintenus ensemble grace a la présence de cohésines entre les chromatides sceurs et de
CO entre chromosomes homologues (Figure[L.5). Les CO sont donc essentiels pour assurer
la ségrégation correcte des chromosomes homologues en méiose I.

Le nombre de CO est régulé par chromosome afin de limiter leur nombre. Ce phéno-
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F1GUre L5 — Stabilisation du chiasma par la cohésine

En métaphase de méiose I, la réparation des CDB par la RH peut provoquer des CO. Les chro-
mosomes homologues réarrangés sont bloqués 1'un avec I'autre du fait de la forte association des
chromatides sceurs via la cohésine. La zone de croisement entre les deux chromosomes est appe-
lée chiasma. Cette association entre chromosomes homologues permet une bonne orientation du
fuseau méiotique. En anaphase, une séparase détruit le lien cohésine entre les chromatides sceurs
permettant la résolution du chiasma et la migration des chromosomes. Adaptée de

Eo12).
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mene est appelé crossover interference (HILLERS|2004). Les mécanismes moléculaires impli-
£ 3 4 : Z N\ A . 2z
qués sont encore aujourd’hui peu connus. En revanche, ce phénomene peut étre ajouté aux
activités de Spo11 et de Dmc1 dans la caractérisation d"une spécialisation d"un mécanisme
de réparation des CDB dans un évenement cellulaire programmsé et essentiel.
Ce ne sera qu’apres la séparation des bras des chromatides sceurs, via une séparase
rompant le lien de cohésine entre elles, que les chromosomes réarrangés pourront étre

séparés en anaphase (BUONOMO ET AL./2000).

I.1.3 Les voies dérivées de la RH

A partir de certaines étapes de la RH, il est possible de diverger vers d’autres méca-
nismes de réparation (L1 AND HEYER!2008) (Figure .

Apres la résection initiale, s’il existe une homologie entre les deux extensions d’ADN
sb de part et d’autre de la CDB et que I'invasion d"un duplexe homologue n’a pas eu lieu,
il est possible qu’ils se religuent directement entre eux. Ce mécanisme est le Single Strand
Annealing ou SSA. Il provoque donc une délétion chromosomique autour de la CDB.

Pour le Synthesis-Dependent Strand Annealing ou le SDSA, il y a une dissociation rapide
de la D-loop apres une courte réplication sur ’ADN homologue. LADN nouvellement
formé s’apparie avec 'autre extrémité d’ADN et les espaces sont comblés par des poly-
mérases. Ce mécanisme empéche la formation d"une double jonction de Holliday et donc

d’un CO.

I.1.4 Les erreurs de la RH

La RH est classiquement réputée pour permettre une réparation fidéle, de par son
mécanisme d’action utilisant une séquence homologue. C’est cependant ce mécanisme
qui peut mener a de nombreuses erreurs de réparation. En effet, la matrice peut ne pas
correspondre au locus d’origine. Un CO peut également provoquer des réarrangements
chromosomiques. Les différents exemples déja observés in vivo sont décrits en Figure
(GUIROUILH-BARBAT ET AL./2014).

Un mécanisme de réparation se doit d’étre le plus fidele possible pour étre efficace.
Ces différents exemples montrent donc les lacunes de la RH. Ce manque de fidélité, po-

tentiellement délétere, peut également étre source de diversité génétique. Un génome
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FIGURE 1.6 — Les erreurs de la RH

(A) Copie d'une séquence absente de la molécule cassée. La séquence noire ne possédant pas
la séquence bleue mais ayant des homologies avec la séquence rouge, la RH va provoquer l'in-
sertion de la séquence bleue et donc une modification du chromosome noir. (B) En présence de
séquences répétées, une erreur sur le choix de la séquence homologue peut provoquer des ampli-
fications ou pertes d’ADN. (C) Perte d'une hétérozygotie suite a un échange non réciproque ou
introduction d"un codon stop a partir d'un pseudogene homologue. (D) Différentes possibilités de
réarrangements suite a un CO entre séquences répétées. 1) CO inégal entre séquences homologues,
provoquant une modification du nombre de répétitions pour les deux molécules. 2) Fragmenta-
tion et circularisation d’un chromosome suite au CO entre deux séquences répétées dans la méme
orientation. 3) Inversion de l’orientation suite au CO entre deux séquences répétées d’orientations
opposées. 4) CO entre deux chromosomes, provoquant une translocation (mécanisme méiotique).
5) CO entre deux séquences d’orientation inversée, provoquant un chromosome dicentrique et un
acrocentrique. Adaptée de |GUIROUILH-BARBAT ET AL.[(2014)
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parfaitement stable ne permet pas a 1’organisme de s’adapter a une situation nouvelle et
risquerait de provoquer son extinction. L'ensemble des mutations et réarrangements sont
donc un moteur essentiel a I’évolution et a la survie des especes. Il n’est donc pas péjoratif

de considérer la RH comme potentielle source d’erreurs.

LA vore pu Non Homologous End Joining

Le NHE] est I'autre grand mécanisme de réparation des CDB. Il procede a la répa-
ration en religant directement les deux extrémités d’ADN. Contrairement a la RH, la
réparation n’est pas basée sur une homologie de séquence et la réparation peut provoquer
de nombreux changements de 'information génétique. Cette absence de contrdle permet
cependant de faire du NHE] un mécanisme de réparation plus souple et plus rapide que

la RH.

I.2.1 Meécanisme général

Le NHE] prend en charge les extrémités d’ADN introduites par la CDB avec 1'hété-
rodimere Kuyo/Ku8o (Ku) (Figure [L.7). Ce complexe permet de protéger les extrémités
de la dégradation et de recruter les protéines de la voie de réparation. Une CDB pouvant
présenter différentes géométries d’extrémités, il est parfois nécessaire de procéder a une
maturation des extrémités afin de les rendre compatibles pour la ligation. Des polymé-
rases et des nucléases entrent donc en jeu lors de ce processus de maturation. Dans le cas
ou il n'y a pas besoin de maturation, tel que pour les extrémités franches, la ligation peut
directement avoir lieu.

Pour les extrémités avec ADN sb, le NHE] peut se servir d"une microhomologie pour
stabiliser le complexe avant la réparation. Quelques nucléotides peuvent donc étre enlevés
des extrémités pour permettre un tel appariement. L'ADN réparé qui en résultera aura
donc subi une courte délétion. Des polymérases peuvent de plus ajouter des nucléotides
sans séquence matrice, et donc créer 1’addition d’une séquence de novo. Le NHE] est donc
un mécanisme de réparation ayant un fort potentiel d'introduction d’erreurs, potentiel qui
a pu étre utilisé par la cellule lors de la recombinaison V(D)] que nous aborderons plus
tard. A l'inverse, le NHE] peut également se révéler trés précis lors des Réarrangements

Programmés du Génome (RPG) chez la paramécie, également abordés plus tard.
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FIGURE 1.7 — Réparation d’une CDB par le NHE]

Ku reconnait la CDB et recrute DNA-PKcs. Ensemble, ils permettent le recrutement de 1’ensemble
de la voie NHE] incluant des polymérases et des nucléases potentiellement nécessaire pour la
maturation de la cassure. Le complexe de ligation composé de Ligg, Xrccg et XIf procede a la
ligation une fois que les extrémités sont compatibles.
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I.2.2 Les acteurs essentiels du NHE]
[.22.1 Ku

Ku est 'acteur agissant le plus tot dans la voie NHE]. Il sert a la fois de marqueur
de la CDB pour les voies de signalisation, de protecteur des extrémités et de recruteur de
protéines de réparation. Ku est pour la premiere fois décrit en 1981 chez un patient atteint
de myopathies (MIMORI ET AL.[|1981). Le patient, dont le nom commence par Ku, produit
des auto-anticorps dirigés contre une protéine nucléaire. Deux sous-unités seront ensuite
décrites pour cette protéine, une de 70 kDa et une autre de 8o kDa, donnant donc Kuyo et
Ku8o. La structure du complexe humain a été déterminée par cristallographie aux rayons
X (WALKER ET AL.2001) (Figure [L.8).

Les deux sous-unités, bien qu’ayant des séquences différentes, posseédent une structure
similaire. Elles sont composées en N-terminal d"un domaine appartenant a la famille des
facteurs de Von Willebrand de type A, ou VWA. Ce domaine est présent dans de nom-
breuses protéines aux fonctions diverses. 11 est composé d'hélices a et d'un feuillet B et
est donc également appelé domaine « /S, ce qui sera le cas pour la suite du manuscrit. Ce
domaine permet l'interaction avec différents partenaires.

Le domaine central des protéines, ou domaine cceur, est composé d"un tonneau 8 per-
mettant ’hétérodimérisation entre Kuyo et 8o et d’une structure en anneau, composée de
deux "piliers" et d’'un "pont". Cette structure, chargée positivement sur la face interne,
permet une forte affinité de Ku pour 1’ADN db, dont le squelette est chargé négativement.
Ku n’a donc pas de spécificité de séquence pour son interaction avec ’ADN via ce do-
maine. La structure en anneau n’est pas capable de s’ouvrir, comme le font les hélicases
ou les topoisomérases pour s’associer a I’ADN. Ku ne peut donc se charger sur I’ADN
avec son anneau qu’a partir d'une extrémité. Cette rigidité structurelle de ’anneau pose
la question du devenir de Ku apres la réparation. Il semble compliqué d’imaginer que Ku
puisse étre recyclé pour une nouvelle réparation. Piégé sur I’ADN religué, sa libération
doit forcément passer soit par un clivage protéolytique de 'anneau soit par un dépliage
complet via la déstructuration du tonneau p. De récentes études montrent le role essentiel

de l"'ubiquitinilation de Ku pour sa libération du site de réparation (BROWN ET AL./2015,
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FiGURE 1.8 — Structure de Ku

(A) Représentation linéaire des domaines de Kuyo et Ku8o et coordonnées en acide aminé. (B)
Structure de Ku d’apres la cristallographie de WALKER ET AL. (2001). La boucle formé par le ton-
neau f3, les piliers et le pont permet l'interaction avec le squelette de la double-hélice d’ADN. Le
domaine C-terminal de Ku8o n’est pas présent dans la structure.
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ISHIDA ET AL.2017). Les études montrent également que Ku est dégradé par le protéasome
mais ne montrent pas directement comment Ku est enlevé de I’ADN.

Vient ensuite le bras C-terminal, porteur des séquences d’import nucléaire de Kuyo
(KOIKE ET AL.[1999b) et Ku8o0 (KOIKE ET AL.|1999a). Le domaine C-terminal présente la plus
grande différence entre Kuyo et 80. Kuyo possede un domaine SAP ayant des propriétés
d’interactions avec ’ADN (CHOU ET AL.|1992} |]ARAVIND AND KOONIN|2000). Ku8o de son
cOté possede une extension flexible (non présente dans le cristal) avec a son extrémité

C-terminale un domaine d’interaction avec DNA-PKcs.

I.2.2.2 DNA-PKcs

DNA-PKcs est la sous-unité catalytique du complexe DNA-PK, pour protéine kinase
dépendante de ’ADN (pour revue JETTE AND LEES-MILLER| (2015)) (Figure . Ce com-
plexe est composé de DNA-PKcs et de Kuyo/80. DNA-PKcs est une protéine kinase de
type sérine/thréonine. Tres grande (350 kDa), elle interagit avec Ku une fois que celui-ci
s’est fixé a ’ADN. La formation de ce complexe permet un changement de conforma-
tion de DNA-PKcs et stimule de 5 a 10 fois son activité kinase qui a de nombreuses
cibles, y compris elle-méme. On retrouve parmi ses cibles Kuyo et 8o. L'activité kinase
de DNAPK-cs est essentielle au bon déroulement du NHE]. La seule exception est celle
des extrémités franches d’ADN, o DNA-PKcs et autres protéines de maturation (nu-

cléases/polymérases) ne sont pas impliquées.

I.2.2.3 Le complexe de ligation

Ligqg La ligase 4 est la ligase spécialisée du NHE]. Elle est ATP-dépendante et est la
seule ligase & pouvoir étre recrutée par Ku. Lig4 interagit avec Ku grace a ses domaines
BRCT. Elle permet la religation des extrémités d’ADN et complete ainsi la réparation
(Figure [L.10). La steechiométrie de Lig4 lors de la réparation n’est pas encore clairement
établie. Des modeles proposent une action conjointe de deux Ligy4, réparant chacune un

brin d’ADN mais il est possible d"une seule Ligg soit présente a la jonction.

XRCCg et XLF XRCC4 est un partenaire essentiel de Ligy. Il forme un homodimere qui
peut interagir avec Lig4 via son domaine en hélice (Figure [[.10C). XLF, pour XRCCy Like
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F1Gure 1.9 — Structure de DNA-PKcs

(A) Représentation linéaire des domaines de DNA-PKcs et coordonnées en acide aminé. (B) Struc-
ture de DNA-PKcs d’apres la cristallographie de SIBANDA ET AL (2017). (C) Modeéle structural
d'un dimere de complexes DNA-PK/ADN. L'arrangement du dimere peut faciliter 1’alignement
des extrémités d’ADN et ainsi promouvoir la réparation. Adaptée de SIBANDA ET AL. (2017).
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A

1 238 451 620 654 781788 911

- DBD | NTD | OBD

XRCC4-B

F1GURE L.10 — Structure de Ligq

(A) Représentation linéaire des domaines de Ligg et coordonnées en acide aminé. DBD : DNA
Binging Domain ; NTD : NucleotidylTransferase Domain ; OBD : Oligonucleotide/oligosaccharide-Binding
fold Domain. (B) Structure du domaine catalytique de Ligg associé a un ADN avec une coupure sb
(rose) d’apres la cristallographie de KamiNsk1 ET AL, (2018). (C) Structure des domaines BRCT et
interaction avec un homodimere XRCCy4 d’apres la cristallographie de Wu ET AL.| (2009).
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Factor (connu également sous le nom de Cernunnos), est une protéine proche de XRCC4

mais n’interagissant pas avec Lig4 (BUCK ET AL.[2006, AHNESORG ET AL.[2006). Son role était

mystérieux jusqu’a ce que la structure du complexe XRCC4/XLF soit découverte

ET AL/[2011, [HAMMEL ET AL/[2011, WU ET AL/[2011) (Figure [L.11). Les homodimeres de

XRCC4 et XLF peuvent interagir entre eux et former un hétéro-oligomere, pouvant aller
jusqu’a la formation d’un filament. De plus, deux hétéro-oligomeres peuvent interagir

entre eux via les domaines en hélice.

F1GURE L.11 — Structure du filament XRCC4/XLF

(A) Tetra-dimere de XRCC4 et XLF montrant les capacités d’interaction multiples de ces protéines.
(B) Filament de XRCC4/XLF. (C) Modeles d’interaction entre le filament et ’ADN. L’ADN passe
soit par la périphérie du filament soit par le centre. (A) et (B) adaptées de RoPARS ET AL/ (2011).
(C) adaptée de MAHANEY ET AL.[(2013)

Ce filament peut interagir avec I’ADN et les modeéles actuels proposent que c’est grace
a ce filament que les deux extrémités d’ADN sont maintenues a proximité au cours du pro-
cessus de réparation, réduisant ainsi le risque de translocations. Deux modeles sont pro-

posés pour l'interaction du filament avec I'’ADN (Figure [[.11)C). Un paralogue de XRCCy4

et XLE, PAXX, a été décrit dans |OcHI ET AL. (2015), XING ET AL.(2015), CRAXTON ET AL.

(2015) comme stabilisant le complexe de réparation, grace a son interaction avec Kuyo,

mais n’étant pas essentiel.
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I.2.3 Les acteurs secondaires

Les acteurs principaux suffisent a réparer une cassure avec des extrémités compatibles.
Cependant, il est rare que ce soit le cas. Dés quune maturation de I’ADN est nécessaire,
ces protéines ne sont plus suffisantes. Différentes nucléases et polymérases rentrent donc

en action.

Artemis La protéine Artemis est une nucléase interagissant fortement avec DNA-PKcs
(MosHOUS ET AL.[[2001) figure Lors de l'activation de DNA-PKcs, Artemis est elle
aussi activée par phosphorylation par DNA-PKcs. Elle gagne ainsi la capacité de couper
les extrémités d’ADN simple ou double-brin, avec une double activité endo et exonu-
cléase. Elle peut ainsi procéder a la maturation de structures telles que les repliements en
épingle de I’ADN, l'élimination de nucléotides aux extrémités et autres structures pouvant

provenir d’'un dommage de I’ADN (MA ET AL./[2002, PANNUNZIO ET AL.2018).

Sites de phosphorylation DNA-PKcs

aa 402-403 interagi avec DNA-PKcs — 385-692
Artemis [ B-lactamase domain | B-CASP™ | C-term_ ™ 692 aa
t i}
T
aa 454-458 inhibe le aa 485-495 interagi
aa 1-7 catalytique avec Ligase IV

F1GURE .12 — Artemis, nucléase du NHE]

Domaines de Artémis. Adaptée de (CHANG ET AL. (2017).

Dans certains types de cassures, d’autres nucléases peuvent étre utilisées telles que
I'aprataxine ou bien APLE. De maniere générale, les résections d’ADN de 5" vers 3" lors

d’une réparation par la voie du NHE] sont inférieures a 10 nucléotides.

Les polymérases L'ensemble des polymérases utilisées dans le NHE] sont des polymé-
rases de la famille X. La famille X est composé de quatre polymérases : Pol B, Pol A, Pol
1 et la terminal transferase (Tdt) (YAMTICH AND SWEASY [2010). Elles sont toutes utilisées
dans le NHE] sauf Pol B, qui est spécifique du mécanisme de réparation BER figure
De fait, Pol B est la seule polymérase de la famille X a ne pas posséder un domaine BRCT,
essentiel pour interagir avec la structure Ku-ADN.

Les polymérases de la famille X ne possedent pas de capacité de relecture et sont

beaucoup moins fidéles que les polymérases utilisées pour la réplication de 1’ADN. Leur
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Interaction avec Ku-ADN

Nucléotidyltransférase

ot . [T [ 575 20

Interggtmn avec @’ADN Nucléotidyltransférase

Potp (L BRCT [T Lyase ] | ' 494 aa

Interaction avec Ku-ADN-Ligase IV-XRCC4

Nucléotidyltransférase
Tar [EEBRCT [ Tvase 1] ) | 508 aa

FIGURE 1.13 — Les polymérases du NHE]

Domaines des trois polymérases du NHE]. ELles possédent toutes le domaine BRCT permettant
l'interaction avec Ku-ADN. Adaptée de CHANG ET AL.|(2017).

mangque global de fidélité peut étre expliqué par la nécessité d’étre capable de travailler
avec une matrice d’ADN potentiellement discontinue ou endommagée, matrice qu’une
polymérase classique ne peut exploiter.

Les polymérases de la famille X ont récemment été décrites comme capable d’intégrer
des ribonucléotides a la place de désoxyribonucléotides. Il a été proposé que cette incor-
poration augmente l'efficacité in vivo de la réparation (MOON ET AL. 2017, PRYOR ET AL.

2018). Cette capacité fait exception dans le monde des ADN polymeérases.

I.2.4 Un role des ARN dans le NHE]?

Jusqu’a récemment, la voie du NHE] était décrite comme exclusivement protéique a
I'exception de phosphorylations de ribonucléoprotéines par DNA-PKcs (pour revue HAa-
LEY ET AL. (2009)). De récentes études ont montré I'implication d'un long ARN non codant,
LINP1, dans le NHE] (ZHANG ET AL. 2016, WANG ET AL.[[2018). LINP1, pour LncRNA In
Non-homologous end joining Pathway 1, interagit avec Ku8o et DNA-PKcs et augmente 1'ef-
ficacité et la vitesse de réparation des CDB in vivo. LINP1 pourrait donc avoir un role de
stabilisateur du complexe DNA-PK ou d’une autre fonction dans le NHE], augmentant
son efficacité.

Il a également été montré par BRITTON ET AL. (2013) qu’un traitement a la RNAse
permettait d’extraire du noyau les protéines Ku ou XRCC4 non engagées sur une CDB.
Cela implique qu’une large fraction des protéines est associée a la chromatine via I’ARN.
Cette association permettrait une proximité physique constante des facteurs du NHE]

avec I’ADN et donc une plus grande efficacité dans le traitement des CDB.
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I.2.5 Conséquences du NHE] sur les cassures accidentelles

Le NHE]J est un mécanisme qui ne recherche pas d’homologie. Il reconnait des ex-
trémités et les recolle. Ces propriétés font du NHE] un mécanisme pouvant étre source
d’erreurs et de modification du génome.

L'erreur classique du NHE] est la micro-délétion. Les bases endommagées et la matu-
ration nécessaire des extrémités entrainent la perte de quelques nucléotides. Cette "petite"
erreur peut s’avérer trés délétere si elle se situe dans une séquence codante et change le
cadre de lecture.

Les choses se compliquent pour le NHE] des que le nombre de CDB augmente. Avec
une seule cassure, le locus sera forcément reconstitué, avec ou sans micro-délétion. Avec
plusieurs cassures concomitantes, il existe un risque d’associer ensemble différents loci,
provoquant ainsi des translocations (GHEZRAOUT ET AL.|[2014). Ces translocations peuvent
étre nocives dans le cas par exemple de fusion entre deux chromosomes, créant ainsi un
chromosome a deux centromeres.

Il existe un phénoméne de fragmentation étendu du chromosome, appelé chromo-
thripsis. Il consiste en une apparition massive de CDB sur un chromosome dont la répa-
ration provoque de nombreux réarrangements chromosomiques et de possibles perte de
matériel génétique (PELLESTOR ET AL/[2014) (Figure [L.14). Ce phénomene peut avoir plu-
sieurs origines : radiations, érosion télomérique, apoptose abortive, etc. Le NHE] pourrait

jouer un rdle important dans la réparation du chromothripsis.

1.2.6 Evolution de Ku

Kuzyo et Ku8o sont présents chez 1’ensemble des eucaryotes. On les retrouve strictement
sous forme d’hétérodimere. Chez les procaryotes, la présence du NHE] n’est pas systéma-
tique. En effet, de nombreuses espéces, telle que la célebre Escherichia coli, ne possedent
pas de protéines Ku. Celles qui en possedent présentent un unique gene, produisant un
homodimere Ku "simplifié" car dépourvu de domaine N-terminal a /5 et de domaine SAP
(Figure . Les Ku eucaryotes étaient donc certainement a leur origine également des
homodimeres, qui se sont dupliqués puis spécialisés au cours de 1’évolution dans diffé-
rentes sous-fonctions en gagnant de nouveaux domaines (PITCHER ET AL./2007).

Il existe a ce jour une exception au dogme du Ku unique chez les procaryotes. Dans la
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Chromosome initial

Cassures double-brin

Chromosome dérivé
+

fragments perdus et double-minute

Recollement

F1GURE l.14 — Le chromothripsis

Fragmentation extréme d’un chromosome, provoquant de nombreux réarrangements et pertes
d’ADN (PELLESTOR ET AL.[[2014).

Domaine a/f

Gam Phage

Ku Eucaryote

Domaine SAP

F1GURE L.15 — Diversité des Ku

Structure du Gam de phage, du Ku procaryote et du Ku eucaryote. Adaptée de
(2007).
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classe des alpha-protéobactéries, on retrouve au moins quatre versions de Ku, étudiées en
particulier chez Sinorhizobium meliloti par Duruy ET AL./(2018) et nommées Kui, 2, 3 et 4.
La ou Ku2 semble étre le Ku procaryote classique et Ku1 une version en pseudogenisation,
Ku3s et 4 semblent former une voie du NHE] parallele au sein du méme organisme. Il est
de plus proposé que Ku3 et 4 forment un hétérodimere. Ce serait le premier exemple
d’hétérodimere Ku chez les procaryotes, ouvrant la voie a une spécialisation des sous-
unités, comme ¢a a été le cas pour les protéines eucaryotes.

L’exemple de la protéine Gam du phage Mu est également intéressant. Cette protéine,
formant un homodimere (Figure [[.15), protege les extrémités double-brin de I’ADN viral.
Elle posséde des homologies de séquences avec Ku mais présente une structure sensible-
ment différente. Enfin, il a été récemment montré qu’elle inhibait les exonucléases, se liait
a une ligase d’E. coli et promouvait in vivo chez E. coli une réparation de I’ADN similaire
au NHE] (BHATTACHARYYA ET AL.2018). Il y a donc pu avoir soit une convergence évolu-
tive entre Gam et Ku soit un transfert horizontal de gene a 1’occasion d’une infection du
phage Mu. E. coli n’ayant pas de NHE], la présence de ce systéeme viral a pu étre conservé

et favoriser les symbioses entre ces deux organismes en protégeant le génome bactérien.

I.2.7 CDB programmées et NHE], exemple de la recombinaison V(D)J

Les CDB étant trés toxiques si non réparées, il peut étre considéré dangereux pour
I'organisme d’en introduire volontairement. Cependant, elles sont régulierement utilisées
dans différents processus cellulaires. Cette introduction volontaire de CDB vient donc avec
la nécessité pour 1'organisme d’étre prét a effectuer une réparation efficace. Un exemple
de cassures programmeées utilisant la RH a déja été décrit, avec Spo11, lors de la méiose.
La recombinaison V(D)J, quant a elle est un exemple parfait de l"utilisation du NHE], de
ses qualités et de ses défauts, dans un processus d’introduction de CDB volontaires et de
leur réparation (LITTLE ET AL. (2015) pour revue).

Le systeme immunitaire repose sur la détection de particules exogenes par les cellules
lymphocytaires grace aux anticorps. La spécificité et la diversité de détection des anticorps
sont assurées par le mécanisme de recombinaison V(D)J. Un anticorps est composé de
deux chaines lourdes et deux chaines légeres. La région de reconnaissance de l’antigéne

est elle méme composée de segments V, D et | pour la chaine lourde et V et J pour la
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chaine légere. Les loci germinaux de ces deux sous-unités sont composés de nombreuses
versions différentes de ces segments. Les différents réarrangements ayant lieu lors de la
différenciation des lymphocytes provoquent I’excision des segments a I'exception d"une

version de chaque segment, choisie de maniere stochastique, donnant un exon fonctionnel

(Figure [I.16).

Locus germinal chaine lourde

d’anticorps Vi D I c
S I I e I
\I Reéarrangement D-J
S T 1 I

Exon Vyfonctionel

Vi

Anticorps

FIGURE 1.16 — La recombinaison V(D)]

Recombinaison VD] du locus germinal de la chaine lourde d’anticorps. H : Heavy, L : Light, V :
Variable, D : Diversité, ] : Joining, C : partie constante. Adaptée de |[LITTLE ET AL/ (2015).

L’excision des segments éliminés dépend de la transposase domestiquée RAG1. Les
transposons sont des séquences d’ADN qui ont la capacité de se déplacer ou de se ré-
pliquer dans un génome a l'aide de la transposase codée par le transposon lui-méme
(HickmaN AND DypA|(2015) pour revue). Les transposases les plus étudiées possedent un
domaine catalytique apparenté aux RNases H contenant trois acides aminés catalytiques
DD(D/E). Une transposase domestiquée est une transposase ayant perdu la capacité d’ex-

ciser son transposon mais conservée par la cellule hote pour ses fonctions (endonucléase,
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fixation a ’ADN). Elle integre ainsi des processus cellulaires et devient essentielle pour
I'organisme (VOLFF 2006, JANGAM ET AL.|[2017). Différents exemples de domestication ont
été décrits. SETMAR, une transposase domestiquée mariner partiellement active est impli-
quée dans la réparation des CDB chez les primates (Liu ET AL.[[2007, KIM ET AL. 2014).
a3, dérivée d"un transposon hAT permet, avec Kat1, le changement de type sexuel de la
levure Kluyveromyces lactis (BARSOUM ET AL.|2010}, RAJAEI ET AL.2014).

RAG1 dérive des transposases de la famille Transib (KAPITONOV AND JURKA 2005
HUANG ET AL.[2016) et a été domestiquée pour effectuer les RPG nécessaires a la syn-
theése des anticorps.

RAG1, au cdté de RAG2, partenaire essentiel mais non catalytique, se fixe sur les
Recombination Signal Sequences (RSS), séquences flanquant les segments V, D ou J, provoque
la formation d’une synapse et la coupure de ’ADN, avec la formation de structure en
épingle sur les extrémités codantes (Figure [L.17).

La maturation et la ligation sont effectuées par le NHE]. Artemis permet I'ouverture
de I'épingle a une position variable. L’action des polymérases, et notamment TdT, conduit
a I'ajout de nucléotides. TdT réalise une incorporation sans matrice puis le complexe de
ligation réalise la jonction chromosomique.

Le mécanisme d’ouverture de 'épingle & une position variée associée a l’action de
TdT produit une zone de jonction trés variable. Cette variabilité est essentielle pour la
production d'un haut niveau de diversité de reconnaissance d’antigenes par les anticorps.
Les mécanismes imprécis du NHE] ont donc été utilisés par la cellule comme moteurs de
diversité.

Bien que recherchant l'introduction d’erreurs, la recombinaison V(D)] doit s’assurer
de la religation des CDB introduites. Des études se sont donc penchées sur une possible
interdépendance entre le mécanisme de coupure et celui de réparation, ce qui permettrait
de diriger le NHE] sur la coupure avant méme qu’elle n’ait lieu. Les travaux de RavaL
ET AL. (2008) démontrent que Ku est capable d’interagir avec RAG1. Cependant, il est
connu depuis longtemps que RAG1 et RAG2 sont suffisants pour l'introduction des cas-
sures (MCBLANE ET AL.1995). D’autre part, RAG2 a été montré comme important dans la
stabilisation de la synapse entre les deux extrémités d’ADN (LESCALE ET AL. 2016). Lors

de la recombinaison V(D)], il y a donc une forme de couplage entre cassure et réparation,
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FIGURE L.17 — Etapes de la recombinaison V(D)]

Le complexe RAG1/RAG2 reconnait et lie les RSS 12 et 23pb. Ensuite, une CDB est introduite
par RAG1 produisant des extrémités franches sur la séquence excisée et la formation d’épingles
a cheveux sur la séquence codante. Ku se fixe aux extrémités et la séquence excisée est réparée
précisément et circularisée par le NHE]J a I'aide de Ku, Ligg XRCC4 et XLF. Concernant la séquence
codante, Artemis procéde a 'ouverture de 'épingle a des positions variables, les espaces sont
comblés par Polu et PolA et TdT ajoute des nucléotides sans aide de matrice. Enfin, la ligation est
effectuée par Lig4/XRCC4/XLF et PAXX. Adaptée de MALU ET AL.[(2012).
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ce couplage se limitant a un "guidage" du NHE] vers la cassure et a une stabilisation de

la synapse.

I.2.8 Voie alternative de réparation des CDB

Il existe un autre mécanisme de réparation des CDB, moins étudié. Il s’agit de
'alternative End-Joining, ou alt-EJ, aussi appelé MME] pour Micro-Homology End Joining. Ce
mécanisme de réparation est indépendant de Ku (Figure [L.18). La difficulté dans 1'étude
du MME] réside dans le fait que le substrat utilisé et le produit de réparation ressemblent
a ceux du NHE], mécanisme tres efficace. Cette voie alternative est donc étudiée avec des
souches AKU ou ALIG4, afin d’étre en condition de déplétion du NHE]. Ce mécanisme
dépend de PARP1 et d'une résection de ’ADN, provoquée par le complexe MRN et CtIP.
La résection permet de découvrir des régions de micro-homologie (3-10 nucléotides), favo-
risant la formation d’une synapse entre les deux extrémités d’ADN et donc leur ligation.
La polymérase 6, ou Polf, est spécifique du mécanisme. Enfin la ligation est assurée par
Lig3 ou Lig1. La nature des maturations de ’ADN nécessaires provoque donc forcément

une délétion de séquence de part et d’autre de la CDB.

I.2.9 Choix de la voie de réparation des CDB

La présence concomitante de I’ensemble de ces mécanismes de réparation engendre
une bataille sur les extrémités d’ADN. En compétition les unes avec les autres, le choix de
la voie est grandement déterminé par la vitesse d’accession a I’ADN. Ku est une protéine
ayant une tres forte affinité pour les extrémités d’ADN et trés abondante dans le noyau.
Elle est donc la premiére a s’associer a la cassure et déclenche majoritairement le NHE]
(Figure [L.19).

Différents processus peuvent cependant ralentir le NHE] et donc favoriser la RH. Lors
des phases S et G2 du cycle cellulaire, les chromosomes possedent deux chromatides.
L'utilisation d'une chromatide sceur comme matrice par la RH garantit une réparation
parfaite. Différents mécanismes ont évolué pour activer la RH lors de ces phases du cycle,
mais également pour ralentir le NHE], tels que l'inhibiteur CYREN, pour Cell cYcle RE-
gulator of NHE] (ARNOULT ET AL.2017). CYREN interagit avec Kuyo/80 et provoque une

inhibition du NHE] en phase S/Gz. En paralléle, la RH est activement inhibée par 53BP1
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F1GURE 1.18 — Le MME], mécanisme alternatif de réparation des CDB

PARP1 se fixe aux extrémités d’ADN et participe au recrutement des protéines de résection (CtIP
et le complexe MRN) pour découvrir les micro-homologies (rectangle jaune). L'appariement des
micro-homologies provoque la formation d’extrémités non homologues. Ces extrémités sont cli-
vées par XPF/ERCC1 avant que Polf comble I'espace et que Ligl/III ligue les extrémités. Adaptée
de|SEOL ET AL/ (2018).
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F1GURE 1.19 — Choix de la voie de réparation de CDB

Le NHE]J est le mécanisme de premier choix pour la réparation d'une CDB. Si le NHE] est ralenti
ou bloqué, le second choix se porte sur la RH. Tant que la résection initiée pas CtIP et MRN est de
faible ampleur, il est possible de retourner au NHE]. Une résection étendue engage la réparation
de la CDB vers la RH. Adaptée de KAKAROUGKAS AND JEGGO| (2014).
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en phase G1 (Daley et al. 2014 pour revue). Cette protéine empéche 'introduction des pre-
mieres étapes de résection du complexe MRN et favorise donc le NHE]. Lors des phases
S/Gz2, la protéine BRCA1 inhibe 53BP1, permettant ainsi le début le la résection par MRN.

Il arrive également qu'une protéine Ku se fixe a un fragment d’ADN que le NHE]
ne peut réparer, comme c’est le cas avec les extrémités uniques d’ADN. On retrouve ces
structures sur des fourches de réplications arrétées. Dans cette situation, Ku est dégagé
de l'extrémité par les activités exonucléase de Mre11 et endonucléase de CtIP (CHANUT
ET AL.2016), ouvrant ainsi la voie a une possible réparation par la RH.

La structure de ’ADN est également importante dans le choix de la voie. Si de simples
extrémités db sont compatibles avec le NHE]J et la RH, dés lors que la résection par la
RH s’étend, le NHE] perd ses capacités de réparation et la cassure s’engage vers une
réparation par la RH. Les extrémités peuvent aussi étre obstruées, comme c’est le cas avec
Spo11. Liée covalemment a ’ADN, elle empéche Ku de se fixer et favorise ainsi 1’action

de Mre11, nécessaire pour l'introduction des CO essentiels a la méiose.

Comme vu au cours de ce premier chapitre, I'étude et la compréhension des méca-
nismes de réparation de I’ADN ont largement bénéficié de 1’analyse de CDB program-
mées. Reproductibles, elles fournissent un outil précieux dans I’analyse des régulations et
des partenaires impliqués. Les ciliés sont des organismes procédant a des RPG massifs.

IIs ont été et sont encore des organismes modeles pour I'étude des CDB programmées.






II.1

Chapitre I1

La paramécie, modele d’étude du

NHE] lors de CDB programmeées

CARACTERISTIQUES GENERALES DE Paramecium tetraurelia

Le genre paramécie regroupe les organismes appartenant a I'embranchement des ci-
liés. On y retrouve différentes especes telles que Paramecium tetraurelia. La paramécie est
un organisme eucaryote unicellulaire recouvert de cils sensoriels et vibratoires lui permet-
tant de se déplacer dans son milieu naturel (lac, riviere, ...). De trés grande taille pour une
cellule (plus de 100 pm? de longueur), elle se nourrit de micro-organismes tels que des
bactéries, des algues ou des levures. Elle possede une structure appelée bouche, ot elle
réalise une endocytose formant ainsi des vacuoles digestives (Figure [IL1).

Comme tous les ciliés, elle présente un dimorphisme nucléaire. La paramécie possede
deux noyaux diploides, appelés Micronoyaux (Mic) et un noyau hautement polyploide,
appelé Macronoyau (Mac) avec une ploidie d’environ 8oo copies par locus. Les Mic sont
les noyaux dits germinaux, car ils ne servent pas a l'expression des protéines et sont
transmis au cours des processus sexuels. Le Mac est le noyau dit somatique, car il sert a
I'expression de I'ensemble des protéines nécessaires a la vie de la paramécie. Il est perdu
a chaque cycle sexuel et est remplacé par un nouveau noyau issu des Mic au cours de

processus impliquant des RPG. Ces processus nécessitent 1'introduction de CDB et leur

réparation par le NHE].
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FiGcure IlI.1 — Paramécie

Photos de paramécie montrant sa structure, son dimorphisme nucléaire et sa bouche. Image de
gauche, Janine BEISSON, communication personnelle. Image de droite, Pierrick LE BORGNE,
communication personnelle.

IL1.1  Cycles de vie de la paramécie
IL1.1.1  Cycle Végétatif

En laboratoire, la paramécie réalise une division végétative toutes les 5-6 heures envi-
ron a 27°C (Figure . (1) Lors de cette division, les Mic réalisent une mitose en conser-
vant leur enveloppe nucléaire intacte. Le Mac lui se divise de maniere amitotique. L’ADN
est répliqué mais les chromosomes du Mac ne sont pas ségrégés de maniere régulée. Ils
ne possedent pas de centromeres et ne se condensent pas au moment de la division. Le
Mac s’allonge puis se scinde en deux, séparant de maniére aléatoire les copies de chaque
chromosome. Ce mode de division nucléaire pourrait conduire a une perte de matériel
génétique en perdant 'ensemble des copies d'un gene dans un des noyaux, mais la forte
ploidie permet un maintien global de 1'ensemble des chromosomes dans les deux nou-
veaux Mac. (2) La division cellulaire se termine par la scission entre les deux cellules
filles.

Les paramécies peuvent se diviser végétativement jusqu’a 200 fois, avec une diminu-
tion progressive de la vitesse de croissance jusqu’a ’arrét des divisions. Le mécanisme de
scission du Mac pourrait étre a 1’origine de ce phénomene, ot un déséquilibre chromoso-
mique finirait finalement par arriver apres un grand nombre de divisions. Il y a également
un raccourcissement des chromosomes dii a des cassures (GILLEY AND BLACKBURN|/1994).

Ce mécanisme serait donc un équilibre entre une division facilitée, ot la cellule n’a pas a
7
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F1Gure I1.2 — Cycle végétatif de paramécie

Division végétative d'une paramécie. Le cycle dure environ 5-6h dans des conditions standard de
culture au laboratoire.

condenser, aligner, et ségréger finement chacun de ses trés nombreux chromosomes, mais

aux dépens, sur le long terme, de l'intégrité du Mac.

IL.1.1.2  Cycles sexuels

Un mécanisme permettant de "remettre les compteurs a zéro" pour le Mac a évolué
chez les ciliés. A chaque nouveau cycle sexuel, un nouveau Mac est formé a partir des
Mic. Il existe deux types de cycles sexuels : 'autogamie, qui est une auto-fécondation
et la conjugaison, ott deux paramécies de types sexuels différents échangent des noyaux

gamétiques.

II.1.1.2.1 L’autogamie

L’autogamie peut étre déclenchée en laboratoire. Des paramécies "vieilles" d"une ving-
taine de divisions végétatives et placées en carence alimentaire (milieu dépourvu de bac-
térie) commenceront le processus d’autogamie (Figure [I1.3).

(1) Le cycle commence par une méiose des deux Mic (sans rompre l'enveloppe nu-
cléaire), produisant ainsi 8 noyaux haploides. (2) Par un processus inconnu, un des noyaux

est sélectionné et subit une mitose donnant deux noyaux gamétiques haploides rigoureu-
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Ficure I1.3 — L'autogamie

Reproduction sexuelle de la paramécie par auto-fécondation.

sement identiques. Les sept autres noyaux sont détruits. (3) Les deux noyaux gamétiques
sont ensuite fusionnés, menant ainsi a une étape d’auto-fécondation ot le noyau zygo-
tique diploide créé est 100% homozygote. (4) Le noyau zygotique subit deux mitoses
successives. Deux des noyaux produits deviennent les nouveaux Mic et les deux autres
sont destinés a devenir les nouveaux Mac. (5) Le développement de ces noyaux diploides
en Mac contenant 8oo copies du génome nécessite de nombreuses réplications de I’ADN
et des réarrangements de celui-ci.

(6) En parallele des réplications massives des nouveaux Mac, la cellule réalise une
division cellulaire, appelé division caryonidale. La division caryonidale consiste en une
mitose des nouveaux Mic, en une ségrégation des deux nouveaux Mac et en une scission
des deux nouvelles cellules filles. Cette division est appelée caryonidale car elle va former
deux caryonides. Un caryonide est donc une cellule issue d'un événement de dévelop-
pement macronucléaire. Une population caryonidale représente 1’'ensemble des cellules
issues de divisions végétatives a partir d'un caryonide. Une population caryonidale est
donc apparentée a une population clonale.

