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Titre : Ide tifi atio  du hape o  d’histo es Spt1  a teu  esse tiel des a a ge e ts du g o e 
et méthylation des adénines chez Paramecium tetraurelia 

 

Résumé :  

Chezà lesàeu a otes,à l o ga isatio àdeàlaà h o ati eàestài dispe sa leà àlaà gulatio àdeà
l e p essio àdesàg esàetàlaàsta ilit àduàg o e.àLesà ili sà o stitue tàu àe elle tà od leàd tudeà
desà a is esà uià pe ette tàdeà ai te i à l i t g it à du génome eucaryote. Notre modèle 
d tude,àl eu a oteàu i ellulai eàParamecium tetraurelia, seàdisti gueàpa àl li i atio à assi eàetà
ep odu ti leàdeàp sàdeà %àdeàs ue esàd áDNàge i alàlo sàduàd eloppe e tàduà a o o auà

somatique après les événements sexuels. Ces séquences sont éliminées grâce à un processus en 
plusieu sà tapesà i pli ua tà laà fo atio à d h t o h o ati eà di ig eà pa à deà petitsà á‘Nà sui ià
d e isio à pa à laà t a sposaseà do esti u eàPigg àMa à Pg àetàdeà pa atio .à Lesà a is esà
moléculaires permettant de comprendre la reconnaissance spécifique de ces séquences germinales 
dans le contexte de la chromatine ainsi que la précision de la coupure demeurent mal compris.  

Leà hape o àd histo eàSpt16, associée au partenaire Pob3, fait partie du complexe hétéro-
dimérique FACT (FAcilitates Chromatin Transactions). FACT intervient dans de nombreux mécanismes 
li sàauà ta olis eàdeàl áDNàtelsà ueàlaàt a s iptio ,àlaà pa atio ,àlaà pli atio àouàl a essi ilit à
de la chromatine. Chez Paramecium tetraurelia, on a identifié deux protéines homologues de Spt16 
et Pob3 exprimées uniquement durant le développement du macronoyau au moment où se 
produisent les réarrangements. Les protéines Spt16-1 et Pob3-1 fusionnées à la GFP se localisent 
dans les macronoyaux en développement. Nous avons montré que la protéine Spt16-1 est essentielle 
àlaàp odu tio àd u eàdes e da eàse uelleà ia le.àLeàreséquençage du génome après inactivation de 

SPT16-1 a montré que Spt16-1 està essai eà à l e se le des réarrangements du génome et 
o duità àdesàd fautsàse la lesà à eu ào te usàsuiteà àl i a ti atio àde PGM. Spt16-1 agit en aval 
desà oiesàdeàd pôtàdesà a uesàd h t o h o ati eàguid esàpa àlesàpetitsàá‘Nsà aisàe àa o tàdeà
l e do u l aseàPg . Nous avons montré que Spt16-1 était nécessaire à la localisation correcte de 
Pgm espo sa leà deà l i t odu tio à desà assu esà dou leà i  dans les macronoyaux en 
développement. Nous proposons un modèle dans lequel Spt16- à fa o iseà l i te a tio à deà laà
a hi e ieàd e isio àa e àlaà h o ati eàpou à e d eàa essi leàlesàsitesàdeà oupu eàsu àl áDNà à

Pgm. 
Laà th latio àdesàad i esàsu àl áDNà á ,à ie à o ueà hezàlesà a t iesàpou àso à ôleà

dans le système de restriction modification, a été décrite ces deux dernières années chez plusieurs 
eucaryotes en faible proportion dans le génome. Cependant son rôle chez les eucaryotes est encore 
peuà o p is.àD a ie esàa al sesàpar chromatographieà àl aideàdeà u l otidesà a u sàd te taie tà
deàl o d eàdeà , %àdesàad i esà th l esà hezàP. tetraurelia aisàsaàlo alisatio àp iseà a aità
jamais été montrée. Il avait été proposé que cette modification pourrait signaler avec précision les 
sitesàdeà oupu esàpe da tà lesà a a ge e tsàd áDNàoùàu eàpa tieàdesàs ue esàge i alesà
présentent des bornes AT. L a o da eàdesàad i esà th l esàfaitàdeàlaàpa a ieàu àe elle tà
od leàd tudeàdeà etteà odifi atio .àE à o i a tàdesàte h i uesàd I u ofluo es e e,àd HPLC-

MS et de séquençage, nous avons ainsi décrit la présence et la localisation dans la cellule et au cours 
du cycle de vie de 6mA chez P. tetraurelia. Ces approches ont également permis de montrer 
l a se eàdeà tosi eà th l eà hezà laàpa a ie.  Nous avons montré que la méthylation des 
adénines était retrouvée majoritairement dans le génome somatique et de manière transitoire dans 
le génome germinal. Elle est établie au cours du développement du macronoyau somatique quand se 
produisent les réarrangements du génome. Ces résultats préliminaires permettront de poursuivre 
l tudeàdeàlaà th latio àafi àd ide tifie àlesàe z esà espo sa lesàetàso à ôleàda sàlaà ellule.  
 

 

 

Mots clefs : Chape o àd histo e,à‘ a a ge e tsàp og a sàduàge o e,àCili s,àCh o ati e,à
Paramecium, méthylation des adénines 
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Title: Identification of the histone chaperone Spt16, essential component of programmed genome 

rearrangements and DNA methylation on adenine in Paramecium tetraurelia  

 

Abstract:  

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

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

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

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

 

 

 

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

L áDNà desà ellulesà eu a otesà està o ga is à da sà leà o auà sousà forme de chromatine : 

l áDNà à està a a g à autou à deà p ot i esà histo esà età o à histo esà do tà l u it à està leà

nucléosome (Hammond et al., 2017). Chaque nucléosome està o stitu àd e i o à àpai esà

deà asesàs e oula tàautou àd u ào ta eàd histo es.àLeà u l oso eàestà o pos àdeàdeu à

pai esà deà ha ueà histo e,à u à t t a eà d H à età H à età deu à di esà d H áà età H B.à Cetteà

organisation dite canonique peut être modifiée pa à l i o po atio à deà a ia tsàd histo eàetà

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

su à lesà asesà deà l áDN (Hammond et al., 2017; Iyer et al., 2011). Ce niveau de complexité 

supplémentaire pe etàdeà gule à laà o fo atio àdeà laà h o ati e,à l e p essio àdesàg esà

età l a hite tu eà g aleà duà o au.à Leà ai tie à d u eà o ga isatio à d a i ueà deà laà

h o ati eàetàdesà odifi atio sàasso i esàestà essai eà àl e se leàdesà a is esàli sà

au métabolis eà deà l áDNà età plusà la ge e tà auà ai tie à deà l i t g it à desà g o esà

eu a otes.à U à deg à deà o pa tio à le à deà laà h o ati eà e p heà l a sà à l áDNàdesà

diff e tesà a hi e iesàdeà pli atio ,àt a s iptio ,àet .àTa disà u u à i eauàdeà o pa tio à

plus fai leà pe età l a sà à l áDNà età fa o iseà esà p o essusà it sà a a t (Corpet and 

Almouzni, 2009).à Pou à o p e d eà o e tà està ai te ueà l i t g it à desà g o esà

eu a otesà ilà està do à i po ta tà deà o p e d eà o e tà està gul eà l a hite tu e 

chromatinienne. 

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

fle i ilit ,àu eà lasseàpa ti uli eàdeàp ot i esà o esà lesà hape o sàd histo esàp e e tà

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

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

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

et al., 2017; Laskey et al., 1978).àL u àdesàpoi tsà o u sàdeà esàp ot i esà esteà epe da tà

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

histo esà età e t a tà e à o p titio à a e à l áDN.àO à peutà d fi i à lesà hape o sà d histo esà

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

età p o ou a tà l asse lageà duà u l oso eà in vitro à parti àd histo esà isol esàetàd áDN.àSià
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cette définition permet de regrouper cette catégorie de protéines, elle ne reflète pas la 

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

t a s iptio ,à laà pa atio ,à l i t g it à desà e t o es,à l i o po atio à deà a ia tsà

d histo es,à et  (Adam et al., 2015; Hammond et al., 2017; Ransom et al., 2010; Venkatesh 

and Workman, 2015).àL e se leàdeà esàp o essusà essiteàdeàpe tu e àl o ga isatio àdeà

laà h o ati eà toutà e à s assu a tà deà laà estau e à pa à laà suite,à e à p e a tà e à o pteà leà

e lageà desà histo es,à l i o po atio à deà ou ellesà histo esà aisà aussià leà ai t ien de 

l i fo atio à pig ti ue.àLesà hape o sàfo tio e tàe à seauàetà à l aideàdeàpa te ai esà

co- hape o sà auà sei à deà o ple esà uià o tà l a a tageà deà pe ett eà l i te a tio à laà plusà

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

cristallisées deà hape o sà d histo e ont identifié lesàdo ai esàetà odesàd i te a tio àa e à

les histones et les partenaires des complexes de co- hape o s.àL u àdeà esà o ple es,àFáCTà

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

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

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

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

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

l i t g it àdesàg o esàeu a otes. 

Lesà odifi atio sà hi i uesàpo t esàpa àlesà asesàdeàl áDNàappo te tàu àaut eà i eauàdeà

o ple it àassu a tà leà ai tie àdeà l i t g it àdesàg o esàetà i flue ça tà laàst ucture de la 

chromatine et sa dynamique (Iyer et al., 2011).à Ilàs agitàp i ipale e tàdeà th latio s.àLaà

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

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

i pli u eà da sà deà o eu à p o essus,à telleà ueà laà gulatio à deà l e p essio àdesàg es,à

l e p ei teà g ti ue,à l i a ti atio à deà h o oso es,à laà d positio àdeà odifi atio sàpost-

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

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

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

O B o à a dà G ee ,à ;à ‘atelà etàal.,à .àDesàt a au à e tsàai sià ueà l amélioration 

desà te h i uesà d a al seà desà odifi atio sà deà l áDNà o tà isà e à ide eà laà p se eà

d ad osi esà th l esàda sàdesàp opo tio sà elati e e tàfai lesà hezà e tai sàeu a otesà



Touzeau Amandine – Thèse de doctorat - 2018 

17 

 

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

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

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

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

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

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

Notre organisme modèle, le cilié Paramecium tetraurelia,à ousà pe età d tudie à lesà

a is esà pig ti uesà uià o t ôle tà l i t g it à desà g o esà eu a otes.à Cetà

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

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

somatique est produit à partir du génome germinal par l li i atio à assi eà età

reproductible de nombreuses séquences répétées et de séquences uniques dérivées de 

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

pa à laà a hi e ieà d e isio à faità i te e i à desà a is esà pig ti uesà i pliquant 

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

a a ge e tsà duà g o eà eà pe ette tà epe da tà pasà d e pli ue à l e se leà desà

s ue esà li i es,à ià laà p isio à deà laà oupu eàetà l a sàdeà laà a hi e ieà d e isio à à

l áDN. 

Pou à pe ett eà deà ieu à o p e d eà lesà a is esà uià gou e e tà l li i atio à

d áDNà lo sà duà d eloppe e tà duà o auà so ati ueà hezà Paramecium tetraurelia, mon 

travail de thèse a consisté à : 

1) Etudie à leà ôleà d u à ho ologueà duà hape o à d histones Spt16 dans les 

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

essai eà àl e se leàdesà e e tsàd li i atio . 

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

modification abondement présente qui pourrait guider la précision de 

l li i atio àd áDNà aisàdo tà leà ôleàe a tà esteàe o eài o p is.  

Da sà l i t odu tio à uià aà sui e,à jeà aisà da sà u à p e ie à te psà d i eà leà

fo tio e e tà duà hape o à d histo esà Spt à hezà lesà eu a otesà età duà o plexe FACT 

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

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

o aisso sà desà a is esà gou e a tà l li i atio à d áDNàetà eà uiàe àfaitàu àe elle tà

od leàd tudeàduà ai tie àdeàl i t g it àdesàg o esàeu a otes. 
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Introduction 

Chapitre 1 : Chape o s d’histo e et ai tie  de 

l’i t g it  du g o e, Spt16 et le complexe 

FACT, a teu  ajeu  da s l’o ga isatio  du 

génome chez les eucaryotes  

L o ga isatio à d a i ueà deà laà h o ati eà assu eà leà ai tie à deà laà sta ilit à desà

g o esà eu a otes.à Laà h o ati eà doità à laà foisà pe ett eà l a sà à l áDNà pou à les 

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

l áDNà aisà aussià o se e à so à i t g it à st u tu aleà età lesà odifi atio sà uià luià so tà

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

d histo es,à desà p ot i esà i te agissa tà a e à lesà histo esà li esà ouà da sà leà u l oso eà età

capables deà odifie à laàst u tu eàdeà laà h o ati e.àLesà hape o sàd histo esà lie tà à laàfoisà

lesàhisto esàli esàpou à fa o ise àl asse lageàdesà u l oso esàetàso tàaussià apa lesàdeàlesà

d sasse le à pou à fa o ise à l a sà à l áDN.à Pa ià esà hape o s,à leà o ple e  FACT, très 

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

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

l o ga isatio àduàg o e. 

I . Découverte du complexe FACT et conservation 

chez les eucaryotes  

Le complexe FACT pour FAcilitates Chromatin Transcription est composé de deux 

p ot i es,à lesà hape o sà d histo eà Spt àetàSs p àouàPo àetàestàpa ti uli e e tà o se à

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

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

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

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

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

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

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

supp esseu à deà l i se tio à desà l e tsàdeltaàetàpa àNo the àBlotào à o t eà u elleàalt eà

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

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

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

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

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

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

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

fo tio elleàetàdesàa al sesàd i te a tio àg ti ue,àilàestà o t àque les mutations CDC68 

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

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

d u à i leàpe etta tà l ide tifi atio àdeà ou eau àfa teu sàdeàlaà pli atio à (Wittmeyer and 

Formosa, 1997).à U eà h o atog aphieà d affi it à està alis eà à pa ti à deà laà sous -unité 

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

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

e p ie esà d i u op ipitatio à deà Spt à laà a a t ise tà e à o ple eà e lusifà a e à

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

1998). 

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

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

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

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

1998).à Laà p ot i eà Po à està l ho ologueà desà p ot i esà Ss p à uià o pose tàa e àSpt à leà

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

HMGàBo à à l e t it àC-terminale de Ssrp1 et est uniquement retrouvée chez les levures S. 

cerevisiae et S. pombe (Wittmeyer and Formosa, 1997). Dans ces espèces, la fonction du 
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do ai eà HMGà o à deà Ss p à està assu eà pa à u eà t oisi eà p ot i eà s asso ia tà plusà

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

II . FACT est un hétérodimère 

1. Le hape o  d’histo es Spt1 , pivot du o ple e FACT 

 

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

Le complexe FACT est composé des sous-unités  Spt16 et Pob3/Ssrp1. Sont représentés  les  domaines  Spt16N de type 
peptidase, Spt16D pour la dimérisation, Spt16M et Spt16C en C-terminal, les  domaines  Pob3N/D pour la  dimérisation, 
Pob3M et Pob3C en C-terminal. Sont aussi montrés les interactions physiques (flèches pleines) ou génétiques  (flèches  en 
poi ti l l àe t eàles àhis to es àetàleà o ple e.àD ap s à (Jeronimo and Robert, 2016). 

Spt àestàu eàg a deàp ot i e,àd e i o à kDa (Figure 1) indispensable à la croissance 

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

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

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

domaine N cristallisé, sont homologues aux familles d aminopeptidases, des 

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

2008). Mais aucune activité peptidase iàau u àdesà sidusà essai esà àl a ti it à

catalytique des aminopeptidasesà està et ou à da sà leà do ai eà Nà deà Spt  

(Stuwe et al., 2008; VanDemark et al., 2008). Leà do ai eà Nà està pasà
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i dispe sa leà à l a ti it à deà Spt à aisà son absence devient létale si elle est 

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

redondantes avec Pob3 O Do ellàetàal.,à . Des interactions du domaine N-

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

chez les plantes pa à a al sesà d i te a tio s génétiques ou par résolution aux 

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

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

entre le domaine N-terminal et le « docking domain » d H á, un domaine en C-

te i alàdeà l histo eàH áàsta ilisa tà l i te fa eàe t eàH áàetàH -H4 et nécessaire 

pou àl o ga isatio àduà u l oso eà (Stuwe et al., 2008; VanDemark et al., 2008). 

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

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

do ai eà dità d ho ologieà à laà ple kst i eà PHL ,à domaine retrouvé dans une 

grande variété de protéines eucaryotes comme des phospholipases, protéines 

transmembranaires, kinases ou encore protéines de signalisation cellulaire et 

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

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

Pol àdeàl áDNàpol aseàalphaàdeàS. cerevisiae (Hondele et al., 2013). 

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

do ai esà PHLà età d u à otifà dità U-turn (Hondele et al., 2013; Jeronimo and 

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

fo a tà u eà po heà h d opho eà pe etta tà l i te a tio à a e à lesà histo esà

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

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

H3-H4 et les domaines PHL (Kemble et al., 2013).à L a al seà au à a o sà Xà deà laà

structure cristallisée du domaine M de Spt16 de Chaetomium thermophilum en 

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

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

h d opho eà o pl e tai eà duà otifà h d opho eà deà l e t it à N-terminale de 

H2B dont les acides aminés nécessaires ont été identifiés par l a al seàdeà uta tsà

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

2000).  

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

età o à st u tu ,à u eà a a t isti ueà o u eà au à hape o sà d histo esà

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

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

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

u l oso es,à laàt a s iptio àetà l i te a tio àa e à lesàhisto esà (Belotserkovskaya 

et al., 2003; Kemble et al., 2015; Schlesinger and Formosa, 2000).àL a al seàau à

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

isotherme (ITC) o t eà u ilài te agitàfo te e tàa e àlesàhisto esàH á-H2B, grâce 

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

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

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

cerevisiae e p heàl i te action avec H2A-H2B. 

2. Ssrp1/Pob3, partenaire de Spt16 

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

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

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

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

2008). La différence entre les deux protéinesà p o ie tà aussià deà l a se eà hezà Po à d u à

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

fai le e tà leà o ple eà FáCTà età i te agitàa e à l áDN.àNhp à estàpasàesse tielleàsugg a tà

ueà laà liaiso à à l áDNàduà o ple eàFáCTà estàpasàu eàfo tio àesse tielleà(Formosa, 2012; 

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

l o ga isatio àetà àlaàst u tu eàsi ilai esà àSpt à: 

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

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

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

constitué de deux motifs PHL. Grâce à des analyses de co-immunoprécipitation, 
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o à o t eà ueà leà do ai eàMài te agitàa e à laàp ot i eà‘Páà uià lieà l áDNàsi pleà

brin pendant la réplication (VanDemark et al., 2006).àL a al seàpa à a o sàXàdeàlaà

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

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

M de Pob3 de S. cerevisiae a e à leà do ki gà do ai à d H áà ont été rapportées 

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

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

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

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

ueàleàdo ai eàCàdeàPo àestà apa leàd i te agi  avec les histones H2A-H2B via 

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

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

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

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

Mo ilit à G oupà Bo à o pos à deà t oisà h li esà uià lieà l áDN.à Ceà otifàa se tàdeà

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

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

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

u l oso eàe àlia tàl áDNà(McCullough et al., 2018). 

3. Régulation du complexe FACT 

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

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

nombre de processus que je vais détailler. 

3.1 Recrutement de FACT à des cibles spécifiques 

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

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

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

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

su àdesàp o oteu sàdeàg esà u elleà guleàetàe àfa o ise àlaàt a s iptio .àLaàp ot i eàWhi à
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est une protéine réprimant la transcription chez S. cerevisiae en phase G1. Elle inhibe le 

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

2009a).àHP àestàu eà isofo eàdeà laàp ot i eà à h o odo ai esàHP à uiàlieàl eu h o ati eà

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

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

FáCTà su à desà g esà pa ti ulie sà pe età d e à gule à la transcription et donc le niveau 

d e p essio . 

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

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

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

l a t latio àdesà l si esàdesàhisto esàH à guleà laàfo tio àdeàFáCTàda sàlaà pli atio àetàlaà

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

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

2006).àLaà th latio àdesà l si esàdeà l histo eàH àestàaussià apa leàdeà odifie àl a ti it àdeà

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

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

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

été montré in vitro chez S. cerevisiae ueàl u i uiti atio àdeà laà l si eà àdeà l histo eàH Bà

favorise le réassemblage des nucléoso esàpe da tà laàt a s iptio àpa à l á‘Nàpol e aseàIIà

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

d histo eà H áXàpa àlaàp ot i eàki aseàDNá-PK facilite son échange dans le nucléosome par 

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

3.3 Des modifications post-traductionnelles de FACT modulent son activité 

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

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

p i a tà l ha geàduà a ia tàd histo eàH áXàpa àleà o ple eàFáCTà(Heo et al., 2008). Chez 

S. cerevisiae, Rtt101, sous-u it à d u eà E à u i uiti eà ligase,à u i uitine Spt16 permettant 

l asso iatio àdeàFáCTàa e à l h li aseàMCMàduà pliso eàau ào igi esàdeà pli atio à (Han et 

al., 2010). Chez D. melanogaster, on a montré in vitro que Ssrp1 est phosphorylée 
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e p ha tà l i te a tio à duà do ai eà HMGBà a e à l áDNà età l ou e tu e de la chromatine par 

FACT (Tsunaka et al., 2009). 

3.4 La quantité de FACT dans la cellule est régulée 

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

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

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

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

està d u à o ple eà FáCTà pou à à u l oso esà (Formosa, 2008). Son abondance dans la 

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

Pour autant, le ciblageàdeàFáCTàauàp ot aso eàap sàu i uiti atio àdeàSpt àpa àl u i uiti eà

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

transcription (Sen et al., 2016). 

III . Rôle de FACT dans la cellule, «  FAcilitates 

Chromatin Transcription to Transaction »  

L a o eà FáCTà sig ifieà i itiale e tà Fá ilitatesà Chromatin Transcription et les 

premières études de la sous-u it àSpt à laà lie tà à laàt a s iptio .àD so aisàl a o eàdeà

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

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

transcription à transaction. 

1. FACT assure la dynamique des nucléosomes : od le d’i te a tio  ave  

les histones 

áà laà diff e eà desà e z esà e odela tà laà h o ati eà età d pe da tesà deà l áTP,à leà

complexeà FáCTà h d ol seà pasà l áTPà età eà d pla eà pasà lesà histo esà pa à appo tà à l áDN.à

FáCTàaug e teà l a essi ilit à àl áDNàe à o ga isa tàlesà u l oso esàg eà àsesà o ta tsà

ultiplesà a e à lesàdiff e tesàhisto es.àLaàdes iptio àdeà l o ga isatio à odulai eà de Spt16 

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

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

od leà deà espi atio à desà u l oso esà pe etta tà à FáCTà d assu e à desà ôlesà da sà laà

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

and Robert, 2016) (Figure 2). 

 

 

Figure 2 : Mod le d’i te a tio  de FACT ave  le u l oso e 

A. Sont présentéesàlesàdeu àh poth sesàe pli ua tàl i te a tio àe t eàFáCTàetàleà u l oso e.àáàgau heàda s àleà od leà
d i tio àduàdi e,àl i te a tio àa e àFáCTàp o o ueàla àpe teàduàdi eàH á -H Bàpe etta tàleàpassageàdeàl á‘Nà
polymerase II puis nécessite le réassemblage du nucléosome en incorporant à  nouveau le dimère H2A-H2B. A droi te, le 
od leàdeà u l oso eà eathi gàp oposeà ueàl i te a tio àdeàFáCTàa e àleà u l oso eàd sta iliseàles ài te a tio s àáDN -

His tones favorisant le relâchement du nucléosome et laissant le passageàl i eà àl á‘Nàpol e aseàII .àD ap s à(Jeronimo et 

al., 2016). B. Mod leàd taill àduàNu leoso eàB eathi g.àLeà o ple eàFáCTàp e dàe à ha geàl i t g it àduà u l oso eàg eà
notamment aux extrémités acides des protéines Spt16 et Pob3 qui interagissent avec le dimère H2A-H2B. Le nucléosome 
s uili eàe t eàu eàfo eàplusàfe eàouàu eàfo eàplusàou e teàpe etta tàleàpassageàdesà a hi e ies,àl a sà àl áDNà
ga a titàpa àleàdo ai eàHMGBàouàNhp ,àl i tio àetàleà e pla e e tàd his to es àetàdeà a ia ts àd his to es .àD ap s à
(McCullough et al., 2018). 
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1.1 Mod le d’i te a tio  ave  le u l oso e : H poth se de l’ vi tio  du di e H A-

H2B 

Leà p e ie à od leà p opos à pou à e pli ue à l i te a tio à età l a tio à duà o ple eà FáCT 

a e à leà u l oso eà eposaità su à l h poth seà d u à d pla e e tà duà di eà H á-H2B pour 

e à u àhe aso e.àPlusieu sà ide esàsugg aie tà eà a is eà uiàs a o daitàa e à lesà

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

du dimère H2A-H Bàfa ilite aità leàpassageàdeàl á‘Nàpol aseàII.àDa sàu eàp e i eà tape,à

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

FáCTàd pla eà leàdi eà a tàu àhe aso eà àpa ti àdeàl octamère d histo es et permettant 

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

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

a gu e tsà suppo te tà eà od le.à L i u atio à p olo g eà deà FáCTà d H. sapiens avec des 

nucléosomes immobilisés provoque la perte de dimères H2A-H Bà età leà passageà deà l á‘Nà

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

nucléosome (Belotserkovskaya et al., 2003).à L i o ilisatio à duà di eà H á-H2B au 

nucléosome chez H. sapiens i hi eà l a tio àdeàFáCTàpe da tà laàt a s iptio à (Orphanides et 

al., 1999).àIlàestà gale e tà o t à ueàFáCTàp o eutà l i tio àdeà u l oso esà essai eà à

l asse lageà desà a hi e iesà deà t a s iptio à e à à desà g esà uià doi e tà t eà i duitsà

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

Ransom et al., 2009; Takahata et al., 2009a, 2009b).à E fi à l i activation de FACT chez S. 