Tout au long du processus d’autogamie, de la méiose des Mic jusqu’au-dela de la divi-

sion caryonidale, 'ancien Mac se détruit. Cette destruction débute par un débobinage en
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parallele de la méiose puis se poursuit par une fragmentation. L'ensemble des fragments,
une trentaine, est ensuite progressivement dégradé. Les quelques fragments pouvant res-
ter apres la division caryonidale sont perdus par dilution lors des divisions végétatives.

Le cycle complet prend environ 24h en condition standard de culture au laboratoire.

II.1.1.2.2 La conjugaison

La conjugaison est 1'autre mode de reproduction sexuelle possible. Contrairement a
I'autogamie, il se déclenche avec des cellules "jeunes" qui deviennent "réactives" en condi-
tion de carence alimentaire. Il existe deux types sexuels chez la paramécie, le type sexuel O
et le E (ou respectivement mty et mt8 pour mating type chez P. tetraurelia). (1) Les deux cel-

lules s’associent au niveau de leur bouche et déclenchent la méiose des Mic (Figure [IL4).
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F1GURE I1.4 — La conjugaison

Reproduction sexuelle de la paramécie par échange de noyau gamétique avec une paramécie de
type sexuel différent.

La grande différence entre 'autogamie et la conjugaison est qu’il y a échange de
noyaux gamétiques entre les deux cellules par un pont cytoplasmique formé au niveau
des bouches (3). Il y a ensuite fusion entre les deux noyaux, formant un noyau zygotique

diploide non nécessairement homozygote si les deux parents possédent des génotypes
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différents. Les cellules se séparent ensuite et le reste du cycle se poursuit de maniere

similaire a ’autogamie.

II.1.2 Les duplications globales du génome

Il est arrivé de nombreuses fois au cours de I'évolution qu'un doublement du matériel
génétique ait été conservé chez certaines especes. On appelle ce phénoméne une duplica-
tion globale du génome, ou Whole Genome Duplucation (WGD). Bien que majoritairement
létales, ces WGD, quand elles sont maintenues, peuvent étre de véritables accélérateurs
évolutifs. En effet, lors d"une duplication, la redondance des genes permet la dérive évolu-
tive d’une des versions. Majoritairement, une des copies est perdue (par pseudogénisation
ou par délétion), mais il peut également arriver qu'une des copies se spécialise pour une
nouvelle fonction. Dans certain cas également, les copies sont maintenues car la protéine
associée au gene nécessite une forte expression. Les genes paralogues qui sont issus d"une
WGD sont appelé ohnologues.

Le séquencage du génome de P. tetraurelia a révélé qu’elle a subi 3 WGD au cours de
son évolution (AURY ET AL.2006). Elles sont appelées WGD récente, intermédiaire et an-
cienne. Parmi les 40 ooo genes, seuls 32% sont présents en une seule copie. La polyploidie
du Mac de la paramécie a pu participer a sa résistance pour les WGD. L'expression des
genes se faisant dans les Mac, il suffit "simplement” de supprimer une étape de réplication
de I’ADN au moment du développement du Mac pour arriver a la ploidie antérieure a la

WGD.

IL.1.3 Organisation générale du génome de Paramécie

Le génome macronucléaire de paramécie est compact avec 78% de séquences codantes,
des régions intergéniques tres courtes (352 bases en moyenne) et des petits introns (25
bases en moyenne) (AURY ET AL. 2000). Elle possede cependant beaucoup d’introns par
rapport aux autres unicellulaires eucaryotes mais semble incapable de réaliser de 1'épis-
sage alternatif. Les séquences régulatrices de 1’expression des genes ne sont pas définies,
mais 'utilisation des régions intergéniques d’un géne donné dans un transgeéne permet
généralement de reproduire le profil d’expression endogene.

Concernant la nomenclature appliquée a la paramécie, les génes sont notés en majus-
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cules et italiques (PGM). Les noms des protéines ont la premiere lettre majuscule et ne
sont pas en italiques (Pgm). Et enfin pour différencier les ohnologues entre eux, une lettre
de l'alphabet est ajoutée en minuscule a la fin, méme pour les genes (PGML4a, Pgmlga).
La paramécie est 1'un des rares contre-exemples a l'universalité du code génétique.
Seul le codon UGA est un codon STOP. Les codons UAG et UAA codent pour une gluta-

mine (CARON AND MEYER||1985) PREER ET AL.[|1985).

I[I.2 LES REARRANGEMENTS PROGRAMMES DU GENOME CHEZ LA PARAMECIE

La complexité du génome des Mic est d’environ 100 Mb (GUERIN ET AL.[2017) alors que
celle du Mac est de 72 Mb (AURY ET AL.2006). Lors du développement du Mag, il y a donc
élimination d’environ 28 Mb d’ADN germinal. Il existe deux types de réarrangements, les

réarrangements précis et imprécis.

IL.2.1 Les réarrangements précis : élimination des IES

Les IES, pour Internal Eliminated Sequences, sont des séquences éliminées précisément
lors du développement du Mac. On en dénombre 45 ooo par génome haploide que 1'on
retrouve en moyenne tous les 1,6 kb et qui représentent 3 Mb d’ADN éliminé (ARNAIZ
ET AL. 2012). On les retrouve dans les régions intergéniques mais également dans les
genes : 47% des génes sont interrompus par au moins une IES. Leur excision précise est

donc essentielle a 1’expression de protéines fonctionnelles (Figure [IL.5).

TNIC  — —-_-___-_)—

mac

FI1Gure IL.5 — Les IES

Différence entre le génome des Mic et celui des Mac. Le chromosome est en noir, le géne est une
fleche et les IES sont en orange. Les IES sont éliminées précisément du génome Mac lors des RPG.



42

Chapitre II. La paramécie, modele d’étude du NHE] lors de CDB programmées

Les IES peuvent avoir des tailles tres variables, allant de quelques dizaines a plusieurs

milliers de bases. Cependant, la répartition des tailles n’est pas aléatoire (Figure [L6A).
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F1Gure 11.6 — Répartition des tailles d'IES et séquence aux bornes

(A) Fréquence d’'IES en fonction de leur taille. (B) Séquence consensus aux bornes des IES. Le
TA est essentiel a 1'excision pour I'ensemble des IES, la suite du consensus est moins stricte. Il
se rapproche néanmoins du consensus des transposons Tc1/mariner (TACAGTKS avec K=G/T et
S=C/G) (ARNAIZ ET AL./[2012).

Plusieurs caractéristiques tres intéressantes sont a noter concernant la répartition des
tailles d’IES. On observe une périodicité des pics de 10 pb, correspondant a un tour d'hé-
lice de I’ADN. De plus, on ne trouve pas d’IES plus petite que 26 pb et tres peu d'IES
entre 32 et 45 pb. L'ensemble de ces éléments indique une contrainte topologique lors de
'excision des IES

De plus, 93% des IES sont plus petites que 150 pb et 35% ont une taille de 26-30 pb.
L’ensemble des IES sont bornées a chacune de leurs extrémités par un di-nucléotide TA. Il
existe un faible consensus pour les bases adjacentes au TA, ressemblant au consensus des
extrémités des éléments transposables de la famille Te1/mariner (Figure [[1.6B). Certaines
IES parmi les plus grandes (plus de 1,5 kb) portent des geénes présentant une homologie
avec ceux des transposases de la famille Tc1/mariner.

Ces éléments donnent des indications sur 1’origine et I'évolution des IES : Les IES

proviendraient d’'une ou plusieurs invasions massives du génome, au moins en partie
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par des transposons Tc1/mariner. Les séquences auraient ensuite dégénéré et se seraient
progressivement raccourcies, jusqu’a atteindre la taille minimale de 26 pb contrainte par
le complexe d’excision. Les IES les plus courtes seraient donc les plus anciennes et les
plus longues celles intégrées le plus récemment.

Il aurait pu donc étre logique de soupgonner une transposase de type Tc1/mariner
comme étant responsable de 'excision des IES. Cependant, le mécanisme d’excision des
Tc1/mariner laisse les deux TA sur le chromosome. Or, la cicatrice retrouvée dans le
génome du Mac apres excision d'une IES est un unique di-nucléotide TA. Une transposase

Tc1/mariner ne peut donc pas étre responsable de 1’excision des IES.

IL.2.1.1  Clivage des IES et réparation des cassures introduites

Mécanismes moléculaires L'étude des mécanismes moléculaires de la coupure a pu
montrer que les IES étaient clivées a chacune des extrémités, en laissant 4 bases sortantes
en 5', centrées sur le TA (GRATIAS AND BETERMIER|2003) (Figure [IL7).

Le nucléotide en 5’ est ensuite éliminé et la synapse se forme grace a la micro-
homologie entre les deux TA. Cette synapse permet le comblement de 1’espace et enfin la
ligation. Ces mécanismes moléculaires ont lieu a la fois sur le chromosome et sur I'[ES. En
effet, si sa taille le permet, elle peut étre circularisée et étre détectée par PCR au cours des
RPG (BETERMIER ET AL.[[2000). Les IES trop courtes pour étre circularisées peuvent étre

concatémerisées avec d’autres IES excisées puis circularisées (ALLEN ET AL.[2017).

Les acteurs du clivage La connaissance de la géométrie de la coupure ainsi que la dis-
ponibilité d'une premiere version annotée du génome (AURY ET AL. 2006) ont donné les
moyens de procéder a la recherche de I’endonucléase responsable par une approche de
gene candidat.

PiggyMac, ou Pgm, est une protéine dérivant de la transposase PiggyBac. Les trans-
posases PiggyBac ont pour substrat des séquences TTAA aux bornes de leur transposon
et laissent une cicatrice TTAA précise dans le chromosome une fois le transposon excisé
de son site donneur (ELICK ET AL.|[1996). Le géne PGM est présent en une seule copie dans
le génome de la paramécie et n’est pas dans une structure transposable. Comme RAG1

pour le V(D)], Pgm a donc été domestiquée par la cellule (BAUDRY ET AL.|2009)
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Modele de I'excision des IES. Deux CDB sont introduites aux bornes de I'IES, avec quatre nu-
cléotides sortant en 5, centré sur le TA. La base en 5" est clivée, le chromosome apparié par
micro-homologie, I'espace est comblé puis le chromosome religué. La réparation se produit aussi

sur les IES, pouvant donc les circulariser.
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Des expériences d’ARN interférence dirigées contre PGM pendant 1'autogamie ont
montré une inhibition compléte des RPG, avec rétention de 1’ensemble des IES dans le
génome du nouveau Mac (ARNAIZ ET AL. 2012, (GUERIN ET AL. 2017). Les réplications
successives de ’ADN ne sont pas impactées pendant le développement du nouveau Mac
mais la descendance n’est pas viable, la moitié des genes étant interrompus par au moins
une IES et n’étant donc pas capables d’exprimer une protéine fonctionnelle. Une ARNi
contre PGM provoque donc la mortalité des cellules post-autogames en conséquence de
I’absence d’introduction des CDB aux bornes des IES.

PiggyBac est une transposase possédant un domaine catalytique avec trois acides ami-
nés Aspartate (D) essentiels pour 'activité endonucléase (MITRA ET AL. 2008) et un do-
maine C-terminal en doigt de zinc également essentiel pour son activité (MORELLET ET AL.
2018) (Figure [IL8A).

Pgm possede le domaine catalytique, avec les trois D et un domaine en doigt de zinc
variant (DuBois ET AL.[2017). Il possede également des domaines N et C-terminaux sup-
plémentaires. L'extension C-terminale est prédite pour étre un coiled-coil.

Des expériences de complémentation fonctionnelle ont permis de vérifier le role de
certains domaines de Pgm (DuBo1s ET AL. 2017). Les expériences de complémentation
utilisaient I'expression de différents mutants de Pgm lors des RPG en absence du Pgm
endogene. En particulier, une triple mutation des D catalytiques en Alanine (A) inhibe
completement l'introduction des CDB aux bornes des IES. Cette expérience a permis de
préciser le role de Pgm. Bien qu’essentielle aux RPG, il n’était pas stir qu’elle soit directe-
ment en charge de la coupure de I’ADN. Cette nouvelle donnée laisse donc peu de doutes
sur le role catalytique direct de Pgm lors de l'introduction des cassures.

Cette méme étude a pu démontrer des capacités de multimérisation de Pgm avec lui-
méme, comme attendu pour une protéine de type transposase.

Différentes approches ont été utilisées pour déterminer la localisation cellulaire de
Pgm lors des RPG. La premiere fut de créer des transgenes GFP-PGM (BAUDRY ET AL.
2009, DUBOIS ET AL.2017) et la plus récente a été de développer un anticorps dirigé spé-
cifiquement contre la protéine endogene (Dusols ET AL.[2017) (Figure [[Lg). Ces deux
méthodes ont révélé que Pgm se localise spécifiquement dans les Mac en développement,

également appelés ébauches.
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F1GURE 11.8 — Pgm et les PgmL

(A) Domaines de PiggyBac (PB), Pgm et des PgmL. La position des éventuels acides aminés D
catalytiques est affichée. (B) Niveau d’expression des ARNm de PGM et des PGML par RNAseq,
en unité arbitraire. V = cellule végétatives, S = stade méiotique, T = temps en heure depuis le début
de l'autogamie. Adaptée de [BISCHEROUR ET AL.| (2018).
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F1Gure 1.9 — Localisation nucléaire de Pgm et validation de la spécificité de I’anticorps

Immunomarquage de Pgm dans de jeunes cellules autogames en ARNi controle ou PGM. Les
ébauches sont indiquées par les fleches blanches. L'absence de signal dans 1’ARNi contre PGM
indique que l’anticorps reconnait spécifiquement Pgm. La barre d’échelle est de 10 um. Adaptée
de |BISCHEROUR ET AL.|(2018).

Une recherche par modéle de Markov caché (comparaison de prédiction de structure
+ homologie de séquence) a partir de Pgm dans le protéome de paramécie a permis de
détecter une série de protéines homologues (BiISCHEROUR ET AL.2018). Ces protéines ont
été nommeées PiggyMac-Like, ou PgmL (Figure [L.§A). On retrouve ainsi 9 protéines, ré-
parties en 5 groupes (en raison des WGD). Comme Pgm, elles sont toutes spécifiquement
exprimées lors des RPG (Figure [L.8B). Elles ne possedent aucun des acides aminés cataly-
tiques, sauf Pgml4a et b qui en possedent deux sur trois. La régulation de leur expression
indique un role potentiel dans les RPG mais I’absence d’acide aminé catalytique semble
exclure un role direct.

Des expériences de déplétion par ARNi ont été effectuées sur I’ensemble des PGML.
Chacun des 5 groupes de PgmL est essentiel pour le bon déroulement de I'autogamie.
Différentes approches de microscopie (anticorps spécifiques et/ou fusions protéiques avec
étiquette Flag) démontrent que 1’ensemble des PgmL se localisent dans les ébauches. Des
analyses bio-chimiques montrent également que chaque groupe de PgmL peut former
des complexes in vitro avec Pgm. Enfin, des séquengages du génome macronucléaire post-
RPG en condition d’ARNi contre les PGML montrent un effet global de 1’absence de ces

protéines sur les RPG. L'ensemble des IES sont spécifiquement retenues, indiquant une
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absence d’introduction des CDB. PgmL1 et 3 semblent faire légerement exception, avec
respectivement 17% et 8% des IES excisées efficacement mais avec un taux d’erreur élevé
dans le positionnement des bornes d’excision (BISCHEROUR ET AL. 2018).

Suspectant un effet sur Pgm lorsque le phénotype de rétention se montre global, la
localisation nucléaire de Pgm a été observée en fonction des différentes ARNi contre les
PGML (Figure [[L.10).

Alors qu’aucune des PgmLl n’est nécessaire a la stabilité protéique de Pgm
(Figure [IL.10B), elles sont toutes nécessaires a sa localisation nucléaire (Figure
et C). En absence de Pgm stable dans I'ébauche, il est difficile d’imaginer de possibles
introductions de CDB.

La déplétion du signal Pgm nucléaire en ARNi contre PGML1 est intermédiaire. Ce
résultat est en corrélation avec celui du séquencage génomique. Quelques IES restent
excisées, donc il doit rester du Pgm nucléaire au moins partiellement actif. Le résultat
pour PgmL3 souleve plus de questions. Malgré une absence nucléaire visible de Pgm,
8% des IES sont encore excisées. Une maniere d’expliquer cela serait que 'on se trouve
peut-étre a la limite du seuil de détection de I'immunofluorescence. Une petite fraction de
molécules Pgm présentes mais non détectées pourrait suffire a 1’excision de ces quelques
IES.

L’excision des IES nécessite donc un ensemble de protéines dérivant de transposases
PiggyBac. Elles ont été domestiquées et se sont spécialisées pour les RPG, en étant ca-
pables entre autre de reconnaitre une séquence différente de la séquence consensus du
transposon d’origine, ne portant pas de motif conservé évident en dehors du TA. Le
complexe d’excision serait composé d’au moins six sous-unités dont une catalytiquement
active, Pgm. Chacune des sous-unités permet au complexe de se localiser stablement dans
les noyaux en développement. Enfin, bien qu’indispensables, les sous-unités PgmL1 et 3

seraient les plus accessoires.

Les acteurs de la réparation Les RPG ont lieu en parallele de I'amplification du génome.
Ainsi, I’excision des IES démarre alors que 1'ébauche est déja a une ploidie autour de 16-
32n (BETERMIER ET AL.2000). Cette ploidie augmente mécaniquement le nombre d’IES a

exciser et donc d’événements de coupure et de réparation. On peut donc estimer qu’il y
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F1Gure II.10 — Délocalisation de Pgm en ARNi PGML

Expression et localisation de Pgm en ARNi PGML. (A) Immunomarquage de Pgm dans de jeunes
cellules autogames en situation contréle ou ARNi contre les différentes PGML. Les ébauches sont
indiquées par les fleches blanches. La barre d’échelle est de 10 um. (B) Western-Blot (WB) anti-
Pgm montrant la stabilité du niveau de Pgm lors d’ARNi contre les PGML. (C) Représentation en
boxplot de 'intensité de fluorescence de Pgm en ARNi PGML dans des ébauches. (D) Représen-
tation en boxplot de I'intensité de fluorescence de Pgm en ARNi PGM dans des ébauches. Les ***
indiquent que p<o0,001 par rapport au contrdle dans un test statistique de Mann-Whitney. Adaptée
de [BISCHEROUR ET AL.|(2018).
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a plus d’un million d’événements distincts. Dans ces conditions extrémes, il est crucial
d’avoir un mécanisme de réparation trés efficace et rapide, tout en étant extrémement
fidele du fait de la présence d'IES dans les géenes.

Les travaux d’Aurélie Kapusta, ancienne doctorante de I'équipe, ont cherché a déter-
miner quelle voie de réparation pouvait étre utilisée (KAPUSTA ET AL.|2011). Les protéines
Lig4 et Xrccqg ont pu étre identifiées par recherche d’homologie avec les protéines hu-
maines. La paramécie posséde deux ohnologues de Lig4, Ligqa et b et une copie unique
de Xrccg. Les deux genes LIG4 sont identiques a 94% entre eux. Il n"a donc pas été pos-
sible de réaliser des ARNIi strictement spécifiques d'un seul des deux genes. Les genes
LIG4 et XRCC4 sont exprimés fortement lors des RPG. Des expériences d’ARNi contre
LIG4 et XRCCq ont conduit a un blocage des RPG et a une létalité pour la descendance
sexuelle. Contrairement a la déplétion du complexe d’excision qui provoque la rétention
des IES, une déplétion de Liggq ou Xrcc4 provoque une accumulation de CDB non réparées
et une inhibition de I'amplification du génome dans les nouveaux Mac. Une analyse de la
composition des extrémités d’ADN a permis de déterminer que la base 5’ sortante était
toujours clivée mais que le comblement de 1’espace vide au niveau de la jonction était
inhibé. Lig4 et Xrcc4 participent donc au recrutement ou a l'activation de la polymérase
a ADN nécessaire pour le comblement de 1'espace, avant de procéder a la ligation du
chromosome.

En absence de Lig4 ou Xrccg4, non seulement les jonctions chromosomiques n’ont plus
lieu mais la circularisation des IES est également inhibée. Ces travaux ont mis en évidence
le role crucial de ces protéines spécifiques du NHE], et donc du NHE] lui-méme dans les
RPG chez la paramécie.

L’excision des IES un exemple extraordinaire de NHE] précis. La ligation est précise
au nucléotide pres, sans introduction d’erreurs et cela de maniere reproductible sur plus
d’un million d’événements, ayant lieu dans une courte période de temps et a proximité
directe les uns des autres. La paramécie est donc un formidable modele pour l'étude du

NHE]J.
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IL.2.1.2 Couplage entre coupure et réparation de I’ADN, le cas de Ku chez la

paramécie

Les Ku de paramécie Dans la poursuite de I'étude du NHE] chez la paramécie, les tra-
vaux d’Antoine Marmignon, ancien doctorant dans I'équipe également, l'ont dirigé vers
les protéines Ku de la paramécie. Des recherches par homologie avec les protéines hu-
maines ont permis d’identifier cinq protéines (MARMIGNON ET AL.[2014). Deux ohnologues
Kuyo et trois Ku8o. Kuyoa et Kuyob sont extrémement proches 1'une de l'autre, avec 92%
d’identité sur la séquence génique et 98% sur la séquence protéique (Figure [L.11A).

Les trois copies de Ku8o sont un peu plus divergentes. Ku8oa et Ku8ob sont rela-
tivement proches, avec 83% d’identité sur la séquence génique et 89% sur la séquence
protéique alors que Ku8oc diverge un peu plus avec 74% d’identité génique et protéique
avec Ku8oa et 73% d’identité génique et protéique avec Ku8ob. Kuyoa et b sont exprimées
en croissance végétative et Kuyoa particulierement est sur-exprimée lors de I'autogamie
(Figure [I.11B). Ku8oa et b sont exprimées de maniere constitutive alors que Ku8oc n’est
pas exprimée dans des cellules végétatives et est fortement exprimée lors de 'autogamie.

Lors d'une ARNi PGM, les génes KUj7o0 et KU8oc sont sur-exprimés aux temps tardifs,
c’est a dire apres la fin des RPG en situation controle (Figure [I.11]C). Cette dérégulation
a été observée depuis pour d’autres génes comme les PGML (BISCHEROUR ET AL.2018) et

pourrait, plus généralement, étre le signe qu'un géne est impliqué dans les RPG.

Localisation nucléaire de Ku Des constructions GFP-KU7o0a et GFP-KU8oc ont été uti-
lisées pour déterminer la localisation des protéines Kuyoa et Ku8oc (Figure [[L.12). Les
deux protéines se localisent dans les ébauches. De plus, leur localisation nucléaire n’est
pas uniforme. Des points de concentration, ou foci, se forment, particulierement visibles

avec GFP-Kuro.

Effets des ARNi KU Des expériences d’ARNi contre I’ensemble des genes KU ont été
réalisées (Figure [[L.13). KU70a et KU70b étant trop proches, les deux genes sont impac-
tés de la méme maniere par ’ARNi. L’ARNi KU70 a conduit a une mortalité de la des-
cendance sexuelle. L'ARNi KU8oa n’a pas donné de phénotype particulier, tout comme

I’ARNi KU80b ainsi qu'une double ARNi contre KU8oa et KU8ob. L'ARNi KU8oc a elle
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FiGure Il.11 — Les Ku de paramécie

(A) Diagramme des relations de WGD entre les geénes KUyo ou KUS8o chez P. tetraurelia. Le %
d’identité entre les geénes (nt) ou les protéines (aa) sont indiqués le long des fleches connectant
les genes. (B) Profils de transcription exprimés en unité arbitraire des genes KUyo et KU8o durant
une autogamie, déterminés par RNA-seq haut-débit. V : végétative; S : stade méiotique; To : 50%
des cellules ont 1’ancien Mac fragmenté; les T suivants sont les temps en heures apres To. (C)
Détection des ARNm de KUjyo et KU8oc durant I'autogamie par hybridation de northern blot en
ARNI controle ou PGM. Les temps en heures sont basés sur le To. Adaptée de MARMIGNON ET AL.|

(2014).




II.2. Les réarrangements programmés du génome chez la paramécie

53
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FiGure I1.12 — Localisation nucléaire de Ku

Les cellules ont été micro-injectées avec les transgenes de fusion exprimant GFP-KU7oa (a, b, c) et
GFP-Ku8oc (d, e, f) sous le contrdle de leur signaux de transcription respectifs. Les ébauches sont
indiquées par les fleches jaunes, les autres noyaux sont les fragments de I’ancien Mac. Adaptée de
IMARMIGNON ET AL.|(2014).
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présenté un fort phénotype de mortalité de la descendance sexuelle. Ceci indique donc

que Ku8oc joue un role spécifique pendant les RPG.

80% |-
60%

40%
20% rh
0% [

Kp ICL7 XR _a b _atb c Ku70
KU80

% nouveaux Mac fonctionels

FiGure II.13 — Effets d'une ARNi KU

Pourcentage de cellules survivantes avec un nouveau Mac fonctionnel apreés une autogamie sous
différentes conditions d’ARNi. Kp et ICL7 : contrdles positifs; XR : ARNi contre XRCC4 (contrdle
négatif) ; ARNi contre KU8oa, b, a+b, c ou KUyo0. Adaptée de MARMIGNON ET AL.|(2014).

Effets moléculaires d’'une ARNi KU Les protéines Kuyo et Ku8oc sont donc essentielles
lors de l’autogamie et sont localisées dans les ébauches. 11 était attendu a ce que leur role
dans les RPG soit directement connecté a celui de Ligg et Xrcc4 : la réparation des CDB.
Le phénotype moléculaire associé a un tel role est 'introduction des coupures par Pgm
et les PgmL suivi d'une accumulation de cassures, due a 1'inhibition du NHE]. L'analyse
de ’ADN de paramécie en autogamie montre qu’en ARNi KU8oc les trois IES testées sont
retenues dans le génome (Figure [[L.14).

De plus, aucune extrémité d’ADN n’a pu étre détectée aux bornes de ces IES et I'am-
plification du nouveau Mac n’a pas été inhibée. Ces résultats difféerent grandement de
ceux obtenus avec une ARNi LIG4 et sont comparables a ceux obtenus en ARNi PGM.

En absence de Ku, Pgm est donc inactivée. Ku a donc un rdle antérieur a la prise en
charge des CDB en étant essentiel a I'introduction des cassures. Il y a donc ici un couplage
strict entre le mécanisme d’introduction des CDB et celui de réparation de I’ADN. Les
deux mécanismes auraient co-évolué pour s’assurer qu’une réparation est possible avant

d’introduire de graves dommages a I’ADN.

Interaction entre Ku et Pgm Dans le cadre de I'étude de ce couplage, 'interaction entre

les protéines Ku et Pgm a été testée par co-immunoprécipitation en utilisant des protéines
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F1GURE II.14 — Rétention d’au moins 3 IES en ARNi KU8oc

Détection par PCR de jonctions de novo d’excision d’IES pendant I'autogamie, en situation controle
ou en ARNi KU8oc. Adaptée de MARMIGNON ET AL.| (2014).

produites dans des cellules d’insectes (Figure |IL.15). Que ce soit seuls ou en hétérodimere,
Kuyoa et Ku8oc co-précipitent avec Pgm.
MBP-Pgm = o = o =

+
Ku70a-HA + + - - + +
HA-Ku80c - - + + + +

" «. — HA-Ku8Oc

- s+ — Ku70a-HA
MBP co-purif
o e ey — HA-Ku80c
ww W Ku70a-HA
Input
F1GuRre Il.15 — Interaction entre Ku et Pgm

Co-précipitation de HA-Ku8oc et Kuyoa-HA avec MBP-Pgm exprimées en cellules d’insectes, ré-
vélées par WB en utilisant un anticorps anti-HA. Adaptée de MARMIGNON ET AL.[(2014).

Modele de I’excision des IES L'ensemble de ces résultats ont permis de définir un mo-
dele pour l'excision des IES (Figure [II.16). L'hétérodimere Kuyo/Ku8oc interagit avec
Pgm, permettant d’activer le complexe d’excision composé de Pgm et des PgmL et donc

d’introduire les CDB aux bornes de 1'IES. L’hétérodimeére Ku est ensuite directement
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chargé sur 'ADN et permet une protection rapide et efficace des extrémités cassées. Le
reste du NHE] est ensuite recruté : DNA-PKcs, une ou plusieurs nucléases responsables
de la maturation des extrémités (encore non identifiée(s)) et enfin Lig4 et Xrcc4 permettant
I'activation d"une ou plusieurs polymérases pour combler 'espace suivi de la ligation des
fragments chromosomiques par Lig4.

Des travaux préliminaires de Mireille Bétermier ont mis en évidence des protéines
homologues de polymérases de la famille X ayant un role dans les RPG. De plus, des
données non publiées mettent en évidence des protéines homologues de XLF chez la

paramécie, ayant également un role dans les RPG.

II.2.1.3 Reconnaissance des IES

Role des ARN non codants Une grande problématique posée par 1'excision des IES est
leur reconnaissance par le complexe d’excision. En effet, la seule séquence strictement
essentielle pour la définition d'une IES est la présence de di-nucléotides TA a ses bornes.
Or, le génome de paramécie est composé a 73% de nucléotides A/T et est donc rempli
de di-nucléotides TA. Malgré cela, Pgm parvient a introduire une coupure précise. De
nombreuses équipes ont donc cherché s’il existait un mécanisme capable de définir une
IES autrement que par ses TA. L'ensemble des résultats a permis de définir le modele du
scanning par des petits ARN scan (scnRNA) (Figure [[L.17).

Ce modele décrit "utilisation de petits ARN essentiels a 1’excision d"une partie des IES.
L’ensemble du génome macronucléaire est transcrit en longs ARN non codants (ncRNA
maternels) de maniére constitutive (pendant la croissance végétative et le cycle sexuel).
Spécifiquement lors de la méiose des Mic, le génome micronucléaire est transcrit, produi-
sant de long ARN double-brins couvrant 'ensemble du génome germinal non réarrangg.
Ces ARNdb sont clivés par les protéines Dcl2/Dcl3 en petits ARNdb de 25 nuclétides,
les scnRNA (LEPERE ET AL. 2008). Pris en charge sous forme simple-brin par les protéines
Ptiwio1 et Ptiwiog, ils sont exportés vers le Mac maternel (BOUHOUCHE ET AL. [2011). L3,
les scnRNA pouvant s’associer aux ncRNA maternels sont dégradés ou séquestrés. Seul
les scnRNA n’ayant pas trouvé de séquence complémentaire sont conservés, définissant
ainsi les loci spécifiques du Mic absents de 1’ancien Mac. Ce processus de scanning est

dépendant des protéines Nowa1 et 2 (NOWACKI ET AL.[2005) et de I'hélicase Ptmb220 (NoO-
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FiGURE I1.16 — Modeéle d’excision des IES

Couplage extréme entre le mécanisme de coupure et celui de réparation. Ku est essentiel a 'acti-
vation de la cassure, ce qui assure une prise en charge efficace par le NHE]J.
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F1Gure Il.17 — Scanning ARN
Modele des scnRNA. Une comparaison entre le génome du Mac maternel et des Mic est effec-

tuée en utilisant des ARN non codants (scnRNA). Les scnRNA Mic spécifiques sont transportés

dans les ébauches et permettent le marquage des régions a éliminer. Adaptée de BETERMIER AND|

[DUHARCOURT]| (2014).
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WAK ET AL.[2011). Les scnRNA Mic spécifiques sont ensuite exportés vers les ébauches et
guident Pgm sur les séquences a exciser, reproduisant ainsi le profil de réarrangement de
I'ancien Mac. Ce guidage pourrait se faire via I'appariement des scnRNA avec des trans-
crits naissants non codants produits dans les Mac en développement grace a un facteur
de transcription TFIIS spécialisé (MALISZEWSKA-OLEJNICZAK ET AL.2015).

Un mécanisme complémentaire des scnRNA utilise des ARN transcrits a partir des
IES circularisées (seules ou en concatémeres d’IES) (ALLEN ET AL.|2017). Dcls les clive en
fragments de 23 a 31 nucléotides (SANDOVAL ET AL. 2014, HOEHENER ET AL.|2018). IIs sont
ensuite pris en charge par Ptiwi1o et Ptiwi11 ot ils vont pouvoir continuer a marquer les
IES encore non excisées, permettant ainsi une amplification du signal d’excision (FURRER
ET AL.[2017).

Cependant, des ARNi contre les DCL2/3 ou DCL5 ne provoquent que la rétention
d’environ 20% d’IES au total. Une étude encore en révision (SWART ET AL.|2017) suggere
que la triple déplétion de DCL2/3/5 pourrait affecter 1’excision de 50% des IES. Il y a donc
certainement différents mécanismes encore inconnus responsables de 1'identification des

IES restantes a éliminer.

La reconnaissance par Pgm Comment les scnRNA et autres mécanismes indiquent-ils
a Pgm la localisation précise des IES? Les données et modéles actuels indiquent que des
marques épigénétiques spécifiques sont déposées sur les IES. Ainsi, la protéine Ezl1, po-
tentielle lysine histone methyltransférase, est essentielle pour les modifications H3Kgme3
et H3K27me3 et pour l'excision de 70% des IES (LHUILLIER-AKAKPO ET AL. [2014). Des
données non publiées de Marc Guérineau montrent la capacité du domaine en doigt de
zinc de Pgm d’interagir avec I'histone H3, notamment le peptide N-terminal de H3 (1-19)
mais pas H3 (16-35). Pgm directement ou des partenaires du complexe d’excision pour-
raient interagir avec ces marques, et d’autres encore inconnues, permettant de positionner
le complexe d’excision sur les régions a éliminer. Les scnRNA ou les iesRNA pourraient
également avoir un role dans le guidage précis de Pgm pour l'identification de la borne
de I'IES, une grande partie des IES étant plus courtes que ’ADN enroulé autour d'un
nucléosome (Figure [[1.18). Des études sont également en cours pour évaluer le role de la

méthylation de bases de ’ADN dans la reconnaissance des IES.
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F1Gure I1.18 — Modele de reconnaissance des IES par Pgm

(A) L'IES (en jaune) est associée a des histones porteuses de modifications épigénétiques. (B) Pgm
(en rouge) ou ses partenaires reconnaitraient ces modifications et cibleraient ainsi I'IES. (C) Les
scnRNA ou les iesRNA participent a la reconnaissance précise de I'extrémité de I'IES. Adaptée de
|[BETERMIER AND DUHARCOURT] (2014).

II.2.2 Les réarrangements imprécis

L’autre catégorie de réarrangements est celle des réarrangements imprécis. Ils re-
présentent 25 Mb d’ADN éliminé, essentiellement dans des régions inter-géniques. Ils
consistent en I’élimination de transposons et de séquences répétées lors des RPG. L'élimi-
nation est dite imprécise car les bornes des régions éliminées peuvent étre variables et la
cassure est soit réparée par religation soit télomérisée, fragmentant ainsi les chromosomes
(Figure [[L.19). Il n’est pas exclu qu’il y ait une excision a des bornes précises, mais que ce

soit la réparation qui apporte I'imprécision.
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F1Gure 11.19 — Les éliminations imprécises

Elimination des transposons et séquences répétées lors des RPG. Ils donnent lieu a des fragmen-
tations des chromosomes, avec néo-télomérisations et religations variables.

L’élimination imprécise est dépendante de Pgm (BAUDRY ET AL. 2009, (GUERIN ET AL.
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2017) et le mécanisme de réparation impliqué, quand elles sont réparées, n’est pas connu.
En effet, la nature imprécise de ces réarrangements rend leur étude extrémement compli-

quée.

II.2.3 Chez les autres ciliés

L’ensemble des ciliés possedent un dimorphisme nucléaire et effectuent des RPG.
L’étude de ces différents ciliés permet d’enrichir les connaissances sur les RPG, leur diver-
sité et les différents mécanismes associés. L'un de ces organismes, particulierement étudié,

est le cilié Tetrahymena thermophila

I1.2.3.1 Tetrahymena thermophila

Tetrahymena possede un génome Mic de 157 Mb avec 5 chromosomes et est diploide.
Le génome du Mac est de 103 Mb avec 181 chromosomes et une ploidie de 45. Il y a
donc élimination d’environ 34% de I’ADN germinal et fragmentation des chromosomes.
I existe deux types d’IES chez Tetrahymena. Le premier est le majoritaire et comprend
environ 6 ooo IES (Yao ET AL.[]2014). Ces IES sont toutes intergéniques et dépendantes
du mécanisme des scnRNA, responsable du dépot des marques H3Kgmes et H3K27me3
au niveau des IES pour leur élimination. L'endonucléase responsable de leur excision est
Tpb2. Comme Pgm, c’est une transposase domestiquée de la famille des transposases
PiggyBac. Elle posséde la triade DDD catalytique et un domaine C-terminal en doigt de
zinc qui permet l'interaction avec les marques d’hétérochromatine.

Comme pour la paramécie, le NHE] est responsable de la réparation des CDB aux
bornes des IES. Cependant, une grande différence entre ces deux organismes est que
Ku n’est pas nécessaire pour l'étape d’introduction des cassures (LIN ET AL.[2012). Cette
absence de couplage entre coupure et réparation pourrait étre due a la nature intergénique
des IES impliquées.

L’autre type d’IES semble confirmer cette hypothese. Au nombre de 12, elles inter-
rompent des exons et leur excision précise est essentielle pour 1'assemblage de genes
fonctionnels. Une étude récente a identifié les protéines essentielles a leur excision, Tpb1
et Tpb6 (CHENG ET AL.[2016). Homologues de Tpbz, elles sont également des transposases

domestiquées de la famille des transposases PiggyBac. Ce qui les rend uniques dans le
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monde des transposases est le fait qu’elles soient des protéines de fusion entre une trans-
posase Piggybac et le domaine cceur d"une protéine Ku8o. La ot1la paramécie a évolué vers
un couplage extréme entre coupure et réparation, Tetrahymena est potentiellement allée un
cran plus loin en sélectionnant directement une protéine chimérique pouvant couper et
directement réparer le dommage. Malheureusement, les études jusqu’ici n’ont pas cher-
ché a répondre aux questions liées au couplage. Quelles fonctions une protéine Tpb1/6
délétée de son domaine Ku8o conserve-t-elle? Y-a-t-il un découplage, avec cassures mais
absence de réparation? La protéine Ku8o pleine taille prend-t-elle le relai? Y-a-t-il des
erreurs introduites par ce découplage? Kuyo interagit-elle directement avec le domaine
Ku8o de Tpb1/6, formant ainsi un potentiel hétérodimere Ku actif ? Ces questions seront

je I'espere étudiées dans le futur.

I1.2.3.2  Oxytricha trifallax

Oxytricha est un cilié faisant partie de la sous-classe des spirotriches. Plus éloigné évo-
lutivement de la paramécie et de Tetrahymena, ses RPG sont de nature différente (YERLICI
AND LANDWEBER/[2014).

Avec un génome Mic de 500 Mb et un génome Mac de 50 Mb, Oxytricha élimine 9o%
de son ADN germinal. Les RPG chez Oxytricha sont extrémes, de par la quantité d’ADN
éliminé mais également par I'ampleur du réarrangement des séquences codantes. En effet,
les ORF sont fortement mélangées dans le génome Mic (Figure [II.20).

Un mécanisme inverse des scnRNA existe chez Oxytricha. De longs ARN non codants
sont produits dans le Mac maternel et indiquent 'organisation des séquences Mac. Il y
a également des petits ARN (piRNA) produits a partir du Mac parental qui ciblent les
séquences a conserver. Ces deux éléments permettent I’'obtention d’ORF fonctionelles.

L'autre grande particularité des RPG chez Oxytricha est la création de nano-
chromosomes, regroupant a chaque fois une a trois ORF maximum. Le Mac est ainsi
divisé en 15 600 chromosomes et chaque chromosome est répliqué de nombreuses fois,
amenant la ploidie finale a environ 2 000.

Les acteurs des RPG sont encore peu connus chez Oxytricha mais des protéines de
type transposase Tc1/mariner ont été décrites comme essentielles pour les RPG (NOwACKI

ET AL.[[2000).
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F1GURE II.20 — Les RPG chez Oxytricha trifallax

Les éléments des ORF sont représentés en carrés numérotés, selon leur ordre fonctionnel. Les
séquences entre ces éléments sont les IES et sont représentées par un trait noir. Lors des RPG, (a)
des ncRNA scannent le génome Mac maternel, (b) sont transférés vers le Mac en développement,
(c) marquent les séquences a retenir et I’organisation de I'ORF et (d) permettent I'élimination des
IES et la réorganisation de I'ORF. Adaptée de [CHALKER ET AL. (2013).
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Projet de these

De fagon totalement inattendue, les travaux d’Antoine Marmignon ont pu déterminer
que la présence de Ku lors des RPG est essentielle a I'introduction de cassures de I’ADN
par Pgm. Les premiers résultats obtenus étaient cependant limités a 1’étude moléculaire
de trois IES particulieres. Ces premiers travaux ont également montré que Ku localise
spécifiquement dans les Mac en développement et qu’il interagit avec Pgm. Cependant,
le mécanisme d’activation conduisant a I'introduction des coupures restait encore a déter-

miner. C’est donc a cette question que je me suis intéressé pendant ma these.