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

t a s iptio àsupposa tàlaàpe teàd histo esà(Formosa et al., 2002). 

1.2 Mod le d’i te a tio  ave  le u l oso e : Hypothèse du Global access model et 

nucleosome breathing 

Pou à auta t,à plusieu sà o se atio sà so tà e à o t adi tio à a e à leà od leà d i tio à età

sugg e tàu à od leàditàGlo alàá essàouàNu leoso eàB eathi g.àáuàlieuàd u eà i tio àduà

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

d a essi ilit à à l áDN,àg eà à laàp iseàe à ha geàduàdi eàH á-H2B par le complexe FACT 

Figu eà áà età B .à Laà st u tu eà d a i ueà s uili eà e t eà u à tatà fe à a e à u à

nucléosome canonique et un état plus ouvert où le dimère H2A-H Bàs loig eàdeàl i terface 
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créée par H3-H4. Plusieurs arguments so tà e à fa eu à deà eà od leà d i te a tio à deà FáCTà

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

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

2013; Jeronimo and Robert, 2016).àDesà utatio sàalt a tàl i te fa eàe t eàlesàdi esàH á-

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

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

associés à la perte du complexe FACT chez S. cerevisiae. Cesà sultatsà o t e tàl i po ta eà

duà ai tie à d u eà o fo atio à d a i ueà duà u l oso eà pou à l a tio à deà FáCTà

(McCullough et al., 2011).àLesà od lesàd i te a tio àdeàFáCTàa e à lesàhisto es,àd itsàpa à

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

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

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

Ladurner, 2013; Hondele et al., 2013). Chez S. cerevisiae,à l i du tio àdeàg esàd pe da tàdeà

FáCTà o eà leàp o oteu àGal às a o pag eàd u eàplusàg a deàa essi ilit àdeàl áDNàau à

nucléases et enzymes de restriction sans pour autantà s a o pag e à d u eà di i utio à deà

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

perte du dimère H2A-H Bàpeutà t eài duiteàpa àFáCT,àelleà estàpasàfo e tàli eàauà i eauà

d a essi ilit à deà l áDN.à L aug e tatio à deà l a essi ilit à deà l áDNà pa à leà o ple eà FáCTà

estàpasàdueà à laàpe teàduàdi eàH á-H2B. In vitro, lorsque des mutations sont introduites 

da sà lesà histo esà H à età H à pou à d sta ilise à l i te fa eà e t eà leà di eà H á-H2B et le 

tétramère H3-H àda sàu à u l oso eà e o stitu ,àFáCTàd H. sapiens est toujours capable de 

t a s i eà leà f ag e tà d áDNà po ta tà eà u l oso e.à Lo s u e suite,à lesà histo esà sont 

ti ul esàauà u l oso eàpa à leàDMS,àsa sà ueà elaà affe teàlaà o ilit àduà u l oso eàsu à

l áDN,à FáCTà d H. sapiens està toujou sà apa leà deà le e à laà pauseà deà l á‘Nà pol e aseà IIà

pe da tà laàt a s iptio .àCesà sultatsài di ue tà ueàlaà uptu eàdeàl i terface entre le dimère 

H2A-H2B et le tétramère H3-H à estàpasà e uiseàpou àleàfo tio e e tàdeàFáCTàpe da tà

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

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

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

dimères H2A-H Bàpa àleu sàe t it sàCà i hesàe à sidusàa ides.àL a al seàau à a o sàXàdeà

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

sidusà e uisà pou à l i te a tio à sugg eà ueà lesà do ai esà Cà deà Spt à età Po à agisse tà
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o eà u eà pi e,à e t a tà e à o p titio à a e à l áDN.à Lesà auteu sà p opose tà u à od leà

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

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

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

essai eàau à o eu à ôlesà u ilàassu eàda sà laà ellule.àLeà od leàduàGlo alàá essàouà

Nu leoso eàB eathi gà o ilieà lesàdiff e tsà sultatsào te usàjus u àp se tàetà e lueà

pasà o àplusàl i tio àduà u l oso eà Figu eà Bàet 3) (Xin et al., 2009). Il est en accord avec 

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

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

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

L esse tielàdesà tudesàdeàst u tu eàdeàFáCTàa e àlesàhisto esàaà t à alis à iaàdesàdo ai esà

isol s.à Ilà esteàe o eà à ie à o p e d eà o e tàseàfaità l i te a tio àglo aleàduà o ple eà

avec le nucléosome. 

 

Figure 3 : Mod le d’i te a tio  des e t it s C-terminales de Spt16 et Pob3 avec le 

nucléosome 

Sont représentées les protéines Pob3 et Spt16 dans le complexe FACT interagissant avec le nu cléosome. Les  extrémités  
acides en C-terminal lient les dimères  H2A-H2B sous  forme de pince pour relâcher le nucléosome. Sont également 
représentés les acides aminés conservés nécessairesàauàMi i u àBi di gàDo ai àpou àl i te a tio àa e àles àhis to es .à
D ap s à(Kemble et a l ., 2015). 
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2. « FAcilitates Chromatin Transcription » 

C està so à ôleà da sà laà t a s iptio ,à i itia lement identifié, qui a valu à FACT son 

a o e.àái siàSpt àfutàd a o dàasso i à à laàt a s iptio àdeàg esàduà leà ellulai eàetà à

desà d fautsà da sà laà t a s iptio à suiteà à desà i se tio sà d l e tsà t a sposa lesà (Clark-

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

1992). Maisà està aussià pou àso àasso iatio àa e à l á‘Nàpol aseàIIà ueà leà o ple eàestà

identifié chez H. sapiens (Orphanides et al., 1998) et pour la régulation de l e p essio àdeà

gènes chez S. cerevisiae (Brewster et al., 1998).à FáCTà està e uisàpou àlaàt a s iptio àd u à

grand nombre de gènes et a des effets àlaàfoisà gatifsàetàpositifsàsu àl e p essio àdesàg es.à

Ilà faità leà lie àe t eà lesà tapesàd i itiatio àetàd lo gatio àetàa o pag eàl á‘Nàpol aseàIIà

pour assurer une transcription fidèle. 

2.1 FACT ga a tit l’i itiatio  o e te de la t a s iptio  

Si FACTàestàesse tielle e tà et ou àsu à lesà o psàdesàg esàpe da tàl lo gatio ,àilàestà

aussià asso i à à l i itiatio à deà laà t a s iptio à (Mayer et al., 2010). La réorganisation de la 

h o ati eà pa àFáCTàpeutà àlaàfoisàfa ilite àl a sàdeàlaà a hi e ieàdeàt a s iptio àau àsitesà

d i itiatio à aisà gale e tà e p he à ueà laà pol aseà d a eà laà t a scription ailleurs 

u au à sitesà d i itiatio à p usà e à ai te a tà u eà h o ati eà p essi eà t a s iptio à

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

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

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

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

contenant un motif TATA. La sensibilité à la DNAse I de cette séquen eà d áDNà està

aug e t eà lo s u elleà està i u eà u i ue e tà a e à FáCTà aisà di i ueà sià o à à ajouteà e à

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

h o ati eà pou à pe ett eà au à fa teu sà deà laà t a s iptio à d interagir avec les promoteurs 

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

da sà laà ueueàdeà l histo eàH B. Par ChIP, ils observent que la délétion de cette région très 

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

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

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

FáCTà i te ie tà gale e tà pou à ga a ti à leà hoi à o e tà desà sitesà d i itiatio à deà laà

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

d histo eà t sà o se àetà et ou àda sà lesàp o oteu s,à lesàe ha e sàouàlesà e tromères. 

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

h o ati eà età d pe da teà deà l áTPà hezà S. cerevisiae. Par des expériences de ChIP on 

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

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

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

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

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

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

FACT inhibe la perte de nucléosomes pendant la transcription età l i asio à pa à leà a ia tà

H á.)à e p ha tà ai sià l utilisatio à deà sitesàd i itiatio àa e a tsàdeà laàt a s iptio àetàdesà

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

2.2 FACT assu e l’ lo gatio  de la t a s iptio  

Desà e p ie esà d i u op ipitatio à deà laà h o ati eà ChIP à età

d i u ofluo es e eà a e à desà a ti o psà o t eà FáCTà età l á‘Nà pol e ase II chez D. 

melanogaster o t e tà ueà FáCTàetà l á‘Nàpol e aseàIIàso tà et ou esà o joi te e tàsu à

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

de ChIP-seq localisent FACT dans les corps des gènes t a s itsàpa àl á‘Nàpol aseàIIàetàe à

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

et al., 2010; True et al., 2016a).à FáCTà p o eutà l lo gatio à lo sà deà laà t a s iptio à deà

plusieurs manières :à e à pe etta tà à l á‘Nà pol aseà IIà deà epa ti à lo s u elleà faità desà

pauses,à aisàaussiàpa à leàd sasse lageàdesà u l oso esàe àa o tàdeàl á‘Nàpol e aseàIIà

et enfin en réassembla tàlesà u l oso esàe àa alàduàpassageàdeàl á‘Nàpol e aseàII.à  

L á‘Nàpol aseàIIàeffe tueàdeu àpausesà lo sàdeàlaàt a s iptio ,à à àetà à u l otidesà

e à a alà duà siteà d i itiatio à deà laà t a s iptio .à In vitro,à l tudeà deà laà t a e s eà deà l á‘Nà

polymerase II de S. cerevisiae et de H. sapiens sur des séquences avec des nucléosomes 
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reconstitués montre que la pause de la polymerase est réduite par la diminution des 

contacts entre le dimère H2A-H Bà età l áDNàetàe t eà leàt t a eàH -H àetà l áDNà (Hsieh et 

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

interactions avec le dimère H2A-H Bà età e à duisa tà lesà o ta tsà a e à l áDN,à pe età deà

d oule à l áDNàduà u l oso eàetà àlaàpol aseàIIàdeàpou sui eàlaàt a s iptio à alg àsesà

pauses (Hsieh et al., 2013). 

Le passage deàl á‘Nàpol aseàIIà essiteàdeàd sta ilise àlesà u l oso esà està eà ueà

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

da sà u à tatà d a i ue.à Desà e p ie esà d i u atio à deà FáCTà d H. sapiens avec des 

nucléosomes ont montré sur gel SDS PAGE une perte du dimère H2A-H Bà uià s i te sifieà

lo s ueà l o àaug e teà laà ua tit àdeàFáCTàda sà laà a tio .àLesàauteu sào tà alis àe suiteà

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

concentrations ioniques faibles défavorisant la déstabilisation de la chromatine et créant 

u eà a i eàpou àl á‘Nàpol e aseàII.àL ajoutàdeàFáCTàaàpe is , de manière similaire à une 

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

l á‘Nàpol e aseàII.àLesàauteu sàe ào tà o luà ueàFáCTàp o ou aitàleàd sasse lageàdeàlaà

h o ati eà pou à fa ilite à leà passageàdeà l á‘Nàpol e aseàIIà (Belotserkovskaya et al., 2003) 

(Figure 2A). In vivo, desà e p ie esà d immunoprécipitation de la chromatine chez S. 

cerevisiae o tà o t à u auà ou sàduàte psàap sà i du tio àdeà laàt a s iptio ,àlesàhisto esà

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

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

Leà o ple eàFáCTà o t i ueà auà asse lageàdeàlaà h o ati eà ap sàleàpassageàdeàl á‘Nà

polymerase II.à Ilàaà t à o t à u in vitro l i u atio àdeàFáCTàd H. sapiens avec des histones 

pe età leu à d pôtà su à deà l áDNà (Belotserkovskaya et al., 2003) età u in vivo FACT est 

essai eà à l asse lageà deà u l oso esà (Xin et al., 2009). Chez S. cerevisiae, des 

e p ie esà d i u op ipitatio à deà laà h o ati eà o tà o t à u eà pe teà desà histo esà

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

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

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

t a s iptio .à D aut esà tudesà o t e tà u eà aug e tatio à d histo esà solu lesà hezà desà

uta tsà SPT à uià està e p h eà pa à l i hi itio  deà l á‘Nà pol e aseà IIà pa à l alpha-
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amanitine (Morillo-Huesca et al., 2010). FACT permet de restaurer des nucléosomes 

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

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

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

nucléosomesà esse tielle e tà da sà leà o psà desà g es.à Ilà s a eà ueà l i hi itio à deà laà

transcription par la thiotuline restaure le positionnement correct des nucléosomes malgré 

l a se eà deà Spt .à Leà o ple eà FáCTà ai tie tà u eào ga isatio àsta leàdesà u l oso esà

su à laà h o ati eà o pati leà a e à l lo gatio à deà laà t a s iptio à (Feng et al., 2016b). La 

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

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

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

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

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

ueàda sà leà eàte psào à o stateàu eàdi i utio àdeà laà ua tit àd á‘Nàpol e aseàIIàetà

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

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

 

Figure 4 : Rôle de FACT da s l’i hi itio  de la t a s iptio  pti ue. 

Da sàdesà ellulesàsau agesàpou àFáCT,àleà o ple eàa o pag eàl á‘Nàpol e aseàIIàpe da tàl lo gatio ,àd oula tàl áDNà
etàs assu a tà ueàleà a ia tàd histo eàH á)à est ei tàau àp o oteu sà estàpasàd pos àpa àSW‘-C.àDa sàleà asàd u à uta tà
du complexe FACT,àleà a ia tàd histo eàH á)àe ahitàlaà gio àt a s i teàd pos àpa àSW‘ -C et ini tie la  transcription à  
d aut es àe d oits à ueàleàp o oteu .àD ap s à (Jeronimo et a l ., 2015). 

2.3 L’effet de FACT su  la t a s iptio  est-il global ou ciblé sur certains gènes ? 

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

nombreux gènes, les changements observ sà da sà l e p essio à desà g esà da sà desà

transcriptomes par micro-array ou RNAseq de mutants SPT16 ou POB3 restent généralement 
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modérés (Li et al., 2007; Pfab et al., 2018).àO ào se eà àlaàfoisà u u àfai leà o eàdeàg esà

oità so à e p essio à odifi eà pa à l a se eà deà FáCTà aisà lesà ha ge e tsà d e p essio à

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

asà l tudeà pa à d pl tio à plutôt que par délétion des gènes Spt16 et Pob3 sous-estime le 

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

eu a otes,à ilà està pasà fo e tà possi leà d tudie à lesà ph ot pesà d o ga is esà d l t sà

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

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

fo e tàp se tsà l e se leàdesàfa teu sàp se tsà in cellulo.àIlàestàalo sàpossi leà ueàl o à

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

FáCTà estàpasà leàseulàfa teu àp omouvant la transcription. D aut esàfa teu sà o eàSpt àouà

Spt à pa ti ipe tà à l lo gatio à deà laà t a s iptio à pa à e e pleà (Mayer et al., 2010). On 

i agi eà u ilsào tàalo sàdesàfo tio sà edo da tes.àIlàestàe o eàdiffi ileàdeà o p e d eàsiàleà

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

L effetà glo alà su à laàt a s iptio à estàpasà i o pati leàa e à leà e ute e tàsu àdesàg esà

particuliers pour augmenter leur efficacité de transcription et réguler leur niveau 

d e p essio .àMalg àtoutà hezàS. cerevisiae,àdesà sultatsà e tsà o t e tà ueàl a se e de 

Spt àda sà laà elluleà duitàl o upatio àdeàl á‘Nàpol aseàIIàsu àl e se leàduàg o eàetà

sugg eà u à ôleà glo alà su à laà t a s iptio à duà o ple eà FáCTà e à o i aiso à d aut esà

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

3. « FAcilitates replication » 

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

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

réplication et sa structure doità t eà el h eàpou àfa ilite àleàpassageàdeàl áDNàpol aseà eà

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

uià essiteàl asse lageàdeà ou eau à u l oso es. 

Deà o eusesà tudesào tà o t à l i pli atio à deàFáCTàda sà laà pli atio ,àd a o dàpa à

l tudeà des phénotypes de mutants de SPT16 et POB3 aisà aussià pa à l tudeà deà leu sà

pa te ai es.àL a se eàdeàFáCTàda sàplusieu sào ga is esàeu a otesàp o o ueàdesàd fautsà

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

l h d o u e,à u eà d ogueà uià lo ueà lesà fou hesà deà pli atio à (Hoffmann and Neumann, 

;à O Do ellà età al.,à ;à S hlesi ge à a dà Fo osa,à . On a montré que les 

composants du complexe FACT interagissent physiquement avec la machinerie de 

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

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

(Wittmeyer and Formosa, 1997). Des exp ie esà deà pu ifi atio à d affinité en tandem 

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

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

est co-purifiée pa à i u op ipitatio à a e à leà o ple eà d lo gatio à deà laà pli atio à

(Gambus et al., 2006) età a e à laà p ot i eà ‘Páà uià lieà lesà i sà d áDNà si pleà i sà età laà

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

d i u op ipitatio à hezà H. sapiens o t e tà ueà FáCTà i te agità a e à l h li aseà MCMà

nécessaire pour déroule à l áDNàlo sàdeà laà pli atio .àFáCTàfa iliteàl a ti it àdeàMCMà in vitro 

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

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

Sià lesà a is esàd asse lage/d sasse lageàdeàlaà h o ati eàpe da tàlaà pli atio à

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

désassemblage des nucléosomes et leur réassemblage su à l áDNà ou elle e tà pli u .à In 

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

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

vitro le dépôt deà u l oso eàsu à l áDNà (Belotserkovskaya et al., 2003; Yang et al., 2016). Le 

od leà d i te a tio à deà FáCTà a e à lesà u l oso esà pa à Nu leoso eà eathi gà està

o pati leàa e à l id eà ueàFáCTàfa ilite aità àlaàfoisàl asse lageàetàleàd sasse lageàdeàlaà

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

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

u ilà fa iliteà l a ti it àdeàl h li aseàMCMàsugg eà u ilàfa iliteàleàpassageàdeàlaà a hi e ieàetà

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

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

FáCTà età desà o posa tsà o usàd asse lageàdesà u l oso esàpe da tà laà pli atio ,à lesà

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

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

l hydroxyurée. Ces résultats suggèrent que FáCTà s asso ieà au à fa teu sà d asse lageà desà

nucléosomes à la réplication et permet le dépôt desà u l oso esàsu à l áDNà pli u à (Yang 

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

l a se eàdeàFáCTàetà o pteàte uàdeàso ài te a tio  avec la machinerie de réplication, il est 

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

2011). 

 

Figure 5 : Mod le d’a tio  du o ple e FACT pe da t la pli atio . 

FACT interagit avec la machinerie de pli atio àetàl h li aseàMCMàpou àfa ilite àleàd oule e tàdeàl áDN et la progress ion 
deàla à a hi e ieàdeà pli atio àtoutàe àd sasse la tàlaà h o ati e.àFáCTà olla o eàa e àlesà hape o sàd histone CAF-1 et 
‘tt àpou à asse le àles à u l oso es .àD ap s  (Yang et a l ., 2016). 

4. « FAcilitates repair » 

Lesà ôlesà deà FáCTà eà s a te tà pasà à laà t a s iptio à età à laà pli atio .à Lo sà deà laà

pa atio à suiteà à desà do agesà deà l áDN,à ilà fautà ai sià laisse à passer la machinerie de 

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

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

cellulaire ou indui eàl apoptoseàdeàlaà ellule.àPa àdesàe p ie esàdeàco-immunoprécipitation, 

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

L a se eà deà Spt à età Ss p à e p heà laà as i eà ki aseà IIà d i te agi à sp ifi ue e tà a e à

P à e à asàdeàdo agesà à l áDNà (Keller and Lu, 2002).àDa sà eà as,à ilà eàs agitàpasàd u eà

i te a tio àdeàFáCTàa e àleà u l oso eà aisàd u eài te a tio àa e àd aut esàp otéines. Dans 

u eà aut eà tude,à o à o se eà ueà l i o po atio à duà a ia tà d histo esà H á.Xà età saà

phosphorylation par la kinase DNA-PKà ap sà u eà assu eà dou leà i à deà l áDNà fa iliteà laà

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

atal seà l ha geàe t eàH áàetàH á.Xàdo tà laàphospho latio àpa à laàDNá-PK déstabilise la 

st u tu eà duà u l oso eà età fa iliteà l ha geà (Heo et al., 2008). Dans une autre étude on 

o t eà ueàSpt à i l àau àsitesàdeàdo agesàau àUV,àfa iliteàl ha geàdesàhisto esàH á-

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

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

FáCTà e uteà ‘NF ,à l E à u i uiti eà ligaseà espo sa leà deà l u i uiti atio à deà H Bà lo sà deà

cassures double brins et facilite le relâchement duà u l oso eàpou àl a sàdeà‘NF àetàdeà

laà a hi e ieà deà pa atio .à Laà odifi atio à d H Bà pe età leà e ute e tà desà p ot i esà

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

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

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

chromati eà etàl ha geàdeàH Bà(Gao et al., 2017). 

5. FACT pa ti ipe à l’i t g it  des e t o es 

Les centromères chez les eucaryotes sont des portions de chromatine spécialisées 

fla u esà d h t o h o ati e,à i o po a tà u à a ia tà deà l histo eà H ,à Ce p-A et requises 

pou àl asse lageàduàki to ho e.àL asse lageàduàki to ho eàestà e uisà à ha ueàdi isio à

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

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

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

L a se eàdeàPo à hezàS. pombe affe teàpasàlaà ia ilit àdesà ellulesà aisà il est requis pour 

laà ai te a eà deà l h t o h o ati eà p i e t o i ueà età laà s g gation des 
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chromosomes indépendamment des voies du RNAi (Lejeune et al., 2007). Les sous-unités de 

FáCTà so tà gale e tà apa lesà d i te agi à a e à Ce p-á,à leà a ia tà d histo eà H à o f a tà

l ide tit à duà e t o eà (Lejeune et al., 2007).àL asse lageàduàki to ho eàauà e t o eà

estàpe isàpa àl i o po atio àdeàdeu à a ia tsàd histo esà uià eàso tàpasà o se sàauà ou sà

des divisions cellulaires, CENP-T et CENP-W.à L utilisatio à d i hi iteu sà deà laà pli atio à

H d o u e à età deà l á‘Nàpol e aseàIIào tà o t à ueà leàd pôtàdeàCENP-T/-W ne dépend 

ià deà laà s th seà d áDNà ià deà laà t a s iptio .à L a al seà e à spe t o t ieà deà asseà desà

protéines interagissant avec CENP-W après i u op ipitatio à d u eà e sio à GFP-CENP-

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

l tudeà o t eà in vivo pa à i u ofluo es e eà ueàFáCTàp o eu e tà l ha geàd histo esà

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

 

 

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

luià pe età d i te agi àf ue e tàa e à lesà u l oso esàetàdeà gule à l a sà à l áDNàdesà

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

d i te a tio àdeàFáCTàa e à leà u l oso e,àditàNu leoso eàB eathi gàpe etàd e pli ue àlesà

fo tio sàpa foisà o t adi toi esàduà o ple eà isa tà à laàfoisà àassu e àl a sà àl áDNà aisà

aussià à o se e à l i t g it à deà laà h o ati e.à Ilà està epe da tà e o e difficile de 

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

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

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

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

l helleàduàg o eàetàlesàa al sesàdeàt a s ipto eàe àl a se eàdesàp ot i esàSpt ,àPo à

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

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

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

Leà ai tie à deà l i t g it à duà g o eà eà el eà pas uniquement de la régulation de la 

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

lesà odifi atio sà desà asesà deà l áDN.à Ilà s agità leà plusà f ue e tà deà th latio à desà

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

méthylation des adénines essentiellement étudiées chez les procaryotes bénéficie de 

l a lio atio àdesàte h i uesàd a al sesà uiàpe ette tàdeàl tudie à hezàlesàeu a otes.  

I. M th latio à età aut esà odifi atio sà deà l áDN 

1. Au-delà des ases a o i ues de l’ADN 

Desà odifi atio sà desà uat eà asesà a o i uesàdeà l áDNàso tà et ou esàda sà lesàt oisà

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

rôle dans une grande variété de processusà gula tà l e p essio à desà g es,à p ot gea tà

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

i te agissa tàet/ouà odifia tà l áDNàouàlaà h o ati e,àdis i i a tàdesàs ue esàd áDNàdeà

provenance différente (ADN nouvelle e tà pli u ,àáDNàd age tàpathog e ,àsig ala tàdesà

do agesà deà l áDN,à et .à Sa sà alt e à laà s ue eà d áDNà età à u à i eauà deà solutio à

sup ieu à à eluià duà u l oso e,à ellesà so tà u eà sou eà i po ta teà d i fo atio à

supplémentaire pour le génome.  

Les odifi atio sà lesà plusà f ue e tà et ou esà su à l áDNà so tà lesà ajoutsà deà

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

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

l ato eàda sà leà leàa o ati ueàdeàlaà aseàpo ta tàleàg oupe e tà th l.àLesà th latio sà

peuvent être produitesàsuiteà àdesà l sio sàsu à l áDNàetà eàso tàalo sàpasàd pos esàpa àdesà

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

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

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

desà o pos sà e dog esà ouà deà l e i o e e tà o eà desà d ogues,à ouà desà p oduitsà duà
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métabolisme. Ces modifications doivent être réparées car elles provoquent des mutations et 

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

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

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

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

s i s e à da sà laà dou leà h li eà d áDNà sa sà e à odifie à laà s t u tu eà ià l appa ie e tà desà

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

(Jurkowska and Jeltsch, 2016).àD aut esà odifi atio sàdeàl áDNào tà t àd ites  : comme des 

déaminations des cytosinesàpa à l e z eàáIDà uiàp oduitàu àu a ileà àlaàpla eàdeàlaà tosi e,à

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

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

2013; Iyer et al., 2011). 