Caractérisation du couplage entre Pgm et Ku Dans un premier temps, j'ai regardé de
fagon quantitative l'interdépendance des protéines Pgm et Ku vis-a-vis de leur localisa-
tion nucléaire en utilisant des approches d’immunofluorescence et de microscopie. Mes
résultats démontrent que Pgm est dépendant de Ku pour sa localisation stable dans les
ébauches. Des expériences de séquengage haut-débit confirment une rétention de toutes
les IES dans le génome lors d"une déplétion de Ku8oc.

En revanche, la localisation nucléaire de Ku8oc n’est que partiellement affectée lors
d’une déplétion de Pgm, indiquant que Ku8oc n’est pas dépendant de la présence de

CDB pour sa localisation stable dans les ébauches.

Etude de la spécialisation fonctionnelle de Ku8oc pour les RPG Les genes KU8o chez
la paramécie ont été dupliqués lors de deux WGD et fournissent un modéle pour 1'étude
de la spécialisation fonctionnelle de protéines suite a des événements de duplications. Les

ARNi menées par Antoine Marmignon montrent que seul ’ARNi de KU8oc conduit a un
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blocage des RPG, alors que des ARNi contre KU8oa, KU80ob ou les deux ne provoquent
aucun phénotype. Deux hypotheses peuvent étre formulées : soit la particularité du gene
KUS8oc est simplement son profil d’expression spécifique des RPG, soit c’est la protéine
Ku8oc elle-méme qui a acquis une fonction particuliere par rapport a Ku8oa et b.

Lors d"'une ARNi KU8oc, il est possible que les faibles niveaux d’expression de KU80a

et b ne permettent pas de complémenter 1’absence de la protéine Ku8oc (Figure [[II.1B).
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Ficure III.1 — Ku8oa peut-il remplacer Ku8oc ?

A) Niveau d’expression des trois genes KUS8o lors du développement macronucléaire en situation
controle. B) ARNi KUS8oc provoquant la perte d’expression de Ku8oc. Les quantités de Ku8oa et
b sont probablement faibles du fait du faible niveau d’expression constitutif. Les RPG n’ont pas
lieu. C) ARNi KU8oc couplée a une surexpression de KU8oa, permettant de retrouver une quantité
sauvage d"une protéine Ku8o lors des RPG.

L’absence de complémentation pourrait ainsi étre simplement due a un effet dose, la
quantité globale de Ku8oa et b dans la cellule étant probablement tres faible dans une
ARNi KUS8oc. J'ai donc cherché a surexprimer Ku8oa lors des RPG, en condition d’ARNi
KUS8oc afin de vérifier si une protéine Ku8oa partageait les mémes capacités que Ku8oc
(Figure [[IL.1C). Mes résultats indiquent que Ku8oa surexprimée ne remplace pas une
absence de Ku8oc, les RPG n’ayant pas lieu. La protéine Ku8oc s’est donc bien spécialisée
dans les RPG. Grace a des constructions de protéines chimériques, j'ai démontré que le
domaine «/B de Ku8oc était le principal responsable de cette spécialisation.

L’ensemble des résultats obtenus pendant ma these, enrichis d’expériences complé-

mentaires réalisées par 1'équipe, ont été incorporés dans un manuscrit dont une premiere
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version est disponible en annexe. Ma discussion générale s’appuiera sur I’'ensemble des

résultats disponibles.
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Chapitre IV

Localisation des protéines Pgm et Ku

lors des réarrangements programmés

LocALISATION DE PGMm

IV.ii.x  Dynamique de la localisation nucléaire de Pgm

La méthode de suivi du développement Mac utilisée en routine dans I’équipe consistait
a observer le grossissement des ébauches au microscope sur des cellules fixées et colorées
au DAPI (DuBois ET AL.[2017). Les ébauches sont classées en trois classes : précoces -
intermédiaires - tardives, définies par I’avancement du cycle sexuel et par la taille moyenne
des nouveaux Mac. En effet, les réplications massives du génome et donc, I’accroissement
de la taille des ébauches, sont concomitantes avec les RPG.

Afin d’étayer 1'ensemble des phénotypes associés a une ARNi KU, 'analyse en Im-
munoFluorescence (IF) de Pgm est un outil puissant. Cependant, la localisation nucléaire
des protéines des RPG est dynamique. Pgm-GFP était décrite comme nucléaire dans des
ébauches précoces mais absente dans les tardives (DUBOIS ET AL.|[2017). Ces catégorisations
sont suffisantes pour des effets forts et trés contrastés, mais manquent de précision pour
les effets plus subtils, néanmoins tout aussi intéressants, d’ou la nécessité de développer
des méthodes de quantification de la taille des ébauches et du signal d’IF L'autogamie
peut étre déclenchée sur de larges populations par carence alimentaire. En conditions
optimales, la synchronie de la population autogame est d’environ 6 heures, c’est a dire

que la premiere cellule a avoir déclenché le processus peut avoir 6 heures d’avance sur la
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derniére. Cela produit donc une population hétérogene. Ainsi, il est possible d’avoir en
IF, dans une méme population, des cellules marquées ou non par Pgm dans les ébauches.
Cette hétérogénéité empéche donc une comparaison fine des intensités de fluorescence
entre différentes conditions.

Afin de contourner ce probleme, nous avons cherché a vérifier s’il était possible de lier
précisément la taille des ébauches présentant un marquage Pgm a 1’état d’avancement des
RPG. Ainsi, nous pourrions comparer l’effet en IF de différentes conditions d’ARNi en
comparant des ébauches de tailles identiques.

Des expériences sur des cellules en conjugaison ont été réalisées par Nathalie Mathy
(AI CNRS dans I'équipe). La conjugaison présente 1’avantage sur I’autogamie d’étre beau-
coup plus synchrone. Cependant, elle ne permet pas de travailler facilement sur de larges
population car elle implique généralement un tri manuel de chaque cellule. Afin d’avoir
des données plus précises sur 1’évolution de la taille des ébauches au cours des RPG, des
cellules en conjugaison ont été fixées a différents temps, de 8 a 20 heures apres le début
de la conjugaison et la taille des ébauches a été mesurée grace a un module d’analyse
écrit par Romain Le Bars de la plateforme d’imagerie de I'[2BC (détails en matériels et
méthodes) (Figure [V.1)).

Cette expérience montre qu'une ébauche a une taille comprise entre 30 et 75 pm? lors
de l'excision des IES. Il était ensuite important de vérifier si Pgm était localisée dans
les ébauches correspondant a ces tailles en utilisant 1’anticorps a-Pgm (Figure [[V.2). La
dynamique de la localisation nucléaire de Pgm correspond aux tailles d’ébauches lors
de l'excision des IES (30-751um?). En autogamie, la localisation nucléaire de Pgm a été
décrite comme organisée en foci, sur un fond nucléoplasmique granuleux par DuBo1s
ET AL.[(2017), observation reproduite ici plus finement grace a 1'utilisation de cellules en

conjugaison, fournissant une plus grande synchronie.

Note technique Le protocole de fixation utilisé dans les figures et est un proto-
cole optimisé pour la détection du Pgm nucléaire (DuBoIs ET AL.2017). Il inclut une étape
de perméabilisation par du Triton (détergent) antérieure a la fixation des cellules. Ce pro-

tocole, en plus de permettre une observation optimale de Pgm, provoque 1’extraction des
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F1Gure IV.1 - Taille des ébauches en conjugaison en fonction de I'avancement du cycle sexuel

Représentation en boites a moustaches des tailles d’ébauches en fonction du temps en heure depuis
le début de la conjugaison, observées au microscope. Les fixations ont été réalisées en condition
de pré-extraction. La taille de I’échantillon pour chaque boite a moustache est représentée par la
valeur n. Le moment correspondant a I’excision des IES, représenté en gris, a été déterminé par
GRATIAS AND BETERMIER (2001). Le moment du début et de la fin des réarrangement n’est pas
encore défini tres précisément, d’ot1 la représentation en gradient. Expérience de Nathalie Mathy.
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F1Gure 1V.2 — Dynamique de la localisation nucléaire de Pgm en conjugaison en fonction de I'avancement
du cycle sexuel

Imagerie confocale en un plan d’IF a-Pgm sur des cellules en conjugaison aprés un traitement de
pré-extraction. Les ébauches sont entourées de pointillés jaunes et ont été triées par taille en pm?2
Les noyaux marqués au DAPI mais non marqués par Pgm sont les fragments de 1’ancien Mac.
Expérience réalisée conjointement avec Nathalie Mathy.
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protéines labiles (MARTINTI ET AL. |1998) et met donc en évidence les protéines solidement
accrochées a une structure, ici le noyau et donc probablement la chromatine.

Un protocole sans pré-perméabilisation et donc sans pré-extraction a également été
utilisé dans différentes expériences de ce manuscrit et dans BISCHEROUR ET AL. (2018). Il
permet de mettre en évidence 1’ensemble des protéines, labiles ou non. La comparaison
des résultats obtenus entre les protocoles avec ou sans pré-extraction permet donc de

conclure sur la force d’association de la protéine étudiée avec le noyau.

Pgm est fortement associée aux ébauches excisant les IES Ces deux premieres expé-
riences nous permettent de dire qu'un marquage nucléaire de Pgm en protocole de pré-
extraction correspond a des ébauches de 35 a 68 pm? de section (Figure qui est la
gamme de taille des ébauches pendant la fenétre de temps ot1 se produit 1’excision des IES
(Figure IV.1). Dans les expériences suivantes, les ébauches présentant un marquage Pgm
en condition controle définissent la gamme de tailles d’ébauches utilisée pour compa-
rer les intensités de fluorescence dans des conditions d’ARNi différentes. Cette méthode

d’analyse a été développée conjointement avec Vinciane Régnier.

IV.1.2 Effet de I'extinction de Ku sur la localisation de Pgm
IV.ii.2.1  Localisation nucléaire de Pgm en ARNi KU

En utilisant cette nouvelle méthode d’analyse, j’ai cherché a déterminer si la localisa-
tion nucléaire de Pgm pouvait étre affectée par les ARNi KU. Une absence d’activité de
Pgm en ARNi KU pourrait ainsi étre expliquée par une délocalisation complete.

Les cellules ont subi une ARNi contre KU70, KU8oc ou PGM en contrdle négatif ou
bien n’ont pas subi d’ARNi (controle positif) et 'autogamie a été provoquée, toujours
dans les conditions d’ARNi. Les cellules ont été récoltées a T5 (rappel : To est le moment
ol 50% des cellules présentent un Mac fragmenté. Une récolte 5 heures apres cet ins-
tant permet d’avoir un grand nombre de cellules en cours de RPG). Elles ont été fixées
avec le protocole sans pré-extraction. Une IF a-Pgm couplée a I'analyse de nombreuses
images de microscopie a épifluorescence a permis la quantification du signal Pgm dans
ces différentes conditions d’ARNi (Figure [IV.3).

En situation controle, les ébauches présentant un signal Pgm positif s’étalent de 55 pm?
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F1Gure 1V.3 - IF sans pré-extraction de Pgm au cours de I'autogamie en ARNi PGM ou KU

(A) Localisation de Pgm dans des cellules autogames a T5 en fonction de I’ARNi. Microscopie
a épifluorescence. Les ébauches sont indiquées par les pointillés. (B) Intensité de fluorescence de
Pgm dans les ébauches en unité arbitraire en fonction de la taille de 1"ébauche mesurée en um?2.
Un bruit de fond correspondant au signal total de cellules végétatives en fluorescence verte a été
soustrait a I'ensemble des données. En condition contrdle, Pgm présente un pic de localisation
nucléaire entre 55 et 110 nm?, définissant ainsi la zone d’intérét pour la comparaison entre les
différentes ARNi (zone grise). (C) Boxplot de l'intensité de fluorescence de Pgm des ébauches
comprises entre 55 et 110 pm?2. Le n représente le nombre d’ébauches par condition. Signal moyen
de Pgm : Contrdle 100%, PGM 6%, KU70 57%, KU8oc 75%. *** pour p<o0.001 dans un test statistique
de Mann-Whitney-Wilcoxon montrant la différence significative par rapport au contrdle. Dans
cette expérience il y a eu 100% de descendance sexuelle fonctionnelle pour la condition controle et
0% pour les ARNi PGM, KUj7o et KU8oc
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a 110 pm? environ (Figure [V.3B). Cette différence par rapport a la figure s’explique
par 'utilisation du protocole sans pré-extraction. Chaque protocole agit différemment sur
les structures cellulaires et peut provoquer des différences de taille apparente des noyaux.
L'information de la gamme de taille d’ébauches Pgm positives en condition controle per-
met donc de s’affranchir de la variation de taille intrinseque au protocole utilisé.

En comparant l'ensemble des ébauches se situant entre 55 pm? et 110 pm?
(Figure IV.3[C), on observe une disparition presque totale du signal Pgm dans une
ARNi PGM par rapport au controle avec 6% restant en moyenne. Dans les ARNi KU, Pgm
est toujours localisée dans les ébauches en développement mais en moindre quantité par
rapport au controle. On détecte un signal moyen de 57% de Pgm dans I’ARNi KU7o et
75% dans 1I’ARNi KU8oc.

La présence nucléaire de Pgm est donc partiellement dépendante des protéines Ku.
Cependant, cette diminution du signal pourrait étre une diminution de I'expression ou de

la stabilité de Pgm.

IV.ii.2.2  Quantité de protéine Pgm en ARNi KU

Afin de tester le niveau d’expression de la protéine Pgm en absence des protéines Ku
au cours de l'autogamie, des WB ont été réalisés sur des cellules autogames récoltées a Ts
provenant de I'expérience présentée en figure (Figure [IV.4).

ARNi:  Contréle PGM KU70 KU80c
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F1GURE V.4 — WB de Pgm au cours de I'autogamie en ARNi PGM ou KU

Extraits protéiques totaux de cellules a T5s, migrés par SDS-PAGE et révélés en WB par 'anticorps
a-Pgm. La membrane a ensuite été deshybridée puis révélée par un a-Tubuline pour permettre la
normalisation de la quantité de Pgm dans les différents extraits. Pourcentage de cellules avec un
nouveau Mac fonctionnel par condition d’ARNi : controle 100%, PGM, KU7o0 et KU8oc 0%.

En condition d’ARNi KU7o et KU8oc, la quantité globale de protéine Pgm est stable

par rapport au controle alors que Pgm n’est plus du tout détectée lors d'une ARNi PGM.
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Pgm est donc toujours autant présent dans les cellules déplétées de Ku. La diminution du
signal nucléaire de Pgm dans la figure[IV.3]en ARNi KU (25 a 40% de diminution) est donc
uniquement liée & une délocalisation nucléaire partielle de Pgm. Différentes hypotheses
permettent d’expliquer cette délocalisation :

1) Ku est impliqué dans I'import nucléaire de 25 a 40% de Pgm.

2) En ARNi KU, Pgm est au moins partiellement inactif (MARMIGNON ET AL. 2014).
Cette inactivation pourrait réduire la stabilité nucléaire de Pgm, entrainant une baisse

globale de la quantité de protéine dans les ébauches.

IV.1.2.3 Stabilité nucléaire de Pgm en ARNi KU

L’expérience sans pré-extraction a montré qu’une large fraction de Pgm était nucléaire
en absence de Ku, malgré les résultats d’Antoine Marmignon indiquant qu’en absence
de Ku, Pgm n’est pas apte a procéder a 'excision des IES étudiées. Les propriétés du
Pgm nucléaire en absence de Ku sont donc potentiellement différentes de celle du Pgm
nucléaire en présence de Ku. J’ai testé ces propriétés en réalisant des expériences d’ARNi
KU couplées a une observation de Pgm dans des cellules fixées avec le protocole de pré-
extraction (Figure IV.5).

Ces expériences permettent d’observer une forte diminution du signal Pgm dans les
ARNi PGM, KUjyo et KU8oc, avec respectivement 18, 30 et 20% du signal restant. En pré-
extraction, le niveau du signal Pgm en ARNi KU est donc proche du niveau du controle
négatif, c’est a dire de I’ARNi PGM. Cela signifie qu’en absence de Ku, 'accrochage nu-
cléaire de Pgm est presque complétement aboli. Ku est donc probablement essentiel pour
que Pgm soit solidement associé a la chromatine et actif. Le mécanisme d’activation de
Pgm par Ku pourrait donc étre de permettre I'accrochage de Pgm a la chromatine et

déclenchant ainsi les CDB.

IV.1.2.4 Effet global d'une ARNi KU sur la rétention des IES

Les quelques IES testées dans MARMIGNON ET AL. (2014) ont toutes montré une réten-
tion en ARNi KU et les extrémités db aux bornes de ces IES n’ont pas pu étre détectées
en utilisant des approches moléculaires. L'analyse de ces données et de celles obtenues en

figure semblent indiquer une inactivation complete de Pgm dans les RPG en ARNi
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F1GURE IV.5 — IF avec pré-extraction de Pgm au cours de I'autogamie en ARNi PGM ou KU

(A) Localisation de Pgm dans des cellules autogames a T5 en fonction de I’ARNi. Microscopie
a épifluorescence. (B) Intensité de fluorescence de Pgm dans les ébauches en unité arbitraire en
fonction de la taille de I’ébauche mesurée en pm?2. Un bruit de fond correspondant au signal de la
lame en fluorescence verte a été soustrait a l'ensemble des données (zone sans cellule). En condition
controdle, Pgm présente un pic de localisation nucléaire entre 40 et 75 pm?, définissant ainsi la zone
d’intérét pour la comparaison entre les différentes ARNi (zone grise). (C) Boxplot de l'intensité
de fluorescence de Pgm des ébauches comprises entre 40 et 75 um?2 Le n représente le nombre
d’ébauches par condition. Signal moyen de Pgm : Contréle 100%, PGM 18%, KU70 30%, KU8oc
20%. *** pour p<0.001 dans un test statistique de Mann-Whitney-Wilcoxon montrant la différence
significative par rapport au controdle. Dans cette expérience il y a eu 100% de descendance sexuelle
fonctionnelle pour la condition controle et 0% pour les ARNi PGM, KU7o et KU8oc.
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KU du fait de la déstabilisation de la localisation nucléaire. Une telle inactivation doit
conduire a la rétention de I’ensemble des IES. Mireille Bétermier a cherché a vérifier cela
en procédant au séquencage du génome de paramécies autogames tardives en ARNi KU.
Ces données de séquencage ont été analysées par Olivier Arnaiz (IE CNRS dans 1'équipe)
qui a pu déterminer le nombre d’IES retenues significativement par rapport a une popula-
tion de paramécies autogames tardives en situation controle (Figure [IV.6). La distribution
du score de rétention dans les deux réplica de I’ARNi KU8oc montre une tres forte in-
hibition de 1’excision des IES sur I'ensemble du génome. Les différences entre les deux
réplica ainsi que la présence d’IES non significativement retenues peuvent étre expliquées

par des contaminations de fragments d’ancien Mac.
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F1GURE IV.6 — Score de rétention des IES dans des ARNi KU8oc

Distribution des scores de rétention d’IES dans des ARNi ND7 (contrdle) ou KUS8oc. Les barres
grises représentent la distribution de toutes les IES en fonction de leur score de rétention, de o a
1 (par des pas de 0,025). La variation du nombre d’IES non significativement retenues peut étre
expliquée par la variation du degré de contamination par les fragments de I'ancien Mac dans la
préparation d’ADN.

Jusqu’a 97,95% des IES sont significativement retenues. Pgm est donc tres probable-
ment completement inactif en absence de Ku8oc. La présence de Ku est donc strictement

nécessaire pour l'excision de toutes les IES.

IV.1.2.5 Effets de I'inactivation d’autres genes du NHE] sur Pgm

La nouvelle méthode d’analyse de la fluorescence des ébauches en fonction de leur
taille a donc permis une meilleure caractérisation des effets d'une ARNi KU sur Pgm. J'ai
utilisé cette nouvelle méthode pour tester les effets d'une ARNi DNA-PKcs ou LIG4 sur la

stabilité nucléaire de Pgm.
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Des expériences ont été menées sur le role de DNA-PKcs lors des RPG chez la para-
mécie par Sophie Malinsky (communication personnelle). DNA-PKcs est essentiel pour
les RPG mais son role ne semble pas se limiter a la réparation des cassures. Les résultats
moléculaires montrent en effet une ambiguité, empéchant de comprendre précisément le
role de DNA-PKcs dans les RPG. En effet, 'analyse moléculaire d’IES révele un retard
d’excision de certaines IES et un retard de réparation pour d’autres. Il est proposé que
DNA-PKcs puisse étre requise pour une excision optimale des IES. Elle pourrait contri-
buer comme Ku, a l'activation de la coupure par Pgm. Elle pourrait également étre im-
pliquée dans la libération du complexe d’excision par phosphorylation. Un complexe non
libéré empécherait une réparation optimale et ne serait pas disponible pour procéder a
de nouvelles excisions. Avec cette hypothese, on s’attend a observer une accumulation
de Pgm fortement associés aux ébauches en absence de DNA-PKcs. J'ai réalisé 1'expé-
rience sur des paramécies autogames ayant subi une ARNi DNA-PKcs et j'ai préparé les
cellules avec le protocole de pré-extraction. Une IF dirigée contre Pgm a ensuite été réali-
sée et les intensités de fluorescence ont été analysées en fonction des conditions d’ARNi
(Figure [IV.7).

On observe une forte accumulation de Pgm en ARNi DNAPKcs, avec 182% du signal
moyen de Pgm par rapport au contrdle. La stabilité nucléaire de Pgm a donc été aug-
mentée en absence de DNA-PKcs. Ce résultat semble confirmer I’"hypothése d"un réle de
DNA-PKcs dans la libération de Pgm des sites de coupure.

Dans un contexte ARNi LIG4, les cassures sont introduites par Pgm mais ne sont pas
réparées (KAPUSTA ET AL.2011). On s’attend donc a ce que la stabilité nucléaire de Pgm
ne soit pas impactée par une ARNi LIG4 (Figure [[V.7).

lors d'une ARNi LIG4, on observe une diminution du signal Pgm, avec 41% restant
par rapport au contrdle. Ce résultat inattendu pourrait étre expliqué par une inhibition de
I"amplification du génome en ARNi LIG4 Un défaut d’amplification est observée avec le
marquage DAPI en déplétion de Ligg (KapusTa ET AL.2011). Une absence d’amplification
implique une diminution du nombre d'IES a exciser pour Pgm et donc une diminution
de sites de fixation de Pgm.

Ces deux résultats pour DNAPKcs et Ligq devront étre confirmés, étant donné que

I'expérience n’a été réalisée qu’une seule fois et que la taille de I’échantillon analysé est
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F1GURE IV.7 — IF avec pré-extraction de Pgm au cours de I'autogamie en ARNi DNA-PKcs ou LIG4

80

(A) Localisation de Pgm dans des cellules autogames a T5 en fonction de I’ARNi. Microscopie
a épifluorescence. (B) Intensité de fluorescence de Pgm dans les ébauches en unité arbitraire en
fonction de la taille de I’ébauche mesurée en pm?2. Un bruit de fond correspondant au signal total
de cellules végétatives en fluorescence verte a été soustrait a 'ensemble des données. La zone
d’intérét a été choisie entre 35 et 55 pm? (zone grise). (C) Boxplot de l'intensité de fluorescence
de Pgm des ébauches comprisesentre 35 et 55 nm? Le n représente le nombre d’ébauches par
condition. Signal moyen de Pgm : Contrdle 100%, DNAPKcs 186%, LIG4 41%. *** pour p<o0.001 dans
un test statistique de Mann-Whitney-Wilcoxon montrant la différence significative par rapport
au controdle. Dans cette expérience il y a eu 100% de descendance sexuelle fonctionnelle pour la
condition contrdle et 0% pour les ARNi DNAPKcs et LIG4
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faible. De plus, des quantifications du niveau de protéines Pgm par WB seront nécessaire

corréler les observations d’IF avec la quantité de protéine Pgm présente dans la cellule.

LocALrLisAaTION DE Ku8oc

L’analyse des effets de la déplétion de Ku sur la localisation de Pgm a permis d’obser-
ver la capacité de Pgm a localiser dans les ébauches en absence de Ku mais il n’y était pas
stablement associé a la chromatine. Cette analyse nous a donc permis d’améliorer notre
compréhension du mécanisme de couplage entre Ku et Pgm. Une analyse inverse, c’est
a dire de l'effet d'une déplétion de Pgm sur la localisation de Ku, était donc susceptible
de nous apporter également des informations sur l'interdépendance des protéines quant

a leur localisation.

Essais de développement d’anticorps dirigés contre Ku8oc Des transgénes exprimant
des protéines de fusion GFP-Kuyoa ou GFP-Ku8oc ont été introduits par micro-injection
dans des Mac de paramécies végétatives et les protéines ont été localisées spécifiquement
dans les ébauches (MARMIGNON ET AL.[2014). Dans ces expériences, I'observation du
signal GFP a été compliquée par la difficulté d’avoir un signal homogeéne entre les cellules
d’une population transformée, particulierement pour GFP-Ku8oc. Ces problemes tech-
niques étant probablement liées soit a la micro-injection, soit a I’étiquette GFP, nous avons
cherché a développer des anticorps spécifiques de Ku8oc, permettant une observation
de la protéine endogene. De précédents essais de créations d’anticorps s’étant révélés
infructueux, nous avons tenté de nouvelles immunisations de lapin purifiées par affinité
contre le peptide immunogeéne avec deux nouvelles régions de Ku8oc qui nous ont donné
deux lots : a-Ku8oc-1 et a-Ku8oc-2. Les deux ont été testés en IF et ont montré des ré-
sultats identiques (seul a-Ku8oc-1 est montré ici) Figure Dans la condition controle,
I'anticorps marque 'ensemble des noyaux faiblement (ébauches + fragments) et aucune
différence n’est visible avec 1’expérience d’ARNi KUS8oc. Cela signifie que I'anticorps n’est

pas spécifique a Ku8oc et n’est donc pas utilisable tel quel en IF.
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F1GUre IV.8 — Test d’anticorps a-Ku8oc

IF avec I'a-Ku8oc-1 en protocole de pré-extraction sur des cellules autogames a T5 en fonction
de I’ARNi. Microscopie a épifluorescence. Dans cette expérience il y a eu 100% de descendance
sexuelle fonctionnelle pour la condition contréle et 0% pour I’ARNi KUS8oc

Utilisation d’un transgene FLAG-KUS8oc et effets d’ARNi PGM, KU70 ou XRCC4 sur
la stabilité de la localisation de Flag-Ku8oc Pour pouvoir malgré ces problemes tech-

niques étudier la protéine Ku8oc, nous avons décidé de retourner a des expériences de

micro-injections utilisant la méme construction que celle décrite dans MARMIGNON ET AL.|

(2014) en changeant 1’étiquette GFP par une étiquette Flag. Ce transgene porte les sé-

quences régulatrices endogene du KU8oc et permet donc une induction pendant les RPG.

p80c
FLAG-KU80c —IE;LAGI —
géne
Flag-Ku80c  (3xFlag [ ]
protéine

F1GURE 1V.9 — Transgene FLAG-KUSoc et protéine associée théorique

Le transgene est sous le controle du promoteur endogene de KUS8oc. L'étiquette fusionnée est trois
Flag successifs (séquence dans le matériels et méthodes).

La transformation se fait par micro-injection de I’ADN transgénique, directement dans
le Mac de paramécies végétatives. Les transgenes sont protégés par 1’addition de télo-
meres a leurs extrémités. Ils peuvent également former des concatémeres avant cette étape

de télomérisation. Ils sont maintenus lors des divisions végétatives comme des mini-

chromosomes se répliquant de maniére autonome (GILLEY ET AL.[|[1988, BOURGAIN AND|

KATINKA| 1991, [KATINKA AND BOURGAIN|[1992). Les transgenes sont conservés et exprimés
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jusqu’a la destruction de 1’ancien Mac, provoquant ainsi la perte du transgene dans la
nouvelle génération sexuelle.

Suite a la transformation de paramécies par micro-injection, nous avons pu observer en
IF (en protocole de pré-extraction) la protéine Flag-Ku8oc dans des paramécies autogames.
Nous avons réalisé différentes conditions d’ARNi pour chercher un possible effet de Pgm,

Kuyo ou Xrceg sur la stabilité de la localisation nucléaire de Flag-Ku8oc (Figure [IV.10).

B

ARNi : Controle

35
A
3 A
8 —~ & A% A A A a®
DAPI g< 25 . 2
a2 N A A o Contrdle|
e 2 ® PGM
S8 54 s KU70
o2 o, a 2 XRCC4
3% 15
© & A© o ee
B og 90
a-Flag 25 1 5 &—on . y
Q L]
2 ° ° 0%, g0 & A .
05 5 ° 0 it
o “‘.
0 5 ] g B @ @ B @mEE
*kk 20 30 40 50 60 70 80
n=25 Taille de I'ébauche (um?)
3.0, ‘
2.5
20-
n=19
154 ; .

05 —

0.0-

Intensité de fluorescence de Flag-Ku80c (U.A.) 0

ARNi: Contréle PGM KU70 XRCC4

FIGURE IV.10 — IF en pré-extraction de Flag-Ku8oc au cours de I'autogamie en ARNi PGM, KUjzo ou
XRCC4q

(A) Localisation de Flag-Ku8oc dans des cellules autogames a T5 en fonction de 1’ARNi. Micro-
scopie a épifluorescence. (B) Intensité de fluorescence de Flag-Ku8oc dans les ébauches en unité
arbitraire en fonction de la taille de I’ébauche mesurée en pm?2. Un bruit de fond correspondant au
signal de la lame en fluorescence verte a été soustrait a I’ensemble des données (zone sans cellule).
En condition contrdle, Flag-Ku8oc présente un pic de localisation nucléaire entre 30 et 60 pm?,
définissant ainsi la zone d’intérét pour la comparaison entre les différentes ARNi (zone grise). (C)
Boxplot de I'intensité de fluorescence de Flag-Ku8oc des ébauches comprisesentre 30 et 60 pm?2. Le n
représente le nombre d’ébauches par condition. Signal moyen de Flag-Ku8oc : Controle 100%, PGM
62%, KU70 12%, XRCC4 245% (Signal partiellement saturant, induisant donc une sous-estimation
de la vareul réelle). ** pour p<o.oo1 dans un test statistique de Mann-Whitney-Wilcoxon mon-
trant la différence significative par rapport au contrdle. Dans cette expérience il y a eu 100% de
descendance sexuelle fonctionnelle pour la condition contréle et 0% pour les ARNi PGM, KU7o et
XRCC4.

En condition controdle, Flag-Ku8oc a une localisation nucléaire spécifique des ébauches.
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Le signal nucléaire présente un profil en foci, tout comme le profil qui avait été observé
avec GFP-Ku8oc (MARMIGNON ET AL. 2014) et ressemblant au profil de Pgm. Ce profil
est difficilement visible ici et sera étudié plus loin dans des expériences utilisant de la
microscopie confocale.

Pour une ARNi PGM, nous pouvions attendre une forte diminution du signal Flag-
Ku8oc due a I'absence de CDB et donc de substrat permettant une forte stabilité de 1'in-
teraction Ku avec ’ADN dans le noyau. En ARNi PGM, nous observons que Flag-Ku8oc
baisse mais pas de maniere drastique, avec 62% du signal restant par rapport a la condition
contrdle. La diminution peut étre attribuée a 1’absence de cassure mais les 62% du signal
restant sont surprenants. Cela signifie qu’en dépit de 1’absence de cassure, Flag-Ku8oc
reste majoritairement stablement associé au noyau. Ce résultat trés important montre que
Flag-Ku8oc interagit probablement avec la chromatine, indépendamment de Pgm. Cette
capacité d’interaction pourrait étre un élément important dans la mécanique de couplage
entre coupure et réparation, potentiellement en guidant Pgm.

Kuyo est le partenaire essentiel de Ku8o. Une déplétion de Kuyo est donc sensée dé-
stabiliser Flag-Ku8oc ou au moins l'inactiver. Dans une ARNi KU70, on observe une quasi
disparition du signal Flag-Ku8oc, avec 12% du signal restant par rapport au controle. Ce
résultat prévisible confirme le lien étroit entre les deux sous-unités. En absence de Kuyo,
Flag-Ku8oc est donc soit dégradé, soit sa localisation stable est perturbée. Une étude par
WB de Flag-Ku8oc en ARNi KU7o serait nécessaire pour trancher entre ces deux hypo-
theses.

En ARNi XRCCy, les CDB sont accumulées, de la méme maniere que dans un ARNi
LIG4 (KarusTA ET AL. 2011)). La stabilité nucléaire de Ku doit donc étre fortement augmen-
tée. Dans la condition ARNi XRCCyq, une nette augmentation du signal de Flag-Ku8oc est
observée, avec au moins 245% de fluorescence par rapport au controle (saturation par-
tielle de certaines acquisitions). Ce résultat confirme 1’augmentation de la stabilité de Ku
lorsque les CDB s’accumulent dans le noyau.

Une étude par WB de la quantité de Flag-Ku8oc dans ces différentes conditions
d’ARNIi serait nécessaire pour vérifier que la quantité de protéine est stable. De plus,
il serait nécessaire de répéter I'expérience d’IF afin de consolider et d’approfondir les ré-

sultats présentés. En effet, elle n'a été réalisée qu’une seule fois, la taille de I’échantillon
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de données est plutot faible (13 ébauches quantifiées dans ’ARNi PGM, 9 dans I’ARNi
KUjyo0) et enfin, elle a été réalisée en présence de la protéine Ku8oc endogene. Ce dernier
point peut poser probléme car il pourrait y avoir une compétition entre la protéine endo-
gene et la protéine Flag-Ku8oc pour leur localisation nucléaire et ainsi biaiser les résultats.
II faudrait recommencer 'expérience en étant en plus dans chaque condition en ARNi

KUS8oc. Le transgene FLAG-KU8oc devra donc étre de plus résistant a I’ARNi.

ETuDE DE KU70 ENDOGENE PAR UN ANTICORPS &-KuU70

Dans la méme logique que pour Ku8oc, le laboratoire a cherché a développer des
anticorps dirigés contre Kuyo. Un anticorps, 1'a-KuyoB particulierement prometteur nous

encouragea a réaliser différentes expériences de WB et d'IF.

Stabilité de la protéine Ku7o en ARNi PGM En prenant des extraits protéiques totaux
de paramécies a T5 de I'autogamie, ayant subi différentes conditions d”ARNi, nous avons
réalisé un WB contre Kuyo avec I'a-KuyoB (Figure [V.11).

ARNi: Contréle PGM KU70

Ku70 --- S ~

Quantité de Ku70 a-Ku70
normalisée : 1 0.9 0

a-Tubuline

F1Gure IV.11 — WB de Kuyo au cours de I'autogamie dans différentes conditions d’ARNi

Extraits protéiques totaux de cellules a T5, migrés en SDS-PAGE et révélés en WB par 'anticorps
a-Kuyo. La membrane a ensuite été deshybridée puis révélée par 1'a-Tubuline pour permettre la
normalisation de la quantité de Kuyo dans les différents extraits. Pourcentage de cellules avec un
nouveau Mac fonctionnel par condition d’ARNi : contréle 100%, PGM et KU70 0%.

En condition contrdle, plusieurs bandes sont visibles, dont une majoritaire a la taille
attendue de Kuyo. Cette bande disparait totalement en ARNi KUjo, alors que les autres

bandes signalées par un * persistent. Cela signifie que 1’anticorps nous permet de détec-
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ter la protéine Kuyo endogene en WB. Il détecte également de nombreuses bandes non
spécifiques.

De maniere similaire & 'observation de la stabilité de Pgm en absence de Ku, j’ai voulu
tester la stabilité de Kuyo en absence de Pgm. En ARNi PGM, la bande correspondant a
Kuyo est toujours présente et la normalisation a 1’aide de la tubuline révele que la quantité
de Kuyo est stable, ce qui indique donc que Pgm n’est pas nécessaire pour la stabilité de

la protéine Kuyo.

Non spécificité de I'a-Kuyo en IF L’anticorps a ensuite été testé en IF avec le protocole
de pré-extraction sur des cellules autogames a T5 (Figure [IV.12).

En condition contrdle, la fluorescence est spécifique des ébauches et présente un mo-
tif en foci. Cette observation est trés proche de ce qui avait été observé avec la fusion
GFP-Kuyoa (MARMIGNON ET AL.[2014) et semblait donc trés encourageante sur la qualité
de I'a-Kuyo. Malheureusement, en ARNi KU7o, la fluorescence est encore tres présente,
a hauteur de 79% par rapport a la condition contrdle. La quantité de protéine Kuyo dans
cette condition avait déja pu étre déterminée par WB dans la figure qui montrait que
la protéine Kuyo n’était plus détectable dans une ARNi KU7o. Le signal d'IF fluorescent
qui est détecté ici ne correspond donc pas a la protéine Kuyo mais a une autre protéine,
inconnue et localisée spécifiquement et stablement dans les ébauches. Cela confirme les
données de WB et signifie que 'anticorps dirigé contre Kuyo n’est pas spécifique, et em-
péche donc l'utilisation de cet anticorps en IF.

De la méme maniere que pour Ku8oc ce probleme a été contourné en utilisant une
fusion Flag-Kuyo. Ces travaux ont été réalisés récemment par Julien Bischerour et les

résultats ne sont pas présentés dans ce manuscrit.

Les Foct Ku ET PGM, STRUCTURES FONCTIONNELLES ?

La présence de foci pour Pgm (DuBois ET AL.[2017) et Ku (MARMIGNON ET AL. 2014)
questionne. Lors d'une ARNi PGM, le profil en foci de Flag-Ku8oc est perdu et le signal
devient globalement homogene (Figure [V.13).

La disparition de ces foci indique qu’ils sont dépendants de Pgm et donc probable-

ment des RPG. IIs représentent donc potentiellement une structure fonctionnelle : soit
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F1Gure IV.12 - IF de Kuyo au cours de I'autogamie dans différentes conditions d’ARNi

(A) IF anti-Kuyo dans des cellules autogames a Ts5 en ARNi controle ou KUyo. Microscopie a
épifluorescence. (B) Intensité de fluorescence de Kuyo dans les ébauches en unité arbitraire en
fonction de la taille de 1’ébauche mesurée en pm? Un bruit de fond correspondant au signal de
la lame en fluorescence verte a été soustrait a I'ensemble des données (zone sans cellule). En
condition contréle, Kuyo présente un pic de localisation nucléaire entre 45 et 75 pm?, définissant
ainsi la zone d’intérét pour la comparaison entre les différentes ARNi (zone grise). (C) Boxplot de
I'intensité de fluorescence de Kuyo des ébauches comprises entre 45 et 75 um?2 Le n représente
le nombre d’ébauches par condition. Signal moyen de Kuyo : Contrdle 100%, KUyo 79. *** pour
p<o.001 dans un test statistique de Mann-Whitney-Wilcoxon montrant la différence significative
par rapport au controle. Dans cette expérience il y a eu 100% de descendance sexuelle fonctionnelle
pour la condition controle et 0% pour ’ARNi KU7o.
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F1GurEe V.13 — Disparition des foci Flag-Ku8oc en ARNi PGM

IF de Flag-Ku8oc dans des cellules autogames a T5 en ARNi contréle ou PGM présentant deux
profils de localisation. Microscopie a épifluorescence. Dans cette expérience il y a eu 100% de
descendance sexuelle fonctionnelle pour la condition contréle et 0% pour ’ARNi PGM.

un lieu ou les cassures se produisent, soit un lieu ou les réparations ont lieu, soit les
deux. L'accumulation de protéines Ku dans une telle zone pourrait étre expliquée par une
concentration d’extrémités double-brin d’ADN. Nous avons également cherché a savoir
si les foci Flag-Ku8oc colocalisaient avec les foci Pgm. Malheureusement, des difficultés
techniques nous ont empéché d’obtenir ce résultat directement. En effet, le marquage Pgm
est tres sensible aux conditions techniques de fixation et le profil en foci peut étre facile-
ment perdus. Nous avons cependant pu obtenir un résultat indirect, impliquant 1'a-Kuyo
non spécifique (Figure IV.14).

Bien qu’il soit impossible de dire que Kuyo est bien la protéine révélée par cet anti-
corps en IF, l'utilisation d’a-Kuyo révele un profil en foci. Les foci de 'a-Kuyo colocalisent
en grande majorité avec ceux de Pgm (Figure [V.14/A) et ils colocalisent également avec
ceux de Flag-Ku8oc (Figure [V.14B). 1l est donc tres probable que les protéines Pgm et
Ku8oc fassent partie de cette méme structure en foci, dont la nature exacte et la fonction
restent a ce jour inconnues. Des xpériences complémentaires de localisation avec d’autres

partenaires des RPG permettront de mieux déterminer la nature de ces structures.
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a-Ku70 a-Pgm Superposition

DAPI a-Ku70 a-Flag Superposition

F1Gure V.14 — Colocalisation de Kuzo et Pgm en conjugaison et colocalisation de Kuzo et Flag-Ku8oc en
autogamie

(A) IF a-Kuyo et a-Pgm sur des cellules en conjugaison. Microscopie confocale. (B) IF a-Kuyo et
a-Flag sur des cellules autogames transformées par FLAG-KUS8oc. Microscopie confocale.
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IV.5. Résultats principaux du chapitre 91

RESULTATS PRINCIPAUX DU CHAPITRE

La stabilité de la localisation nucléaire de Pgm est abolie en absence de Ku. De plus,
une déplétion de Ku provoque une rétention globale des IES. A l'inverse, en absence de
Pgm, la majorité de Flag-Ku8oc reste stablement associé aux ébauches. Ku8oc interagit
donc probablement avec la chromatine, indépendamment de Pgm. Cette capacité d’inter-
action pourrait étre un élément important dans la mécanique de couplage entre coupure

et réparation, potentiellement en guidant Pgm.