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

lesà a if esà e à p opo tio sà i po ta tesà hezà uià elleà guleà l e p essio àdesàg es,  le 

d eloppe e t,à l e p essio àdesà l e tsàt a sposa lesàouàe o eà i a ti eàleà h o oso eà

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

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

déposée sur des motifs plus variés (Law and Jacobsen, 2010).à Elleà està pa à o t eà pasà

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

infimes chez D. melanogaster eà pe ette tà pasà d affi e à u elle est présente chez cette 

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

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

qui sera détaillé un peu plus loin, pe etta tà deà p ot ge à l hôteà o t eà l i asio à d u à

pathogène. Cà guleàaussiàl e p essio àdesàg esàouàe o e la virulence chez E. coli ou H. 

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

2014; Sánchez-Romero et al., 2015). L a se eà desà th lt a sf asesà atal sa tà leàd pôtà

de 5mC chez les procaryotes produitàdesàd fautsàd e p essio àdeàg esàli sà àlaà po seàauà

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

Laà th latio à deà l áDNà Cà està eau oupà oi sà d iteà ueà Cà car étudiée 

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

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

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

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

Cepe da tà au u eà aut eà thodeà i d pe da teà aà o fi à laà p se eà deà etteà

modification chez les eucaryotes. Il est possi leà u ilà s agisseà d u à a tefa tà li à auà SM‘Tà

sequencing. 

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

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

esp esà ua dà hezà d aut esà o à eà d te teà ueà l u eà deà esà odifi atio sà oi eà au u eà

jus u à p se tà Figu eà .à Laà p se eàdeà th lt a sf asesàetàd th lasesàsp ifi uesà

d u eà odifi atio à ouà d u eà aut eà està aussià l i di eà deà leu à p se eà aisà leu à a ti it à

enzymatique aàpasàfo e tà t àd o t e.àNousà ousà o e t e o sàsu à laà th latio à

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

ôlesà hezàlesàdiff e tesàesp esàlo s u ilàaà t àt ou .à  

 

Figure 6 : M th latio  su  les ases de l’ADN 

Sont représentéesàlesàfo ulesà hi i uesàdesàt oisàp i ipalesà th latio s à et ou es àda s àleà o deà i a t.àD ap s à
(Brei l ing and Lyko, 2015). 

2. M thodes de d te tio  et d’a al se de la th latio  de l’ADN  

C està auà ilieuà duà XX°à siècle que sont découverts les premiers nucléosides ne 

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

Hotchkiss, 1948).à Lesà thodesà deà d te tio à età d a al seà desà u l osidesà odifi sà o tà

grandement avancé depuis les chromatographies sur papier des années 50. Elles bénéficient 
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aujou d huià desà te h i uesà deà s ue çageà lesà plusà e tesà pe etta tà deà lo alise à

précisément sur le génome les modifications. 

2.1 Détecter et quantifier la méthylation 

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

pe età deà d te te à sa sà a iguït à lesà odifi atio sà deà l áDNà età deà lesà ua tifie à sià

essai eà da sà l ha tillo à tudi  (Sulewska et al., 2007). Elle nécessite cependant de 

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

asseàetà leàte psàdeà te tio àsp ifi ue.àLesà ha tillo sàd áDNàp ala le e tàdig sàe à

nucléosides sont séparés par chromatographie liquide par affinité avec une colonne 

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

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

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

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

d te te à i po teà uelà u l osideà odifi .à Ilàpeutà alg àtoutàa i e à ueàdesà u l osidesà

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

positio sàdiff e tesàd u eà eà ase.àDa sà eà as,àilà estàpasàtoujou sàpossi leàdeàs pa e à

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

està ie à laà odifi atio à po t eà pa à u à ato eà sp ifi ueà ueà l o à souhaiteà ua tifie  

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

Ilà està possi leà deà d te te à desà u l osidesà odifi sà à l aideà d a ti o psà sp ifi ues.à

L a ti o psà peutà t eà utilis à e à Dot-Blot pour détecter la pr se eà ouà l a se eà d u eà

odifi atio à da sà desà ha tillo sà d áDN.à Pa à i u ofluo es e e,à l a ti o psà sp ifi ueà

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

odifi atio àdeà l áDN.à àCesàte h i uesào tà l a a tageàde donner un résultat rapide mais ont 

l i o ie tà deà eà pasà t eà ua titati es.à Elleà està aussià li it eà pa à l e iste eà d u à

anticorps spécifique pour chaque modification. Certains anticorps peuvent aussi confondre 

la détection de modifications similaires  o eà l a ti o psà o e ialà a ti-6mA qui 

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

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

o ta i atio à a t ie eà u ilàestài possi leàdeàdis i i e . 

Ce tai esà e z esà deà est i tio ào tà laàp op i t àdeàdig e à l áDNàe à fonction du statut 

de méthylation d u à u l otideà età pe ette tà do à deà d te te à laà p se eà desà

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

l o à p e dà l e e pleà deà laà th latio à desà ad i es,à l e z eà Dp Ià dig eà desà sitesà -

G6mATC- à th l sà ua dàl e z eàDp IIàdig eàdesàsitesà -GATC- à o à th l s.àCetteà

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

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

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

leur génome. 

2.2 Localiser la méthylation dans le génome 

L a lio atio à i po ta teà desà te h i uesà deà s ue çageà à hautà d ità aà pe isà deà

lo alise à a e à u eà p isio à toujou sà plusà fi eà laà th latio à da sà leà g o e.à áà l aideà

d a ti o psà sp ifi uesà deà laà odifi atio à tudi e,ào àpeutà immunoprécipiter les fragments 

d áDNà po ta tà etteà odifi atio  (Hsu et al., 2014).à L i u op ipitatio à ouà MedIPà està

particulièrement utilisée pour laà th latio à desà tosi esà età ad i es.à Ceà està pasà u eà

thodeà ua titati eàetàelleà estàpasà o àplusàe hausti e.àElleàaàdeàplusà l i o ie tàdeà

off i à u u eà solutio àdeà l o d eàdeà p àe i o àe àfo tio àdeà laàtailleàdesàf ag e tsà

d áDNà i u op ipit s.à Elleà peutà pe ett eà l ide tifi atio à deà otifsà aisàelleà esteàt opà

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

génome dans des conditions différentes. 

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

précisément que par immunoprécipitation lesà odifi atio sàdeàl áDN,àjus u àu eà solutio à

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

traitement au sodium bisulfite permet d a al se à laàp se eàdeà Càpa às ue çageàhautà

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

th l esà pa à u eà i u op ipitatio à p ala leà ouà à l aideà d e z esà deà est i tio à

sensibles ou non à la méthylation (Plongthongkum et al., 2014).à Cetteà thodeà està pasà

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

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

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

d i o po atio àdesà asesàpa à laàDNáàpol aseàetàpe etàdeàd te te àa e àu eà solutio à

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

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

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

e à te psà elà laà i ti ueà d i o po atio à deà ha ueà u l otideà o pl e tai eà auà i à

d áDNà se a tà deà od le (Eid et al., 2009). Le principal avantage de cette méthode est de 

pe ett eà laà d te tio à deà laà fluo es e eà e à eà te psà ueà l o àd te i eà laàs ue eà

auà o t ai eà desà aut esà thodesà deà s ue çage.à Elleà eà essiteà pasà d amplification 

préalable. L i o po atio à d u à u l otideà està d te t eà pa à u à pi à deà fluo es e eà do tà laà

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

fonction du nucléotide incorporé. L i o po atio àdeà ases en face de bases méthylées sur la 

matrice odifie tà laà i ti ueàd i o po atio àdesà u l otides.àO àpeutàai siàd te i e àlesà

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

modification dans le génome. Elle a cepe da tà l i o ie tàdeà eàpasà t eàaussiàeffi a eà

pour toutes les modifications (Flusberg et al., 2010).à Elleà l està pa ti uli e e tà pou à áà

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

grande pour détecter un signal (x25 vs x250).àáuàp ala leàu eà o e sio àpa à l e z eàTetà

pou à l o de à e à -carboxylcytosine (5-caC) réduit la couverture requise pour détecter 5mC. 

Cepe da tà laà o e sio àpa à l e z eàTetàpeutàaussiàda sà e tai sà o te tesà i le à Càetà

conduire à deà fau à positifs.à Laà te h i ueà està pasà o àplusàfa ile e tàutilisa leàpou àdesà

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

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

està epe da tàt sàadapt eà à l tudeàdeàpetitsàg o esà o eà lesàg o esà a t ie sàouà

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

p se eàdeà odifi atio sàdeàl áDNà uià ette tàdesàsig au àdiff e tsàdesà u l osidesà o à

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

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

ad i esàa e à epe da tà oi sàd effi a it à ueà C  (McIntyre et al., 2017; Simpson et al., 

2017). Le séquençage nanopore mesure les changements de courant induits par le passage 
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d u eà ol uleà d áDNà à t a e sà leà a opo eà lui-même traversé par un courant ionique. La 

p se eà d u eà th latio à odifieà leà ou a tà p oduit.à O à peutà ai sià d te i e à auà

u l otideàp sà laàpositio àd u eà th latio .àLaàte h i ueàestà oi sà outeuseà ueàleàSM‘Tà

se ue i gàetà essiteà oi sàd áDN.àCepe da tà lesà odifi ations autres que 5mC et 6mA 

eàpeu e tà t eàd te t esàetà leàs ue çageà a opo eà eàpa ie tàpasà àd te te àl e se leà

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

 

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

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

al ul sà àpa ti àd e p ie esàd HPLC-MS ou par séquençage à haut débit comme détaillé dans les paragraphes  suivants . 
Plus  les méthylations sont abondantes plus les couleurs sont saturées. Pour la bactérie Helicobacter pilori, les pourcentages 

ne sont pas calculés mais le séquençage par SMRT sequencing atteste de grosses  quanti tés  de 5mC et 6mA dans  son 
g o e.àNQàs ig ifieà ueàlaà th latio à aàpasà t à ua tifi e.àNDàs ig ifieà ueà alg àlesàa al sesàla à th latio à a àpas à
été détectée. NT s ignifie que laà th latio à aàpasà t à e he h e. Références : (Liang et a l., 2018a, 2018b; Mondo et a l ., 

;àO B o àa dàG ee ,à ;àWa gàetàa l .,à  
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II . Méthylation des adénines 

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

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

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

p o a otesà ai sià ueà lesà e z esà atal sa tà so à d pôtà su à l áDN.à Saà p se eà hezà lesà

eucaryotes semblait anecdotique. Elle est peu étudiée et on ne connait que peu d ad i esà

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

au àte h i uesàdeàs ue çageàhautàd itàetàlesà ôlesàasso i sàsugg e tà u ilàs agi aitàd u eà

nouvelle marque épigénétique. 

1. 6-méthyladénine chez les procaryotes 

1.1 Système de restriction modification et méthyltransférases solitaires chez 

les procaryotes 

C està hezà lesà a t iesà ueà laà th latio àdesàad i esàestà ide tifi eàpou àlaàp e i eà

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

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

L a al seà deà laà th latio à pa à SM‘Tà se ue i gà fa iliteà laà d te tio à deà áà hezà lesà

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

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

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

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

capricolum à 3% chez Mybacteria smegmatis déterminées par HPLC O B o à a dà G ee ,à

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

des bactériophages ou des virus d a h esà(Ratel et al., 2006). Par exemple, des expériences 

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

montré que la méthyltransferase Màduà i usàd a h eàφCh  restaure la méthylation chez E. 

coli su à l ad i e.à Laà p se eà deà áà aà t à attest eà e à parallèle chez ce virus par HPLC 

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

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

leàg o eàdeàl hôteà o t eà lesài asio sàd áDNà t a ge à(Casadesús and Low, 2006). Chaque 

s st eà està o pos à d u eà e z eà deà est i tio à asso i eà à u eà th lt a sfe aseà deà

l áDN.à Da sà laà ajo it à desà as,à l áDNà a t ie à th l àestàp ot g àdeà laà oupu eàpa àsaà

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

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

i u itai eà p i itifà p ot gea tà l áDNà deà l hôteà o t eà l i asio à pa àdesàphagesàouàaut esà

ADN invasifs. Des résultatsàsugg e tàaussià u ilàpe ett aitàdeà gule àl e p essio àdeàg esà

do tà lesà i eau à d e p essio sà so tà odifi sà pa à laà d l tio à desà s st esà deà est i tio à

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

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

restriction associées capables de méthyler les adénines. Dam chez les 

gammaprotéobactéries et archées méthyle le motif GATC. CcRM chez les 

alphap ot o a t iesà th leà leà otifà GáNTCà a e à u eà p f e eà pou à l áDNà h i -

méthylé (Ratel et al., 2006).à L a se eà deà Da à età C ‘Mà p o o ue tà deà o eu à

phénot pes,à lesà sou hesà d E. coli dam- sont viables mais Dam est un gène essentiel chez 

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

so tà plusà se si lesà au à do agesà deà l áDN,à plusà p o ptes à la recombinaison et aux 

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

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

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

Casadesús, 2006).  