ARNi
Fluorescence Controle PGM KU70 KU80c DNAPK-cs LIG4
Pgm Sans — ) .
pré-extraction =(x1) a2y (x0,06) N (x0,57) N (x0,75) Non testé Non testé
A
pré_ex‘;‘f:ction = (x1) NN (x0,18) | W (x0.30) | \w(x020) | 27(x1.86) N(x0,41)
ARNi
Fluorescence -
Flag-Ku80c Controle PGM KU70 XRCC4
A
pré_ex‘;f:ﬁion = (x1) N(x0,62) | \(x0,12) | n7(x2,45)

F1GURE IV.15 — Résumé des résultats de localisation et stabilité nucléaire de Pgm et Flag-Ku8oc en fonction
des différentes ARNi






Chapitre V
Spécialisation fonctionnelle de Ku8oc

ANALYSE i1 silico DE L’EVOLUTION DES PROTEINES KU80 DE CILIES

Paramecium tetraurelia possede trois génes KUS8o, issus des deux derniéres WGD. Ces
deux WGD ont eu lieu avant la spéciation des différentes especes composant le complexe

des aurelia (Figure [V.1).

Tetrahymena thermophila

P. polycaryum
WGD
ancienne — P caudatum

P. multimicronucleatum

%HH Complexe des

_— | P aurelia
WGD WGD

intermédiaire  récente

FIGURE V.1 — Datation des événements de WGD

Emplacement des WGD dans la phylogénie des paramécies et de T. thermophila (AURY ET AL.|[2006)|
MCGRATH ET AL.|2014).

Chez P. tetraurelia, seul I’ ARNi de KU8oc conduit a un blocage des RPG, alors que des
ARNIi contre KU8oa, KU8ob ou les deux ne provoquent aucun phénotype. Une recherche
par homologie de séquence a permis de révéler tout un ensemble de protéines Ku8o chez
les especes de paramécies dont le génome a été séquencé récemment et de construire un
arbre phylogénétique avec ces séquences (Figure [V.2).

Cet arbre phylogénétique révele que I'ensemble des paramécies du complexe aurelia
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F1GURE V.2 — Phylogénie des Ku8o chez les ciliés

Les séquences ont été obtenues par homologie de séquence protéique de la base de données para-
meciumdb (ARNAIZ AND SPERLING| 2011, (GOUT ET AL.[2019). L’arbre phylogénétique a été construit
en utilisant la méthode de Maximum Likelihood basée sur le modele JTT matrix (JONES ET AL.[[1992).
Les données relatives a P. septaurelia (PSEPT.38) sont a prendre avec précaution. En effet, il pourrait
s’agir d'une souche de P. octaurelia mal caractérisée (Linda Sperling, communication personnelle).
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possedent au moins un membre du groupe Ku8oa/b et au moins un membre du groupe
Ku8oc/d. Cette présence systématique des deux versions de Ku8o semble indiquer un
role important et spécifique de chacune d’entre elles.

P. caudatum, multimicronucleatum polycarium et T. thermophila ne posseédent qu'une ver-
sion de Ku8o. De manieére intéressante, les versions Ku8o de P. caudatum et multimicronu-
cleatum sont intermédiaires entre Ku8oa et Ku8oc, donnant ainsi un indice supplémentaire

sur une possible spécialisation de Ku8oc pour les RPG.

COMPLEMENTATION FONCTIONNELLE D'UNE ARNI coNTRE KUS8oc

PAR FLAG-Ku80A

Afin de tester la spécialisation fonctionnelle de Ku8oc, j’ai mis en place un systeme de
complémentation d’'une ARNi contre KU8oc endogene par des transgénes exprimant soit

Ku8oc soit Ku8oa.

V.2.1  Création des transgénes nécessaires pour la complémentation

Lors d’'une ARNi KUS8oc, le niveau d’expression de KU8oa sous contrdle de ses si-
gnaux de transcription endogenes pourrait ne pas étre suffisant pour complémenter 1’ab-
sence de Ku8oc. Il est donc nécessaire de surexprimer KU8oa lors des RPG pour tester sa
capacité a complémenter 'absence de Ku8oc. Il est possible de réaliser cela en utilisant
des transgenes portant les séquences régulatrices de KUS8oc et permettant 1’expression
de FLAG-KUS8oc ou de FLAG-KU8oa lors des RPG (Figure [V.3). De plus, pour permettre
I'expression de FLAG-KUS8oc en situation de déplétion du Ku8oc endogene, la séquence
nucléotidique de FLAG-KUS8oc a été changée sur la zone visée par ’ARNi. Les change-
ments de nucléotides n'impactent pas la séquence protéique grace a la redondance du
code génétique. L'expression de cette version Flag-Ku8oc en absence du Ku8oc endogene
permettra de vérifier que 1’étiquette Flag ne perturbe pas le déroulement des RPG.

La quantité de transgenes introduits dans le Mac par micro-injection n’est pas finement
régulée et peut avoir une incidence sur la quantité de protéine exprimée. Pour chaque
clone transformé, le niveau d’injection est mesuré par PCR quantitative (qQPCR) et est

exprimé en Copies Par Génome Haploide (CPGH).
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p80c
résistance a 'ARNi
FLAG-KU80c —-arLac [l i -
Flag-Ku80c
p80c
FLAG-KU80a -

Flag-Kugoa

F1GURE V.3 — Transgeéne FLAG-KUS8oc résistant a I’ARNI, transgéne FLAG-KUS8oa et protéines associées
théoriques

Les transgenes sont sous le controle du promoteur endogene de KUS8oc. L'étiquette fusionnée est
trois Flag successifs. La zone barrée représente les modifications de la séquence du transgene
rendant ’ARNm résistant a I’ARNji, sans modifier la séquence de la protéine.

V.2.2 Flag-Ku8oa ne complémente pas une déplétion de Ku8oc

Des injections de FLAG-KUS8oa ou FLAG-KUS8oc ont été réalisées sur de nombreux
clones afin d’obtenir une gamme variée de CPGH. Pour chacun des CPGH, un test de
survie de la descendance post-autogame a été réalisé, soit en condition contrdle, soit en

ARNi KU8oc (Figure [V.g).
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F1GURE V.4 — Complémentations de la déplétion de Ku8oc par Flag-Ku8oc ou Flag-Ku8oa en fonction du
CPGH

Pourcentage de descendance sexuelle viable en fonction du niveau d’injection dans des cellules
complémentées par FLAG-KUS8oc ou FLAG-KU8oa.
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La condition controle permet de vérifier que le transgene n’a pas un effet toxique sur

les RPG et ’ARNi KU8oc permet de tester les capacités de complémentation du transgene.

Complémentation par Flag-Ku8oc Pour Flag-KUS8oc en condition controle, on observe
entre 60 et 100% de survie par clone entre o et 400 CPGH (Figure ). A ces niveaux
d’injection, Flag-KU8oc n’est donc pas toxique. En ARNi contre KUS8oc, Flag-Ku8oc per-
met une complémentation de I’absence de la protéine endogéne, avec une restauration de
la survie comprise entre 50 et 80% a partir de 100 CPGH (Figure [V.4B). Flag-Ku8oc est
donc au moins partiellement fonctionnelle. La petite baisse entre la situation controle et
I’ARNi KUS8oc pourrait étre expliquée soit par la présence du Flag qui pourrait perturber
l'activité de la protéine ou bien par le fait qu’il s’agit d’un transgene, pouvant entrainer
une expression différentielle de la protéine par rapport au locus endogene. Il existe égale-
ment un phénomene ot des ARN aberrants peuvent étre transcrits a partir du transgéne
et déclencher une ARN}, surtout a haut CPGH (GARNIER ET AL./|2004)).

Bien que ce systéeme de transgéne avec une étiquette ne soit pas parfait, il permet donc
d’obtenir une bonne complémentation de 1’absence du Ku8oc endogene. Il permet donc

de tester l'effet de la surexpression de Ku8oa lors de I'autogamie.

Non complémentation par Flag-Ku8oa En condition controle, Flag-Ku8oa est toxique a
50% a 50 CPGH et est fortement toxique au-dela de 200 CPGH (Figure [V.4/A). De plus,
aucune complémentation de 1’absence du Ku8oc endogene n’est observée, quel que soit le
CPGH (Figure [V.4B).

Flag-Ku8oa n’est donc pas capable de complémenter 1’absence de Ku8oc, indiquant
que Ku8oc et Ku8oa ne sont pas équivalents. Nous pouvons donc conclure que Ku8oc s’est
spécialisé pour les RPG. De plus Flag-Ku8oa est toxique en situation controle. Cette toxi-
cité pourrait provenir d'une compétition entre le Ku8oc endogene et la fusion Flag-Ku8oa
pour l'interaction avec des partenaires essentiels, tels que Kuyo ou Pgm par exemple.

Le CPGH indique la quantité de transgene présent dans le clone mais n’est pas une
mesure directe de la quantité de protéine. Des analyses par WB devront étre effectuées
sur de futures expériences pour étre stir de comparer des situations de complémentation

a niveaux de protéines similaires entre Flag-Ku8oc et Flag-Ku8oa.
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V.2.3 Flag-Ku8oa provoque la rétention d'IES et donc une inhibition des coupures

Ces résultats permettent de proposer que Ku8oa ne peut pas remplir le role de Ku8oc
lors de I'autogamie. Cependant, Ku8oc intervient a différents niveaux des RPG (introduc-
tion des cassures puis réparation) et cette expérience ne permet pas de tester le ou les
roles que Ku8oa est incapable d’effectuer par rapport a Ku8oc. Pour cela, il est possible
de regarder par PCR la présence ou non d’IES dans le génome de paramécies autogamies
tardives (Figure [V.5).

Les PCR sont effectuées autour de sites d’excision d'IES. Si le génome a été réarrangé,
le produit de PCR sera petit et si I'IES a été maintenue dans le génome, sa taille s’ajoutera
au produit, ce qui I'allongera. Une migration par électrophorese permet ensuite de séparer

les deux produits, avec ou sans IES.

Injection:  Non Injecté FLAG-KU80c FLAG-KU80a H.O

ARNi KU80c : - + - + - +
_ IES 51A1835
v - - i
o , IES 51A4404
_ IES 51A2591

F1IGURE V.5 — PCR autours d’IES lors de complémentations

Produits de PCR autour de sites d’excisions d’IES sur des paramécies autogames tardives. En
situation contrdle positif (non injectée ARNi KUS8oc -), les RPG sont finis et ne sont détectées que
des formes ot I'IES a été excisée. En controle négatif (non injectée ARNi KUS8oc +) les RPG ont
été bloqués et les IES sont retenues dans le génome. Les formes IES- visibles proviennent des
fragments de 1’ancien Mac. CPGH clone FLAG-KU8oc : 1585. CPGH clone FLAG-KUS8oa : 882. Taux
de survie de la descendance sexuelle : non injectée ARNi- 75%; non injectée ARNi+ 0% ; FLAG-
KU8oc ARNi- 96% ; FLAG-KU8oc ARNi+ 96% ; FLAG-KU80a ARNi- 0% ; FLAG-KU80a ARNi- 0%.

Dans la situation contrdle sans ARNi, les formes avec IES ne sont pas observables,
indiquant le bon déroulement des RPG. En ARNi contre KUS8oc, les formes avec IES ap-
paraissent, confirmant ainsi 1’absence d’introduction des CDB.

En complémentation avec Flag-Ku8oc (ARNi KUS8oc +), aucune forme avec IES n’est

observable indiquant donc la bonne excision de ces IES. En complémentation avec Flag-
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Ku8oa (ARNi KU8oc +), les produits de PCR avec IES sont observables, les IES sont donc
retenues dans le génome. Cela montre qu’en complémentation par Flag-Ku8oa, les CDB
sur au moins les trois IES testées ici ne sont pas introduites efficacement.

La toxicité de Flag-Ku8oa en absence d’ARNi s’accompagne d’une faible rétention des
IES, expliquant le phénotype 1étal de cette condition : les CDB ne sont pas efficacement

introduites, renforcant I’hypotheése de la compétition avec le Ku8oc endogene.

V.2.4 Flag-Ku8oc n’est pas détectable en IF sans pré-extraction

Parmi les caractéristiques principales de Ku8oc, on retrouve sa capacité a se locali-
ser stablement dans les ébauches et celle de permettre a Pgm de lui-méme se localiser
stablement dans les ébauches. Pour déterminer si Ku8oa partage ces caractéristiques ou
si elles sont spécifiques a Ku8oc, des expériences d'IF sur des cellules transformées en

condition de déplétion du KU8oc endogene ont été réalisées, avec ou sans pré-extraction

(Figure [V.6).

sans avec
pré-extraction  pré-extraction

DAPI

a-Flag

a-Pgm

FIGURE V.6 — IF a-Flag et a-Pgm, avec ou sans pré-extraction, sur des cellules injectées FLAG-KUS8oc, en
déplétion du KU8oc endogene

IF dans des cellules autogames a T5 en ARNi KUS8oc injectées avec FLAG-KUS8oc. Utilisation du
protocole sans pré-extraction ou de celui avec sur la méme récolte de cellules. Microscopie a épi-
fluorescence.
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Malheureusement en conditions de fixation sans pré-extraction, aucune fluorescence
nucléaire Flag n’est visible, alors que dans les méme condition, Pgm est observable fa-
cilement et que les mémes cellules ont été traitées en parallele au protocole avec pré-
extraction, permettant de révéler un signal nucléaire fort pour Flag-Ku8oc. Ce résultat
montre donc qu’en IF sans pré-extraction, Flag-Ku8o n’est pas observable, probablement
d@ a un probleme d’acces de l'anticorps pour l’antigene Flag. Ce probleme technique
nous empéche donc d’observer la capacité de Flag-Ku8oc a se localiser (stablement ou

non) dans les ébauches.

V.2.5 GFP-Ku8oa se localise dans les ébauches mais n’y est pas stablement accroché

Pour malgré tout réussir a répondre a la question importante de la localisation nu-
cléaire différentielle de Ku8oa et Ku8oc dans les ébauches, nous sommes ponctuellement
retournés aux transgenes GFP-KUS8oc et a, permettant d’éviter tout probléme d’accession a
un antigene. Le transgene GFP-KUS8oc est celui utilisé dans MARMIGNON ET AL. (2014) et le
transgéne GFP-KU8oa disponible au laboratoire est identique a FLAG-KU8oa a 1’exception
du changement d’étiquette. Malheureusement, le transgene GFP-KU8oc n’est pas résistant
a I’ARN] contre le KU8oc endogene. Ce transgene ne permet donc pas de vérifier la com-
plémentation lors d’un test de survie. Seule la localisation des protéines a été observée
(en présence du Ku8oc endogene) (Figure [V.7).

Sans pré-extraction (Figure [V.7A-C), GFP-Ku8oc et GFP-Ku8oa sont fortement visibles
dans les ébauches, avec un signal moyen de 100% pour GFP-Ku8oc et 140% pour GFP-
Ku8oa (les différences sont dues a la différence de protéine totale provoquée par la diffé-
rence de CPGH - 549 CPGH pour l'injectée GFP-Ku8oc; 850 CPGH pour l'injectée GFP-
Ku8o0a). L'incapacité de Ku8oa a activer les RPG pouvait laisser supposer une incapacité a
rentrer dans les ébauches. Sa présence est donc surprenante.

Avec pré-extraction (Figure [V.7D-F), GFP-Ku8oc présente un signal similaire a Flag-
Ku8oc : une localisation nucléaire spécifique des ébauches avec présence de foci. GFP-
Ku8oa présente lui un comportement completement différent : la quasi-totalité du signal
est perdu dans ces conditions de fixation avec seulement 20% de signal par rapport a
GFP-Ku8oc dans les mémes conditions.

GFP-Ku8oa se localise donc dans les ébauches mais ne s’y associe pas fortement
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F1GURE V.7 — Localisation des constructions GFP-Ku8o avec ou sans pré-extraction dans des paramécies
autogames a T5

(A) Fluorescence GFP dans des cellules autogames a T5 en protocole sans pré-extraction. Microsco-
pie a épifluorescence. (B) Intensité de fluorescence de la GFP dans les ébauches en unité arbitraire
en fonction de la taille de I'ébauche mesurée en um?. Un bruit de fond correspondant au signal de
la lame en fluorescence verte a été soustrait a I’ensemble des données (zone sans cellule). La zone
d’intérét pour la comparaison des deux transgénes est définie entre 55 et 100 pm? (zone grise). (C)
textitBoxplot de l'intensité de fluorescence de la GFP des ébauches comprisesentre 55 et 100 pm?.
Le n représente le nombre d’ébauches par conditions. Signal moyen de la GFP : GFP-KU8oc 100%,
GFP-KUS80a 140%. (D) Fluorescence GFP dans des cellules autogames a T5 en protocole avec pré-
extraction. Microscopie a épifluorescence. (E) Intensité de fluorescence de la GFP dans les ébauches
en unité arbitraire en fonction de la taille de I'ébauche mesurée en pm2. Un bruit de fond corres-
pondant au signal de la lame en fluorescence verte a été soustrait a ’ensemble des données (zone
sans cellule). La zone d’intérét pour la comparaison des deux transgenes est définie entre 40 et 60
pm? (zone grise). (F) Boxplot de 'intensité de fluorescence de la GFP des ébauches comprisesentre
40 et 60 nm? Le n représente le nombre d’ébauches par conditions. Signal moyen de la GFP :
GFP-KU8oc 100%, GFP-KU8oa 20%. *** pour p<o0.001 dans un test statistique de Mann-Whitney-
Wilcoxon montrant la différence significative par rapport au controle.
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comme le fait GFP-Ku8oc. Il faut cependant noter que dans ces conditions, on s’attend
a avoir des RPG normaux pour le clone exprimant GFP-KU8oc, et donc la présence de
tres nombreuses CDB, alors que les RPG sont trés probablement inhibés pour le clone
exprimant GFP-Ku8oa. Cette différence pourrait-elle expliquer 1’absence de localisation
nucléaire stable de GFP-Ku8oa ?

Pour rappel, I'expérience présentée en figure [[V.10 montrait que Flag-KU8oc, en pro-
tocole de pré-extraction, était capable de se localiser dans les ébauches en ARNi PGM,
malgré 1’absence de CDB. Sans CDB, Ku8oc est stable dans 1’ébauche alors que Ku8oa
est completement délocalisé. Ku8oc doit donc interagir avec un composant des ébauches

essentiel pour les RPG, interaction impossible pour Ku8oa.

V.2.6 Pgm est localisé plus stablement dans les ébauches en présence de Flag-

Ku8oc qu’en présence de Flag-Ku8oa

Ku8oa n’étant ni capable de se localiser stablement dans les ébauches ni d’activer les
RPG, il était proposé qu’il ne soit pas capable non plus d’assurer la localisation nucléaire
stable de Pgm. Pour tester cela, des IF en pré-extraction ont été réalisées sur des cellules
autogames en ARNi KU8oc et transformées par FLAG-KU8oc ou FLAG-KU8oa (Figure[V.8).

En IF anti-Flag, les résultats confirment les données de la figure : seul Ku8oc est
fortement présent dans les ébauches et forme des foci alors que Ku8oa n’est pas ou tres
peu présent dans les ébauches (Figure [V.8A-C).

Concernant Pgm, une complémentation par Flag-Ku8oc permet une stabilité nu-

N

cléaire accrue de la protéine par rapport a une complémentation par Flag-Ku8oa
(Figure [V.8A,D,E).

L’ensemble de ces expériences permettent donc de dire que Ku8oc s’est spécialisé dans
le couplage entre coupure et réparation de ’ADN lors des RPG, en étant essentiel a la

localisation nucléaire stable de Pgm et a son activation.
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FIGURE V.8 — Localisation des constructions Flag en pré-extraction et effet sur la stabilité de Pgm

(A) IF de Pgm, Flag-Ku8oc et a dans des cellules autogames a T5 en déplétion du Ku8oc endogene.
Microscopie a épifluorescence. (B) Intensité de fluorescence dans 1'ébauche de Flag-Ku8oc ou Flag-
Ku8oa en unité arbitraire en fonction de la taille de I’ébauche mesurée en um?2. Un bruit de fond
correspondant au signal de la lame en fluorescence verte a été soustrait & I'ensemble des données
(zone sans cellule). La zone d’intérét a été choisie entre 40 et 70 ym? (zone grise). (C) Boxplot de
I'intensité de fluorescence du Flag des ébauches comprises entre 40 et 70 pm?2. Le n représente le
nombre d’ébauches par conditions. D) Intensité de fluorescence dans 1'ébauche de Pgm en unité
arbitraire en fonction de la taille de I'ébauche mesurée en pm2. La zone d’intérét a été choisie entre
40 et 70 pm? (zone grise). (E) Boxplot de I'intensité de fluorescence du Flag des ébauches comprises
entre 40 et 70 pm?2. Le n représente le nombre d’ébauches par conditions. *** pour p<o.001 dans
un test statistique de Mann-Whitney-Wilcoxon montrant la différence significative par rapport au
contrdle. CPGH clone FLAG-KUS8oc : 161. CPGH clone FLAG-KUS8oa : 881. Taux de survie de la
descendance sexuelle : FLAG-KU8oc 67% ; FLAG-KU80a ARNi- 0%.
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RECHERCHE D'UN SOUS-DOMAINE RESPONSABLE DE LA SPECIALISATION

DE Ku8oc

La spécialisation de Ku8oc a dii passer par des modifications de sa séquence protéique.
Afin de vérifier s'il existait une région de Ku8oc ot1 les modifications se concentraient, les
différences entre Ku8oc et Ku8oa /b ont été représentées sur la structure de 1'hétérodimere

Ku (Figure |V.g) (I'alignement des séquences est présent en annexe).

Acides aminés
spécifiques de Ku80c

F1GURE V.9 — Positions spécifiques de Ku8oc marquées sur la structure

Prédiction de structure de I'hétérodimere Kuyoa/Ku8oc de paramécie basée sur la structure 1JEQ
de I'hétérodimere humain en utilisant I'outil web phyre (KELLEY ET AL.||2015). Les acides aminés
spécifique de Ku8oc non similaires par rapport & Ku8oa et b sont représentés en rouge.

Cette représentation montre que les différences sont réparties sur I'ensemble de la
structure, ne permettant donc pas directement de soupgonner une sous-partie de la pro-
téine.

Afin d’identifier s’il existe une sous-région permettant la spécialisation de Ku8oc pour
les RPG, des constructions chimériques de Ku8oc et Ku8oa ont été réalisées. Les chimeéres
possedent le domaine a/p d’une protéine (1-241) et le reste de la séquence de l'autre
protéine (242-737 pour Ku8oc et 242-739 pour Ku8oa) formant ainsi les chimeres Ku8oca
(«/pB de Ku8oc et corps de Ku8oa) et Ku8oac (inverse) (Figure . Comme pour les
expériences précédentes, les transgenes sont sous le controle des séquences régulatrices
de KUS8oc et I'étiquette FLAG est fusionnée en 5" afin de suivre les protéines en IF. Les
deux chimeéres sont résistantes a I’ARNi contre KU8oc.

Ces transgenes ont été micro-injectés dans des paramécies afin de tester leurs capacités
de complémentation et de localisation.

Des tests de survie sur une gamme de CPGH (de o a 400 pour FLAG-KU8oca et de o

a 200 pour FLAG-KU8oac) ont été réalisés avec ces transgenes (Figure [V.11). En condition
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FIGURE V.10 — Transgénes FLAG-KUS8oca et FLAG-KUS8oac et protéines associées théoriques

Les transgénes sont sous le controle du promoteur endogéne de KUS8oc. L'étiquette fusionnée est
trois Flag successifs. La zone barrée représente les modifications de la séquence du transgene
rendant I’ARNm résistant & I'’ARNi, sans modifier la séquence de la protéine.

controle, la chimeére Flag-Ku8oca semble présenter un seuil a 200 CPGH (représenté par
la ligne pointillée). Avant ce seuil elle n’est pas ou faiblement toxique (entre 40 et 100% de
descendance sexuelle fonctionnelle) et devient progressivement toxique au-dela (entre o et
40% de descendance sexuelle fonctionnelle). La chimere Flag-Ku8oac semble elle présenter
un profil de toxicité similaire a celui obtenu pour Flag-Ku8oa (Figure [V4A). Le nombre
de clones injectés pour Flag-Ku8oac est cependant relativement faible (5 clones différents)

et de nouveaux test seront nécessaires pour s’assurer de 'effet toxique de cette chimere.
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F1GURE V.11 — Complémentations de la déplétion de KuSoc par Flag-Ku8oca ou Flag-Ku8oac en fonction
du CPGH

Pourcentage de descendance sexuelle viable en fonction du niveau d’injection dans des cellules
complémentées par FLAG-KU8oca ou FLAG-KU8oac.
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V.3.1 Le domaine a/3 de Ku8oc est responsable de la spécialisation de la protéine

pour les RPG

Le domaine a/f de Ku8oc est essentiel pour les RPG En ARNi KUS8oc, Flag-Ku8oac ne
permet aucune complémentation. Le domaine x — 8 de Ku8oc (1-241) est donc nécessaire
pour les RPG. De plus, Flag-Ku8oca permet, lui, une survie croissante de o a 200 CPGH,
avant d’étre affecté par le seuil de toxicité a 200 CPGH, déja observé en condition controle.
Ku8oca est donc capable de complémenter au moins partiellement 1’absence du Ku8oc
endogene.

Couplé a un corps de Ku8oa, le domaine « — B de Ku8oc (1-241) est suffisant pour
produire une descendance sexuelle viable et donc pour activer les RPG.

De plus, la complémentation avec la chimére Ku8oca montre que le corps de Ku8oa
(242-739, tonneau B, piliers-pont et domaines C-terminaux) est fonctionnel pour le NHE].
En effet, la complémentation implique forcément I’excision des IES et donc la réparation
des cassures par la chimere Ku8oca. Ceci devra malgré tout étre vérifié par PCR a minima.
Enfin, la chimere Flag-Ku8oca présentant une certaine toxicité au-dela de 200 CPGH, il
serait intéressant de rechercher un possible effet mineur sur les RPG par séquengage du

génome réarranggé.

Le domaine &/ de Ku8oc permet la localisation stable de Pgm dans les ébauches Le
comportement de ces chimeres et de leur effet sur Pgm a ensuite été observé en IF en pré-
extraction (Figure [V.12). Tout comme Flag-Ku8oc, Flag-Ku8oca localise spécifiquement
dans les ébauches et forme des foci. De la méme maniére, Flag-Ku8oac présente un com-
portement identique a Flag-Ku8oa et est presque completement absent des ébauches. La
capacité de Ku8oc a s’accrocher stablement aux ébauches est donc dépendante de son do-
maine «/f. De plus, il permet une plus grande stabilisation nucléaire de Pgm qu’avec le

domaine « /B de Ku8oa.

V.3.2 Le domaine central en tonneau S, piliers et pont est suffisant pour 1’interac-

tion avec Pgm

Ce domaine est donc au cceur de la spécialisation de Ku8oc dans les RPG, soit en

modifiant 1'activité de la protéine soit en lui permettant d’interagir avec un facteur des
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FIGURE V.12 — Localisation des constructions Flag chimériques en pré-extraction et effet sur la stabilité de
Pgm

(A) IF de Pgm, Flag-Ku8oca et ac dans des cellules autogames a T5 en déplétion du Ku8oc endo-
gene. Microscopie a épifluorescence. (B) Intensité de fluorescence dans 1'ébauche de Flag-Ku8oca
ou Flag-Ku8oac en unité arbitraire en fonction de la taille de I"ébauche mesurée en pm?. Un bruit
de fond correspondant au signal de la lame en fluorescence verte a été soustrait a I'ensemble des
données (zone sans cellule). La zone d’intérét a été choisie entre 35 et 55 pm? (zone grise). (C)
textitBoxplot de l'intensité de fluorescence du Flag des ébauches comprises entre 35 et 55 pm?. Le
n représente le nombre d’ébauches par conditions. D) Intensité de fluorescence dans I'ébauche de
Pgm en unité arbitraire en fonction de la taille de 1'ébauche mesurée en pm?2. La zone d’intérét a
été choisie entre 35 et 55 um? (zone grise). (E) Boxplot de l'intensité de fluorescence du Flag des
ébauches comprises entre 35 et 55 pm? Le n représente le nombre d’ébauches par conditions. ***
pour p<o.001 dans un test statistique de Mann-Whitney-Wilcoxon montrant la différence signifi-
cative par rapport au contrdle. CPGH clone FLAG-KU8oca : 175. CPGH clone FLAG-KUS8oac : 222.
Taux de survie de la descendance sexuelle : FLAG-KU8oc 80% ; FLAG-KU8oa ARNi- 0%.
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RPG. Afin d’expliquer le couplage avec Pgm, nous avons cherché a savoir si ce domaine
«/ B était responsable de l'interaction Ku/Pgm décrite dans MARMIGNON ET AL. (2014).

Pour cela, Ku8oc a été découpé en différents sous-domaines par Julien Bischerour
(Figure [V.13]A) en vue de leur production en cellules d'insecte sous forme de fusions avec
I'épitope HA.

Les capacités d’interaction de ces différents domaines de Ku8oc ont été testées
par co-immunoprécipitation avec MBP-Pgm, également produit en cellules d’insecte
(Figure [V.13B).

Sur I'ensemble des domaines testés, tous sont capables d’interagir avec Pgm a 1'ex-
ception justement du domaine «/p. De maniere surprenante, I'interaction Ku/Pgm est
dépendante du domaine central tonneau g, piliers et pont. La spécialisation du domaine

«/ B ne réside donc pas dans sa capacité d’interaction directe a Pgm.

V.3.3 Colocalisation des foci Flag-Ku8oca et Pgm

L'étude de la chimere Flag-Ku8oca a révélé qu’elle aussi formait des foci, visibles apres
une pré-extraction. Concernant Flag-Ku8oc, nous n’avons pas pu avoir la preuve directe
de la colocalisation des foci avec ceux de Pgm (Figure suite a divers problemes
techniques (stabilité de l’anticorps, température du laboratoire, ...). Ces problémes tech-
niques ont pu étre résolus lors de l'utilisation de cellules transformées par FLAG-KU8oca
et ont permis d’obtenir des motifs en foci de Flag-Ku8oca et de Pgm (Figure [V.14). La
majorité des foci Flag-Ku8oca colocalisent avec les foci Pgm. Ce résultat confirme l'intérét
de procéder a des études plus approfondies sur la composition de ces foci et de leur role

dans les RPG.

V.3.4 Résultats principaux du chapitre

Paramecium tetraurelia ainsi que les autres paramécies du groupe aurelia ont systéma-
tiquement conservé au moins une version des protéines Ku8oa et une version des Ku8oc,
issues de la WGD intermédiaire. La version Ku8oc est la seule capable chez P. tetraure-
lia d’activer les RPG. En absence de Pgm (donc de CDB programmées), Flag-Ku8oa est
completement délocalisée du noyau alors que Flag-Ku8oc persiste, indiquant une capacité

probablement déterminante pour les RPG de s’associer avec une structure nucléaire, en-
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F1GUre V.13 — Co-immunoprécipitation de sous-domaines de Ku8oc avec Pgm

(A) Découpages de Ku8oc en différents sous-domaines. Les protéines sons fusionnées a une éti-

quette HA. (B) Co-immunoprécipitation des différents découpages de Ku8oc avec MBP-Pgm a

N

partir d’extraits de cellules d’insecte, révélés par WB en utilisant un anticorps anti-HA. L'extrait
total pré-immunoprécipitation est présenté dans le panneau de droite (INPUT).
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a-Pgm Superposition

F1GUre V.14 - Colocalisation de Flag-Ku8oca avec Pgm en IF avec pré-extraction

IF a-Flag et a-Pgm sur des cellules transformées avec FLAG-KUS8oca en autogamie a Ts. Microsco-
pie confocale.

core inconnue. Cette capacité et celle d’activer Pgm sont portées par le domaine a/f de

Ku8oc.
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Chapitre VI

Caractérisation du couplage entre Ku

et Pgm

VI.1 L'IMPORTANCE DES INTERRELATIONS DE LOCALISATION

VIL.1.1 Réinterprétation des résultats de Marmignon et al.| (2014)

La paramécie est le premier exemple de couplage extréme entre la coupure de ’ADN
et la réparation des cassures qui en résultent. En absence de Ku, protéine essentielle du
NHE]J, Pgm ne présente plus aucune activité catalytique in vivo. La caractérisation des
effets d'une absence de Ku sur Pgm est donc une étape essentielle vers la compréhension
des mécanismes impliqués dans le couplage. L'un de ces effets concerne la localisation
nucléaire de Pgm.

La premiére description de l’effet d'une déplétion de Ku sur la localisation de Pgm a
été réalisée dans (MARMIGNON ET AL.2014) (Figure [VI.1).

Ces résultats montrant une trés forte fluorescence de Pgm-GFP a J3 ou J4 (temps tar-
difs de I'autogamie) en ARNi KU8oc, les RPG se produisant a J2 en condition controdle.
L'interprétation avait a 1'époque été de conclure que Pgm ne requiert pas la présence de
Ku8oc pour se localiser dans les ébauches, avec des données montrant au contraire une
accumulation de signal.

Les connaissances acquises depuis permettent de réinterpréter ces résultats pour plu-
sieurs raisons :

- Les jours 3 et 4 correspondent a des temps tardifs de 'autogamie. Lorsque les RPG

113
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F1Gure V1.1 — Localisation de Pgm-GFP en absence de Ku d’aprés

MARMIGNON ET AL.[(2014)

Fluorescence GFP en protocole de pré-extraction de Pgm-GFP en ARNi controle ou KUS8oc. Les
images a jours 2 correspondent approximativement a un Ts5 de l'autogamie et donc au moment
des RPG.
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sont inhibés par une déplétion de Ku8oc, plusieurs centaines de genes normalement in-
duits de facon transitoire pendant I'autogamie restent surexprimées aux temps tardifs
(Evangelia Eleftheriou et Olivier Arnaiz, communication personnelle). Le transgene PGM-
GFP, sous le controle du promoteur endogene de Pgm, est lui aussi surexprimé. Des don-
nées préliminaires de 1’'équipe indiquent qu’il s’agit d'une dérégulation transcriptionnelle
(Mélanie Bazin, communication personnelle).

- Les premiers résultats présentés dans ce manuscrit ont mis ’accent sur I'importance
d’observer la localisation des protéines au moment ot1 les RPG ont lieu, afin de justement
éviter la superposition de tels phénomenes de surexpression tardive.

- Lorsque l'on se concentre sur les images a jour 2 de la figure on devine la pré-
sence de signal GFP dans la condition contrdle et une absence totale de signal dans I'’ARNi
KUS8oc. Cette diminution du signal serait donc cohérente avec les résultats présentés dans
ma thése qui indiquent une destabilisation de la localisation nucléaire de Pgm aux stades
intermédiaires de l'autogamie, ot se produisent les RPG. Les conclusions présentées dans

MARMIGNON ET AL. (2014) sont donc a réexaminer.

Une déplétion de Ku8oc a donc deux effets principaux sur Pgm : 1) déstabilisation de

Pgm dans les ébauches. 2) induction transcriptionnelle tardive de la transcription de Pgm.

VI.1.2 Lalocalisation nucléaire stable de Pgm dépend fortement de Ku

L’observation poussée des ébauches a T5 dans une gamme de tailles précise nous a
donc permis d’analyser de maniére poussée les effets d"une déplétion de Ku8oc sur la
localisation de Pgm et inversement.

I fut un temps envisagé que Ku permette le transport nucléaire de Pgm et que cette
caractéristique soit la raison de la dépendance de Pgm pour Ku. Les résultats de la lo-
calisation de Pgm en ARNi KU sans pré-extraction viennent contredire directement cette
hypothése. Sans pré-extraction et en déplétion de Ku, Pgm est toujours majoritairement
présent dans les ébauches. Il ne dépend donc pas de Ku pour son entrée dans 1'ébauche.
Pgm est cependant completement perdu en réalisant une pré-extraction sur des cellules
déplétées de Ku. En absence de Ku, Pgm est donc capable de rentrer dans I'ébauche, mais,

inactif, son état d’accrochage nucléaire est modifié et ne résiste pas a la pré-extraction.
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Des expériences de DuBO1s ET AL.|(2017) utilisant un mutant catalytique de Pgm montrent
qu'un Pgm incapable d’introduire des CDB est toujours capable de s’accrocher stable-
ment a I’ébauche. Il y a donc bien un accrochage pré-coupure de Pgm a la chromatine,
accrochage qui a été montré dans ce manuscrit comme étant Ku-dépendant.

La conséquence de cette perte d’accrochage est la rétention de I’ensemble des IES avec
une inactivation compléte de Pgm en absence de Ku.

L’activité catalytique de Pgm n’a pas encore pu étre observée in vitro malgré les nom-
breuses tentatives de Julien Bischerour. Sur I’ensemble des conditions testées, I’ajout de Ku
au mélange réactionnel n’a pas encore été réalisé. Dans I’hypothese ot la présence de Ku
permettrait l'introduction de CDB in vitro, cette expérience permettrait une démonstration

directe du role activateur de Ku.

VI.1.3 DNA-PKcs permet-il le recyclage de Pgm?

Les données de localisation de Pgm en conditions de pré-extraction dans une ARNi
DNA-PKcs montrent une augmentation du signal et donc l'augmentation de 1’accrochage
nucléaire de Pgm. Le phénotype moléculaire sur 1'excision des IES dans une ARNi DNA-
PKcs est ambigu et montre la présence de coupure non réparées ainsi que de la rétention
d’IES. Ces phénotypes pourraient-il étre dus a un piégeage de Pgm sur les sites de cou-
pure? Afin d’assurer l'introduction des treés nombreuses CDB, une protéine Pgm pourrait
avoir a étre recyclée apres chaque cassure. Dans I'hypothése ott DNA-PKcs permettrait ce
recyclage, une absence de DNA-PKcs pourrait donc provoquer la séquestration des Pgm
sur des bornes d’IES déja clivées et ainsi empécher l'introduction des cassures sur une
partie des IES.

Il est montré dans [GRATIAS AND BETERMIER| (2001) que toutes les IES ne sont pas
excisées au méme moment, certaines dans les premiers instants des RPG, d’autres plus
tardivement. L'équipe, et particulierement Vinciane Régnier, cherche a déterminer la cyné-
tique d’excision de chaque IES, en utilisant une approche de tri d’ébauches par cytométrie
en flux en fonction de leur ploidie, et donc de I’avancement des RPG. Le contenu en ADN
des différentes classes d’ébauches sera ensuite séquencé et permettra ainsi de déterminer
pour chaque IES le moment de son excision.

Dans 'hypothese ot I'absence de DNA-PKcs pourrait empécher le recyclage de Pgm,
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les premiéres IES excisées en conditions standard devraient également étre celles ou les
CDB sont détectées en ARNi DNA-PKcs. De la méme maniere, les IES "tardives" devraient
étre maintenues dans ces conditions. Un séquencage global du génome d’ébauche sera

donc nécessaire pour avancer sur le role de DNA-PKcs dans les RPG chez la paramécie.

VI.1.4 Flag-Ku8oc ne dépend majoritairement pas de Pgm pour se localiser stable-

ment dans I’ébauche

En absence de Pgm, et donc de CDB, il était attendu que Ku ne soit plus accroché
fortement aux ébauches et soit donc fortement délocalisé lors de 1'utilisation du protocole
de pré-extraction. Or, la déplétion de Pgm n’a perturbé que 38% du signal Flag-Ku8oc par
rapport a un controle ot plusieurs milliers de CDB sont présentes. Ku8oc est donc capable
d’interagir étroitement avec un élément associé 1’ébauche indépendamment de Pgm et des
CDB. Ku interagissant avec Pgm, il pourrait étre une plateforme permettant la stabilisation
de Pgm sur la chromatine. La détermination de cet élément associé a I'ébauche sera donc
une étape clé de la compréhension du mécanisme de couplage entre Ku et Pgm. On pour-
rait imaginer qu’il s’agisse d'une protéine, d"une séquence ADN ou bien encore d’ARN,
guidant Ku sur la chromatine. De la méme maniére que pour BRITTON ET AL. (2013), un
traitement RNAse permettrait de vérifier si la localisation stable de Ku en déplétion de
Pgm est dépendante des ARN. Dans I’hypothese de l'interaction avec une protéine, il
serait possible d’utiliser une technique de détection d’interaction in vivo actuellement dé-
veloppée au laboratoire. Cette technique est la Bio-ID et utilise une étiquette biotine-ligase
biotinylant les protéines dans un environnement proche autour de la protéine de fusion.
L’ensemble des protéines ayant été biotinylées sont ensuite détectées par spectrométrie de
masse. Cette technique risquerait cependant de donner un grand nombre d’interactants
et de nombreuses expériences seraient ensuite nécessaires pour déterminer le partenaire
responsable de la stabilisation nucléaire de Ku.

Si cette existence de partenaire est prouvée, protéique, ADN ou ARN, il peut étre
proposé que ce partenaire puisse reconnaitre les IES et qu’il guide ainsi Ku et Pgm sur le

site de coupure et de réparation.
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Les PgmL ont été montrés comme des partenaires essentiels du complexe d’excision
(BISCHEROUR ET AL.[2018). L'étude du couplage devra donc également étudier plus en

détail les relations entre les PgmL et Ku.

VI.1.5 Les foci Ku et Pgm

La nature des foci Ku et Pgm reste mystérieuse. Au nombre (tres approximatif) de 100
par ébauche, il est peu probable qu’ils représentent des événements uniques, vu le nombre
massif d’événements de réparation lors des RPG. Il s’agirait donc plutot de lieux ot sont
réalisés un grand nombre de coupures et d’événements de réparation. Des tentatives de
suivi de ces foci sur cellules vivantes ont été réalisées pour déterminer si ces structures
étaient stables dans le temps ou transitoires. Pour cela, la construction GFP-Ku8oc et une
technique d’accrochage de cellules vivantes & une lame recouverte de mucus de moule,
permettant la fixation des cellules, ont été utilisées. Malheureusement, cette technique de
fixation n’a pour l'instant permis de garder vivantes que quelques minutes des paramé-
cies autogames sous le microscope. La durée de vie des foci et leur dynamique dans les

ébauches n’a donc pour l'instant pas pu étre évaluée.



Chapitre VII
Spécialisation de Ku8oc dans les RPG

VII.1 KUuU80A EST INCAPABLE DE REMPLACER Ku8ocC

L’ensemble des paramécies du complexe des aurelia ont subi au moins trois WGD.
La WGD intermédiaire a provoqué 1'apparition de deux groupes de Ku8o, Ku8oa/b et
Ku8oc/d, dont chaque espece a conservé au moins un membre de chaque. Cela semblait
indiquer un réle important et différent de ces deux groupes.

Pour tester si c’était effectivement le cas, j’ai cherché a savoir si Ku8oa pouvait rem-
placer Ku8oc lors des RPG. En absence du Ku8oc endogéne, une fusion Flag-Ku8oa ne
permet pas la survie de la descendance sexuelle et les IES testées indiquent une absence
d’excision. De plus, malgré une localisation nucléaire de GFP-Ku8oa en protocole sans
pré-extraction, la totalité du signal est perdue en utilisant le protocole avec pré-extraction.
En absence d’extrémités d’ADN cassées, Ku8oa n’est pas stablement associé aux ébauches,
contrairement a Ku8oc, qui persiste lors d'une ARNi PGM. Ce résultat suggere que 'hy-
pothétique partenaire de Ku8oc lui permettant d’interagir fortement avec 1'ébauche n’in-
teragit pas avec Ku8oa.

Ku8oa n’est donc pas capable de remplacer Ku8oc, indiquant donc clairement qu’il y
a eu une spécialisation de cette version pour les RPG depuis la duplication de Ku8o lors
de la WGD intermédiaire. Un séquengage du génome d’ébauches devra cependant étre

réalisé pour confirmer l'effet global de l'inefficacité de Ku8oa dans les RPG.

Cette spécialisation est une aubaine pour l'étude des mécanismes associés aux RPG.

J'ai proposé précédemment de rechercher les partenaires de Ku8oc in vivo pour tenter
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de trouver ses partenaires et donc les protéines permettant sa spécialisation. Une telle
méthode produit généralement de grandes quantités de résultats et un long travail de
criblage est ensuite nécessaire pour trouver LA protéine permettant la spécialisation.
Ku8oa est une protéine tres proche de Ku8oc et pouvant se localiser dans les ébauches,
mais non stablement. L'étude de ses partenaires permettrait ainsi, par soustraction a celles
découvertes pour Ku8oc, d’éliminer le bruit de fond de nombreuses protéines telles que
celles du NHE]. Le fameux partenaire théorique de Ku8oc devrait donc ne pas étre trouvé

parmi les interactants de Ku8oa.

VIL.1.1 Le domaine a/f de Ku8oc est au cceur de la spécialisation

VIIL.2

L'utilisation des protéines chimériques avait pour but de rechercher un possible sous-
domaine suffisant pour activer les RPG. Un tel sous-domaine activateur a pu étre identi-
fié. La chimere possédant le domaine a /B de Ku8oc et le corps de Ku8oa (Ku8oca) s’est
montrée active dans les RPG et trés proche phénotypiquement de Ku8oc, la seule diffé-
rence observée étant une baisse du niveau de complémentation au-dela de 200 CPGH.
La chimere Ku8oac ne se localise pas stablement dans 1'ébauche. Cette capacité est donc
apparemment portée uniquement par le domaine «/p de Ku8oc, qui est donc probable-
ment le sous-domaine définissant la spécialisation de Ku8oc dans les RPG. Le domaine
a/pB de Ku8oc est donc trés probablement responsable de I'interaction avec le partenaire
hypothétique. Les études d’interactomes pourront donc se limiter a l'usage des domaines
«/ B de KuBoc pour la recherche du partenaire et de Ku8oa pour I’élimination du bruit de

fond.

DETAIL DE IL'INTERACTION ENTRE Ku8oc ET PGM

L'interaction entre Ku et Pgm est proposée comme essentielle pour les RPG. Il aurait
été facile d’imaginer que le domaine «/B de Ku8oc soit responsable de l'interaction avec
Pgm. Les co-immunoprécipitations sur les différents découpages ont cependant montré
le role essentiel du domaine tonneau g, piliers-pont dans l'interaction avec Pgm. elles ont
également montré 1’absence d’interaction entre le domaine «/p et Pgm.

Des données préliminaires du laboratoire semblent indiquer que la protéine Ku8oa

pleine taille interagi avec Pgm. Ces résultats privilégieraient donc une hypothese ot I'in-
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teraction Ku/Pgm est essentielle et est assurée par le tonneau S, piliers-pont de Ku8oc et
probablement de Ku8oaa également (dans un contexte Ku8oca). Cette hypothese, du role

fonctionnel de I'interaction Ku/Pgm, doit malgré tout étre démontrée.

VIL.2.1 L’interaction Ku/Pgm est-elle essentielle lors des RPG?

La question du role de I'interaction Ku/Pgm est au cceur de I'étude du couplage entre
coupure et réparation. Une expérience de complémentation fonctionnelle utilisant une
protéine Ku8oc mutante ayant perdu sa capacité d’interaction avec Pgm pourrait tester
I'importance de cette interaction. D’apres le modele décrit précédemment, Ku pourrait
toujours se fixer stablement a la chromatine mais Pgm perdrait cette capacité. Ainsi, il ne
serait pas capable d’'introduire les CDB et les RPG seraient bloqués.

La premiere stratégie que j'ai déployé lors de mon arrivé au sein de 1’équipe fut de
développer un test de double-hybride inverse chez la levure. Un tel test aurait permis
de réaliser une mutageneése aléatoire de Ku8oc et de ne sélectionner que les mutants
de perte d’interaction avec Pgm. Les mutations clés identifiées, une version mutante de
Ku8oc n’interagissant plus avec Pgm aurait été testée lors des RPG. Malheureusement,
les essais de développement du double-hybride ne m’ont pour l'instant pas permis de
reproduire l'interaction Ku/Pgm chez la levure, empéchant donc la recherche mutants de
perte d’interaction.

La deuxiéme stratégie repose sur la collaboration de I'équipe avec le groupe d’Orsolya
Barbaras a I'EMBL, spécialisé dans la structure des transposases. Ils ont pour projet de
former un cristal du complexe formé entre Ku et Pgm. Si une telle structure était obtenue,

il serait possible de réaliser une mutagenese dirigée abolissant 1'interaction.

VII.3 MODELE DU COUPLAGE ENTRE COUPURE ET REPARATION DE L’ADN

LORS DES RPG cHEz P. tetraurelia

L’ensemble des données obtenues lors de mes travaux de these m’ont permis de pro-
poser un modele du couplage lors des RPG (Figure |VIL.1).
Une particule, protéique ou ARN, interagissant avec le a/B de Ku8oc est fortement

accrochée a la chromatine, potentiellement au niveau d’une IES. Ku rentre dans le noyau



122 Chapitre VII. Spécialisation de Ku8oc dans les RPG

Particule
interagissant
avec a/f
de Ku80c

| NTA =2 TAN

m— NATN i NATN | m—
Ku70/80c @ ¢ Fixation de Ku

sur la chromatine

| NTAN L \ﬂ‘—

— NAT i NAT N |

l

I
<
l

Pgm
actif

inactif

Excision des IES
et réparation

développement

Ficure VIIL.1 — Modéle du couplage entre coupure et réparation de I’ADN lors des RPG chez P. tetraurelia
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et est stabilisé sur la chromatine par la particule. Pgm, inactif, rentre dans le noyau et est
stabilisé par son interaction avec Ku au niveau du tonneau f, piliers-pont. Cette interaction
provoque son activation. A proximité de I'IES, il introduit les cassures (avec 1’aide des
Pgml, non représentés sur le schéma), Ku reconnait les cassures et déclenche la réparation

par le NHE] classique.






Chapitre VIII

L'importance du couplage

Chez la paramécie, 47% des geénes sont interrompus par au moins une IES. La nécessité
d’obtenir des phases ouvertes de lecture fonctionnelles a poussé la paramécie a dévelop-
per un mécanisme de réarrangement extrémement efficace. Pgm requiert la présence de
Kuyo/Ku8oc pour introduire les CDB. Cette stricte dépendance permet d’assurer la pré-
sence du NHE]J avant méme que la cassure ait eu lieu. Quelles seraient les conséquences
d’une abolition de ce couplage extréme? Des expériences ont été menées en ce sens par
Julien Bischerour. Un transgeéne ne contenant que le domaine &/ de Ku8oc a été injecté
dans des paramécies. Ce domaine étant responsable de la spécialisation de Ku8oc, il était
possible de prévoir que sa présence pourrait activer Pgm. Malheureusement, les quelques
données disponibles pour le moment semblent indiquer que ce sous-domaine seul n’est
pas capable d’étre stablement localisé dans les ébauches. La capacité de localisation nu-
cléaire de ce domaine est donc certainement conditionné par I’ensemble de I’hétérodimere
Ku.

Une autre approche pour tester le découplage a été d’utiliser un mutant Kuyo-6E. Ce
mutant, décrit dans BRITTON ET AL. (2013) avec la protéine humaine porte six mutations
dans ses domaines piliers/pont, modifiant la charge positive de I'anneau en charge né-
gative, rendant donc Ku déficient dans sa capacité a interagir avec les extrémités d’ADN
mais restant globalement stable structurellement. La transposition de ces mutations sur la
version paramécie de Kuyo a permis d’obtenir un découplage entre coupure et réparation.
Pgm introduit les cassures mais le NHE] est soit inactif, en ARNi KU7o, soit partiellement

inactif, en condition de compétition entre le Kuyo endogene et le mutant Kuyo-6E. Dans
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le premier cas, les CDB sont accumulées et non réparées, semblables a celles d"un phé-
notype d’ARNi LIG4. Dans le second cas, des événements de réparation ont lieu mais
pas suffisamment pour assurer le bon déroulement des RPG. Il sera intéressant d’étudier
plus en détail les évenements de réparation. Le découplage a-t-il par exemple favorisé les
réparations illégitimes ? Cette étude permettra de mettre en exergue le role du couplage
entre coupure et réparation de ’ADN chez la paramécie.

Il existe aujourd’hui tres peu d’exemples de tels couplages. Chez Tetrahymena, Ku
n’est pas essentiel a 1’excision des IES par Tpbz2, une autre transposase domestiquée de
type PiggyBac. Cependant, ses IES sont presque exclusivement inter-géniques et la pres-
sion de sélection pour un mécanisme de couplage extréme est donc moindre. Les tres
rares IES intra-géniques de Tetrahymena dépendent de Tpb1 et Tpb6 (CHENG ET AL. 2016),

d’incroyables protéines de fusion entre une protéine Ku8o et une transposase PiggyBac

(Figure |VIIL.1).

PigeyBac ~ QD (IEIEED B

g T T S
o -EEED-C DD e I GEEED

Ficure VIIL.1 — Domaines de Tpb1

Tetrahymena a donc adopté une stratégie différente de la paramécie pour répondre
a la nécessité de couplage lors des RPG. Les événements de RPG imposent une forte
pression aux mécanismes de réparation. Dans le cas de la recombinaison V(D)J, Ku n’est
pas non plus essentiel a I'introduction des CDB par RAG1/RAG2 mais il semblerait qu’il
existe malgré tout un couplage, cette fois ci assuré par le mécanisme de coupure. RAG2 a
été montré comme important dans la stabilisation de la synapse entre les deux extrémités
d’ADN (LESCALE ET AL.[2016) préparant un contexte favorable pour une réparation efficace
par le NHE]J.

Les réarrangments programmés ne sont pas uniquement présents chez les ciliés ou
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dans le contexte de synthése des anticorps. Différents organismes procedent a des élimi-
nations programmées d’ADN (WANG AND DAvis| (2014) pour revue) mais les mécanismes
moléculaires sont encore mal connus. L'étude de ces mécanismes pourrait permettre de
découvrir de nouvelles stratégies de couplage ou bien d’observer de potentielles conver-
gences évolutives, avec des stratégies se rapprochant de celles observées chez la paramécie,

Tetrahymena ou lors de la recombinaison V(D)J.
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CULTURE PARAMECIE

La souche sauvage 51 de P. tetraurelin (GRATIAS AND BETERMIER|[2003) ou sa version
mutante 51 nd7-1 (DuBOIs ET AL.[[2017) ont été cultivées dans un milieu standard fait
d’infusion de poudre d’herbe de blé (wheatgrass powder) inoculé avec Klebsiella pneumoniae
et supplémenté avec du B-sitostérol (0.8 pg/mL) L'autogamie a été provoquée comme

décrit dans \DuBoOIs ET AL.|(2017).

ARN INTERFERENCE

Les ARNi durant I'autogamie ont été réalisées en utilisant la procédure de feeding
comme décrite dans DuUBOIS ET AL.|(2017). En résumé, les paramécies sont mises en culture
avec des bactéries E. coli HT115 exprimant un ARNdb a partir d"un plasmide L4440 conte-
nant un fragment de la séquence du gene visé par 'interférence. En ingérant les bactéries,
les paramécies prennent en charge cet ARNdb et déclenchent ’ARN;i.

Les séquences utilisées pour les différentes ARNi sont présentées en annexe. La condi-
tion contrdle pour 'ensemble des expériences d’ARNi présentées consiste en un feeding
avec des bactéries possédant le vecteur L4440 vide.

La présence d"un nouveau Mac fonctionnel a été testée quatres jours apres le début de

la carence alimentaire, comme décrit dans [DUBOIS ET AL.| (2017).

Mi1cRrRoO-INJECTION D'ADN

Les transgenes utilisés dans les différentes expériences de complémentation ont été
intégrés dans un plasmide pUC18. Chaque plasmide a été linéarisé avec Bsal et micro-
injecté avec un plasmide de complémentation ND7 dans le Mac de paramécies végétatives

51 nd7-1, comme décrit dans DUBOIS ET AL. (2017).

Carcur pu CPGH rar QPCR

Les cellules injectées sont repiquées dans un milieu standard permettant leur crois-
sance végétative. Une partie des cellules filles est utilisée pour 'ensemble des expé-

riences de complémentation et I’autre partie est utilisée pour une extraction d’ADN total
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afin d’évaluer les CPGH par qPCR. Lextraction d’ADN est réalisée sur environ 200 cel-
lules végétatives en utilisant le kit d’extraction NucleoSpin Tissue (Macherey Nagel). La
qPCR est réalisée sur un LightCycler 480 a 1’aide du kit SYBR Green I de Roche. Pour
chaque clone injecté testé et pour un clone non injecté, une qPCR est réalisée sur un lo-
cus génomique lambda afin de normaliser la quantité d’ADN entre chaque clone testé.
Dans les travaux présentés ici, le locus utilisé a été PTET.51.1.G1060180 (disponible sur
paramecium.i2bc.paris-saclay.fr) avec les amorces OMBo63 et OMBo64 (disponibles en an-
nexes). Une autre qPCR est effectuée avec les mémes clones mais cette fois ci autour du
locus du gene injecté. Dans un clone non injecté, les copies endogenes du gene étudié
seront les seules amplifiées alors que dans un clone injecté, les copies endogenes ainsi que
les transgenes seront amplifiés. Le calcul du CPGH est ensuite effectué en utilisant les

données obtenues dans les deux qPCR selon la formule présentée dans la Figure |VIIL2/A.

A

Valeur gPCR du géne étudié normalisée

par rapport au non-injecté .
CPGH = _ Nombre de copies

Valeur gPCR locus génomique normalisée endogeénes du géne étudié
par rapport au non-injecté

p80c
OMB1176

FLAG-KU80c —-Fiasl [l -

OomMB1177

p80c
OMB1176

FLAG-KU8Oca -

OomMB1177

p80c
OMB1180

FLAG-KU80a ﬂmq -

OMB1131

p80c
OMB1180

FLAG-KU80ac jgxmq Ty -

OMB1181

Ficure VIIIL.2 — Formule de calcul du CPGH et emplacement des amorces pour I'amplification de KU8oc et
KU8oa

Les amorces utilisées pour amplifier KU8oc ou KU8oca sont OMB1176 et OMB1177
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(Figure |VIIL.2B) (séquence en annexe). OMB1180 et OMB1181 permettent 'amplification

de KUS8oa et KU8oac (également en annexe).

IMMUNOFLUORESCENCE

Sans pré-extraction Les cellules ont été fixées dans un tampon PHEM (60 mM PIPES, 25
mM Hepes, 10 mM EGTA, 2 mM MgClz2 pH 6.9) + 2% formaldéhyde pendant 10 minutes
puis perméabilisées par du PHEM + 1% Triton pendant 15 minutes. Elles ont ensuite été
lavées trois fois 10 minutes dans du TBST (10 mM Tris pH 7.4, 0.15 M NaCl, 0.1% Tween20)
+ 3% BSA.

L'incubation des anticorps a été réalisée dans le tampon TBST + BSA. Les anticorps
ainsi que leur concentration sont décrits dans |BISCHEROUR ET AL. (2018). Les noyaux ont

été marqués au DAPI (Sigma) avec 0.5 pg/ml.

Avec pré-extraction Les cellules ont été perméabilisées dans un tampon PHEM + 1%
Triton pendant 4 minutes puis fixées par un tampon PHEM + 2% formaldéhyde pendant
15 minutes. Les étapes suivantes de lavage et d'immunomarquage sont communes avec le

protocole sans pré-extraction.

ANALYSE DES IMAGES DE MICROSCOPIE

Les différentes conditions d’IF ont été observées avec un microscope Olympus
a épifluorescence. L'intensité de fluorescence a été mesurée sur la zone de dia-
metre maximal des Mac en développement en utilisant le logiciel Image] (https
/ /imagej.nih.gov/ij/index.html). Afin de faciliter 1’analyse, un outil d’automatisation a
été développé par Romain Le Bars (MicMacEpiv21.ijjm prochainement disponible).

Cette macro nécessite de placer I'ensemble des images d’une méme condition dans un
dossier. Les différents canaux doivent étre enregistrés dans des fichiers .tif indépendants
(Figure [VIIL3), la macro ne prenant pas en charge les images "multicanal”.

Une fois le dossier sélectionné, la macro superpose les canaux vert et rouge (si un
des deux canaux n’est pas présent, la macro se contentera de celui a sa disposition). Elle

géneére ensuite un masque en fonction de l'intensité de la fluorescence, permettant de
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3c_L4440_T5_01-1dictif 3c_L4440_T5_01-2red.tif 3c_L4440_T5_01-3green.tif 3c_L4440_T5_01-4dapi.tif

3c_L4440_T5_02-1dic tif 3c_L4440_T5_02-2red tif 3c_L4440_T5_02-3green.tif 3c_L4440_T5_02-4dapi.tif

3c_L4440_T5_03-1dictif 3c_L4440_T5_03-2red tif 3c_L4440_T5_03-3green.tif 3c_L4440_T5_03-4dapi.tif

Ficure VIIL3 - Exemple d’organisation de fichiers avant analyse par la macro MicMacEpiv21



135

créer des sélections ou ROI (Region Of Interest) autour des ébauches. Ces ROI sont ensuite
placées sur I'image DAPI, afin que l'utilisateur puisse vérifier si les ROI générées auto-
matiquement correspondent bien aux ébauches. Dans le cas contraire, 'utilisateur peut
procéder a une détection semi-automatique ou completement manuelle. Une fois que les
ROI correspondent de maniére certaine aux ébauches, la macro procede automatiquement
a la mesure de la taille des ébauches (en surface) ainsi qu’a 'intensité moyenne de fluores-
cence dans les canaux vert et rouge (si présent). Une fois ces analyses effectuées, la macro
réalise un nouveau masque a partir des canaux vert et rouge et sélectionne cette fois ci la
zone de I'image sans cellule, afin de réaliser la mesure de fluorescence de la lame et donc
d’obtenir une valeur de bruit de fond qui pourra étre soustraite aux données. Pour finir,
la macro enregistre les données dans un tableau .csv et réalise une carte .tif indiquant les

ROI créées pour I'analyse de 1'image (Figure [VIIL.4).

3c_L4440_T5_01_Map.tif 3c_L4440_T5_02_Map.tif 3c_L4440_T5_03_Map.tif

Ficure VIIL4 — Exemple des cartes des ROI apres analyse par la macro MicMacEpiv21

Les ébauches sont entourées en jaune et numérotées, les lignes rouges délimitent les zones exté-
rieures a la cellule qui sont utilisées pour la mesure du bruit de fond.

Les données sont ensuite représentées sur un graphique, avec l'intensité de fluores-
cence en fonction de la taille de 1’ébauche (Figure [VIIL5). Cette représentation permet
d’observer une courbe en cloche asymétrique, avec une augmentation soudaine de la
fluorescence autour de 40 pm?, un pic vers 50 pm? puis une descente progressive jus-
qu’a environ 75 um? Cette courbe permet de définir la zone d’intérét (zone grise) pour la
comparaison entre les différentes conditions d’ARNi.

Pour faciliter la lecture et la comparaison des données, ’ensemble des valeurs com-
prises dans la zone d’intérét est représenté sous forme de boite a moustache, ou boxplot, a

l'aide de l'outil http : //shiny.chemgrid.org/boxplotr/. La significativité de la différence
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Ficure VIII.5 — Exemple de graphique de la fluorescence Pgm en fonction de la taille de I'ébauche en
autogamie controle apres analyse par la macro MicMacEpiv21

entre les moyennes est calculée par un test statistique de Wilcoxon-Mann-Whitney en

utilisant 1'outil https : //ccb — compute2.cs.uni — saarland.de/wtest/

WESTERN BLOT

L’extraction protéique et I’analyse par WB ont été réalisées sur environ 100 ooo cellules
autogames, collectées par centrifugation et transférées dans de 1’azote liquide. Les cellules
concentrées et congelées ont été directement lysées apres addition d’un volume équivalent
de 10% SDS bouillant contenant 1x de Protease Inhibitor Cocktail Set 1 (Merk Chemicals) et
incubées 3 minutes a 100°C. Les SDS-PAGE et WB ont été réalisés comme décrit dans
DuBoI1s ET AL. (2017). Le signal a été visualisé avec le systeme Chemidoc Touch Imaging
(Bio-Rad) et les analyses densitométriques ont été réalisées avec le logiciel Image Lab

Software (Bio-Rad).

PCR AuTOUR DES IES

Les PCR autour des IES permettant de vérifier leur rétention ou non ont été réalisées

comme décrit dans MARMIGNON ET AL. (2014).



Cinquiéme partie

Annexes

137






139

Pt-Ku80c
Pt-Ku80a
Pt-Ku80b

Pt-Ku80c
Pt-Ku80a
Pt-Ku80b

Pt-Ku80c
Pt-Ku80a
Pt-Ku80b

Pt-Ku80c
Pt-Ku80a
Pt-Ku80b

Pt-Ku80c
Pt-Ku80a
Pt-Ku80b

Pt-Ku80c
Pt-Ku80a
Pt-Ku80b

Pt-Ku80c
Pt-Ku80a
Pt-Ku80b

Pt-Ku80c
Pt-Ku80a
Pt-Ku80b

Pt-Ku80c
Pt-Ku80a
Pt-Ku80b

Pt-Ku80c
Pt-Ku80a
Pt-Ku80b

Pt-Ku80c
Pt-Ku80a
Pt-Ku80b

Pt-Ku80c
Pt-Ku80a
Pt-Ku80b

Pt-Ku80c
Pt-Ku80a
Pt-Ku80b

F1GURE 6 — Alignement des protéines Ku8o de P. tetraurelia d’aprés MARMIGNON ET AL.|(2014)

121
121
121

181
181
181

MEGKEATLELLDVGASMY(elo YOS QGENKKIESRLELAVDCEGEM IQQKIFNYKNHEVGLELF

MAGKEATLVLLDVGASMYEPYKQAQGKKITRLELAVDCIGMMIQQKIFNYKNHEVGLVLF
MAGKEATLVLLDVGASMYEPYKQAQGKN I TRLELAVDC IGMMIQQKIFNYKNHEVGLVLF

———————————————————— of/B domain ————————mmm e
GTEEAEDGYTEY 1QBLSHPDLBFERNESBLPNHDV[E[o[eMGGD I FDALDKAV[glAL DREIAKT]
GTEDAEDGNTFY I QYL SSPDLEFYRNLTELPNHDIPK I§GGD I FDALDKEVSTLDEYVKT]
GTEEAEDGNTFY 1QUMS|gPDLEFYRNLTELPNHDVPK 1[§GGD I FDALDKAVSTLDEY VKR

KKMEKK 1 FIELTAGEGQTDYEEK® IJKL IKMIEKVDVK INF IALDFMNBYNGBMDDP[SKPES
KKMBKK I FVLTAGFGQTEYNEKK IAKL IKMIEKVDVK INF IALDFMNEYDAELDDPSKPE]
KKMEKK I FVLTAGFGQTDYNEKK 1 GKL 1 KM1EKVDVK INF 1 AlIDFMNEYDYEL DDPEKPE]

[FaERL NIRMLIAS Y QEQEQS I NSRYVEEMVQELRNIMR I FPANMAFEL Y SQFHTRISEQAR
NQE TLNDRMLNAVYESQEQS INSRLVYYMVQELREHMR I FPAN I AFELYSQFHTKQMQAR
NQEITLNDRMLNAVYQRQEQS INSRLIY@MVQELRNHMR I FPAN I AFELYSQFHTKQMQAR

ASFRGDFQ INDELJSMQVL I YKRCFEERL PILRKHSEGE FOFPLINKN{gVRND{® I i{YNPED
ASFRGDFQINDETS IFVLMYKRCYEEKLPSLKKHSAYGEFSSEPTRNMVRND[I I HYNPED]
ASFRGDFQINDETS 1QVL 1 YKRCIAEBRLPSLKKHSARGEYSSEPTRNEVRNDS IHYNPED

SLPTSED IRHFQFSIILRKSTPRNQOSAVATL | DKMNL EfJiPNESGEPEELLKMKY IANPTR|

QYFQQVVMHKAITRSDVEPP ISPLILEYLHPEKRVY[RYAREABQKVKAAFKFKENE 1 KK)
QYFQQVVMHKAITRTDV IPPISPLILEYLHPESRVYNYAQDAIQRVKNAFKFKVNE I KKP)
QYFQQVVMHKAITRTDVIPPISPLILBYLHPERRVYNYAQDA I QRVKNAFKFKVNB I KKP

VDPUISDFRKM I TEKRVDLVDEALQQ IQKV 1 18]5VDQSEKGSFYPKALECLKEMRKAC IIE
VDP I SDFKKMITEKRVDLVDSALQQIQKV I 1GLVDQSVKGSFFPKALECLKEMRRACISE
VDP I SDFKKMITEKRVDLVDSALQQ IQKV INALVDQSVKGSFFPKALECLKEMRKAC I SE|

DEAPVFNKLEVLKEK YISQEVFWAQ1VQQG I TL I SN I ENQKSEVEYBEAQEFLNKED[ESH
DEAPVFNKFLFVLKDKYNQSIFWAQIVQQG I TLISN I ENQKSEVTAEEAQDFLNKEDNKH
DEAPVFNKFLFVLKDKYNQEEFWAQ 1VQQG I TL I S I ENIIKSSV TAEEAQDFLNKEDNKH
QLVDQLQHEEEDLLAEIB

QQMVDQLQHEEEDLLADIE
QQOMVDQLQNEEEDLLADIE
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SEQUENCES DES AMORCES

OMBo063 AGACAAGTAGGGAATCCACTTCTAGTAATC

OMBo64 TAATGTATTGATAAGGCTTGCTCTACAGCC

OMB1176
OMB1177
OMB1180

OMB1181

AGCTCCTGATGGCAAGACAT

AGTCTGTCCACAACCAGCTG

GGACGCTGAGGATGGGAATA

TGTCTAACCAAATCCTGCTGTG

SEQUENCES UTILISEES POUR LES ARNI

Pgm Publiée dans BAUDRY ET AL.(2009)

Ku7o Publiée dans MARMIGNON ET AL. (2014)

Ku8oc Publiée dans MARMIGNON ET AL.|(2014)

DNA-PKcs Construction de Sophie Malinsky
tctagattatggatgcatttaaagatactcctatctaacttctaatttctataaaatttaatcaagactacaatgacat
ctctcaagaaataatgaaatcctttgecaccattgattttgttctcttttgtacaataatctagcaaaactectatcca
tcctgatgcatacctattaaatatatcacttttgttgattatcaattttaactgaatatcttcaatgacaaataaagac
tatcatcattgaatacttatttaatagcagtcatccagctaggcatttcttcttectattgttatgtctattgagtttg
ctattacccagctatctattactagaaattctgtttgtttgccataaaatctatcaaagataacattggtatcatcaat
ttatgcttattaacttcatccatctegatcttttacacttcaactgtactttacagattctcattctettettcaattt
ccattgtggtttctgtaacttactcaactgataatgaagctgtatatagataatttitgacaatcttctcctagaaata
atcctactattacttcttgacttcagtatacagtggtttttcttcaaagtttgtctcaacttaaaaattaaattaccat
tctttatttatgaaattatcccaataagatatatctctttctttcttgaataaatgagcataaaatatgttttecttag
tctatgttttcatcaacacataaatgtatgtaataaaggcactgctttaataatcttctactattttcagataattcac
ttaagagagaatttccttttgatttatattcaaaatgttaatcttctcaaatttgaatttgetagcetttgttacaatct
acaatcaatttcttggttatttcattatcagcttagaacttcagattttaatgtaattgtttttttatttattcagttg
acatcctcttgtaggctattccaaatagatcaaaaataagacctctccattgtaattgaaacaacatgttcttccaatt
atcatcccatgttacattcaactattacaaaagataaggtgtgaattctgaatagaactctaacaataagttggaatta
ctcaaaagaggaatcaataatttattacccaaagctattctcacattattgagggtgctagtatctaattgetegtcett
ttatttataacatgagccatttcaattattggtaagattcttggttaatttataagaattcttaaataaacaagtcaaa
atttaaatcttgtcttaacagtggaaataatacttcaatatattaaatctatccacaaagctt

Ligg Publiée dans KAPUSTA ET AL. (2011)

XRCC4 Publiée dans |KAPUSTA ET AL. (2011)
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SEQUENCES DES TRANSGENES UTILISES

Flag-KUSoc TTAAATAGATAAATAATACAGGCAATTTTTTAATATACAAATTTCAA
TAATGAATTTGTAGATATATATAAAAAATAAGTGCAAAGATGAATTCTAGAGAC
TACAAAGACCATGACGGTGATTATAAAGATCATGACATCGACTACAAGGATGAC
GATGATAAGGGATCCATGTCTGGAAAAGAAGCTACTCTAATATTATTGGATGTT
GGAGCCTCAATGTATGGTCAATATTAATAGGGAGGAAGTAAAAAGTTGAGCAGA
TTGGAATTGGCAGTAGATTGTTTAGGATTGATGATTCAATAAAAGATTTTTAAT
TATAAGAATCACGAAGTCGGATTGATTTTATTTGGAACAGAAGAAGCTCCTGAT
GGCAAGACATTGTACATCCAAGATTTGTCAATCCCAGATTTAGATTTCTTTAGG
AATATTAGTGATTTACCTAACCATGATGTTGGATAATAAGTGGGTGGAGATATA
TTTGATGCATTGGACAAGGCAGTACATGCTTTAGATGATCATGCAAAGACAAAA
AAAATGGAAAAGAAGATCTTTATATTAACAGCTGGTTGTGGACAGACTGATTAC
AGTGAAAAGTAGATAACCAAATTAATCAAGATGATTGAGAAAGTGGATGTTAAG
ATAAATTTCATAGCTCTTGATTTTATGAATGATTACAATGGAGATATGGATGAT
CCTGAAAAACCTGAAGAATTCGAAGCACTTAATAATAGAATGCTTACAGCTTCA
TATCAATGTTAAGAACAATCTATCAATTCTCGTTATGTTTTTTTGATGGTCCAA
GAATTGAGGAACAACATGAGAATATTCCCAGCAAATGTTGCCTTTGAATTGTAT
TCCCAATTTCATACCAGATCTTTGTAAGCTAGAGCATCATTCAGGGGGGATTTC
CAAATTAATGATGAGATCTCTGTACAAGTTCTAATATATAAACGATGTTTTGAA
GAGAGATTGCCTACTCTTAGAAAACATTCTACCCTTGGAGAATTTCAAACTGAT
ACCAATAAGAATCATGTGAGGAATGATCTCATCTATTACAATCCAGAAGATCCC
AATATGACTCCAATAGAAAAGGACAACATAATAAGAGGATACTAATATGGTAGG
AATCTGGTTCCAGTGGATTAAATCATGGAGGACAAAATGAAATACTAGTGTCCT
CGTTAATTTTAATTATTAGGCTTTGTAGATCGATCCCATATACCTAGATATTAT
TATACCTCAACTGTTGACATGGTCATTGCTGTAGAAAATCAGAAGTAATAGAAA
GCTCTGGCTGCTCTAGTCATTGCACTCATTGCAACTAGGAAAGTAGCTCTTGCC
AGATTTGTAGGCAGAGAGAAAACAGCACCTAAATTGATTATGTTATTACCCCAT
AAATCCAAGAACTCTTAGTGCTTCTGGATGATATCCTTGCCTACAACTGAAGAC
ATCAGGCATTTTCAATTTGCTGCTITGAAGAGATCTACTCCTCCATAATAGATG
GCAGTCTCTGCTATGATTGACTGTATGGATCTAGAAAAGATGCCCACGGAAGAT
GGACAGTTTGAAGAACTTCTTAAAATGAAGTATGTTGCCAATCCTACGAGATAA
TACTTCCAATAAGTGGTCATGCACAAAGCCATCACTAGATCTGATGTATTGCCT
CCTATCTCCCCTCTCATCTTGGAGTATTTACATCCTGAAAAGAGGGTTTACGAT
TATGCAAAAGAGGCACTTCAAAAAGTCAAGGCTGCTTTCAAATTCAAAATCAAC
GAAATCAAAAAACAAGGGGATAAGAAAGTGTTTTGGAAATAACTATTTGAAGAT
CAATCTACAGAATAAATTTAATAGTAAGTGGAGGATGAAGTAGTTGAAATCAAT
TAAGAAGAAGAAGAGATGGTTAATATGTTTGCCAAATAAAAATTAGGATTCAAT
GACGATATAGTTAAGGAAATCGGCACTGTTGATCCCACTTCAGATTTCAGGAAG
ATGATTACTGAAAAGAGAGTCGACTTAGTTGACACTGCCTTACAATAAATTCAA
AAAGTCATTATTTAATTTGTGGATCAATCTCTCAAAGGCAGTTTCTATCCAAAA
GCACTTGAGTGTCTCAAAGAAATGAGGAAAGCCTGTATCACAGAAGATGAAGCC
CCAGTATTCAATAAATACTTGCATGTTCTTAAAGAGAAGTACAGTCAACTTGTC
TTCTGGGCTCAGATTGTCCAATAAGGAATCACTTTAATCAGCAACATTGAGAAT
TAGAAATCTCATGTTICTGTTGATGAAGCACAAGAAGTAATTCATTATTATAAT
ATTAGTTCCTAAATAAAGAGGATATTAGTCATAAATAATTAGTTGATCAATTAT
AACACGAAGAAGAGGATCTATTGGCTGAAATTGATTGATTTATTATTAGTCTAT
ATCTAACAATTTTATTCCAATTTTTATATTAATAA
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Flag-KUS8oc résistant a I’ARNi
TTAAATAGATAAATAATACAGGCAATTTTTTAATATACAAATTTCAA
TAATGAATTTGTAGATATATATAAAAAATAAGTGCAAAGATGAATTCTAGAGAC
TACAAAGACCATGACGGTGATTATAAAGATCATGACATCGACTACAAGGATGAC
GATGATAAGGGATCCATGTCTGGAAAAGAAGCTACTCTAATATTATTGGATGTT
GGAGCCTCAATGTATGGTCAATATTAATAGGGAGGAAGTAAAAAGTTGAGCAGA
TTGGAATTGGCAGTAGATTGTTTAGGATTGATGATTCAATAAAAGATTTTTAAT
TATAAGAATCACGAAGTCGGATTGATTTTATTTGGAACAGAAGAAGCTCCTGAT
GGCAAGACATTGTACATCCAAGATTTGTCAATCCCAGATTTAGATTTCTTTAGG
AATATTAGTGATTTACCTAACCATGATGTTGGATAATAAGTGGGTGGAGATATA
TITGATGCATTGGACAAGGCAGTACATGCTTTAGATGATCATGCAAAGACAAAA
AAAATGGAAAAGAAGATCTTTATATTAACAGCTGGTTGTGGACAGACTGATTAC
AGTGAAAAGTAGATAACCAAATTAATCAAGATGATTGAGAAAGTGGATGTTAAG
ATAAATTTCATAGCTCTTGATTTTATGAATGATTACAATGGAGATATGGATGAT
CCTGAAAAACCTGAAGAATTCGAAGCTCTTAACAATAGGATGCTAACAGCCTCA
TATCAGTGTTAGGAACAATCCATTAATTCACGTTACGTTTTCTTGATGGTTCAA
GAGTTGAGGAATAACATGAGGATATTTCCAGCTAATGTTGCTTTTGAGTTATAT
TCCCAGTTTCATACTAGATCACTATAGGCTAGAGCTTCATTTAGGGGGGACTTC
CAGATTAACGATGAAATCTCTGTGCAAGTGCTAATTTATAAGCGATGTTTCGAG
GAAAGATTGCCAACTCTAAGAAAGCATTCAACCCTTGGCGAATTCCAAACAGAT
ACTAATAAAAACCATGTGAGAAATGATCTTATCTACTATAATCCAGAGGATCCT
AATATGACACCAATCGAAAAAGACAACATCATAAGGGGATATTAATATGGCAGG
AATCTCGTACCAGTTGATTAAATAATGGAGGATAAAATGAAGTACTAGTGTCCT
CGTTAATTTTAATTATTAGGCTTTGTAGATCGATCCCATATACCTAGATATTAT
TATACCTCAACTGTTGACATGGTCATTGCTGTAGAAAATCAGAAGTAATAGAAA
GCTCTGGCTGCTCTAGTCATTGCACTCATTGCAACTAGGAAAGTAGCTCTTGCC
AGATTTGTAGGCAGAGAGAAAACAGCACCTAAATTGATTATGTTATTACCCCAT
AAATCCAAGAACTCTTAGTGCTTCTGGATGATATCCTTGCCTACAACTGAAGAC
ATCAGGCATTTTCAATTTGCTGCTTTGAAGAGATCTACTCCTCCATAATAGATG
GCAGTCTCTGCTATGATTGACTGTATGGATCTAGAAAAGATGCCCACGGAAGAT
GGACAGTTTGAAGAACTTCTTAAAATGAAGTATGTTGCCAATCCTACGAGATAA
TACTTCCAATAAGTGGTCATGCACAAAGCCATCACTAGATCTGATGTATTGCCT
CCTATCTCCCCTCTCATCTTGGAGTATTTACATCCTGAAAAGAGGGTTTACGAT
TATGCAAAAGAGGCACTTCAAAAAGTCAAGGCTGCTTTCAAATTCAAAATCAAC
GAAATCAAAAAACAAGGGGATAAGAAAGTGTTTTGGAAATAACTATTTGAAGAT
CAATCTACAGAATAAATTTAATAGTAAGTGGAGGATGAAGTAGTTGAAATCAAT
TAAGAAGAAGAAGAGATGGTTAATATGTTTGCCAAATAAAAATTAGGATTCAAT
GACGATATAGTTAAGGAAATCGGCACTGTTGATCCCACTTCAGATTTCAGGAAG
ATGATTACTGAAAAGAGAGTCGACTTAGTTGACACTGCCTTACAATAAATTCAA
AAAGTCATTATTTAATTTGTGGATCAATCTCTCAAAGGCAGTTTCTATCCAAAA
GCACTTGAGTGTCTCAAAGAAATGAGGAAAGCCTGTATCACAGAAGATGAAGCC
CCAGTATTCAATAAATACTTGCATGTTCTTAAAGAGAAGTACAGTCAACTTGTC
TTCTGGGCTCAGATTGTCCAATAAGGAATCACTTTAATCAGCAACATTGAGAAT
TAGAAATCTCATGTTTCTGTTGATGAAGCACAAGAAGTAATTCATTATTATAAT
ATTAGTTCCTAAATAAAGAGGATATTAGTCATAAATAATTAGTTGATCAATTAT
AACACGAAGAAGAGGATCTATTGGCTGAAATTGATTGATTTATTATTAGTCTAT
ATCTAACAATTTTATTCCAATTTTTATATTAATAA
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Flag-KUSoa TTAAATAGATAAATAATACAGGCAATTTTTTAATATACAAATTTCAA
TAATGAATTTGTAGATATATATAAAAAATAAGTGCAAAGATGAATTCTAGAGAC
TACAAAGACCATGACGGTGATTATAAAGATCATGACATCGACTACAAGGATGAC
GATGATAAGGGATCCATGGCAGGAAAAGAAGCAACTTTAGTTITATTAGATGTA
GGTGCCTCAATGTATGAACCATACAAGTAGGCTCAAGGAAAGAAAATCACTAGA
TTAGAATTAGCTGTTGATTGCATAGGGATGATGATTTAATAAAAGATCTTTAAT
TACAAGAATCATGAAGTTGGATTAGTTTTGTTTGGAACAGAGGACGCTGAGGAT
GGGAATACTTTTTACATCTAAACATTGTCGTCTCCAGATCTAGAGTTTTATAGA
AATCTGACAGAATTACCTAATCATGATATACCTAAAATAATTGGTGGAGATATT
TTTGATGCTTTGGACAAATCAGTTAGCACTTTAGATGAGTATGTGAAGACCAAG
AAGATGGATAAGAAGATATTTGTGCTCACAGCAGGATTTGGTTAGACAGAATAT
AATGAGAAGAAGATTGCAAAGCTTATTAAAATGATTGAAAAAGTAGATGTGAAG
ATCAATTTCATAGCATTGGATTTCATGAATGAATATGATGCTGAATTGGATGAT
CCTTCCAAACCTGAGAATCAAGAAACTCTAAATGATCGAATGCTTAATGCTGTT
TACGAAAGTTAAGAGCAATCAATCAATTCACGTTTAGTTTATTACATGGTTCAA
GAACTAAGGAGTCATATGAGAATATTCCCAGCTAATATCGCATTTGAATTGTAT
TCACAATTTCACACCAAACAAATGCAAGCAAGAGCCTCATTTAGAGGAGATTTT
CAAATAAATGATGAGACATCCATCTCTGTATTGGTTTACAAAAGATGCACAGAG
GAGAAATTACCAAGTTTAAAAAAGCATTCTGCTACTGGAGAATTCAGCAGTGAA
CCCACTAGAAATGTAGTTAGAAATGACACCATTCATTACAATCCAGAAGACCCA
AACATGACTCCAATTGAAAGAGAGAATATCATTAAGGGTTACTTATATGGCAGA
AGCCTAATTCCTGTGGATAGTATAATGGAAGATAAAATGAAGTATTAATGTGTT
AGGTCATTTTAATTATTGGGATTTGTTGACAAGTCATAAATTCCTAGACATTAT
TTTATGTCTAGTGTGGACATGGTTGTAGCTATTGATTGTGAAAAAGCAAAGAAA
TCTTTATCTTCTTTGATCATAGCCTTAATTGCCACAAAGAAAATTGCTATTGCA
AGATTTGTTGGCAGAGAAAAGAGTTCTCCAAAAATGGTGGTGTTATTGCCTCAT
AAATCAAAGAGCTATTAGTGTTTTTGGATGATTGCCTTACCCACTTCTGAAGAC
ATCAGGCATTTCCAATTTGCTGCTITAAGAAAGTCCACTCCTCATCAATAAATA
GCTGTAGCCTCCTTGATTGATAAAATGGATCTAGAAGCACTTCCAAACGAATCT
GGAGAACCAGAAGAATTACTTAAAATGAAATACATTGCAAATCCAACTAGACAA
TATTTCTAATAAGTAGTCATGCATAAAGCTATCACAAGAACTGATGTCATTCCT
CCAATCTCTCCTTTGATTCTAGAATATTTGCATCCCGAATAACGAGTATACAAT
TATGCTTAGGATGCTATATAGAGAGTGAAGAATGCTTTTAAATTCAAAGTTAAT
GAAATCAAGAAACCCTAAGATAAAAAAGTATTTTGGAAACAATTATTCGATGAA
CAAACTACATAATAACAACAAGCTTAACAATAAATAGAGGAAGAAGTGGITGAA
ATCAATAGAGAGGAGGAAGAGATGGTCAATATGTTTGCCAAATAAAAATTGGGA
TTCAATGATGATATCATTTAAGAAATTGGTTCTGTGGATCCAATCTCAGATTTC
AAGAAAATGATCACTGAAAAGAGAGTCGATTTGGTTGATTCTGCCCTTCAACAA
ATTCAGAAGGTTATAATTGGATTAGTCGATTAATCAGTAAAAGGCAGTTTCTTC
CCCAAGGCCTTGGAATGCTTAAAAGAAATGAGAAGAGCTTGTATTTCAGAAGAT
GAAGCTCCAGTTTTCAACAAGTTCCTCTTTGTACTTAAGGATAAGTACAATCAA
TCTATATTTTGGGCCCAAATTGTACAATAAGGCATCACTTTGATAAGCAACATA
GAGAATTAAAAATCAGGTGTCACTGCTGAGGAAGCATAAGATGTATATATATTT
AATTAATTATTAGTTCCTGAACAAAGAAGATAACAAACATTAGTAAATGGTTGA
TCAATTATAACATGAGGAAGAAGATTTATTAGCTGATATTGAATGATTTATTAT
TAGTCTATATCTAACAATTTTATTCCAATTTTTATATTAATAA