1.2 6mA, une marque épigénétique chez les bactéries 

G eàau à th lt a sf asesàsolitai es,àlaà th latio àdesàad i esà estàpasà est ei teà

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

i po ta tà da sà laà pli atio à età laà pa atio à pa à is at hà epai .à Leà ou eauà i àd áDNà

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

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

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

deàdis i i e à leà i àpa e talàduà i à aissa tà lo sàdeà laà pa atio àdeà l áDNàpa àMis at hà

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

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

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

desà fa teu sà deà t a s iptio .à C ‘Mà età Da à gule tà l e p essio à deà o eu à g esà deà

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

cholerae,à et .à Ellesà o t ôle tà l e p essio à deà g esà e uisàpou àlaà o jugaiso àouàleà leà

ellulai eà ouà l e p essio à deà t a sposasesà gula tà laà t a spositio à (Casadesús and Low, 

;àO B o àa dàG ee ,à ;àS hez-Romero et al., 2015; Wion and Casadesús, 2006). 

 

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

La  méthylation des adénines chez les bactéries a de nombreux rôles représentés  ici  et déta i l lés  dans  les  paragraphes  
p de ts.àElleàpe età ota e tàd assu e àleàs st eàdeà est i tio à odi fi atio ,àla à o jugaiso ,àla à pl i a tio ,àla à
réparation, la ségrégatio àduà h o oso e,àlaàt a spositio ,àlaàst u tu eàduà u l ole,àl e p essio àd a tig esàdeàsu fa eàouà
deàfa teu s àdeà i ule eàouàe o eàl e aps idatio àd áDNàdeàphages .àD ap s à (Wion and Casadesús , 2006). 

 

1.3 Adénines méthyltransférases 

Laà ajo it à desà th lt a sf asesà deà l áDNà utilise tà leà coenzyme AdoMet ou SAM (S-

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

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

expériences de méthylation in vitro o tà d ailleu sà o t à ueà lesà th lt a sf asesà

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

al., 1999).à L tudeà au à a o sà Xà deà laà st u tu eà deà l ad i eà méthyltransferase M.TaqI 

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

feuilletsà etaàe àpa all leàetàd u àsepti eàfeuilletà i s àdeà a i eà antiparallèle entre le 

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

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

o te a tà leà siteà deà liaiso à à ádoMetà età l aut e pou à laà liaiso à à l ad i eà à th le à

(Jurkowska and Jeltsch, 2016).à L azoteà à N à deà l ad i eà seà positio eà e à liaiso àa e à lesà

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

méthyltransférasesà deà l áDNà ueà deà l á‘Nà età hezà lesà a t iesà o eà hezà leu sà

homologues eucaryotes. 

Desà a al sesà ph log ti uesà desà ad i esà th lt a sf asesà deà l áDNà età deà l á‘Nà

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

l ensemble des adénines méthyltransférases proviennent probablement des adénines 

th lt a sf asesà d á‘Nà i oso au à u i e selle e tà o se es  (Jurkowska and Jeltsch, 

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

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

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

hezà lesà alphaà p ot o a t iesà d i e tà d op o sà deà s st eà de restriction modification 

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

th lt a sf asesà duà s st eà deà est i tio à odifi atio à età o tà pe duà l e z eà deà

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

r pa atio ,à laà gulatio àdeàl e p essio àdeàg esà hezàlesà a t ies.  

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

o eusesà ad i esà th lt a sf asesà deà l áDNà età deà l á‘Nà do tà o à aàpasàfo e tà

lesà ide esà d u eà a tivité catalytique ni si cette activité cible les ADN ou les ARN. Les 

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

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

grande partie des adénine méthyltransférases putatives eucaryotes appartiennent à la 
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famille MT-A70 du nom de la sous-unité MT-á /METTL à deà kDaà deà l á‘Nà

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

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

contiennent nota e tà lesà á‘Nà th lt a sf asesàd H. sapiens METTL3 et 14 ou Ime4 de 

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

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

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

restriction modification, les méthyltransférases ont vraisemblablement évoluées pour 

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

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

l a ti it àaà t àd o t eà in vivo est Damt-1 de C. elegans (Greer et al., 2015).àL a se eàdeà

Damt-1 chez C. elegans entraîne une diminution de 6mA attestée par Dot-Blotà à l aideàd u à

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

la détection récente de 6mA chez un ce tai à o eàd eu a otes,à ueà jeàd taille aiàpa à laà

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

répandue chez les eucaryotes. 

2. 6-méthyladénine chez les eucaryotes 

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

pluricellulaires ? 

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

tosi es,à o à aà lo gte psà o sid à u elleà taità est ei teàau àp o a otesàetàp se teàdeà

manière anecdotique chez quelques eucaryotes uni ellulai es.à L a lio atio à e teà desà

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

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

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

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

(Figure 7).  
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2.1.1 L a lio atio àdesàte h i uesàdeàd te tio àide tifieà áà hezàdesà

eucaryotes pluricellulaires 

áàpa ti àdesà tudesà e esà jus u à ai te a t,àC. elegans, eucaryote pluricellulaire, ne 

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

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

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

ouà à està et ou à (Capuano et al., 2014) Figu eà .à L a al seà deà diff e tsà g o esà

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

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

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

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

està d te t eà da sà lesà o au à deà a i eà u i uitai eà à l e eptio à duà spe eà hezà desà

nématodes sauvages. áà estàpa à o t eàpasàd te t eàe àDot-Blot avec le même anticorps 

da sà l áDNà deà e sà sau ages,à elleà està isi leà u ap sà à à àg atio sàdeà atodesà

uta tsà pou à laà d th laseà d H K e ,à sp -5. Ces résultats suggèrent que la détection 

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

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

, %à à , %à deà á/áàda sàdesà e sàsau ages.àL a o da eàdeà áà et ou eàpa àSM‘Tà

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

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

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

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

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

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

déplétions de ces protéines produisent respectivement une diminution et une augmentation 

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

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

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

H K e .à O se a tà deà plusà ueà leà ph ot peà su à laà th latio à s i te sifieà a e à lesà

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

spr-5, les auteu sàsugg e tà ueà lesà odifi atio sàd histo eàH K e àetà áàpa ti ipe tà à
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laà t a s issio àdeà l i fo atio à pig ti ueàdeà a i eàt a sg atio elle.àMalg àtoutà

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

a o da eà da sà desà atodesà sau agesà età laà essit à d t eà da sà u à o te teà uta tà

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

l i po ta eàdeàlaà th latio à hezàC. elegans (Greer et al., 2015). 

Chez Drosophila melanogaster,à l e iste eà deà laà th latio à deà l áDNà està

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

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

variabilité (Capuano et al., 2014).à Laà d osophileà eà disposeà ueà d u à ho ologueà deà laà

méthyltransferase D t à uià eà se leà pasà a oi à d a ti it à atal ti ue.à L a al seà e teà

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

tosi es,à à d te teà u à elati e e tàfai leàpou e tageàd ad i esà th l esà , %à (Zhang 

et al., 2015).à Ceà pou e tageà a ieà g a de e tà du a tà l e og se.à U eà d th laseà

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

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

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

i eauà deà d th latio à áà su à deà l áDNà dou leà i à deà th usà deà eauàpa àUHPLC -MS 

ap sà i u atio àa e àu àe t aità u l ai eàd e o àdeàD. melanogaster contenant ou non 

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

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

de D. melanogaster mutantes pour DMAD.àPa à i u op ipitatio àdeà l áDNà th l àda sà

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

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

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

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

aug e tatio à deà áà s a o pag eà deà l aug e tatio à deà l e p essio à desà t a sposo sà

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

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

o t ôleà deà l i u op ipitatio ,à l áDNà i u op ipit à pa à u à a ti o psà IgGà età

o se e tàu àe i hisse e tàdeà áà uiàs a oitàe o eàplusàda sàleà o te teà utant pour 

DMáD.àEta tàdo eàlaàfai leà ua tit àdeà áàd te t eà à l o igi e,à ilàau aità t ài t essa tà
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deà alise à o eà o t ôleà l immunoprécipitation du même ADN amplifié par PCR et donc 

d pou uàdeà odifi atio sàdeà l áDNàa e àleà eàa ti o psàa ti-6mA. Cela aurait permis de 

s assu e à deà laà sp ifi it à deà l a ti o psà a ti-6mA. Enfin il est à noter que comme pour C. 

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

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

dans un contexte physiologique. 

Leà s ue çageà pa à SM‘Tà se ue i gà aà gale e tà d te t à laà p se eà d ad i esà

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

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

d ad i esà th l es.à Ellesà so tàdist i u esà leà lo gàduàg o e,àe i hiesàda sà lesà gio sà

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

l e p essio àdesàg esàetà leàpassageàd u à tatà g tatifà à ep odu tifàdeàlaàpla teàsugg a tà

u elleà guleà l e p essio à desà g esà li sà auà d eloppe e t.à Laà p se eà deà áà està

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

méthyltransferase aàpuà t eàide tifi eàpou àleà o e t. 

Chezà d aut esà eu a otesà plu i ellulai esà o eà leà X ope,à leà ousti ueà ouà d aut esà

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

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

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

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

da sà l áDNà ito ho d ial.à O à o se eà gale e tà u eà petiteà quantité de 6mA chez le 

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

2.1.2 L áDNàdesà a if esàest-il méthylé sur les adénines ? 

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

mammifères mais dans des proportions extrêmement faibles en comparaison des autres 

organismes (Figure 7). Récemment, par HPLC-MS,àl a o da eàe à áàaà t à esu eàda sà

différents types cellulaires chez H. sapiens et le rat (Huang et al., 2015).àChezà l hu ai ,ào à

d te teà e i o à , %à d ad i esà th l esà età hezà leà atà deà , à à , %.à Desà

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

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

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

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

áà aà t à faiteàetà lesàtau àd te t sà este tàt sàfai les,àp o hesàdesà li itesàdeàd te tio à

desàte h i uesàutilis s.àIlàestàaussiàdiffi ileàd e lu eàa e àdesàtau àsiàfai lesàlaàp se eàd u à

sym io teà ouà d u eà o ta i atio .à Ilà se leà plusà aise la leà ueà laà th latio à desà

adénines soit absente des mammifères O B o àa dàG ee ,à . 

2.2 La méthylation des adénines chez les eucaryotes unicellulaires 

2.2.1 Répartition et rôle 

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

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

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

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

certains champignons (Figure 7). 

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

années 70 (Hattman et al., 1978),àa oisi a tà lesà , à à , %àd ad i esà th l es.à / àdesà

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

t a s iptio elle e tà a tifsà età lo alis eà p i ipale e tà da sà lesà li ke sà d áDNà entre les 

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

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

autou à desà TSSà età fa iliteà l i itiatio à deà laà t a s iptio à ua dà Cà à l oppos à fa iliteà

l lo gatio àouài hi eà l i itiatio àdeàlaàt a s iptio à(Fu et al., 2015). 

L a al seà desà g o esà deà plusieu sà ha pig o sà pa à SM‘Tà se ue i gà età HPLC -MS 

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

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

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

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

trop de faux positifs soit la résolution et la sensibil it à deà l IPà età deà l HPLC-MS sont 

insuffisantes. Ce constat amène à relativiser aussi les taux encore plus faibles de méthylation 
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et ou sàda sàd aut esàeu a otesà o eà laàD osophileàouà hezà lesà a if es.à Ilàa eà

aussi à se poser la question des contrôlesà à alise àd a o dàda sà lesài u op ipitatio sà

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

lesàdeu à asà leà eàáDNà ueà eluiàutilis àpou àl e p ie eà aisàa plifi àpa àPC‘àpou àe à

effacer les méthylatio sàdeà l áDNàsoitàpa àSM‘Tàse ue i gàsoitàap sài u op ipitatio à

pa à l a ti o psà a tià á.à Da sà leà asà deà l i u op ipitatio à o eà jeà l i di uaisà plusà

hautà pou à l tudeà hezà D. melanogaster, cela permettrait de vérifier la spécificité de 

l a ti o ps età laà alit à desà pi sà d e i hisse e tà deà áà d te t s.à Da sà leà asà duà SM‘Tà

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

autres sous- g esàdeà ha pig o sà asse l sàsousà l appellatio à« early diverging fungi », 

áà està plusà a o da tà jus u à , %à hezà Hesseltinella vesiculosa, dans un contexte ApT, 

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

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

asso i eà a e à desà g esà a tifsà età positio eà da sà lesà zo esà d i tio à desà u l oso esà

supposa tà d u eà pa tà u elleà fa iliteà laà t a s iptio à età d aut eà pa tà pourrait réguler le 

positio e e tà desà u l oso esà su à lesàp o oteu sàpou àfa ilite à l a sàdeà laà a hi e ieà

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

sequencing, 6mA a aussi été détectée chez S. cerevisiae à hauteu à deà . %à d ad i esà

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

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

2.2.2 Lesà ili s,àu à od leàd tudeàdeàlaà th lation des adénines 

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

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

, %à d ad i esà th l esà pou à Tetrahymena et environ 2% pour la Paramécie. Comme 

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

so ati uesà auà sei à d u à eà toplas e.à Leà o auà ge i alà està t a s iptio elle e tà

i a tifàetàdiploïde,àta disà ueà leà o auàso ati ueàestà espo sa leàdeàl e p essio àdesàg esà