GFP-KU8oc Publié dans MARMIGNON ET AL.|(2014)
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GFP-KU8oa TTAAATAGATAAATAATACAGGCAATTTTITAATATACAAATTTCAA
TAATGAATTTGTAGATATATATAAAAAATAAGTGCAAAGATGAATTCTAGAGGA
GAAGAACTTTTCACTGGTGTTGTTCCAATTCTTGTTGAACTTGATGGTGATGTT
AATGGACATAAATTTTCTGTCTCTGGTGAGGGTGAAGGTGATGCAACTTATGGA
AAATTAACCTTAAAATTTATTTGCACTACTGGAAAATTACCTGTTCCATGGCCA
ACACTTGTCACTACTTTAACTTATGGAGTCCAATGTTTTTCAAGGTACCCTGAC
CACATGAAACAACATGACTTTTTCAAATCTGCCATGCCAGAAGGATATGTCCAA
GAAAGAACTATATTCTTCAAAGATGATGGAAACTACAAGACAAGAGCTGAAGTC
AAATTTGAAGGAGATACCCTTGTCAATAGAATTGAGCTTAAAGGAATTGATTTT
AAAGAAGATGGAAACATTTTAGGCCATAAATTGGAATACAACTATAACTCACAT
AATGTATACATCATGGCAGACAAACAAAAAAATGGAATCAAAGTCAACTTCAAA
ATTAGACACAACATTGAAGATGGATCAGTTCAATTAGCAGACCATTATCAACAA
AATACTCCTATTGGAGATGGACCAGTACTTTTACCAGACAACCATTACTTATCA
ACACAATCTACCTTATCAAAAGATCCAAATGAAAAGAGAGATCACATGGTGTTA
TTAGAGTTTGTAACTGCTGCTGGAATTACACATGGCATGGATGAATTATACAAA
GCTAGCTCAGGAGGAGGATCAGGAGGATCAGGGGGAGGATCCATGGCAGGAAAA
GAAGCAACTTTAGTTITATTAGATGTAGGTGCCTCAATGTATGAACCATACAAG
TAGGCTCAAGGAAAGAAAATCACTAGATTAGAATTAGCTGTTGATTGCATAGGG
ATGATGATTTAATAAAAGATCTTTAATTACAAGAATCATGAAGTTGGATTAGTT
TTGTTTGGAACAGAGGACGCTGAGGATGGGAATACTTITTTACATCTAAACATTG
TCGTCTCCAGATCTAGAGTTTTATAGAAATCTGACAGAATTACCTAATCATGAT
ATACCTAAAATAATTGGTGGAGATATTTITGATGCTTTGGACAAATCAGTTAGC
ACTTTAGATGAGTATGTGAAGACCAAGAAGATGGATAAGAAGATATTTGTGCTC
ACAGCAGGATTTGGTTAGACAGAATATAATGAGAAGAAGATTGCAAAGCTTATT
AAAATGATTGAAAAAGTAGATGTGAAGATCAATTTCATAGCATTGGATTTCATG
AATGAATATGATGCTGAATTGGATGATCCTTCCAAACCTGAGAATCAAGAAACT
CTAAATGATCGAATGCTTAATGCTGTTTACGAAAGTTAAGAGCAATCAATCAAT
TCACGTTTAGTTTATTACATGGTTCAAGAACTAAGGAGTCATATGAGAATATTC
CCAGCTAATATCGCATTTGAATTGTATTCACAATTTCACACCAAACAAATGCAA
GCAAGAGCCTCATTTAGAGGAGATTTTCAAATAAATGATGAGACATCCATCTCT
GTATTGGTTTACAAAAGATGCACAGAGGAGAAATTACCAAGTTTAAAAAAGCAT
TCTGCTACTGGAGAATTCAGCAGTGAACCCACTAGAAATGTAGTTAGAAATGAC
ACCATTCATTACAATCCAGAAGACCCAAACATGACTCCAATTGAAAGAGAGAAT
ATCATTAAGGGTTACTTATATGGCAGAAGCCTAATTCCTGTGGATAGTATAATG
GAAGATAAAATGAAGTATTAATGTGTTAGGTCATTTITAATTATTGGGATTTGTT
GACAAGTCATAAATTCCTAGACATTATTTTATGTCTAGTGTGGACATGGTTGTA
GCTATTGATTGTGAAAAAGCAAAGAAATCTTTATCTTCTTTGATCATAGCCTTA
ATTGCCACAAAGAAAATTGCTATTGCAAGATTTGTTGGCAGAGAAAAGAGTTCT
CCAAAAATGGTGGTGTTATTGCCTCATAAATCAAAGAGCTATTAGTGTTITTITGG
ATGATTGCCTTACCCACTTCTGAAGACATCAGGCATTTCCAATTTGCTGCTTTA
AGAAAGTCCACTCCTCATCAATAAATAGCTGTAGCCTCCTTGATTGATAAAATG
GATCTAGAAGCACTTCCAAACGAATCTGGAGAACCAGAAGAATTACTTAAAATG
AAATACATTGCAAATCCAACTAGACAATATTTCTAATAAGTAGTCATGCATAAA
GCTATCACAAGAACTGATGTCATTCCTCCAATCTCTCCTTTGATTCTAGAATAT
TTGCATCCCGAATAACGAGTATACAATTATGCTTAGGATGCTATATAGAGAGTG
AAGAATGCTTTTAAATTCAAAGTTAATGAAATCAAGAAACCCTAAGATAAAAAA
GTATTTTGGAAACAATTATTCGATGAACAAACTACATAATAACAACAAGCTTAA
CAATAAATAGAGGAAGAAGTGGTTGAAATCAATAGAGAGGAGGAAGAGATGGTC
AATATGTTTGCCAAATAAAAATTGGGATTCAATGATGATATCATTTAAGAAATT
GGTITCTGTGGATCCAATCTCAGATTTCAAGAAAATGATCACTGAAAAGAGAGTC
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GATTTGGTTGATTCTGCCCTTCAACAAATTCAGAAGGTTATAATTGGATTAGTC
GATTAATCAGTAAAAGGCAGTITTCTTCCCCAAGGCCTTGGAATGCTTAAAAGAA
ATGAGAAGAGCTTGTATTTCAGAAGATGAAGCTCCAGTTTTCAACAAGTTCCTC
TTTGTACTTAAGGATAAGTACAATCAATCTATATTITTGGGCCCAAATTGTACAA
TAAGGCATCACTTTGATAAGCAACATAGAGAATTAAAAATCAGGTGTCACTGCT
GAGGAAGCATAAGATGTATATATATTTAATTAATTATTAGTTCCTGAACAAAGA
AGATAACAAACATTAGTAAATGGTTGATCAATTATAACATGAGGAAGAAGATTT
ATTAGCTGATATTGAATGATTTATTATTAGTCTATATCTAACAATTTTATTCCA
ATTTTTATATTAATAA

Flag-KU8oca TTAAATAGATAAATAATACAGGCAATTTTTTAATATACAAATTTCAA
TAATGAATTTGTAGATATATATAAAAAATAAGTGCAAAGATGAATTCTAGAGAC
TACAAAGACCATGACGGTGATTATAAAGATCATGACATCGACTACAAGGATGAC
GATGATAAGGGATCCATGTCTGGAAAAGAAGCTACTCTAATATTATTGGATGTT
GGAGCCTCAATGTATGGTCAATATTAATAGGGAGGAAGTAAAAAGTTGAGCAGA
TTGGAATTGGCAGTAGATTGTTTAGGATTGATGATTCAATAAAAGATTTTTAAT
TATAAGAATCACGAAGTCGGATTGATTTTATTTGGAACAGAAGAAGCTCCTGAT
GGCAAGACATTGTACATCCAAGATTTGTCAATCCCAGATTTAGATTTCTTTAGG
AATATTAGTGATTTACCTAACCATGATGTTGGATAATAAGTGGGTGGAGATATA
TTTGATGCATTGGACAAGGCAGTACATGCTTTAGATGATCATGCAAAGACAAAA
AAAATGGAAAAGAAGATCTTTATATTAACAGCTGGTTGTGGACAGACTGATTAC
AGTGAAAAGTAGATAACCAAATTAATCAAGATGATTGAGAAAGTGGATGITAAG
ATAAATTTCATAGCTCTTGATTTTATGAATGATTACAATGGAGATATGGATGAT
CCTGAAAAACCTGAAGAATTCGAAGCTCTTAACAATAGGATGCTAACAGCCTCA
TATCAGTGTTAGGAACAATCCATTAATTCACGTTACGTTTTCTTGATGGTTCAA
GAGTTGAGGAATAACATGAGGATATTTCCAGCTAATGTTGCTTTTGAGTTATAT
TCCCAGTTTCATACTAGATCACTATAGGCTAGAGCCTCATTTAGAGGAGATTTT
CAAATAAATGATGAGACATCCATCTCTGTATTGGTTTACAAAAGATGCACAGAG
GAGAAATTACCAAGTTTAAAAAAGCATTCTGCTACTGGAGAATTCAGCAGTGAA
CCCACTAGAAATGTAGTTAGAAATGACACCATTCATTACAATCCAGAAGACCCA
AACATGACTCCAATTGAAAGAGAGAATATCATTAAGGGTTACTTATATGGCAGA
AGCCTAATTCCTGTGGATAGTATAATGGAAGATAAAATGAAGTATTAATGTGTT
AGGTCATTTTAATTATTGGGATTTGTTGACAAGTCATAAATTCCTAGACATTAT
TTTATGTCTAGTGTGGACATGGTTGTAGCTATTGATTGTGAAAAAGCAAAGAAA
TCTTTATCTTCTITTGATCATAGCCTTAATTGCCACAAAGAAAATTGCTATTGCA
AGATTTGTTGGCAGAGAAAAGAGTTCTCCAAAAATGGTGGTGTTATTGCCTCAT
AAATCAAAGAGCTATTAGTGTTTTTGGATGATTGCCTTACCCACTTCTGAAGAC
ATCAGGCATTTCCAATTTGCTGCTTITAAGAAAGTCCACTCCTCATCAATAAATA
GCTGTAGCCTCCTTGATTGATAAAATGGATCTAGAAGCACTTCCAAACGAATCT
GGAGAACCAGAAGAATTACTTAAAATGAAATACATTGCAAATCCAACTAGACAA
TATTTCTAATAAGTAGTCATGCATAAAGCTATCACAAGAACTGATGTCATTCCT
CCAATCTCTCCTTTGATTCTAGAATATTTGCATCCCGAATAACGAGTATACAAT
TATGCTTAGGATGCTATATAGAGAGTGAAGAATGCTTTTAAATTCAAAGTTAAT
GAAATCAAGAAACCCTAAGATAAAAAAGTATTTTGGAAACAATTATTCGATGAA
CAAACTACATAATAACAACAAGCTTAACAATAAATAGAGGAAGAAGTGGTTGAA
ATCAATAGAGAGGAGGAAGAGATGGTCAATATGTTTGCCAAATAAAAATTGGGA
TTCAATGATGATATCATTTAAGAAATTGGTTCTGTGGATCCAATCTCAGATTTC
AAGAAAATGATCACTGAAAAGAGAGTCGATTTGGTTGATTCTGCCCTTCAACAA
ATTCAGAAGGTTATAATTGGATTAGTCGATTAATCAGTAAAAGGCAGTTTCTTC
CCCAAGGCCTTGGAATGCTTAAAAGAAATGAGAAGAGCTTGTATTTCAGAAGAT




146

GAAGCTCCAGTTTTCAACAAGTTCCTCTTTGTACTTAAGGATAAGTACAATCAA
TCTATATTTTGGGCCCAAATTGTACAATAAGGCATCACTTTGATAAGCAACATA
GAGAATTAAAAATCAGGTGTCACTGCTGAGGAAGCATAAGATGTATATATATTT
AATTAATTATTAGTTCCTGAACAAAGAAGATAACAAACATTAGTAAATGGTTGA
TCAATTATAACATGAGGAAGAAGATTTATTAGCTGATATTGAATGATTTATTAT
TAGTCTATATCTAACAATTTTATTCCAATTTITTATATTAATAA

Flag-KUSoac TTAAATAGATAAATAATACAGGCAATTTTTTAATATACAAATTTCAA
TAATGAATTTGTAGATATATATAAAAAATAAGTGCAAAGATGAATTCTAGAGAC
TACAAAGACCATGACGGTGATTATAAAGATCATGACATCGACTACAAGGATGAC
GATGATAAGGGATCCATGGCAGGAAAAGAAGCAACTTTAGTTTITATTAGATGTA
GGTGCCTCAATGTATGAACCATACAAGTAGGCTCAAGGAAAGAAAATCACTAGA
TTAGAATTAGCTGTTGATTGCATAGGGATGATGATTTAATAAAAGATCTTTAAT
TACAAGAATCATGAAGTTGGATTAGTTTTGTTTGGAACAGAGGACGCTGAGGAT
GGGAATACTTTTTACATCTAAACATTGTCGTCTCCAGATCTAGAGTTTTATAGA
AATCTGACAGAATTACCTAATCATGATATACCTAAAATAATTGGTGGAGATATT
ITTGATGCTTTGGACAAATCAGTTAGCACTTTAGATGAGTATGTGAAGACCAAG
AAGATGGATAAGAAGATATTTGTGCTCACAGCAGGATTTGGTTAGACAGAATAT
AATGAGAAGAAGATTGCAAAGCTTATTAAAATGATTGAAAAAGTAGATGTGAAG
ATCAATTTCATAGCATTGGATTTCATGAATGAATATGATGCTGAATTGGATGAT
CCTTCCAAACCTGAGAATCAAGAAACTCTAAATGATCGAATGCTTAATGCTGTT
TACGAAAGTTAAGAGCAATCAATCAATTCACGTTTAGTTTATTACATGGTTCAA
GAACTAAGGAGTCATATGAGAATATTCCCAGCTAATATCGCATTTGAATTGTAT
TCACAATTTCACACCAAACAAATGCAAGCAAGAGCCTCATTTAGGGGGGACTTC
CAGATTAACGATGAAATCTCTGTGCAAGTGCTAATTTATAAGCGATGTTTCGAG
GAAAGATTGCCAACTCTAAGAAAGCATTCAACCCTTGGCGAATTCCAAACAGAT
ACTAATAAAAACCATGTGAGAAATGATCTTATCTACTATAATCCAGAGGATCCT
AATATGACACCAATCGAAAAAGACAACATCATAAGGGGATATTAATATGGCAGG
AATCTCGTACCAGTTGATTAAATAATGGAGGATAAAATGAAGTACTAGTGTCCT
CGTTAATTTTAATTATTAGGCTTTGTAGATCGATCCCATATACCTAGATATTAT
TATACCTCAACTGTTGACATGGTCATTGCTGTAGAAAATCAGAAGTAATAGAAA
GCTCTGGCTGCTCTAGTCATTGCACTCATTGCAACTAGGAAAGTAGCTCTTGCC
AGATTTGTAGGCAGAGAGAAAACAGCACCTAAATTGATTATGTTATTACCCCAT
AAATCCAAGAACTCTTAGTGCTTCTGGATGATATCCTTGCCTACAACTGAAGAC
ATCAGGCATTTTCAATTTGCTGCTITGAAGAGATCTACTCCTCCATAATAGATG
GCAGTCTCTGCTATGATTGACTGTATGGATCTAGAAAAGATGCCCACGGAAGAT
GGACAGTTTGAAGAACTTCTTAAAATGAAGTATGTTGCCAATCCTACGAGATAA
TACTTCCAATAAGTGGTCATGCACAAAGCCATCACTAGATCTGATGTATTGCCT
CCTATCTCCCCTCTCATCTTGGAGTATTTACATCCTGAAAAGAGGGTTTACGAT
TATGCAAAAGAGGCACTTCAAAAAGTCAAGGCTGCTTTCAAATTCAAAATCAAC
GAAATCAAAAAACAAGGGGATAAGAAAGTGTTTTGGAAATAACTATTTGAAGAT
CAATCTACAGAATAAATTTAATAGTAAGTGGAGGATGAAGTAGTTGAAATCAAT
TAAGAAGAAGAAGAGATGGTTAATATGTTTGCCAAATAAAAATTAGGATTCAAT
GACGATATAGTTAAGGAAATCGGCACTGTTGATCCCACTTCAGATTTCAGGAAG
ATGATTACTGAAAAGAGAGTCGACTTAGTTGACACTGCCTTACAATAAATTCAA
AAAGTCATTATTTAATTTGTGGATCAATCTCTCAAAGGCAGTTTCTATCCAAAA
GCACTTGAGTGTCTCAAAGAAATGAGGAAAGCCTGTATCACAGAAGATGAAGCC
CCAGTATTCAATAAATACTTGCATGTTCTTAAAGAGAAGTACAGTCAACTTGTC
TTCTGGGCTCAGATTGTCCAATAAGGAATCACTTTAATCAGCAACATTGAGAAT
TAGAAATCTCATGTTTCTGTTGATGAAGCACAAGAAGTAATTCATTATTATAAT
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ATTAGTTCCTAAATAAAGAGGATATTAGTCATAAATAATTAGTTGATCAATTAT
AACACGAAGAAGAGGATCTATTGGCTGAAATTGATTGATTTATTATTAGTCTAT
ATCTAACAATTTTATTCCAATTTTTATATTAATAA
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ABSTRACT



INTRODUCTION

Gene duplication and diversification have long been considered a driving force for the
evolution of organisms throughout the tree of life (reviewed in (Taylor and Raes 2004)).
Different gene duplication mechanisms have been described. Segmental duplication is
frequent in many organisms and affects a region of a chromosome harboring one or more
genes or part of a gene (domain duplication). Much more dramatic whole genome
duplications (WGD) are rare events that lead to duplication of all the genes in the genome
simultaneously and therefore have great potential for the emergence of novel functions (Ohno
1970) or the subdivision of ancestral functions between the two duplicated gene copies (sub-
functionalization, see (Force et al. 1999; Lynch and Force 2000)).The Paramecium aurelia
group of ciliate species constitutes a remarkable system to study the evolutionary fate of
duplicated genes. In these unicellular eukaryotes, three successive WGDs have occurred
during evolution (Aury et al. 2006) and numerous gene duplicates from the intermediate
(WGD2) and most recent (WGD1) WGDs have been retained in extant genomes (~25% and
~50%, respectively) (Aury et al. 2006; McGrath et al. 2014). Very few examples of functional
diversification of WGD duplicates, however, have been reported in these species (Shi et al
2017). Instead, extensive analyses of Paramecium genomes and gene expression levels have
indicated that the vast majority of post-WGD gene pairs (also called ohnologs) have likely
preserved their original function and tend to return to their initial single-copy state overtime
(Aury et al. 2006), the main determinants of retention in two copies in extant genomes being
expression level and dosage constraints (Gout et al. 2010). Within a pair of ohnologs,
progressive dosage unbalance between duplicates is thought to allow pseudogenization and

eventual loss of the copy with the lower expression level (Gout and Lynch 2015).

Like other ciliates, Paramecium species all exhibit a characteristic nuclear dimorphism, with
one polyploid somatic macronucleus (MAC, 800n), essential for gene expression but
fragmented and eventually destroyed during sexual processes (conjugation between partners
of compatible mating types or autogamy, a self-fertilization process), and two identical
germline micronuclei (MIC, 2n) that undergo meiosis and transmit the parental genetic
information to the next generation (reviewed in (Bétermier and Duharcourt 2014)). In each
offspring cell, a new MAC develops from a copy of the MIC through a process involving
large-scale programmed genome rearrangements (PGR). In P. tetraurelia, PGR eliminate 25

to 30% of germline DNA, including numerous repeated sequences, such as transposable
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elements (TEs) or minisatellites, and ~45,000 short and noncoding Internal Eliminated
Sequences (IESs), each found in the germline genome as a single-copy element - although
most IESs have evolved from ancestral TEs (Arnaiz et al. 2012; Guerin et al. 2017). IESs,
flanked by one conserved TA dinucleotide at each end, are precisely excised from the somatic
genome, leaving one TA at their excision site. Because IESs interrupt 47% of all genes in the
germline, their efficient and precise excision is mandatory to ensure that the somatic genome
is correctly assembled, thus allowing progeny survival. IES excision is mediated through the
concerted action of six distinct domesticated PiggyBac transposases: one catalytic subunit
(PiggyMac or Pgm) and five architectural partners (PgmL1 to PgmL5) that act together to
cleave both DNA strands around each flanking TA (Baudry et al. 2009; Dubois et al. 2017;
Bischerour et al. 2018). Once IESs are removed, tens of thousands of DNA double strand
breaks (DSBs) introduced in somatic chromosomes are massively repaired by the Ligase IV-
and Xrcc4-dependent classical non-homologous end joining pathway (C-NHEJ), which
directly ligates broken DNA ends without the need of sequence homology and allows the
precise closure of IES excision sites ((Kapusta et al. 2011), reviewed in (Dubois et al. 2012;
Bétermier et al. 2014)). Linear excised IES molecules are either directly circularized, also in a
C-NHEJ-dependent manner, or form concatemers before circle formation (Bétermier et al.

2000; Gratias and Bétermier 2001; Allen et al. 2017).

The C-NHEJ pathway has been conserved in all kingdoms of life and strictly depends upon
the Ku protein, a key DSB repair factor that binds broken DNA ends, protects them against
extensive resection and recruits downstream C-NHEJ proteins (reviewed in (Grundy et al.
2014)). Most bacteria and archaea harbor a single KU gene encoding a protein homodimer,
while the related KU70 and KU80 genes encode the two subunits of the eukaryotic Ku
heterodimer. KU70 and KU80 were duplicated from a single ancestral KU gene and their
products are not interchangeable within the heterodimer, providing a nice example of
functional diversification of duplicated genes (Aravind and Koonin 2001). Interestingly, some
bacteria harbor multiple KU genes, which suggests that gene duplication and diversification
may have occurred also during bacterial evolution (Dupuy et al. 2018). Eukaryotic Ku70 and
Ku80 are each organized in three domains: a globular N-terminal o/ domain — absent from
bacterial Ku proteins - exposed to the outer surface of the dimer, a core dimerization domain
containing a -barrel and the DNA binding ring, and a more divergent C-terminal domain
(Walker et al. 2001). As a consequence of the WGDs, P. tetraurelia harbors two KU70 and

three KU80 genes, which has conferred to this species additional potential for the
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diversification of KU genes (Marmignon et al. 2014). As expected for WGD1 ohnologs,
KU70a and KU70b encode 98% identical proteins with redundant functions, but KU70a is
consistently expressed at higher levels than KU70b. KU80a and KU80b are WGD1 ohnologs
with constitutively low expression levels throughout the life cycle, while KU80c, a more
distant WGD?2 duplicate, is strongly and specifically induced during MAC development.
Remarkably, KU80c expression is absolutely required for the licensing of Pgm-mediated
DNA cleavage at IES ends, indicating that DNA cleavage and DSB repair are tightly coupled
during PGR in P. tetraurelia (Marmignon et al. 2014).

In the present study, we have examined whether the essential need for KU80c during MAC
development is simply due to its differential pattern of expression relative to KU80a and
KU80b, or whether the Ku80c protein itself, which shares only 74 and 73% identity with
Ku80a and Ku80b, respectively, has specialized for IES excision. We first show that Pgm
total intracellular levels remain unchanged and that Pgm still enters the developing new MAC
upon RNAi-mediated KU80c knockdown (KD). However, Pgm is no longer stably retained in
the developing MAC, in association with genome-wide IES retention. We also report that
overexpression of Ku80a under the control of KU80c transcription signals neither restores the
development of a functional MAC nor IES excision in a KU80c KD, confirming that, in
addition to being specifically produced during MAC development, the Ku80c protein has
acquired a specific function during PGR. Finally, using chimeric Ku80a/Ku80c or
Ku80c/Ku80a fusions, we provide evidence that the N-terminal o/ domain of Ku80c is the
major determinant that confers its functional specificity to the protein. We discuss how
nuclear dimorphism and the pressure for efficient and precise IES excision in Paramecium
may have contributed to the sub-functionalization of WGD paralogs involved in C-NHEJ-
mediated DSB repair.



RESULTS

Pgm nuclear stability is reduced in Ku-depleted cells.

RNAi-mediated KD of the development-specific copy of the KU80 gene (KU8O0C) or its
partner KU70 was shown to trigger death of sexual progeny in P. tetraurelia, IES retention
and the inhibition of DSB introduction at IES ends (Marmignon et al. 2014). We previously
reported that a Pgm-GFP fusion protein still localizes in the new developing MACs of Ku-
depleted cells. However, these first observations were made at late time-points during
autogamy (24 to 36 hrs after the TO time-point, defined as the stage where 50% of the cell
population harbor a fragmented old MAC), well after IES excision has been completed in
control conditions. In order to get a better understanding of the molecular mechanisms
underlying the Ku-dependent activation of Pgm activity, we re-examined the endogenous
Pgm signal at earlier time-points during MAC development in Ku70/80-depleted cells, using
specific anti-Pgm antibodies (Dubois et al. 2017).

Early autogamous cells (5 to 10 hours after the TO time-point) were fixed either with or
without a Triton pre-extraction step (Fig. 1A and 1B, Fig. 1-figure supplement 1). As shown
previously, the pre-extraction step allows the removal of labile nuclear proteins, whereas
fixation prior to Triton treatment allows unbiased observation of nuclear proteins, although
with higher background and reduced sensitivity (Bischerour et al. 2018). Cells were submitted
to control (L4440), PGM, KU70 or KU80c KDs and the efficiency of KD was confirmed
based on the absence of viable progeny with a functional new MAC (Table S1). Total Pgm
cellular amounts were confirmed to be unchanged in KU70 and KU80 KDs on western blots
(Fig. 1C). In Ku80c- and Ku70-depleted cells, a moderate decrease of the Pgm signal was
observed in the absence of pre-extraction (25% and 44%, respectively), whereas it completely
vanished from control Pgm-depleted cells (Fig. 1A and 1B), suggesting that Ku70/80c is not
strictly required for Pgm entry in the new developing MAC. When the same cells were
submitted to Triton pre-extraction, the Pgm signal went down to the background level
detected in a PGM KD, suggesting that Pgm is loosely associated with the new developing
MAC in the absence of Ku70/80c. This phenotype is reminiscent of the depletion of any of
the PgmL proteins, other essential Pgm partners that were characterized recently (Bischerour
et al. 2018). Ku70/80c, like PgmLs, contribute to the retention of Pgm in the new developing

MAC, most likely by its stabilization inside the excision complex.



To confirm our previously published observations using the GFP-Pgm fusion (Marmignon et
al. 2014), we performed an immunostaining experiment of endogenous Pgm in wild-type cells
at a later autogamy stage (30 hrs after the TO time-point), including a Triton pre-extraction
step (Fig. 1A right panel). While the signal of endogenous Pgm was not detected anymore in
the control, as expected, it clearly reappeared in the KU80c KD and, to a lesser but significant
extent, in the PGM KD (6.1 and 2.9-fold above the control, respectively). Aberrant up-
regulation of PGM and KU genes at late autogamy stages was reported in PGM or KU80c
KDs, both conditions under which DNA rearrangements are impeded (Marmignon et al.
2014). Overexpression of PGM and KU at late time-points, together with the depletion of
RNAi-inducing feeding media upon prolonged starvation, may account for the observed
accumulation of Pgm and Ku80c in the new MAC during late autogamy. In all following
experiments, therefore, we focused on the early time-window, during which Pgm transiently

accumulates in the new MAC and DNA elimination takes place in control cells.

DNA-PKcs KD increases Pgm abundancy in the new MAC

During NHEJ-mediated DSB repair, Ku70/80 associates with the DNA-PKcs catalytic subunit
to form the DNAPK complex that recruits and activates downstream repair factors involved in
the processing of ends prior to ligation (reviewed in (Davis et al. 2014)). P. tetraurelia
encodes an ortholog of the mammalian DNA-PKcs, which is overexpressed during autogamy
(Arnaiz et al. 2017). We tested whether the entire DNA-PK complex is required to stabilize
the localization of Pgm in the new developing MAC by knocking down the DNA-PKcs gene.
In agreement with previous data showing that DNA-PKcs is required for MAC development
(S Malinsky, personal communication cited in (Bétermier and Duharcourt 2014)), DNA-
PKecs-depleted cells failed to produce viable post-autogamous progeny (Table S1). In contrast
to Ku-depleted cells, DNA-PKcs depleted cells even showed a 50% increase of the nuclear
Pgm signal with respect to a control (Fig. 1-figure supplement 2). This is consistent with
previous observations that Pgm-dependent DSBs are indeed introduced at IES ends in DNA-
PKcs-depleted cells, although perhaps not as efficiently as in a control and not repaired as
efficiently for a subset of IESs. Our data suggest that the Ku70/80 heterodimer alone is
required to stabilize Pgm in the developing new MAC.

Ku80c is required for the excision of all IESs genome-wide



The retention of a small set of IES in a KU80c KD was demonstrated using PCR approaches
(Marmignon et al. 2014), suggesting that destabilization of Pgm nuclear localization is
correlated with IES retention in the new developing MAC. To survey IES retention at the
genome-wide scale, we sequenced total genomic DNA from late autogamous cells, in which
expression of the KU8Oc gene was knocked down. As a control, the same karyonidal
population (i.e. cells issued from the same MAC differentiation event) was subjected to a
control KD against the ND7 gene, which is not involved in DNA rearrangements (Skouri and
Cohen 1997; Baudry et al. 2009). IES retention scores were calculated following the mapping
of Illumina sequencing reads on IES sequences and their excision junctions and analyzed
using previously developed bioinformatics tools (Denby Wilkes et al. 2016). No IES was
found to be significantly retained in the ND7 KD control, whereas almost the entire set of IES
was retained in the two KU80c KD replicates, indicating that all IESs depend on Ku80c for
their elimination (Fig. 2B and Fig. 2-figure supplement 1). We also examined IES excision
polymorphism in the three samples, since different types of excision errors are introduced at
each sexual cycle in the new developing MAC in wild-type cells (Duret et al. 2008) and the
frequency of a specific type of error was shown to increase in cells depleted of PgmL1 or
PgmL3 (Bischerour et al. 2018). The nature and frequency of IES excision errors in KU80c
KDs were similar to those observed in the control ND7 KD, supporting our conclusion that
the Pgm-associated excision complex is totally inactive in Ku80c-depleted cells (Fig. 2-figure

supplement 1).

Pgm is dispensable for the stable localization of Ku80c¢ in the new developing MAC

Pgm is not retained in the developing MAC in the absence of Ku70/80c. Reciprocally, we
investigated whether the nuclear localization of Ku80c and its stability was impacted by the
depletion of Pgm. In the absence of specific antibodies against P. tetraurelia Ku proteins, we
constructed a transgene expressing the Ku80c protein fused to a 3xFLAG tag at its amino-
terminal extremity (FLAG-Ku80c) under the control of the KU80c regulatory sequences. The
FLAG signal was monitored by immunostaining of Ku70- or Pgm-depleted cells using the
Triton pre-extraction protocol (Figure 3). In the control, FLAG-Ku80c was observed
exclusively in the new developing MAC and forms foci, as previously reported for a GFP-
Ku80c¢ fusion (Marmignon et al. 2014). In the KU70 KD, the signal was strongly reduced,
supporting the idea that Ku80c works exclusively with its Ku70 partner inside the nucleus. In

the PGM KD, in which DSB introduction and IES excision are abolished (Baudry et al. 2009;
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Arnaiz et al. 2012), the FLAG-Ku80c signal still accounted for 70% of the control, suggesting
that the main fraction of Ku still localizes stably in the nucleus without Pgm, hence that the
nuclear localization of Ku does not depend upon the introduction of programmed DSBs. A
contribution of DSBs to intra-nuclear Ku80c stability, however, was inferred from the
analysis of Xrcc4-depleted cells, in which DSBs are introduced normally at IES ends but are
not repaired and accumulate in the developing new MAC (Kapusta et al. 2011). Under these
conditions, indeed, the FLAG-Ku80c signal strongly increased, suggesting that the presence
of unrepaired DSBs can contribute to accumulation of FLAG-Ku80c in the developing MAC.

Developmental expression of Ku80a does not complement a KU80c KD

P. tetraurelia harbors two types of KU80 paralogs originating from WGD2, which exhibit
different expression patterns during the sexual cycle (Marmignon et al. 2014): KU80c is
specifically induced during DNA rearrangements, whereas KU80a&b are constitutively
expressed at low level. In addition, WGD2 KUB80 ohnologs have diverged in their amino acid
sequences, with 74% identity between Ku80a and Ku80c (Fig. 4A). Interestingly, all species
from the Paramecium aurelia group whose MAC genome has been sequenced have
conserved at least one paralog of each type, whereas more distant species (e.g. P. caudatum,
P. multimicronucleatum and P. polycaryum) that did not undergo the last two WGDs encode a
single version of Ku80 (Fig. 4-figure supplement 1)).The conservation of Ku80c across all

P. aurelia species suggests that the KU80c gene has undergone sub-functionalization not only
through the regulation of its transcription, but also through the function of its encoded protein
itself. To test this hypothesis, we examined whether Ku80a can substitute for a depletion of
Ku80c¢ during sexual processes. The KU80a open reading frame was cloned under the control
of the KU80c regulatory sequences and fused at its 5° end to sequences encoding the 3XFLAG
peptide (Fig. 4A and Materials and Methods). In parallel, the nucleic acid sequence of KU80c
was modified in order to become insensitive to RNAi (Fig. 4A). The FLAG-KU80a and
FLAG-KUS8Oc transgenes expressing each fusion were microinjected into the MAC of
vegetative cells and the resulting transformants were grown and starved to induce autogamy.
Cells were collected 5 to 10 hrs following the TO time-point and the expression of FLAG-
Ku80 was checked on western blots using anti-FLAG antibodies (Fig. 4B, grey bars; Fig. 4-
figure supplement 2). Six transformants with different expression levels of each fusion were
selected for further analysis. In control non-injected cells (Ni) or in transformants with too

low expression levels (c1 and c2), little or no viable post-autogamous progeny was recovered
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(Figure 4B, black bars), while higher expression levels allowed functional complementation
and the recovery of progeny harboring a functional new MAC (c3 to ¢6). These data confirm
that the FLAG-Ku80c fusion protein is functional. In contrast, at similar expression levels,
FLAG-Ku80a failed to complement a KU80c KD (see a5 vs c3, a6 vs c4 or ¢5). The same
experiment was repeated several times and functional complementation was never observed
(Table S1). Moreover, expression of the FLAG-KU80a transgene exhibited a dominant
negative phenotype in control KD conditions (Table S1), raising the possibility that Flag-

Ku80a titrates out an essential partner of Ku80c, such as Ku70 for instance.

To gain more insight into the step at which Ku80a is defective during MAC development, we
tested whether IES excision takes place normally in FLAG-Ku80a-expressing cells depleted
of their endogenous Ku80c. We extracted the total genomic DNA of late autogamous cells at
~30 hrs following the TO time-point and performed a molecular analysis of the retention of
one particular IES, IES 51A1835 (Preer et al. 1992). This experiment revealed the presence of
the non-excised (IES+) form both in Ku80-depleted cells expressing FLAG-Ku80a and in a
non-injected control, while IES+ molecules were not detected in Ku80-depleted cells
expressing FLAG-Ku80c (Fig. 4C), strongly suggesting that Ku80a is unable to substitute for
Ku80c during IES excision. To extend this observation genome-wide, we performed Illumina
sequencing of DNA samples extracted from complemented cells expressing equivalent levels
of FLAG-Ku80a and FLAG-Ku80c (a4 and c4, respectively, see Fig. 4B) and calculated IES
retention scores for both conditions. We found that almost no IES (7 out of 45,000) was
retained in the fully complemented c4 clone, while a large majority (~44,000 out of 45,000)
were significantly retained in a4 (Fig. 2B). Taken together, these experiments confirm that
FLAG-Ku80c can fully restore IES excision in a KU80c KD, while FLAG-Ku80a is not

functional.

Ku80a does not allow stable Pgm nuclear localization

In view of the previously reported interaction between Pgm and Ku80c (Marmignon et al.
2014), we speculated that Ku80a might be unable to interact with Pgm. To test this
hypothesis, a recombinant HA-Ku80a fusion was co-expressed with MBP-Pgm in insect cells
and their interaction was tested by MBP pulldown (Fig. 4E and Fig. 4-figure supplement 3).
We found that both HA-Ku80a and HA-Ku80c co-precipitate with MBP-Pgm, ruling out that
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a differential interaction with Pgm may simply explain the functional difference between

Ku80a and Ku&0c.

We further analyzed the localization and stability of Pgm through immunostaining using the
Triton pre-extraction protocol, in Ku80c-depleted cells complemented with FLAG-Ku80a
(a3) or FLAG-Ku80c (¢3) (Fig. 4D). FLAG-Ku80c-expressing cells showed a wild type
localization pattern for both FLAG-Ku80c and Pgm, with an intense signal for each protein
and few large foci in the new developing MAC. In contrast, we could not detect a signal for
Pgm or Ku80 in FLAG-Ku80a-expressing cells depleted of their endogenous Ku80c (Fig.
4D), suggesting that Ku80a itself does not localize in the new MAC (at least not in a stable
manner) and in turn fails to stabilize Pgm nuclear localization. To discriminate between the
defective nuclear import of Ku80a, or lack of its retention in the nuclear compartment, we
repeated the experiment omitting the Triton pre-extraction step. The control FLAG-Ku80c¢
fusion could not be detected under these conditions, whereas it was successfully observed
with a pre-extraction step (Figure 4-figure supplement 4). In contrast, Pgm was readily
detected in both conditions, suggesting that the anti-FLAG antibodies fail to bind the FLAG
tag located at the amino terminus of Ku80. To circumvent this problem, we used GFP-Ku80c
and GFP-Ku80a fusions to monitor the localization of GFP fluorescence. We selected
transformants with similar expression levels of GFP-Ku80a and GFP-Ku80c (a5 and c13,
respectively; see Figure 4-figure supplement 5) and repeated the experiment with the two
alternative protocols. GFP-Ku80a and GFP-Ku80c fluorescence signals were both detected in
the developing new MACs of cells that were prepared without the pre-extraction step (Fig. 4-
figure supplement 4). In contrast, the GFP-Ku80a signal completely vanished following
Triton pre-extraction, while it was still detected for GFP-Ku80c, further demonstrating that
Ku80a is efficiently imported into the new developing MAC but only loosely associates with

this nuclear compartment.

The o/ domain of Ku80c plays an essential role during DNA rearrangements.

The crystal structure of the Ku70/80 has revealed a domain organization comprising an
amino-terminal o/ domain, a central B-barrel domain, and a C-terminal helical arm (Fig. 5A)
(Walker et al. 2001). Using the entire set of Ku80 sequences we could found in the group of
P. aurelia species, we generated a consensus for Ku80a and Ku80c proteins (Fig. 5-figure
supplement 1). Differences between the Ku80a and Ku80c consensus sequences distributed
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evenly along both proteins, without highlighting a particular domain that might account for
their functional divergence. To better define which domain is potentially implicated in the
sub-functionalization of Ku80c, we tested the activity of Ku80ca and Ku80ac chimeric
proteins, in which the Ku80a and Ku80c o/ domains were swapped (Fig. 5A). The Ku80ca
chimera carries the a/p domain of Ku80c (residues 1- 240) fused to the C-terminal part of
Ku80a (residues 241-737). The Ku80ac chimera is formed by the o/ domain of Ku80a
(residues 1- 240) and the C-terminal part of Ku80c (residues 241-737). Both chimeric
constructs were expressed as N-terminal FLAG fusions in P. tetraurelia, under the control of
the KU80c regulatory sequences and their expression was verified on western blots using anti-
FLAG antibodies (Fig. 4-figure supplement 2). We then compared sexual progeny survival in
a complementation assay, after cells expressing each chimeric protein were subjected to a
KU80c KD during autogamy (Table S1). In this assay, the Ku80ac chimera failed to
complement a KU80c KD at every level of injection that we tested (Fig. 5B). In contrast,
expression of Ku80ca allowed efficient complementation of a KU80c KD. Genomic DNA of
late autogamous cells was purified and the retention of IES 1835A was analyzed by PCR (Fig.
5C). As expected, Ku80c-depleted cells complemented with 3xFLAG-Ku80ac showed
accumulation of IES+ PCR products, suggesting that Ku80ac failed to activate the excision
machinery, as reported above for Ku80a (Fig. 4C). On the other hand, cells complemented
with FLAG-Ku80ca showed no accumulation of IES+ forms, indicating that elimination of
IES 51A 1835 proceeded normally in the presence of Ku80ca (Fig. 5C). Altogether, these
results point to an essential role of the o/ domain of Ku80c in its functional specialization
during genome rearrangements, while the C-terminal domains of Ku80a and Ku80c can

replace each other with no conspicuous effect on progeny survival.

The C-terminal part of Ku80c also contributes to its functional specialization

Although the FLAG-Ku80ca protein can complement Ku80c depleted cells, we noticed that
the offspring of FLAG-Ku80c and FLAG-Ku80ca complemented cells have slightly different
phenotypes. Indeed, cells from the progeny of FLAG-Ku80ca complemented cells do not
grow as fast as those originating from FLAG-Ku80c complemented cells and are highly
heterogeneous in shape. Nevertheless, they succeeded in resuming vegetative growth and
were initially considered as post-autogamous cells with a functional new MAC. To more

closely examine whether the Ku80ca chimera is fully active, we sequenced the entire genome
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of late autogamous cells originating from two independent transformants expressing different
levels of FLAG-Ku80ca (ca5 and ca8, see Fig. 5B and 6A). As a control, we also sequenced
the genome of post-autogamous cells that were only partially complemented by FLAG-Ku80c
(c2, see Fig. 4B and 6A). While excision of a vast majority of IESs was restored in the three
conditions, we found that 633, 476 and 195 IES (hereafter designated as “sensitive” IESs),
were significantly retained in the c2, ca5 and ca8 transformants, respectively (Fig. 5SD). As
expected, the number of retained IESs and the expression level of the Ku80 proteins correlate
negatively. We observed 80% overlap between the two sets of Ku80ca-sensitive IES (Fig.
6B), in favor of a specific subset of IESs being retained in the presence of Ku80ca. On the
other hand, 23% of Ku80ca-sensitive IES (108 out of 468) were also retained in cells that
were only partially complemented with FLAG-Ku80c (c2). To distinguish whether IES
retention is attributable specifically to the absence of the C-terminal part of Ku80c or simply
to the presence of limiting amounts of Ku80 in the different complementation experiments,
we further analyzed the characteristics of these three groups of IESs. We first compared the
cumulative distribution of IES lengths for the c2, ca5, and ca8 sets of retained IES (Fig. 6C).
Whereas the c2 set of retained IES was found to be slightly biased toward longer IESs, both
ca5 and ca8 sets of retained IESs were significantly shorter, with 65 and 80 % of retained
IESs being smaller than 50bp (40% for the whole set of P. tetraurelia IESs and only 25% for
c2). Apart from their short size, we were not able to find any specific motif associated to IESs
whose excision cannot be restored by Ku80ca.

In parallel, we noticed that Ku80ca-sensitive IESs were often found in IES-rich regions of the
genome. To quantify this observation, we scored for each IES the number of IESs found in its
vicinity (within a 1-kb distance on both sides). The cumulative distributions of the
neighboring IES counts for all I[ESs (black dots) or for IESs retained in the c2, ca5 and ca8
samples (red dots) are presented in Fig. 6D. No bias is observed for the c2 sample with
respect to the entire set of IESs in the genome, whereas the distributions of the ca5 and ca8
sample are biased toward a larger number of neighboring IESs, confirming that Ku80ca-
sensitive IES tend to be located in IES-dense genomic regions. Because Ku80ca-sensitive IES
tend to be short with respect to the whole IES population (Fig. 6C), we wondered whether
their presence in IES-dense regions could be linked to their small size. To address this
question, we generated a random sample of IESs with a size distribution identical to those
retained in the ca5 sample (Fig. 6C, Random IES sample) and analyzed the cumulative
distribution of the IES count in their vicinity (Fig. 6D, Random IES sample). We observed a

slight bias towards IESs located in IES-rich regions, but far less pronounced compared to the
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ca5 and ca8 samples. Our data, therefore, confirm that the size distribution of Ku80ca-

sensitive IESs doesn't account for their peculiar distribution in IES-rich genomic regions.
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DISCUSSION
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MATERIALS AND METHODS

Injection of FLAG-KUS80 or GFP-KUS80 transgenes
The level of transgene injection (copy par haploid genome or CPHG) was determined by

QPCR in cells maintained at the vegetative state.

Immunofluorescence analysis

Immunostaining using polyclonal guinea pig a-Pgm 2659-GP or monoclonal a-FLAG M2
(Sigma-Aldrich) was performed as described previously (Bischerour et al. 2018). Unless
specified, the protocol includes a triton pre-extraction step prior to fixation of cells.
Observations were made using a Zeiss Axioplan 2 epifluorescence microscope with a 63x oil
objective or a BX63 epifluorescence microscope with a 60x oil objective.

Quantification of the signal was performed using the imagelJ software (https://imageJ.nih.gov).
An image] macro was developed allowing for automatic detection of new MACs using a
threshold based on green (and red, when present) fluorescence and allowing for manual
adjustments if necessary. Fluorescence intensity analysis, boxplot representation and statistical
analysis were performed as described previously (Bischerour et al. 2018). In statistical analysis,

** stands for p<0,01 and *** for p<0,0001.

Localisation of GFP fusion

Autogamous cells were fixed for 10 min in PHEM (60mM PIPES, 25mM Hepes, 10mM EGTA,
2mM MgClz pH 6.9) +1.2% paraformaldéhyde, washed once in TBST (10 mM Tris pH 7.4,
0.15 M NaCl, 0.1% Tween20) + 3% BSA, and stained with 0.5 pg/ml DAPI (SIGMA).
Alternatively, cells were extracted with ice-cold PHEM + 0.7% Triton during 4 min, and fixed
for 10 min in in PHEM +1.2% paraformaldéhyde + 0.3% Triton before the TBST wash and
DAPI staining.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Expression and localization of Pgm in Ku80C and Ku70 RNAI.

(A) Immunostaining of Pgm in early or late autogamous cells subjected to control (L4440),
KU80c, PGM or KU70 RNAIi. At early time point, immunostaining was performed with or
without triton pre-extraction. Scale bar is 5 um.

(B) Plots of Pgm fluorescence intensity in developing MACs subjected to the different RNAi
conditions and collection time points shown in (A). At early time point, quantification was
performed on developing MACs ranging in size between 55-110 pm? (without pre-extraction)
or 40-75 pm? (with pre-extraction) At late time point, all developing MACs >65 um? were
analyzed. 27 to 76 developing MACs were quantified for each RNAi condition.

(C) Western blot analysis of Pgm expression in early autogamous cells subjected to control

(L4440), PGM, KU70 or KU80c RNA..

Figure 2. Analysis of IES retention scores through whole-genome sequencing

(A) Distribution of IES retention scores in total genomic DNA extracted from late
autogamous cells subjected to control (ND7) or KU80c RNAI. Significantly retained IESs
relative to a set of reference MAC genomes are highlighted in red.

(B) Distribution of IES retention scores in Ku80c-depleted cells expressing FLAG-Ku80c¢
(c4) or FLAG-Ku80a (a6). See Fig. 4 for a more detailed description of the two clones.

Figure 3. Expression and localization of FLAG-Ku80c in KU70, PGM and XRCC4 RNA..
(A) Immunostaining of FLAG-Ku80C in early autogamous cells subjected to control (L4440),
KU70, PGM, or XRCC4 RNA.. Scale bar is 5 um.

(B) Plot of FLAG-Ku80c fluorescence intensity in 25-60 pm? developing MACs. 12 to 20
MACs were analyzed. Quantification could not be performed for developing MACs subjected
to XRCC4 RNA, since the same acquisition time was used for imaging all the RN A1 conditions,

and led to saturated FLAG-Ku80c signal in the case of XRCC4 RNA..

Figure 4. Ku80a does not complement Ku80c depleted cells during DNA rearrangements
(A) Schematic representation of the DNA tools used for complementation assay. Modified
nucleic acid sequence of KU80c that confers resistance to RNA1 is represented by hatched lines.
FLAG-KU80c and FLAG-KUS80a transgenes are under the control of the endogenous KU80c

regulatory sequences.
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(B) Recovery of post-autogamous cells in FLAG-KU80c and FLAG-KU80a transformants. %
of survival of the progeny (in black) and relative abundancy of FLAG signal (in grey) quantified
by western blot Shours after the beginning of autogamy and normalized by the Pgm signal.
(C) Molecular analysis of IES 51A1835 retention by PCR in non-injected cells (NI), FLAG-
KU80c and FLAG-KUS80a transformants, submitted to control (L4440) or KU80c RNA.. IES-
and IES+ are showed and heteroduplexes of IES+ and IES- strands formed during the PCR
reaction are signaled by *.

(D) Co-immunostaining with a-FLAG and a-Pgm antibodies in early autogamous FLAG-
KU80c or FLAG-KU80a expressing cells and subjected to KU8OC RNAI. Scale bar is 5 pm.
(E) Pull down of HA-Ku80a and HA-Ku80c fusions with MBP-Pgm using recombinant
proteins expressed in insect cells. In each panel, the HA-tagged protein that was co-expressed
with MBP or MBP-Pgm is indicated on the left and the band revealed on western blot using
anti-HA antibodies is indicated on the right. MBP and MBP-Pgm expression was checked by

western blot using anti-MBP antibodies and is presented in figure 3 supplemental X.

Figure 5. The Ku80c o/ domain fulfills an essential function during DNA
rearrangements.

(A) Schematic representation of the DNA tools used for complementation assay. The Ku80ca
chimera is constituted of the residues 1 to 240 of Ku80c and residues 241 to 737 of Ku80a and
reciprocally for the Ku80ac chimera. FLAG-KU80ca and FLAG-KU80ac transgenes are under
the control of the endogenous KUS80c regulatory sequences.

(B) Recovery of post-autogamous cells in FLAG-KU80ca and FLAG-KU&80ac transformants.
% of survival of the progeny (in black) and relative abundancy of FLAG-Ku80 signal (in grey)
quantified by western blot Shours after the beginning of autogamy and normalized by the Pgm
signal.

(C) Molecular analysis of IES 51A1835 IES retention by PCR in non-injected cells, FLAG-
KUS80ca and FLAG-KU&80ac transformants, submitted to control (L4440) or KU80c RNA..
IES- and IES+ are showed and heteroduplexes of IES+ and IES- are signaled by *.

(D) Distribution of genome-wide IES retention scores in Ku80c-depleted cells complemented
by FLAG-Ku80c (c2) or FLAG-Ku80ca (ca5 and ca8). See Fig. 4 for a more detailed

description of the c2 clone.

Figure 6. Analysis of IES retention in Ku80ca complemented cells reveals subtle

functional properties of the c-terminal domain of Ku80c
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(A) Recovery of post-autogamous cells in FLAG-KU80c (c2&c4) and FLAG-KUS80ca
(ca5&cal) transformants (data from Figure 3B). % of survival of the progeny (in black) and
relative abundancy of FLAG-Ku80 signal (in grey) quantified by western blot Shours after the
beginning of autogamy and normalized by the Pgm signal.

(B) Venn diagram representing the overlap between the set of retained IES in c2, ca5 and ca8
transformants.

(C) Cumulative distribution of IES length for the entire set of IESs (in black) or subset of
retained IESs in ¢2, ca5 and ca8 transformants (in red). The cumulative distribution of a random
control set of IESs with the same number and the same distribution of size is shown on the right
panel and was used for further analyses (see D).

(D) Cumulative distribution of IES density in a 1kb window vicinity around IESs for the
entire set of IES (in black) or the subset of retained IES in c2, ca5 and ca8 transformants and
in random control set of IES described in C (in red). For each IES we counted the number of

IES that are present at less than 1 kb of distance.
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FIGURE SUPPLEMENTS

Fig. 4-figure supplement 4. Nuclear localization of GFP-Ku80 or FLAG-Ku80 fusions
with or without Triton pre-extraction

(A) Early autogamous cells expressing the FLAG-Ku80c fusion imaged after paraformaldehyde
fixation with or without a Triton pre-extraction step. Scale bar is 5 um

(B) Early autogamous cells expressing GFP-Ku80c or GFP-Ku80a fusion proteins imaged after
paraformaldehyde fixation with or without a triton pre-extraction step. Scale bar is 5 pm.

(C) Plots of GFP fluorescence intensity for developing MACs ranging between 55-110 pm?
(without pre-extraction) or 40-65 pum? in size (with pre-extraction). 28 to 56 developing MACs

were quantified for each condition.
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Reference sequence (l1): PJENN.M.1.P01460069
Identities normalised by aligned length.
Colored by: property

cov pid 17 . . . . : . . . 80
1 PJENN.M.1.P01460069 100.0% 100.0% MSGKEASLILLDVGASMYG MGG-GKKLSRLELAVDCLGLMI I VGLILFG APDGKTLYIODLSIP
2 PSON.ATCC_30995.1.P1100174 100.0% 98.2% MSGKEASLILLDVGASMYG! MGG-GHKLSRLELAVDCLGLMI I VGLILIG APDGKTLYIODLSIP
3 PSEX.AZ8_4.1.P0530077 99.9% 93.2% MSGKEATLILLDVGASM GG- LTRLELAVDCLGLMI I IGLILFG APDGKTLYIODLSIP
4 PQUADEC.NiA.1.P00940024 99.9% 91.2% MSGREATLILLDVGASMYG GG- MSRLELAVDCLGLMI I VGLILI'G APDGKTLYIODLSIP
5 PBIA.V1_ 4.1.P00510147 99.9% 91.1% MSGKEATLILLDVGASMYG GG- MSRLELAVDCLGLMI I IGLILFG APDGKTLYIODLSIP
6 PTRED.209.2.P71800001294210147 99.9% 90.8% MSGKEATLILLDVGASMYGOVYLOGG- MSRLELAVDCLGLMI I IGLILFG APDGHTLYIODLSIP
7 PTET.51.3.P0520142 99.9% 91.7% MSGKEATLILLDVGASMYG GG- LSRLELAVDCLGLMI I VGLILFG APDGKTLYIODLSIP
8 POCTA.138.1.P0410138 99.9% 92.0% MSGKEATLILLDVGASM GG- LSRLELAVDCLGLMI I VGLILI'G APDGKTLYIODLSIP
9 POCT.K8.1.P71800002769600152 99.9% 92.0% MSGKEATLILLDVGASM GG- LSRLELAVDCLGLMI I VGLILFG APDGKTLYIODLSIP
10 PDEC.223.1.P00110119 99.9% 91.9% MSGKEATLILLDVGASM GG- LSRLELAVDCLGLMI I VGLILI'G APDGKTLYIODLSIP
11 PDODEC.274.1.P00070138 99.9% 91.7% MSGKEATLILLDVGASMYG GG- LSRLELAVDCLGLMI I VGLILFG APDGKTLYIODLSIP
12 PBIA.V1_4.1.P02420019 99.9% 90.8% M ATLILLODVGASMYG GG- LSRLELAVDCIGLMI I IGLILIG APDGHKTLYIODLSIP
13 PPENT.87.1.P1050145 99.9% 91.5% MSGREATLILLDVGASM GG- LSRLELAVDCLGLMI I VGLILFG APDGKTLYIODLSIP
14 PPRIM.AZ9-3.1.P0970147 99.9% 91.5% MSGREATLILLDVGASM GG- LSRLELAVDCLGLMI I VGLILIG APDGHTLYIODLSIP
15 PPRIMP30731 99.9% 91.5% MSGREATLILLDVGASM GG- LSRLELAVDCLGLMI I VGLILFG APDGKTLYIODLSIP
16 PDEC.223.1.P02560030 100.0% 74.1% MAGKEATLVLLDVGASMYEP AO-GKNITRLELAVDCIGMMI I VGLVLIG AEDG! IOVMSTP
17 PDODEC.274.1.P02610024 100.0% 74.1% MAGKEATLVLLDVGASMYEP AO-GKNITRLELAVDCIGMMI I VGLVLFG AEDG! IOVMSPP
18 PTET.51.3.P0760120 100.0% 73.0% MAGKEATLVLLDVGASMYEP AO-GKNITRLELAVDCIGMMI I VGLVLIG AEDG! IOVMSPP
19 POCTA.138.1.P0780138 100.0% 74.1% MAGKEATLVLLDVGASMYEP AO-GKNITRLELAVDCIGMMI I VGLVLFG AEDG! IOIMSTP
20 POCT.K8.1.P71800002769920120 100.0% 73.8% MAGKEATLVLLDVGASMYEP AO-GKNITRLELAVDCIGMMI I VGLVLIG AEDG! IOIMSTP
21 PSEX.AZ8_4.1.P1460081 99.9% 74.5% MAGKEATLVLLDVGASMYEP GO-GKKITRLELAVDCLGMMI I VGLVLFG AEDG! IOMLSPP
22 PPRIM.AZ9-3.1.P1360092 99.9% 75.1% MAGKEATLVLLDVGASMYEP A0-GHKITRLELAVDCLGMMI I VGLVLIG AEDG! IOTLSTP
23 PPRIMP29158 99.9% 75.1% MAGKEATLVLLDVGASMYEP AO-GKKITRLELAVDCLGMMI I VGLVLFG AEDG! IOTLSTP
24 PPENT.87.1.P1460087 99.9% 74.8% MAGKEATLVLLDVGASMYOP A0O-GHKITRLELAVDCLGMMI I VGLVLIG AEDG! IOTLSTP
25 PBIA.V1_4.1.P00880090 100.0% 75.1% MAGKEATLVLLDVGASMYEP AO-GKKITRLELAVDCIGMMI I VGLVLFG AEDG! IOTLSSP
26 PQUADEC.NiA.1.P01970002 100.0% 74.5% MAGKEATLVLLDVGASMYOA AO-GHKITRLELAVDCIGMMI I VGLVLIG AEDGNTIVIOLLSOP
27 PTET.51.3.P1590130 100.0% 74.0% MAGKEATLVLLDVGASMYEP AO-GKKITRLELAVDCIGMMI I VGLVLFG AEDG! IOTLSSP
28 POCTA.138.1.P1560084 100.0% 74.3% MAGKEATLVLLDVGASMYEP AO-GHKITRLELAVDCIGMMI I VGLVLIG AEDG! IOTLSSP
29 POCT.K8.1.P71800002770710083 100.0% 74.2% MAGKEATLVLLDVGASMYEP AO-GKKITRLELAVDCIGMMI I VGLVLFG AEDG IOTLSSP
30 PDODEC.274.1.P02600002 100.0% 74.0% MAGKEATLVLLDVGASMYEP AO-GHKKITRLELAVDCIGMMI I VGLVLIG AEDG! IOTLSSP
31 PDEC.223.1.P02830051 100.0% 74.3% MAGKEATLVLLDVGASMYEP AO-GKKITRLELAVDCIGMMI I VGLVLFG AEDG! IOTLSSP
32 PNOV.TE.1.P02560002 100.0% 74.5% MAGKEATLVLLDVGASMYEP AO-GHKITRLELAVDCIGMMI I VGLVLIG AEDG! IOOLSOP
33 PTRED.209.2.P71800001294370184 100.0% 74.7% MAGKEATLVLLDVGASMYOA AO-GKKITRLELAVDCIGMMI I VGLVLFG AEDGNTIVIOPLSOP
34 PSON.ATCC_30995.1.P1480025 99.9% 72.9% MAGKEATLVLLDVGASMYEP VO-GHEIRRIELAIDCIGMMI I VGLVLIG AEDG! IOTLSPP
35 PSON.ATCC_30995.1.P1750030 99.9% 72.4% MAGKEATLVLLDVGSSM GGOGKEIRRLELAIDCIGMMI I VGLVLFGAEDAEDG IOOISAP
36 PJENN.M.1.P02270020 99.9% 72.6% MAGKEATLVLLDVGASM VO-GHOITRLELAIDCIGMMI I VGLVLIG AEDG! IOOLSTP
consensus/100% Muu+EAOLILLDVGUSMYt.V..st.s+phpR1ELAIDC1GhMI I 1GLI1LFGsE-A.DGpThVYIO.hS.P
consensus/90% MuG+EATLILLDVGASMYt. YpOut.sKploRLELAVDC1GhMI I 1GLILFGTE-A.DGPThYIO.hS.P
consensus/80% MuGKEATLILLDVGASMYt.YpOut.uXcloRLELAVDC1GhMI I VGLILFGTE-A.DGpThVIOSLS.P
consensus/70% MuGKEATLILLDVGASMYp. YpOut.uKKloRLELAVDC1GhMI I VGL1LFG A.DGpThYIOSLS.P
cov pid 81 . 1 . . . . 3 . 160
1 PJENN.M.1.P01460069 100.0% 100.0% L VSELP VGLOVGGDIFDALDKAVHVL M IVILTAGCG ITKLIKMIEKVDVET
2 PSON.ATCC_30995.1.P1100174 100.0% 98.2% L VSELP VGLOVGGDIFDALDKAVHVL M IVILTAGCG ITKLIKMIEKVDVEI
3 PSEX.AZ8_4.1.P0530077 99.9% 93.2% L VSELP VGLOVGGDIFDALDKAVHAL A V! IFILTAGCG ITKLIKMIEKVDVET
4 PQUADEC.NiA.1.P00940024 99.9% 91.2% L INDLP VGOOVGGDIFDALDKAVHAL A" M IFILTAGCG ITKLIKMIEKVDVET
5 PBIA.V1_4.1.P00510147 99.9% 91.1% L ISDLP VGOOVGGDIFDALDKAVHAL A M IFILTAGCG ITKLIKMIEKVDVET
6 PTRED.209.2.P71800001294210147 99.9% 90.8% L ISDLP VGOOVGGDIFDALDKAVHAL Al M IFILTAGCG ITKLIKMIEKVDVKI
7 PTET.51.3.P0520142 99.9% 91.7% L ISDLP VGOOVGGDIFDALDKAVHAL A M IFILTAGCG ITKLIKMIEKVDVET
8 POCTA.138.1.P0410138 99.9% 92.0% L ISDLP VGOOVGGDIFDALDKAVHAL A M IFILTAGCG ITKLIKMIEKVDVKI
9 POCT.K8.1.P71800002769600152 99.9% 92.0% L ISDLP VGOOVGGDIFDALDKAVHAL A M IFILTAGCG ITKLIKMIEKVDVET
10 PDEC.223.1.P00110119 99.9% 91.9% L ISDLP VGOOVGGDIFDALDKAVHAL A M IFVLTAGCG ITKLIKMIEKVDVKI
11 PDODEC.274.1.P00070138 99.9% 91.7% L IGDLP VGOOVGGDIFDALDKAVHAL A M IFVLTAGCG ITKLIKMIEKVDVET
12 PBIA.V1_4.1.P02420019 99.9% 90.8% L ISDLP VGOOVGGDIFDALDKAVHAL A M IFILTAGCG ITKLIKMIEKVDVKI
13 PPENT.87.1.P1050145 99.9% 91.5% L LSDLP VAOOVGGDIFDALDKAVHAL A M IFILTAGCG ITKLIKMIEKVDVET
14 PPRIM.AZ9-3.1.P0970147 99.9% 91.5% L LSEDLP VAOOVGGDIFDALDKAVHAL A M IFILTAGCG ITKLIKMIEKVDVKI
15 PPRIMP30731 99.9% 91.5% L LSDLP VAOOVGGDIFDALDKAVHAL A M IFILTAGCG ITKLIKMIEKVDVET
16 PDEC.223.1.P02560030 100.0% 74.1% L LTELP IPOIXGGDIFDALDKAVSTL VEAKKI IFVLTAGFG IGKLIKMIEKVDVKI
17 PDODEC.274.1.P02610024 100.0% 74.1% L LTELP IPOIKGGDIFDALDKAVSTL A" I IFVLTAGFG IGKLIKMIEKVDVKI
18 PTET.51.3.P0760120 100.0% 73.0% L LTELP VPKIKGGDIFDALDKAVSTL VEAKEM IFVLTAGFG IGKLIKMIEKVDVKI
19 POCTA.138.1.P0780138 100.0% 74.1% L LTELP VP GGDIFDALDKAVSTL A" M IFVLTAGYG IGKLIKMIEKVDVKI
20 POCT.K8.1.P71800002769920120 100.0% 73.8% L LTELP VP GGDIFDALDKAVSTL A" M IFVLTAGYG IGKLIKMIEKVDVKI
21 PSEX.AZ8_4.1.P1460081 99.9% 74.5% L VIELP P GGDIFDALDKAICTLDGHV M IFVLTSGEG IAKLIKMIEKVDVEI
22 PPRIM.AZ9-3.1.P1360092 99.9% 75.1% L VIELI IPKIOGGDIFDAL VSTL A" I IFVLTAGFG IAKLVEMIEKVDVEI
23 PPRIMP29158 99.9% 75.1% L VIELI IPKIOGGDIFDAL VSTL V! I IFVLTAGFG IAKLVEMIEKVDVET
24 PPENT.87.1.P1460087 99.9% 74.8% L VIELI IPXIOGGDIFDAL VSTL A" M IFVLTAGFG IAKLVEMIEKVDVEI
25 PBIA.V1_4.1.P00880090 100.0% 75.1% L LTELP LPXIIGGDIFDAL VESL A" M IFVLTAGYG IAKLIKMIEKVDVEI
26 PQUADEC.NiA.1.P01970002 100.0% 74.5% L VIEL IPOIAGGDIFDALDKAVSTL VEAKKI IFVLTAGYG IAKLIKMIEKVDVKI
27 PTET.51.3.P1590130 100.0% 74.0% L LTELP IPKIIGGDIFDAL VSTL V! M IFVLTAGFG IAKLIKMIEKVDVEI
28 POCTA.138.1.P1560084 100.0% 74.3% L LTELP PHXIIGGDIFDAL VSTL A" M IFVLTAGFG IAKLIKMIEKVDVEI
29 POCT.K8.1.P71800002770710083 100.0% 74.2% L LTELP PKIIGGDIFDAL VSTL V! M IFVLTAGFG IAKLIKMIEKVDVEI
30 PDODEC.274.1.P02600002 100.0% 74.0% L LTELP IPKITGGDIFDAL VSTL A" M IFVLTAGFG IAKLIKMIEKVDVEI
31 PDEC.223.1.P02830051 100.0% 74.3% L LTELP IPKITGGDIFDAL VSTL V! M IFVLTAGFG IAKLIKMIEKVDVEI
32 PNOV.TE.1.P02560002 100.0% 74.5% L VIEL LPOINGGDIFDAL VSTL A" M IFVLTAGYG IAKLIKMIEKVDVKI
33 PTRED.209.2.P71800001294370184 100.0% 74.7% L VIEL MPXMNGGDIFDALDKAVSTL A" M IFVLTAGFG IAKLIKMIEKVDVEI
34 PSON.ATCC_30995.1.P1480025 99.9% 72.9% L VIELP IPKIKGGDIFDAL VSTL A" M IFVLTAGFG IGKLIKMIEKVDVKI
35 PSON.ATCC_30995.1.P1750030 99.9% 72.4% VIELV IPKIRGGDIFDAL VSTL A" M IFVLTAGFG MIAKLIKMIOKVDVKI
36 PJENN.M.1.P02270020 99.9% 72.6% L VIEL IPKIRGGDIFDAL VSTL A" M IFVLTAGFG IAKLIKMIEKVDVKI
consensus/100% sh-FarRNls-L.pHDhs...GGDIFDALDKulpsLDtasKs++h-KKIalLTuGhG SEK.ISKL1KMIpKVDVKI
consensus/90% L-FaRNlo-LssHDhsp..GGDIFDALDKuVpsLD-as h-KKIFILTAGhGOT-VsEKPpISKLIKMIEKVDVKI
consensus/80% L-FaRrNlo-Ls 1sp..GGDIFDALDKuVpsLD-Hs M-KKIF1LTAGhGOT-VsEKPpISKLIKMIEKVDVKI
consensus/70% L-FarRNlo-LP 1sp.hGGDIFDALDKuVpsLD-Hs M-KKIF1LTAGhGOT-VsEKpISsKLIKMIEKVDVKI
cov pid 161 . . . 2 . . . . 240
1 PJENN.M.1.P01460069 100.0% 100.0% IALDEM GEMDDPDKP AL MLTA C I VELMVOEL MRIFPANVAFEL LOA
2 PSON.ATCC_30995.1.P1100174 100.0% 98.2% IALDFM GDMDDPDEP AL MLTA C I VFLMVOEL MRIFPANVAFEL LOA
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3 PSEX.AZ8_4.1.P0530077
4 PQUADEC.NiA.1.P00940024
5 PBIA.V1 4.1.P00510147
6 PTRED.209.2.P71800001294210147
7 PTET.51.3.P0520142
8 POCTA.138.1.P0410138
9 POCT.K8.1.P71800002769600152
10 PDEC.223.1.P00110119
11 PDODEC.274.1.P00070138
12 PBIA.V1_4.1.P02420019
13 PPENT.87.1.P1050145
14 PPRIM.AZ9-3.1.P0970147
15 PPRIMP30731
16 PDEC.223.1.P02560030
17 PDODEC.274.1.P02610024
18 PTET.51.3.P0760120
19 POCTA.138.1.P0780138
20 POCT.K8.1.P71800002769920120
21 PSEX.AZ8_4.1.P1460081
22 PPRIM.AZ9-3.1.P1360092
23 PPRIMP29158
24 PPENT.87.1.P1460087
25 PBIA.V1_4.1.P00880090
26 PQUADEC.NiA.1.P01970002
27 PTET.51.3.P1590130
28 POCTA.138.1.P1560084
29 POCT.K8.1.P71800002770710083
30 PDODEC.274.1.P02600002
31 PDEC.223.1.P02830051
32 PNOV.TE.1.P02560002
33 PTRED.209.2.P71800001294370184
34 PSON.ATCC_30995.1.P1480025
35 PSON.ATCC_30995.1.P1750030
36 PJENN.M.1.P02270020
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

1 PJENN.M.1.P01460069
2 PSON.ATCC_30995.1.P1100174
3 PSEX.AZ8_4.1.P0530077
4 PQUADEC.NiA.1.P00940024
5 PBIA.V1_4.1.P00510147
6 PTRED.209.2.P71800001294210147
7 PTET.51.3.P0520142
8 POCTA.138.1.P0410138
9 POCT.K8.1.P71800002769600152
10 PDEC.223.1.P00110119
11 PDODEC.274.1.P00070138
12 PBIA.V1_4.1.P02420019
13 PPENT.87.1.P1050145
14 PPRIM.AZ9-3.1.P0970147
15 PPRIMP30731
16 PDEC.223.1.P02560030
17 PDODEC.274.1.P02610024
18 PTET.51.3.P0760120
19 POCTA.138.1.P0780138
20 POCT.K8.1.P71800002769920120
21 PSEX.AZ8_4.1.P1460081
22 PPRIM.AZ9-3.1.P1360092
23 PPRIMP29158
24 PPENT.87.1.P1460087
25 PBIA.V1_4.1.P00880090
26 PQUADEC.NiA.1.P01970002
27 PTET.51.3.P1590130
28 POCTA.138.1.P1560084
29 POCT.K8.1.P71800002770710083
30 PDODEC.274.1.P02600002
31 PDEC.223.1.P02830051
32 PNOV.TE.1.P02560002
33 PTRED.209.2.P71800001294370184
34 PSON.ATCC_30995.1.P1480025
35 PSON.ATCC_30995.1.P1750030
36 PJENN.M.1.P02270020
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

1 PJENN.M.1.P01460069

2 PSON.ATCC_30995.1.P1100174

3 PSEX.AZ8_4.1.P0530077

4 PQUADEC.NiA.1.P00940024

5 PBIA.V1_4.1.P00510147

6 PTRED.209.2.P71800001294210147
7 PTET.51.3.P0520142

8 POCTA.138.1.P0410138

9 POCT.K8.1.P71800002769600152
10 PDEC.223.1.P00110119

11 PDODEC.274.1.P00070138

12 PBIA.V1_4.1.P02420019

Figure 5-figure supplement 1

241

321

file:///Users/julien.bischerour/Desktop/MViewtestKu80.html

IAL
IAL
IAL
IAL
IAL
IAL
IAL
IAL
IAL
IAL
IAL
IAL
IAL
IAM
IAM
IAM
IAL
IAL
IAL
IAL
IAL
IAL
IAL
IAL
IAL
IAL
IAL
IAL
IAL
IAL
IAL
IAL
IAL
IAL
IAh
IAL
IAL
IAL

LR R EEEEEEEEEEEEEREREEEEEENEEEENEEEENE NN NI

LVPV
LVPV
LVPV
LVPV
LVPV
LVPV
LVPV
LVPV
LVPV
LVPV
LVPV
LVPV

ERRRRERERRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRERRERRRER

QA AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAQAAQAARQ

IM
IM
IM
IM
IM
IM
IM
IM
IM
IM
IM
IM

HHHHHHHHHAHHAHHHAHHAHHAHAHAHAHFARHAHAHARRHAHHAKFMRHHHAKMAKBMKHHKHKMAKHKHAKHAKMKBKHKH-©

)
nnnndddIdddPPPPAIdLIdIPPACdCRRAQRAQRQRAQRAQRAQRAQRAQAQRQQ
5

BRI

[ o o o I -

HHHHHHHHHHHHHHKHH =2 S o ol o o o o o ol

[
HEHPHHHAHHHAHHAHHHAHHAHHAHHAHAHHAHHAHAHAHAHAHAHAHAHAHAHAASHAHAHAHAHR

wwwvYvvvYvvvYvYlvvluvuvuvuvvyvuv'uv'o'v'o'u 'ty uo
HYwWwvYwvYvYvYvYvYvYYvYYvYYWYYY Yy ud o

v o

[ T
L]

WY v
]

o oo

PsKPEp

CP
CP
CP
CP
CP
CP
CP
CP
CP
CP
CP
CP

pEEEEBREEBEEEERE

CEEEEEEEEEEEEEEEEREEEEEEEEEEEEEE

B H
[ o

L

.hLsspMhsu.YppppOpl
hLNsRMLsAsVps

BB

C

<

= g PEPRPERPERPRPERPERP

<

AV
AV
AV
AV
AV
AV
AA
AV
AV
AV

AV
AA
AA
AV

AV

I
AV
AI

hLNsSRMLsAsVps
.EsLNsREMLsAsVps

e NeNeNeNeNeNe N NeNe NeNeNeNel

LLG
LLG
LLG
LLG
LLG
LLG
LLG
LLG
LLG
LLG
LLG
LLG

LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
-+LPs.
-+LPs.
+LPo.
+LPo.

d<d<dd<<g9d<s<<<¢<

[ o o o B o B o B B B o B o B o o o o o B o B o B ol ol ol ol ol ol ol ol o

L+
L+
L
L

IP
IP
IP
IP
IP
IP
IP
IP
IP
IP
IP
IP

C I v
C I V!
C I v
C I I
C I v
C I V!
C I v
C I V!
C I v
C I V!
C I v
C I V!
C I v
I LV
I Lv
I LI
I LI
I LI
v LI
I L
I L
I L
I LV
I L
I LV
I LV
I LV
I LV
I LV
I L
I L
I LI
I LI
I L
pphha
oI hha
hla
hla
LG I
LG IDI
LG I
L VsSDI
LG I
LGEFVIDI
LG!
LG I
LG I
LG I
LG I
LG I
LG I
LG I
LG I
AIG P
AIG P
AIG P
AIG P
AIG P
AIG G
AIG P
AIG P
AIG P
AIG P
GIG! P
ATG P
ATG P
ATG P
ATG P
ATG P
GTG! P
GIG! P
AIG
AIG
AIG
shspa..c.pp

s1GEFpo-.s+

d<dddddddd<<<

MVISV.
MVISV
MVIAV.
MVIAV
MVIAV.
MVIAV
MVIAV.
MVIAV
MVIAV.
MVIGV
MVIAV.
MVIAV

553535335555555555355353535555555555555

| o o o o Y N Y B o B o B o B B e o B o B Y B o Y o Y B o B o B o B

I

hv

ERERERRERRERRRERRRERERERERERRRIRRIRRRRIRRRRRRRRRRRR

HHHHHHHAKMHKHKHHHHKHHKHHAHHKHKHHMFHKHKHAHAHFKHKHAHAHFHHHHHHHHHH

spM
PM
pM
PM

L M N M L M M
HHHHHHHHHHHHHRHHHRHK
w

HHHHHHHHHHHHHHHHHKHH
§ E § RRRR2REIRIR2HRRR E RRRERRRRIRRIRIRIRIIRRIRRRR

2]

hs
Ms
Ms

H -
o o

hIa
hIa

vvwvwvYvvwwYvwvYvvYvvYvvYYYYyyuyvyy vy yyvyy'y'u'u'u'v'v'v'v'vu'vu'u'u'uu
wwYwwYvYvwvYvYYYYYYYYOYYOYDYYOYYUYYYYYYDYUYDYUYYUYUYUY YUY YUY