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

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

lesà e p ie esà it es,à leà pou e tageà d ad i esà th l esà està ua tifi à pa à

h o atog aphieà su à deà l áDNàe t aitàap sàf a tio e e tà ellulai eàpou às pa e àlesàdeu à
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types de noyaux et les mitochondries après incorporation de nucléosides radiomarqués 

á.à Elleà està ajo itai e e tà et ou eà da sà leà o auà so ati ueà età a se teà deà l áDNà

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

deà áà aisà ilàestàpossi leà u ilàaità t à o ta i àpa àdesà actéries ou le noyau somatique 

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

contamination bactérienne lo sàdeàl e t a tio àdesà o au àso ati ue,à lesà ili sà ta tà ulti sà

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

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

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

and Endoh, 2003) (voir Chapitre 3). Chez Tetrahymena,à à l aideà d e z esà deà est i tio ,à

plusieu sàsitesà th l sàsu à laàs ue eàGáTCàpositio sàda sà lesà li ke sàd áDNàentre les 

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

al., 1986; Karrer and VanNuland, 2002). En immunofluorescence et en Dot-Blotà à l aideàd u à

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

o auà so ati ueà g tatifà età s ta lità p og essi e e tà pe da tà leà d eloppe e tà duà

ou eauà o auàso ati ue.à Ilà esteàa se tàduà o auàge i al.àPlusà e e t,à l a al seàduà

génome de Tetrahymena pa à SM‘Tà se ue i gà aà o fi à l e se leàde ces observations 

ie à ueà leàpou e tageàd ad i esà th l es soit un peu plus faible (0,6%) que ce que les 

h o atog aphiesà o t aie t.à áà està p f e tielle e tà lo alis à su à desà sitesà -AT- à

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

pol aseàIIàetàe àa alàdesàsitesàd i itiatio àdeàlaàt a s iptio à (Wang et al., 2017). Aucune 

e z eà aà pou à leà o e tà t à ide tifi e ni de rôle précis associé. Il a malgré tout été 

o se à ueà leà i eauà deà th latio à desà g esà taità pasà o l à à leu à i eauà

d e p essio à esu à pa à ‘Náse à sugg a tà ueà áà eà soità pasà li à à la régulation de 

l e p essio à desàg esà hezàTetrahymena. Les ciliés et en particulier P. tetraurelia avec 2% 

d ad i esà th l esà so tà pa ti uli e e tà i hesà e à th latio à desà ad i esà pa ià lesà

eu a otes.à Ilsà so tà u à od leà deà hoi à pou à l tudeà deà ette modification et des rôles 

associés. 
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Chapitre 3 : Paramecium tetraurelia, modèle 

d tudeà deàlaà gulatio à pig ti ueà deà

l o ga isatio à duàg o e 

I. Classification, dimorphisme nucléaire et cycle de vie  

Paramecium tetraurelia est un unicellulaire cilié appartenant au groupe des alvéolés 

pa ià lesàeu a otesàetàauàg oupeàd esp esàappa e t esàParamecium aurelia (Derelle and 

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

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

età se ti à lesà sig au à deà l e i o e e t.à Sià e tai sà ili s sont des parasites ou des 

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

continents (Beisson et al., 2010; Betermier and Duharcourt, 2014). 

Comme tous les ciliés, P. tetraurelia a la particularité de présenter deux types de noyaux 

dans un même cytoplasme lui permettant de séparer en deux compartiments distincts les 

fonctions somatiques et germinales. Les deux micronoyaux ou MICs sont diploïdes et 

assurent les fonctions germinales. Le macronoyau ou MAC est hautement polyploïde, 800n, 

et assure les fonctions somatiques. Les MICs sont transcriptionnellement inactifs et ne sont 

pas requis pour la croissance végétative où ils se divisent par mitose. Ils assurent la 

t a s issio à deà l i fo atio à g ti ueà d u eàg atio à à laàsui a teàpa à ioseà (Brygoo 

et al., 1980; Tam and Ng, 1986).à Leà MáCà està espo sa leà deà l e p essio à desà g esà età

détermine le phénotype de la cellule. Il se divise pendant la croissance végétative, se 

séparant en deux moitiés sans formation apparente de fuseau mitotique ni condensation 

des chromosomes. Le MAC est perdu suite aux évènements sexuels et un nouveau MAC est 

fo à à pa ti à d u eà opieà itoti ueà du noyau zygotique issu des produits de méiose des 

MICs (Tucker et al., 1980). 

Le cycle de vie de la paramécie se divise en deux phases,à d u eà pa tà laà oissa eà

g tati eà età d aut eà pa tà lesà e e tsà se uelsà Figu eà 9). La croissance végétative 

consiste en des divisions clonales et asexuées lorsque la nourriture est disponible et à des 
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températures entre 14°C et 30°C. Les évènements sexuels sont induits par la restriction 

alimentaire et peuvent aboutir à deux modes de reproduction, soit par autogamie 

impliquant une seule cellule, soit par conjugaison impliquant deux partenaires de type 

sexuel opposé (Beisson et al., 2010).à L autoga ieà està u à p o essusà d auto-fertilisation se 

p oduisa tà hezà desà ellulesà d geà le à o espo da tà àu à o eàdeàdi isio sà lo alesà

élevé) (Sonneborn, 1974). Les deux MICs se divisent par méiose produisant 8 gamètes 

haploïdes. 7 de ces noyaux haploïdes sont détruits, un seul est conservé et se divise par 

mitose pour donner deux noyaux haploïdes identiques. Ces deux noyaux fusionnent pour 

former le noyau zygotique diploïde entièrement homozygote (caryogamie). Le noyau 

zygotique se divise deux fois pour donner quatre noyaux diploïdes  : deux noyaux formeront 

les nouveaux MICs, et deux noyaux formeront les nouveaux MACs. Le destin de chaque 

noyau sous forme de MIC ou de MAC est déterminé par le positionnement de chaque noyau 

dans la cellule après la deuxième division zygotique. Les noyaux au pôle postérieur de la 

cellule deviennent des MACs et ceux au pôle antérieur deviennent des MICs (Grandchamp 

and Beisson, 1981).àE àpa all le,àu àg adie tà i t a ellulai eàd io sàCa +àetàK+àe t eàlesàdeu à

pôles participerait à la détermination des MICs et des MACs (Betermier and Duharcourt, 

2014).à áà l issueà deà laà p e i eà di isio àditeà a o idaleàap sà lesà e e tsàse uels,à lesà

MICs se divisent par mitose et chaque MAC ségrége dans une cellule fille (caryonide). La 

conjugaison fait intervenir deux partenaires de types sexuels opposés, mating type O et E et 

chez des cellules relativement jeunes (nombre de divisions clonales peu élevé) (Sonneborn, 

1974). Dans le cas de la conjugaison, après les évènements de méiose, les partenaires 

échangent réciproquement par un pont cytoplasmique, un des deux noyaux haploïdes. Dans 

ha ueà ellule,à leà o auà haploïdeà side tà età eluià issuà deà l aut eà elluleà fusio e tà pour 

donner un noyau zygotique. Puis chaque cellule poursuit indépendamment le 

développement de ses nouveaux MICs et MACs (Beisson et al., 2010). Tout le long de ce 

processus, le MAC maternel est progressivement détruit en une trentaine de fragments qui 

persisteront dans le cytoplasme et seront dilués et perdus au fur et à mesure des divisions 

cellulaires (Berger, 1973). Tant que les nouveaux MACs ne sont pas entièrement 

fonctionnels,àleàMáCà ate elàf ag e t à o ti ueà d assu e àl e p essio àdesàg es.  
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Figure 9 : Cycle de vie de Paramecium tetraurelia 

Pendant le cycle végétatif la cellule se divise par fission clonale. Le cycle sexuel est initié par la res triction alimentaire et se  

pou suitàsoitàpa àautoga ieàsoitàpa à o jugaiso à essita tàdeu àpa te ai esàdeàsig eàse uelàoppos .àN està ep se t eài i à
ueàl autoga ieà aisàleà leàestàsi ilai eàetàd taill àplusàhaut.àLesàdeu àMICàge i au àseàdi ise tàpa  méiose produisant 8 

gamètes haploïdes dont un seul est conservé et se divise pour donner deux noyaux haploïdes identiques qui fusionnent lors 
de la  caryogamie pour donner le noyau zygotique. Le noyau zygotique se divise deux fois  par mitose pour donner de ux 
nouveaux MICs  et deux nouveaux MACs. Après la première divis ion, les  deux MICs  se divisent par mitose et un MAC 

ségrége dans chaque cellule fille. Pendant ce temps, le MAC maternel est dégradé en une trentaine de fragments persistant 
dans  le cytoplasme. 

II . Organisation des génomes 

Les noyaux MIC et MAC ne différent pas seulement dans la cellule par leur fonction 

biologique mais aussi par le contenu et la structure du génome et des chromosomes bien 

u ilsà soie tà o igi ai esà duà eà o auà z goti ue.à LeàMICà germinal contient une version 

complète du génome dont la complexité est de 100Mb environ tandis que le MAC somatique 

correspond à une version réarrangée du génome micronucléaire dont ont été éliminés 25% 

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

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

Leàg o eà a o u l ai eàd u eà o ple it àdeà M àestàt sà i heàe àáTà % à (Arnaiz 

et al., 2012; Aury et al., 2006). Il est composé de 188 scaffolds dont 150 au moins sont 
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ter i sàpa àdesà p titio sàt lo i uesàe àfaisa tàdesà h o oso es.à Ilsà o tàd u eàtailleà

de 45kpb à 1Mpb. Le génome de la paramécie est un des plus riches et denses en gènes 

parmi les génomes eucaryotes avec 40000 gènes annotés et une fraction codante 

représentant 78% du génome (Aury et al., 2006; Zagulski et al., 2004). Les régions 

intergéniques sont courtes (350pb en moyenne) et avec très peu de séquences répétées. Les 

gènes contiennent 90000 très petits introns de 20 à 34 nt. La richesse en gènes est la 

conséquence de 3 duplications globales du génome successives dont les deux plus récentes 

précèdent la diversification des 15 espèces apparentées du groupe aurelia (Aury et al., 2006; 

Johri et al., 2017). à à %àdesàg esàdupli u sà à l issue de la duplication la plus récente 

sont encore retenus dans les génomes des espèces Paramecium aurelia (McGrath et al., 

2014). Ces paralogues sont nommés par la suite onhologues. Le nombre exact de 

h o oso esà duà MICà està pasà o uà aisà esti à e t eà à et 60 paires visibles en 

métaphase (Betermier and Duharcourt, 2014). 

II I .  Développement du noyau somatique 

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

d e do pli atio à etàu eà li i atio à assi eàetà ep odu ti leàd áDNàda sàleàg o eàMáC.  

1. Endoréplication 

Leà g o eà so ati ueà passeà deà l tatà diploïdeà à à l tat polyploïde 800n lors du 

développement du nouveau MAC (Figure 10A). La ploïdie finale est atteinte après la 

première division cellulaire à la fin des évènements sexuels (Berger, 1973). Peu de choses 

so tà o uesàsu à l e do pli atio à aisào àsaità ueà à à à lesàdeà pli atio àseàp oduise tà

e à eàte psà ueà lesà e e tsàd li i atio sàd áDNàda sàleà ou eauàMáCà(Betermier 

and Duharcourt, 2014). 

2. Eli i atio  d’ADN 

Les réarrangements massifs et haute e tà ep odu ti lesàd áDNà uiàseàp oduise tàda sà

leà ou eauàMáCà o duise tà à laàpe teàd e i o à %àdeàs ue esàsp ifi uesàduàg o eà

MIC.à Jus u à p se tà ilà taità o pli u à d a de à auà g o eà i o u l ai eà duà faità deà laà
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petite taille des micronoyau ,à saà fai leà ploïdieà pa à appo tà à elleàduàMáCàetàdeà l a se eà

d asse lageàMIC.àC estàd a o dàlaà o pa aiso àe t eàdesàe t a tio sàd áDNàdesàg o esà

MICàetàMáCàetà l tudeàdeà laà li ai ieàdeàphagesàduàg o eàMICà uiàaàpe isàd ide tifie àdesà

séquences spécifiques du génome germinal et absentes du génome somatique (Preer et al., 

1992; Steele et al., 1994).à Leà s ue çageàduàg o eàMáCàdo tà lesà a a ge e tsàd áDNà

sont bloqu sà pa à l i a ti atio àdeà l e do u l aseà espo sa leàdeà l i t odu tio àdeà assu esà

double brins aux bornes des séquences à éliminer a montré que 25% des séquences de ce 

g o eàMáCà o à a a g à eàs alig aie tàpasàsu à leàg o eàMáCàdeà f e eà (Arnaiz et 

al., 2012).à L a lio atio  récente des techniques de purification du MIC par cytométrie en 

flu àetà lesàp e ie sàasse lagesàduàg o eàMICàs ue ào tà o fi à ueàl e se leàdeà

ces séquences sont contenues dans le génome MIC et éliminées du génome MAC (Guérin et 

al., 2017). Cependant, cet assemblage est encore très fragmenté et ne permet pas 

d ide tifie à plusà ueà uel uesà fa illesà d l e tsà t a sposables parmi les nombreuses 

s ue esà p t esà iàd ta li à laàst u tu eàdesà h o oso esàMICà ueà l o àesti eàe t eà à

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

2.1 Elimination imprécise et hétérogène de séquences 

90% des séquences spécifiques du MIC éliminées pendant le développement du MAC 

so tà o stitu esà deà lo guesà po tio sà d áDNà deà plusieu sà k à o te a tà desà s ue esà

répétées comme des mini-satellites ou des transposons (Figure 10á .àL li i atio ài p iseà

deà esà f ag e tsà d áDNà està oupl eà à laà f ag e tatio à desà h o oso esà MáC.à Elleà

s a o pag eà deà l ajoutà deà t lo esà deà lo gueu sà a ia lesà de novo aux extrémités des 

nou eau à h o oso esàMáCà plusà ou tsà ueà lesà h o oso esàMIC.à Lesà sitesà d ajoutàdesà

télomères peuvent varier le long de la séquence. Les extrémités peuvent parfois être jointes 

e se leàfo a tàu eàd l tio à i t a h o oso i ueàauàlieuàd u àajoutàdeàt lo esà (Arnaiz 

et al., 2012; Le Mouël et al., 2003). 