ALAALVIALIA
ALAALVIALIA
ALAALVIGLIA
ALAALVIALIA
ALAALVIALIA
ALAALVIALIA
ALAALVIALIA
ALAALVIALIA
ALAALVIALIA
ALAALVIALIA
ALAALVIALIA
ALAALVIALIA

PANVA
PANVA
PANVA
PANVA
PANVA
PANVA
PANVA
PANVA
PANVA
PANAA
PANVA
PANVA
PANVA
PANVA
PANVA
PANIA
PANIA
PANIA
PANVA
PANIA
PANIA
PANIA
PANIA
PANIA
PANIA
PANIA
PANIA
PANIA
PANIA
PANIA
PANIA
PANIA
PANIA
PANIA
PANOA
PAN1A
PANI1A

PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI

19/07/2018 16:17

[l o o Y Y Y Y Y N A A A A B Y Y Y B B o N

[
B

Q
=

Q
TP EDE

=

2=
R R R R R RN R EEEEEEE RN EEEEE R

TR

. 320

[ o o o )

i ol ol ol ol ol )
QA AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAQAAQNARQ

QRAQARAQAAQRAAQAQAQAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAQAARQ
[

[ 54

4 400
VG
VG
VG
VG
VG
VG
VG
VG
VG
VG
VG
VG

Page 2 sur 6



MView 19/07/2018 16:17

Figure 5-figure supplement 1

13 PPENT.87.1.P1050145 99.9% 91.5% LVPVDOIM M CP LLGI'V IP ISTVDMVIAV ALAALVIALIA VAIARFVG
14 PPRIM.AZ9-3.1.P0970147 99.9% 91.5% LVPVDOIM M CP LLGI'V IP ISTVDMVIAV ALAALVIALIA VAIARFVG
15 PPRIMP30731 99.9% 91.5% LVPVDOIM M CP LLGI'V IP ISTVDMVIAV ALAALVIALIA VAIARFVG
16 PDEC.223.1.P02560030 100.0% 74.1% LIPVDSIM M C LLGIV IP MENVDMVIAIDCEKA LSALIIALIA VAIARFVG
17 PDODEC.274.1.P02610024 100.0% 74.1% LIPVDSIM M C LLGIV IP MENVDMVIAIDCEKA LSALIIALIA VAIARFVG
18 PTET.51.3.P0760120 100.0% 73.0% LIPVDSLM M C LLGIV IP IFNVDMVIAIDCEKA LSALIIALIA VAIARFVG
19 POCTA.138.1.P0780138 100.0% 74.1% LIPVDSLM M C LLGFV IP MENVDMVIAIDCEKA LSALIIALIA VAIARFVG
20 POCT.K8.1.P71800002769920120 100.0% 73.8% LIPVDSLM M C LLGI'V IP MFNVDMVIAIDCEKA LSALIIALIA VAIARFVG
21 PSEX.AZ8_4.1.P1460081 99.9% 74.5% LIPVDSIM M C LLGFV IP ISNVDMVVAVDC LSALIIALIA VAIARFVG
22 PPRIM.AZ9-3.1.P1360092 99.9% 75.1% LIPVDSIM M CP LLGIV IP MSSVDMVVSIDCEKA LSSLIIALIA VAIARFVG G
23 PPRIMP29158 99.9% 75.1% LIPVDSIM M CP LLGFV IP MSSVDMVVSIDCEKA LSSLIIALIA VAIARFVG G
24 PPENT.87.1.P1460087 99.9% 74.8% LIPVDSIM M C LLGIV IP MSTVDMVVSIDCEKA LSSLIIALIA VAIARFVG G
25 PBIA.V1_4.1.P00880090 100.0% 75.1% LIPVDGLM M Ccv LLGFV IP MSTVDMVVSVDC LSSLIIALIA VAIARFVG G
26 PQUADEC.NiA.1.P01970002 100.0% 74.5% LIPVDSIM M CP LLGIV IP ISNVDMVVAIDCEKA LSSLIIALIA VAIARFVG
27 PTET.51.3.P1590130 100.0% 74.0% LIPVDSIM M Ccv LLGFV IP MSSVDMVVAIDCEKA LSSLIIALIA IAIARFVG
28 POCTA.138.1.P1560084 100.0% 74.3% LIPVDSIM M CP LLGIV IP MSSVDMVVAIDCEKA LSSLIIALIA VAIARFVG
29 POCT.K8.1.P71800002770710083 100.0% 74.2% LIPVDSIM M CP LLGFV! Ip MSSVDMVVAIDCEKA LSSLIIALIA VAIARFVG
30 PDODEC.274.1.P02600002 100.0% 74.0% LIPVDSIM M CA LLGI'V IP MSSVDMVVAIDCEKA LSSLIIALIA VVIARFVG
31 PDEC.223.1.P02830051 100.0% 74.3% LIPVDSIM M CVv LLGFV IP MSSVDMVVAIDCEKA LSSLIIALIA VAIARFVG
32 PNOV.TE.1.P02560002 100.0% 74.5% LIPVDSIM M CP LLGI'V IP MSSVDMVVSIDCEKA LSSLIIALIA VAIARFVG
33 PTRED.209.2.P71800001294370184 100.0% 74.7% LIPVDSIM M CP LLGFV IP MSSVDMIVSIDCEKA LSSLIIALIA VAIARFVG
34 PSON.ATCC_30995.1.P1480025 99.9% 72.9% LIPVDSIM M C LLGI'V IP ISNVDMVVAV CLSALIIALIA VAIARFVG G
35 PSON.ATCC_30995.1.P1750030 99.9% 72.4% LIPVDSIM M CPRIFOLLGFV! IP MSNVDMVVAV LSALIIALIA VAIARFVG A
36 PJENN.M.1.P02270020 99.9% 72.6% LIPVDSIM M C LLGI'V IP LSSVDMVVAV! LSALIIALIA VAIARFVG
consensus/100% sL1PVDtIM--KM C.R.FOLLGFV-+.pIPR.Vah.sVDOMllul-spptpKsLuuLlIuLIAT+K1s1ARFVGRp+s
consensus/90% sL1PVDplME-KM CsRpFOLLGFV-+opIPRavah.sVOMV1iul-spXtpXuLuuLlIALIAT+XVALARFVG s
consensus/80% sL1PVDpIM M CsRpFOLLGFVD+SpIPRavahSsVOMV1ul-spitpKuLuuLlIALIAT+KVAIARFVG o
consensus/70% sL1PVDpIM M CsRpFOLLGFVD+SpIPRavahSoVOMVIAL-spKtpXuLuuLlIALIAT+KXVAIARFVG o
cov pid 401 . . . . : . . . 480
1 PJENN.M.1.P01460069 100.0% 100.0% APKLIMLLP CFUWMISLP I AAL P MAVAAMIDSMDLOKMP G LLXMEYVANP
2 PSON.ATCC_30995.1.P1100174 100.0% 98.2% APXLIMLLP CrVMISLP I AAL P MAVAAMIDSMDLOKMP G LLXMKYVANP
3 PSEX.AZ8_4.1.P0530077 99.9% 93.2% APKLIMLLP CFVWMISLP I AAL P MAVAAMIDSMDLOKMP G LLXMEYVANP
4 PQUADEC.NiA.1.P00940024 99.9% 91.2% APXLIMLLP CrWMISLP I AAL PPOOMAVSAMIDSMDLEKMP G LLXMKYVANP
5 PBIA.V1_ 4.1.P00510147 99.9% 91.1% APKLIMLLP CFUMISLP I AAL PPOOMAVSAMIDNMDLEKMP G LLXLEYVANP
6 PTRED.209.2.P71800001294210147 99.9% 90.8% APXLIMLLP CrWMISLP I AAL PPOOMAVSAMIDSMDLEKMP G LLXMKYVANP
7 PTET.51.3.P0520142 99.9% 91.7% APKLIMLLP CFVWMISLP I AAL PPOOMAVSAMIDCMDLEKMP G LLXMEYVANP
8 POCTA.138.1.P0410138 99.9% 92.0% APXLIMLLP CrMISLP I AAL PPOOMAVSAMIDSMDLEKMP G LLXMKYVANP
9 POCT.K8.1.P71800002769600152 99.9% 92.0% APKLIMLLP CFUWMISLP I AAL PPOOMAVSAMIDSMDLEKMP G LLXMKYVANP
10 PDEC.223.1.P00110119 99.9% 91.9% APXLIMLLP CrMISLP I AAL PPOOMAVSAMIDSMDLEKMP G LLXMKYVANP
11 PDODEC.274.1.P00070138 99.9% 91.7% APKLIMLLP CFUWMISLP I AAL PPOOMAVSALIDSMDLEKMP G LLXMEYVANP
12 PBIA.V1_4.1.P02420019 99.9% 90.8% APXLIMLLP CrWMISLP I AAL PPOOMAVSTMIDSMDLEKMP G LLXMKYVANP
13 PPENT.87.1.P1050145 99.9% 91.5% APXLIMLLP CFWMISLP I AAL PPOOMAVSAMIDSMDLEKMP G LLXMEYVANP
14 PPRIM.AZ9-3.1.P0970147 99.9% 91.5% APXLIMLLP CrVWMISLP I AAL PPOOMAVSAMIDSMDLEKMP G LLXMKYVANP
15 PPRIMP30731 99.9% 91.5% APXLIMLLP CFUWMISLP I AAL PPOOMAVSAMIDSMDLEKMP G LLXMEYVANP
16 PDEC.223.1.P02560030 100.0% 74.1% PXLMVLLP CrMISLP I AL P AVATLIDKMDLETLP GEAEOLLKMKYIANP
17 PDODEC.274.1.P02610024 100.0% 74.1% PXLMVLLP CFUWMISLP I Al P AAVATLIDKMDLETLP GEAEOLLKMKYIANP
18 PTET.51.3.P0760120 100.0% 73.0% PXLMLLLP CrMISLP I L P AVATLIDKEMNLETIP GEPEELLEMEYIANP
19 POCTA.138.1.P0780138 100.0% 74.1% PXLMVLLP CFUWMISLP I AL P AAVASLIDKMNLETLP GEPEELLKMKYIANP
20 POCT.K8.1.P71800002769920120 100.0% 73.8% PXLMVLLP CriMISLP I AL P AAVASLIDKMNLETLP GEPEELLEMKYIANP
21 PSEX.AZ8_4.1.P1460081 99.9% 74.5% PKXMVVLLP CFrWMIALP I AAL P IAVASLIDEMDLENIP GEPEOLLKMKYVANP
22 PPRIM.AZ9-3.1.P1360092 99.9% 75.1% PXLVVLLP CrVWMISLP I AAL P IAVASLIDEMDLENLP GEPEELLEMKYVANP
23 PPRIMP29158 99.9% 75.1% PXLVVLLP CFUWMISLP I AAL P IAVASLIDEMDLENLP GEPEELLKMKYVANP
24 PPENT.87.1.P1460087 99.9% 74.8% PXLVVLLP CrVWMISLP I AAL P IAVASLIDKEMDLENLP GEPEELLEMKYVANP
25 PBIA.V1_4.1.P00880090 100.0% 75.1% PKXMVVLLP CFUWMISLP IRL AAL P IAVASLIDEMDLETLP GEPEELLKMKYVANP
26 PQUADEC.NiA.1.P01970002 100.0% 74.5% PXMMLLLP CrMISLP I AAL P IAVASLIDKEMDLENLP GEPEELLEMKYVANP
27 PTET.51.3.P1590130 100.0% 74.0% PKXMVVLLP CrWMIALP I AAL P IAVASLIDEMDLEALP GEPEELLKMKYIANP
28 POCTA.138.1.P1560084 100.0% 74.3% PXMVVLLP CFWMIALP I AAL P IAVASLIDKMDLEALP GEPEELLKMKYVANP
29 POCT.K8.1.P71800002770710083 100.0% 74.2% PKXMVVLLP CFWMIALP I AAL P IAVASLIDEMODLEALP GEPEELLKMKYVANP
30 PDODEC.274.1.P02600002 100.0% 74.0% PKXMVVLLP CFWMISLP I AALRKATP AVASLIDKMDLETLP GEPEELLKMKYIANP
31 PDEC.223.1.P02830051 100.0% 74.3% PKXMVVLLP CFUWMISLP I AAL P IAVASLIDEMDLETLP GEPEELLKMKYIANP
32 PNOV.TE.1.P02560002 100.0% 74.5% PXLMLLLP CFVWMISLP v AAL P IAVATLIDEMDLESLP GEPEELLKMKYVANP
33 PTRED.209.2.P71800001294370184 100.0% 74.7% PXLMVLLP CFUMISLP I AAL P IAVASLIDEMDLESIP GEPEELLKMKYVANP
34 PSON.ATCC_30995.1.P1480025 99.9% 72.9% PXMVVLLP CFWMITLP I AL P IAVASLIDEMDLETIP GEPEELLKMKYVANP
35 PSON.ATCC_30995.1.P1750030 99.9% 72.4% PKXMVVLLP CFWMIALP I L P IAVASLIDEMDLEKLP GEPEELLKMKYIANP
36 PJENN.M.1.P02270020 99.9% 72.6% PXMVLLLP CFWMINLP I L P IAVASLIDEMDLETLP G LLXMEVIANP
consensus/100% uPXhhhLLP s .pCFWMISLPToED1Rh tsh++usP.00.AVushIDpMsLpthPspsGp . EpLLKhKY1ANP
consensus/90% uPXhhhLLP s .pCFWMIULPTOEDI UAL++5sP.00hAVushIDpMDLEPhPSpsGp . EELLEMKY LANP
consensus/80% uPXhhhLLP s.0CFWMISLPTOEDI UAL++STPsOOhAVuuhIDpMDOLEPphPSpsGp . EELLEKMKY 1ANP
consensus/70% uPKXhlhLLP s.0CFWMISLPTOEDI AAL++STPsO0OhAVuuhIDpMDLEPphPsESGP . EELLEMKYVANP
cov pid 481 . 5 . . . . H . 560
1 PJENN.M.1.P01460069 100.0% 100.0% VIMHKAI VLPPISPLILEYLHPEIRV AKXDALSKIKTA INEL V! L -
2 PSON.ATCC_30995.1.P1100174 100.0% 98.2% VIMHKAI ILPPISPLILEVLHPEIKV AKEALSKIKAA INEL v L -
3 PSEX.AZ8_4.1.P0530077 99.9% 93.2% VIMHFEAI ILPPISPLILEYLHP v AKXEALAKVEAA INET V! L -
4 PQUADEC.NiA.1.P00940024 99.9% 91.2% VVMHKATI ILPPISPLILEVLHP v AKEALORIKSA VNEL A v L -
5 PBIA.V1_4.1.P00510147 99.9% 91.1% VIMHKAI VLPPISPLILEYLHPEIRV AKEALORVKGA INEM A" L -
6 PTRED.209.2.P71800001294210147 99.9% 90.8% VVMYKAI VLPPISPLILEVLHP v AKEALORIKSA INEL v L --
7 PTET.51.3.P0520142 99.9% 91.7% VVMHEAI VLPPISPLILEYLHP v AKXEALOKVEAA INET G V! L -
8 POCTA.138.1.P0410138 99.9% 92.0% VVMHKATI VLPPISPLILEVLHPEVRV AKXEALOKVKAA INEI G v L -
9 POCT.K8.1.P71800002769600152 99.9% 92.0% VVMHEAI VLPPISPLILEYLHPEVRV AKXEALOKVEAA INET G V! L -
10 PDEC.223.1.P00110119 99.9% 91.9% VVMHEKATI VLPPISPLILEVLHPEMRV ALOKIKAA INEI G v L -
11 PDODEC.274.1.P00070138 99.9% 91.7% VVMHEAI VLPPISPLILEYLHPEMRV AKXEAIOKIKAA INET G V! L -
12 PBIA.V1_4.1.P02420019 99.9% 90.8% VVMHKATI VLPPISPLILEVLHPEIRV AKEALORIKGV INEM v L -
13 PPENT.87.1.P1050145 99.9% 91.5% VVMHEAI VLPPISPLILEYLHPEIRV AKEALOKIKTA VNEM V! L -
14 PPRIM.AZ9-3.1.P0970147 99.9% 91.5% VVMHEKATI VLPPISPLILEVLHPEIRV AKEALOKIKTA VNEM v L -
15 PPRIMP30731 99.9% 91.5% VVMHEAI VLPPISPLILEYLHPEIRV AKEALOKIKTA VNEM V! L -
16 PDEC.223.1.P02560030 100.0% 74.1% VVMHEKATI VIPPISPLILDYLHP v AODAIORVENA VNDIKKP v L A-
17 PDODEC.274.1.P02610024 100.0% 74.1% VVMHEAI VIPPISPLILDYLHP v AODAIORVENA VNEI A" L A-
18 PTET.51.3.P0760120 100.0% 73.0% VVMHKATI VIPPISPLILDVLHP v AODAIORVENA VHNDIKKP v L A-
19 POCTA.138.1.P0780138 100.0% 74.1% VVMHRAI VIPPISPLILDYLHP v AODAIORVENA LUEIKKP A" L A-
20 POCT.K8.1.P71800002769920120 100.0% 73.8% VVMHRAI VIPPISPLILDYLHP v AODAIORVENA VNEIKKP v L A-
21 PSEX.AZ8_4.1.P1460081 99.9% 74.5% VIMHKAI VIPPISPLILDYLHP v AODAIORVENA VNEIKKP V! L -
22 PPRIM.AZ9-3.1.P1360092 99.9% 75.1% VVMHKATI VIPPISPLILEVLHP v AODAIORVENA VNETI v L -
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Figure 5-figure supplement 1

23 PPRIMP29158 99.9% 75.1%
24 PPENT.87.1.P1460087 99.9% 74.8%
25 PBIA.V1_4.1.P00880090 100.0% 75.1%
26 PQUADEC.NiA.1.P01970002 100.0% 74.5%
27 PTET.51.3.P1590130 100.0% 74.0%
28 POCTA.138.1.P1560084 100.0% 74.3%
29 POCT.K8.1.P71800002770710083 100.0% 74.2%
30 PDODEC.274.1.P02600002 100.0% 74.0%
31 PDEC.223.1.P02830051 100.0% 74.3%
32 PNOV.TE.1.P02560002 100.0% 74.5%
33 PTRED.209.2.P71800001294370184 100.0% 74.7%
34 PSON.ATCC_30995.1.P1480025 99.9% 72.9%
35 PSON.ATCC_30995.1.P1750030 99.9% 72.4%
36 PJENN.M.1.P02270020 99.9% 72.6%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%
cov pid 561
1 PJENN.M.1.P01460069 100.0% 100.0%
2 PSON.ATCC_30995.1.P1100174 100.0% 98.2%
3 PSEX.AZ8_4.1.P0530077 99.9% 93.2%
4 PQUADEC.NiA.1.P00940024 99.9% 91.2%
5 PBIA.V1_4.1.P00510147 99.9% 91.1%
6 PTRED.209.2.P71800001294210147 99.9% 90.8%
7 PTET.51.3.P0520142 99.9% 91.7%
8 POCTA.138.1.P0410138 99.9% 92.0%
9 POCT.K8.1.P71800002769600152 99.9% 92.0%
10 PDEC.223.1.P00110119 99.9% 91.9%
11 PDODEC.274.1.P00070138 99.9% 91.7%
12 PBIA.V1_4.1.P02420019 99.9% 90.8%
13 PPENT.87.1.P1050145 99.9% 91.5%
14 PPRIM.AZ9-3.1.P0970147 99.9% 91.5%
15 PPRIMP30731 99.9% 91.5%
16 PDEC.223.1.P02560030 100.0% 74.1%
17 PDODEC.274.1.P02610024 100.0% 74.1%
18 PTET.51.3.P0760120 100.0% 73.0%
19 POCTA.138.1.P0780138 100.0% 74.1%
20 POCT.K8.1.P71800002769920120 100.0% 73.8%
21 PSEX.AZ8_4.1.P1460081 99.9% 74.5%
22 PPRIM.AZ9-3.1.P1360092 99.9% 75.1%
23 PPRIMP29158 99.9% 75.1%
24 PPENT.87.1.P1460087 99.9% 74.8%
25 PBIA.V1_4.1.P00880090 100.0% 75.1%
26 PQUADEC.NiA.1.P01970002 100.0% 74.5%
27 PTET.51.3.P1590130 100.0% 74.0%
28 POCTA.138.1.P1560084 100.0% 74.3%
29 POCT.K8.1.P71800002770710083 100.0% 74.2%
30 PDODEC.274.1.P02600002 100.0% 74.0%
31 PDEC.223.1.P02830051 100.0% 74.3%
32 PNOV.TE.1.P02560002 100.0% 74.5%
33 PTRED.209.2.P71800001294370184 100.0% 74.7%
34 PSON.ATCC_30995.1.P1480025 99.9% 72.9%
35 PSON.ATCC_30995.1.P1750030 99.9% 72.4%
36 PJENN.M.1.P02270020 99.9% 72.6%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%
cov pid 641
1 PJENN.M.1.P01460069 100.0% 100.0%
2 PSON.ATCC_30995.1.P1100174 100.0% 98.2%
3 PSEX.AZ8_4.1.P0530077 99.9% 93.2%
4 PQUADEC.NiA.1.P00940024 99.9% 91.2%
5 PBIA.V1_4.1.P00510147 99.9% 91.1%
6 PTRED.209.2.P71800001294210147 99.9% 90.8%
7 PTET.51.3.P0520142 99.9% 91.7%
8 POCTA.138.1.P0410138 99.9% 92.0%
9 POCT.K8.1.P71800002769600152 99.9% 92.0%
10 PDEC.223.1.P00110119 99.9% 91.9%
11 PDODEC.274.1.P00070138 99.9% 91.7%
12 PBIA.V1_4.1.P02420019 99.9% 90.8%
13 PPENT.87.1.P1050145 99.9% 91.5%
14 PPRIM.AZ9-3.1.P0970147 99.9% 91.5%
15 PPRIMP30731 99.9% 91.5%
16 PDEC.223.1.P02560030 100.0% 74.1%
17 PDODEC.274.1.P02610024 100.0% 74.1%
18 PTET.51.3.P0760120 100.0% 73.0%
19 POCTA.138.1.P0780138 100.0% 74.1%
20 POCT.K8.1.P71800002769920120 100.0% 73.8%
21 PSEX.AZ8_4.1.P1460081 99.9% 74.5%
22 PPRIM.AZ9-3.1.P1360092 99.9% 75.1%
23 PPRIMP29158 99.9% 75.1%
24 PPENT.87.1.P1460087 99.9% 74.8%
25 PBIA.V1_4.1.P00880090 100.0% 75.1%
26 PQUADEC.NiA.1.P01970002 100.0% 74.5%
27 PTET.51.3.P1590130 100.0% 74.0%
28 POCTA.138.1.P1560084 100.0% 74.3%
29 POCT.K8.1.P71800002770710083 100.0% 74.2%
30 PDODEC.274.1.P02600002 100.0% 74.0%
31 PDEC.223.1.P02830051 100.0% 74.3%
32 PNOV.TE.1.P02560002 100.0% 74.5%

file:///Users/julien.bischerour/Desktop/MViewtestKu80.html

QRAQAQAQAQAQAQAQAQAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAQAARQ

A

VVMHKATI
VVMHKATL
VVMHEKATI
VVMHKAL
VVMHEKATI
VVMHKAIL
VVMHKATI
VVMHKAL
VVMHKAI
VVMHKAIL
VVMHKATI
VVMHKATL
VVMHKAI
VVMHKATL
V1iMa+AI
VIMHKAI
VVMHKATI
VVMHKATL

HHHHEHHHHHHHHHHHHHHHHHSISdddIIIIII<UM

§3<5<3353353533333333¢444933333333339353443¢35s:¢3

===
1
[

CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL

HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHAKHHEH

LB - <)

REEERERRERRERRERRERRERERRERRERRERRERRERRERRER

2R

o

VIP
VIP
VIP
VIP
VIP
VIP
VIP
VIP
VIP
VIP
VIP
VIP
VIP
VIP
11P
V1P
V1P
V1P

ACI
ACI
ACI
ACI
ACI
ACI
ACI
ACI
ACI
ACI
ACI
ACI
ACI
ACI
ACI
ACI
ACI
ACI
ACI
ACI
ACI
ACI
ACI
ACI
ACI
ACI
ACI
ACI
ACI
ACI
ACI
ACI

PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI
PI

§55735558355355855558585538535338545388853383383+%8

n
RRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRrRRRRRRRRR

PP PpEPRPERPEIEREP

PLIL
PLIL
PLIL
PLIL
PLIL
PLIL
PLIL
PLIL
PLIL
PLIL
PLIL
PLIL
PLIL
PLIL
PLIL-
PLIL-
PLIL
PLIL

R R R EEEE R E R E R EE R EEEEEENE]

<<

API
APV

PV
APV
APV
APV
APV
APV
APV
API
APV
APV
APV
APV
APV
APV
APV
APV
APV

PV

PV

PV

PV
APV
APV
APV
APV
APV
APV
APV

[ o o o o o o o Y o N i o
wwwvYvwvYvYYYYYYuUUYYYu

LG
LG
LG
LG
LG
LG
LG
LG
LG
LG
LG
LG
LG
LG
LG

L

QAR QQ

[ o o o o o o o B o B o B o B B B B B B o o o o o o o o

Y
Add-rddHASAESLILLIILILS

AL

VL
VL
VL
VL
VL
VL
VL
VL
VL
VL
VL
VL
VL
VL
VL
VL
VL
VL
VL
VL
VL
VL
VL
VL
VL
VL
VL
VL
VL

0

AI
AI
AI
AI
AI
AI
AI
AI
AI
AI
AI
AI
AI
AI
up-Alt+l
Ap-Alp+l
Ap-AlO+1l

PPPPEPERPPEPEDP
9<d<d<d<gd<g<<g<<s<

Ap-ALO+V

6

IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG
IG

=
Q

[ =]
QQ

IG
IG

9ddddddddddddddddddaddddddddddddddgd<

O O
<<

oV
oV

LV
LV

LV
LV
LV
LV
LV
LV
LV
LV
LV

cgk

HERHHHPRIRZI2SPEPEPEPED

PI
PI

L R

wn

S.
S.

PEPPOPRPERPPERPERERPED

n

IV
IV
IV
IV
IV
IV
IV
IV
IV
IV
IV
IV
IV
IV
IV
IV
IV
IV
IV
IV

IV
IV
IV
IV
IV
IV
IV
IV
IV
IV
IV

MI
MI
MI
MI
MI
MI
MI
MI
MI
MI
MI
MI
MI
MI
MI
MI
MI
MI
MI
MI
MI
MI
MI
MI
MI
MI
MI
MI
MI
MI
MI
MI
MI
MI
MI
MI
MI
MI
MI
MI

GI
GI
GI
GI
GI
GI
GI
GI
GI
GI
GI
GI
GI
GI
GI
GI
GI
GI
GI
GI
GI
GI
GI
GI
GI
GI
GI
GI
GI
GI
GI
GI

HFHRHRHRddddddddddddg <

LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI
LI

HHHHHHAHHAHAHHAHAHRHAH

1
H =P

AP CACACACICIHHHHSSAS<HHHHHH

'wYvvuuuu o

LB

v

p.t

-P
-pP

LV
LV
LV
LV
LV
LV
LV
LV
LV
LV
LV
LV
LV
LV
LV

<<

L
LV
LV

<ddd<d<

[0 53 50 50 5
<d<d<d<

q<<acg<g2a4<

AL

AL

AL

AL

AL

AL

AL

AL

AL

AL

AL

AL

AL

AL

AL

AL

AL

AL

sAL

oAL

OAL
oAL

d<<<< g 4<9<d<9<d<<d<d<l<<<HHHGLIgAIIHIIIS<

ddddddddddddgddg<gd<

HHS O 2R22HHHHHHHHHHAHHAHHAEZEHAHHAHHAHHAHHAHHAHHAHAHAHHAHHAHHAHHAHHAEHHAHH

PP YPISAIIPDYEYPISIDEIY

19/07/2018 16:17

[l o o B o B Y B B B B B B B

III
III
VII
VII
VII

VI
VI

VIIGLV

VII
VII

VIIGLV
VIYGLV
VIIGLV
VIIGLV
VIIGLV
VIIGLV
VIIGLV
VIIGLV
VISGLV
VIIGLV
VIIGLV
VIIGLV
VIIGLV
11.thv
V1.thv
VIIthV
VIItLV

IR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEENENNNNNN]

-pQos. .
=-=00S..

S
PR

640

54

ddddddddddgd<g<

L

LV
LV

LV
LV

HEFHFHSGAHSAAGASSSHHHSQSQSQCSSPPPPPPPPPEPREEEEE

720

HHHHHHHHKHKHHHH HHH -«

| o o o O B o o B o B B Y B Y B Y B B B o Y o B o B B B ol B ] N

Page 4 sur 6



MView 19/07/2018 16:17

Figure 5-figure supplement 1

33 PTRED.209.2.P71800001294370184 100.0% 74.7% G PKAMECLKEMRKACI APV LEVL MFWAOIVOOGITLISKI VSAEEA L
34 PSON.ATCC_30995.1.P1480025 99.9% 72.9% G PYALECLKEMRKACI VPV LIVL VIEWAOIVOOGITLISNI VIADEA L
35 PSON.ATCC_30995.1.P1750030 99.9% 72.4% G PYALECLKEMRKACI API LFIL IFWAOIVOOGITLISNI VIADEA L
36 PJENN.M.1.P02270020 99.9% 72.6% G PYALECLKEMRKACI APV LIVL IFWASIVOOGITLISNTI VIAEEA L
consensus/100% GSaaPKAh-CLKEhR+ACIO ssl aL.hLK-KasO.hFWAplVOOGITLISplEN.KStlss—-AQ-FL
consensus/90% GSFaPXALECLKEMR+ACIoO sPV! aLalLK-KVsO.hFWAQOIVOOGITLISSI plos-EAO-FL
consensus/80% GSFaPKALECLKEMRKACIo sPV aLaVLK{-KYsO.lFWAQIVOOGITLISNI sVoA-EAO-FL
consensus/70% GSFaPXALECLKEMREACIO APV aLaVLK-KVs0.1lFWAQIVOOGITLISNI sVoA-EAO-FL
cov pid 721 . . : . . . . 8 800
1 PJENN.M.1.P01460069 100.0% 100.0% LVDOL L AR LD — = = = e e e -
2 PSON.ATCC_30995.1.P1100174 100.0% 98.2% LVDOL LLAE LD === = e e e e e e e e e e e e e -
3 PSEX.AZ8_4.1.P0530077 99.9% 93.2% LVDOL LLAEID- -
4 PQUADEC.NiA.1.P00940024 99.9% 91.2% LVDOL LLAEID- -
5 PBIA.V1_4.1.P00510147 99.9% 91.1% LVDOL L AR LD = = = e e e -
6 PTRED.209.2.P71800001294210147 99.9% 90.8% LVDOL L L AE I D= — e e e e -
7 PTET.51.3.P0520142 99.9% 91.7% LVDOL L AR LD — = = = e -
8 POCTA.138.1.P0410138 99.9% 92.0% LVDOL L L AE I D — e e e e e e -
9 POCT.K8.1.P71800002769600152 99.9% 92.0% LVDOL LLAEID- -
10 PDEC.223.1.P00110119 99.9% 91.9% LVDOL LLAEID- -
11 PDODEC.274.1.P00070138 99.9% 91.7% LVDOL LLAEID- -
12 PBIA.V1_4.1.P02420019 99.9% 90.8% LVDOL LLAEID- -
13 PPENT.87.1.P1050145 99.9% 91.5% LVDOL LLAEID- -
14 PPRIM.AZ9-3.1.P0970147 99.9% 91.5% LVDOL LLAEID- -
15 PPRIMP30731 99.9% 91.5% LVDOL LLAEID- -
16 PDEC.223.1.P02560030 100.0% 74.1% MVDOL LLADIE- -
17 PDODEC.274.1.P02610024 100.0% 74.1% MVDOL LLADIE- -
18 PTET.51.3.P0760120 100.0% 73.0% MVDOL LLADIE- -
19 POCTA.138.1.P0780138 100.0% 74.1% MVDOL LLADIE- -
20 POCT.K8.1.P71800002769920120 100.0% 73.8% MVDOL LLADIE- -
21 PSEX.AZ8_4.1.P1460081 99.9% 74.5% MVDOLOV LLADIE- -
22 PPRIM.AZ9-3.1.P1360092 99.9% 75.1% MVDOL LLADIE- -
23 PPRIMP29158 99.9% 75.1% MVDOL LLADIE- -
24 PPENT.87.1.P1460087 99.9% 74.8% MVDOL LLADIE- -
25 PBIA.V1_4.1.P00880090 100.0% 75.1% MVDOL LLADIE- -
26 PQUADEC.NiA.1.P01970002 100.0% 74.5% MVDOL LLADIE- -
27 PTET.51.3.P1590130 100.0% 74.0% MVDOL LLADIE- -
28 POCTA.138.1.P1560084 100.0% 74.3% MVDOL LLADIE- -
29 POCT.K8.1.P71800002770710083 100.0% 74.2% MVDOL LLADIE- -
30 PDODEC.274.1.P02600002 100.0% 74.0% MVDOL LLAD I = — e e e e e e e e e e e e e e e e e -
31 PDEC.223.1.P02830051 100.0% 74.3% MVDOL LA D L = = = -
32 PNOV.TE.1.P02560002 100.0% 74.5% MVDOL LLAD I = = e e e e e e e e e e e e e e e e -
33 PTRED.209.2.P71800001294370184 100.0% 74.7% MVDOL LLADIE- -
34 PSON.ATCC_30995.1.P1480025 99.9% 72.9% MVDOL LLAD I E = e e e e e e e e e e e e e e e e e e -
35 PSON.ATCC_30995.1.P1750030 99.9% 72.4% MVDTL LA D L = = = e -
36 PJENN.M.1.P02270020 99.9% 72.6% MVDTL LLAD I = m e e e e e e e e e e e e e e e e -
consensus/100% pHpphVDpPL B ) 37 S
consensus/90% LOPEEEDLLA=T =ttt vttt eeeeeoeeeeeeoaeeesaoaseeeoaseeecoacssscansecesanes
consensus/80% 8 L L 5 9 s
consensus/70% LOHEEEDLLA=T =t ¢ttt vttt eeeeeeooeeeeooaeeesaoeneeeoanseecoansesaonsscesanes

cov pid 801

1 PJENN.M.1.P01460069 100.0% 100.0%
2 PSON.ATCC_30995.1.P1100174 100.0% 98.2%
3 PSEX.AZ8_4.1.P0530077 99.9% 93.2%
4 PQUADEC.NiA.1.P00940024 99.9% 91.2%
5 PBIA.V1_4.1.P00510147 99.9% 91.1%
6 PTRED.209.2.P71800001294210147 99.9% 90.8%
7 PTET.51.3.P0520142 99.9% 91.7%
8 POCTA.138.1.P0410138 99.9% 92.0%
9 POCT.K8.1.P71800002769600152 99.9% 92.0%
10 PDEC.223.1.P00110119 99.9% 91.9%
11 PDODEC.274.1.P00070138 99.9% 91.7%
12 PBIA.V1_4.1.P02420019 99.9% 90.8%
13 PPENT.87.1.P1050145 99.9% 91.5%
14 PPRIM.AZ9-3.1.P0970147 99.9% 91.5%
15 PPRIMP30731 99.9% 91.5%
16 PDEC.223.1.P02560030 100.0% 74.1%
17 PDODEC.274.1.P02610024 100.0% 74.1%
18 PTET.51.3.P0760120 100.0% 73.0%
19 POCTA.138.1.P0780138 100.0% 74.1%
20 POCT.K8.1.P71800002769920120 100.0% 73.8%
21 PSEX.AZ8_4.1.P1460081 99.9% 74.5%
22 PPRIM.AZ9-3.1.P1360092 99.9% 75.1%
23 PPRIMP29158 99.9% 75.1%
24 PPENT.87.1.P1460087 99.9% 74.8%
25 PBIA.V1_4.1.P00880090 100.0% 75.1%
26 PQUADEC.NiA.1.P01970002 100.0% 74.5%
27 PTET.51.3.P1590130 100.0% 74.0%
28 POCTA.138.1.P1560084 100.0% 74.3%
29 POCT.K8.1.P71800002770710083 100.0% 74.2%
30 PDODEC.274.1.P02600002 100.0% 74.0%
31 PDEC.223.1.P02830051 100.0% 74.3%
32 PNOV.TE.1.P02560002 100.0% 74.5%
33 PTRED.209.2.P71800001294370184 100.0% 74.7%
34 PSON.ATCC_30995.1.P1480025 99.9% 72.9% @ ———mmmmmmm——
35 PSON.ATCC_30995.1.P1750030 99.9% 72.4% @ -
36 PJENN.M.1.P02270020 99.9% 72.6% @ ——————mmmm————
consensus/100% i ieeeees
consensus/90% i e
consensus/80% i
consensus/70% i ieeeees
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Figure 5-figure supplement 1

MView 1.63, Copyright © 1997-2018 Nigel P. Brown
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Spécialisation de Ku80c dans le couplage entre coupure et réparation de 'ADN lors des

réarrangements programmés du génome chez Paramecium tetraurelia
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Résumé Au cours de son cycle sexuel, le
cilié Paramecium tetraurelia procéde a de mas-
sifs réarrangements programmés de son génome
(RPG). lls consistent, entre autres choses, en I'exci-
sion de 45 000 séquences précisément délimitées,
appelées IES (Internal Eliminated Sequences). La
transposase domestiquée Piggymac (Pgm) intro-
duit les cassures double-brin (CDB) a I'extrémité
des IES. La réparation tres précise de ces dom-
mages est réalisée par la voie de réparation des
extrémités non-homologues (NHEJ). Un des acteurs
de cette voie est I'hétérodimere Ku70/Ku80. Suite a
des duplications globales du génome, la paramécie
possede trois génes KU80, Un seul de ces génes
est induit lors des RPG (KU80c) et une expérience
d’ARN interférence (ARNi) contre KU80c montre
une complete inhibition de lintroduction des CDB.
De plus, des expériences de Co-IP en systéme
hétérologue montrent que Ku70/Ku80c interagit avec
Pgm. Ces résultats prouvent le role essentiel de
Ku dans lintroduction des CDB lors des RPG et

soulévent la question du mécanisme impliqué.

Au cours de ma theése jai caractérisé le couplage
entre Ku et Pgm en analysant des expériences d’im-
munofluorescence avec o u s ans p ré-extraction, per-
mettant de déterminer les interdépendances de ces
protéines pour leur localisation et pour leur stabilité
nucléaire. Ces approches ont permis de démontrer
que Pgm requiert la présence de Ku pour étre sta-
blement localisé dans les noyaux lors des RPG.
Ku80c partage 74% de sa séquence protéique avec
Ku80a. Des expériences de complémentations fonc-
tionnelles surexprimant Ku80a lors des RPG ont
montré que Ku80a n’est pas capable ni de se lo-caliser
stablement dans les noyaux ni de partici-per ala
stabilisation nucléaire de Pgm. De plus, les RPG sont
inhibés. Ces résultats montrent que Ku80c s’est sp
écialisé dans le couplage avec Pgm pour I'in-
troduction des CDB lors des RPG. Lutilisation de prot
éines chimériques a permis de déterminer que la sp
écialisation de Ku80c est portée par son domaine N-
terminal o/f.

Title : Specialization of Ku80c in the coupling between DNA break and repair during programmed genome

rearrangements in Paramecium tetraurelia

Keywords : Coupling, Double strand break, Repair, NHEJ, Ciliates, Paramecia

Abstract : During its sexual cycle, the ciliate Parame-
cium tetraurelia undergoes massive Programmed Ge-
nome Rearrangements (PGR). They consist, among
others, in excision of 45,000 precisely delimited se-
quences, called IES (Internal Eliminated Sequences).
A domesticated transposase, PiggyMac (Pgm), intro-
duces double-strand DNA breaks (DSB) at IES ends.
The Non Homologous End Joining pathway (NHEJ)
handles highly precise repair of DSB. One of the ac-
tors of this pathway is the heterodimer Ku70/Ku80. In
P. tetraurelia, the KU80 gene is present in three para-
logous copies. Only KU80c is specifically expressed
during PGR and RNA interferences against KU80c
showed a complete inhibition of DNA cleavage. Fur-
thermore, a Co-IP experiment in a heterologous sys-
tem showed that both Ku70/Ku80c interact with Pgm.
These results provide evidence that Ku is an essen-
tial partner of Pgm for DSB introduction; raising the
question of the activating mechanism involved.

During my PhD, | characterized the coupling between
Ku and Pgm by analyzing immunofluorescence expe-
riments, with or without pre-extraction, allowing the
determination of inter-dependencies between those
proteins for their nuclear localization and stability.
Those methods demonstrated that Pgm requires the
presence of Ku for a stable nuclear localization during
the PGR.

Ku80c shares 74% of the protein sequence with
Ku80a. Functional complementation assays over-
expressing Ku80a during the PGR showed that Ku80a
is not capable to stably localize in nuclei nor to parti-
cipate in Pgm nuclear stability. Furthermore, PGR are
inhibited. Those results show that Ku80c has specia-
lized for the DSB introduction during PGR. The use
of chimeric proteins allowed to determine that Ku80c
specialization was carried out by its N terminal do-
main.
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