U à e tai à o eà d l e tsà p t sà o tà t à ide tifi sà età leà s ue çageà e tà duà

génome micronucléaire offre de nouvelles informations sur son contenu en séquences 

répétées. Trois principales familles de transposons de la superfamille Tc1/Mariner avaient 

été initialement décrites après le séquençage du génome macronucléaire dans lequel le 

p o essusà d li i atio à a aità a o t à (Arnaiz et al., 2012). Les transposons des familles 
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nommées Thon et Sardine contiennent de longs TIRs (Terminal Inverted Repeats) 

palindromiques et deux phases de lecture pour une transposase DDE de la famille IS630/Tc1 

mariner et pour une tyrosine recombinase. La famille des transposons Anchois contient, elle, 

des TIRs plus courts sans palindromes, le même type de transposase DDE mais pas de 

tyrosine recombinase. Le séquençage du génome MIC purifié a permis de détecter de 

ou ellesà fa illesà d l e tsà t a sposa les.à à l e tsà ide tifi sà appa tie e tà à laà

supe fa illeà IS /T à a i e à desà t a sposo sà d áDNà de classe II. Mais la majorité des 

éléments transposables appartiennent à la classe I de transposons non-LTR, LINE, contenant 

tous une phase de lecture avec des domaines pour une reverse transcriptase et pour une 

endonucléase apurinique/apyrimidique. Quelques éléments SINE moins fréquents sont aussi 

détectés (Guérin et al., 2017). 

2.2 Eli i atio  p ise d’IES 

Desà à M à d áDNà liminés pendant la différenciation du nouveau MAC, 14% environ 

correspondent à un autre type de séquences plus courtes et excisées très précisément, les 

Internal Eliminated Sequences (IES) (Arnaiz et al., 2012) (Figure 10á .àU àpetità o eàd IESà

so tà d a o dà d ou e tesà e à o pa a tà desà e t a tio sà d áDNà duà g o eà MICà età duà

génome MAC et grâce à la librairie de phages du génome MIC (Preer et al., 1992; Steele et 

al., 1994). Le séquençage du génome MACàdo tà lesà a a ge e tsàd áDNàso tà lo u sàetà

eluiàduàMICào tàpe isàd ide tifie à l e se leàdesà à IESà (Arnaiz et al., 2012; Guérin et 

al., 2017). Les IES sont de courtes séquences, en copie unique, non codantes réparties tout le 

long du génome. Elles peuvent être retrouvées en intergénique mais 47% des gènes 

contiennent au moins une IES. Leur excision est donc cruciale chez la paramécie pour 

estau e àl i t g it àdesàphasesàou e tesàdeàle tu eàetàpe ett eàl e p essio à o e teàdeà esà

gènes. Toutes les IES sont excisées au nucléotide près à leurs bornes TA. 

Les IESs sont toutes bornées par deux dinucléotides TA e à àetà àetàap sàe isio à eà

esteà u u eàseuleàdeà esà o esà (Arnaiz et al., 2012; Betermier and Duharcourt, 2014). Une 

séquence consensus faiblement conservée de 8pb est retrouvée dans les IES aux extrémités  : 

(5′-TAYAGYNR-3′). Cette séquence rappelle les répétitions inversées des extrémités des 

l e tsà t a sposa lesà T /Ma i e .à O à p oposeà ueà lesà IESà p o ie e tà d u eà i asio à

plus ancienne par ces éléments transposables (Klobutcher and Herrick, 1997). Le TA est 
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esse tielà pou à l e isio à età desà utations dans la séquence consensus peuvent empêcher 

l e isio à o e teà (Gratias et al., 2008; Matsuda et al., 2004; Mayer and Forney, 1999). Le 

od leà IBáFà està p opos àap sà l ide tifi atio àdesàp e i esà IES : Invade, Bloom, Abdicate, 

Fade (Klobutcher and Herrick, 1997). Il propose que les IES dérivent de transposons ADN qui 

o tà e ahià leà g o eà aisà seà so tà d t io sà a e à leà te psà pa à l a u ulatio à deà

mutations, délétions et substitutions. La pression de sélection conserve le faible consensus 

aux extrémités des IES pour permettre une excision précise et efficace.àIlàs a eàe àplusà ueà

lesà l e tsàTC /Ma i e às i t g e tàp f e tielle e tàda sàdesàdi u l otidesàTáà uiàso tà

dupli u sà suiteà à l i t g atio à o fi a tà l h poth seà d u eà i asio à pa à esà l e tsà

(Plasterk et al., 1999). Les IES sont de tailles réduites :à %à d e t eà ellesà o tà u eà tailleà

inférieure à 150pb et 35% entre 26 et 35pb (Arnaiz et al., 2012) (Figure 10B). En comparant 

laàtailleàd IESà o te uesàda sàdesàg es,ào àaà o t à ueàlesàIESàa uisesàa a tàlaàp e i eà

duplication globale du génome sont les plus courtes (Arnaiz et al., 2012; Aury et al., 2006). 

Ces constatations vont dans le sens du modèle, confirmant le déclin des IES au cours du 

temps. Certains transposons comme Anchois sont excisés de manière très précise pendant le 

d eloppe e tà e fo ça tà l h poth seàduà od leàetà leà lie àe t eà IESàetàt a sposo sà (Arnaiz 

et al., 2012). 

Les IES ont des tailles relativement courtes, la grande majorité sont inférieures à 150pb. 

La distribution de leur taille présente une périodicité de 10,2pb correspondant à un tour 

d h li eà deà laà ol uleà d áDN.à Cetteà p iodi it à pou aità efl te à desà o traintes du 

a is eà d e isio à Figure 10B à essita tà ueà lesà deu à e t it sà d u eà IESà soie tà

p se tesà su à u eà eà fa eà deà laà dou leà h li eà d áDN.à Sià u eà seuleà desà o esà Táà està

ut e,à ilà àaàpasàdeà assu esàdou lesà i sà àau u eàdesàdeu à o esà  compris la sauvage 

sugg a tà ueà lesàdeu àe t it sàd pe de tà l u eàdeà l aut eàpou àl e isio à (Gratias et al., 

2008).à Suiteà à l e isio à deà lo guesà IES,à desà e lesà d IESà o espo da tà à laà fe etu eà

covalente des extrémités des IES sont détectés (Bétermier et al., 2000). On imagine que deux 

a hi e iesà d li i atio à s asso ie tà à ha ueà e t it à desà IESà su à laà eà fa eà età

i te agisse tàe àfo a tàu eà ou leàd áDN.àLesà IESà lesàplusà ou tes,àu àpi à o espo da tà à

26- p ,à eà essite aie tà pasà deà ou leà d áDNà pou à ueà lesà deu à a hi e ies 

interagissent. Le pic suivant, 32-42pb, est par contre sous-représenté. Cette taille interdite 

s e pli ue aità pa à leà faità ueà lesà IESà soie tà à laà foisàt opàlo guesàpou à ueà lesà a hi e iesà
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d e isio à i te agisse tà sa sà ou leà età t opà ou tesà pou à u u eà ou leà d áDNà seà fo e.à

Etant éliminées moins efficacement elles seraient contre sélectionnées (Arnaiz et al., 2012). 

 

 

Figure 10 : Eli i atio  d’ADN et pa atio  des assu es dou le i  pe da t le 
développement du nouveau MAC 

A. Réarrangements programmés pendant le développement du nouveau MAC. Un chromosome MIC est représenté en haut 

et les chromosomes MAC résultants en bas. A gauche, des cycles d e do pli atio àpe ette t deàpasse àd u eàploïdieàdeà
2n à  une ploïdie de 800n. Au centre, dans le chromosome MIC des séquences répétées  et éléments  transposables  sont 
ep se t sàe à ougeàetà li i sài p is e tàpe etta tàlaàf ag e tatio àdesà h o oso esàetàl ajoutàdeàt lo esàe à

noir. A droi te, le chromosome MIC contient une unité de transcription symbolisée par la flèche interrompue par des  IES en 
couleur bornées par les TA. Ces IES sont éliminées précisément pour restaurer les phases ouvertes de lecture ne la issant 
u u àseul àTá. 

B. Distribution de ta ille des IES : fréquence des IES inférieures à 150 pb en fonction de la taille. 93% des  IES ont une ta i l le 
inférieure à  150 pb et ont une périodicité de 10 pb environ correspondant àu àtou àd h l i eàdeàla à ol uleàd áDN.àLeà
p e ie àpi à o tie tà %àdesàIESàd u eàtailleà o p iseàe t e 26 et 28pb.  Les pics suivants sont centrés sur 45-46, 55-56, 65-
66pb. Cette distribution périodique est observée quelle que soit la loca l i sation des  IES. Adapté de (Arnaiz et a l ., 2012) 
C. Cl ivage et réparation des cassures double brins  par le Non.Homologuous .End.Joining. Les  de u à i s àd áDNàso tà
ep se t sàa e àl IESàe ào a geàetàlesàs ue esàso ati uesàe à oi .àPg àe à ouge,ài te agitàa e àl h t odi eàKuàe à

gris  pour venir cl iver les bornes TA laissant une cassure double brins et 4 bases l ibres  à  chaque borne. Dans  le sys tème 
lassi ueàdeàNHEJ,àl h t odi eàKuàseàlieà à ha ueà assu eàetà e uteàDNá-Pkcs. Les extrémités se lient grâce au TA et le 
u l otideàe à àestà li i .àLaàl igaseàIVàetàX à e plisse tàlesàe t it sà àa a tàlaàde i eà tapeàdeàl igatio .àLes àIES 

excisées se circularisent par un mécanisme similaire si elles sont suffisamment longues  et sont rapidement dégradées .  
Adapté de (Betermier and Duharcourt, 2014) 

 

A 

B 

C 
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3. La a hi e ie d’e isio  et de pa atio  

3.1 Pg , l’e do u l ase espo sa le de l’i t odu tio  des assu es dou le i s 

L h poth seà IBáFà e pli ua tà l o igi eà età l olutio àdesàIESàp oposeà gale e tà ueà leu à

excision soit assurée par une transposase domestiquée intégrée dans le génome de la 

paramécie (Klobutcher and Herrick, 1997).àElleàpou aitàai sià li i e à l e se leàdesàIESàetà

permettre progressivement leur disparition du génome. Si les IES ont pour origine les 

t a sposo sà deà laà fa illeà T /Ma i e ,ào à i agi eà ueà l e do u l aseà espo sa leàdeà leu à

e isio à soità u eà t a sposaseà issueà deà etteà fa ille.à L a al seà duà li ageà desà IESà d e tà

cette hypothèse. Le clivage est initié par des cassures double brins produisant des extrémités 

li esàdeà à u l otidesàe à à e t esà à ha ueà o eàTáà(Gratias and Bétermier, 2003). Il se 

trouve que les transposases Tc1/Mariner produisent des extrémités libres de 2 nucléotides 

e à à età laisse tà lesàdeu àTáàsu à leàsiteàdo eu à (Plasterk et al., 1999). Les transposons de 

lasseà IIà deà laà fa illeà Pigg Ba à eà g e tà pasà d e p ei teà su à leà siteà do eu à età laà

géométrie de la coupure correspond à celle observée pour le clivage des IES. In vitro, la 

transposase PiggyBac réalise des coupures double brins aux extrémités des transposons 

laissa tàdesàe t it sàli esà àdeà à u l otidesàTTááà(Mitra et al., 2008). 

Un homologue de la transposase PiggyBac est retrouvé dans le génome de la paramécie 

et exprimé uniquement pendant le développement du nouveau MAC (Baudry et al., 2009) 

(Figure 12). L inactivation du gène pendant le développement provoque la létalité de la 

progéniture sexuelle età laà te tio àdeà l e se leàdesàs ue esàsp ifi uesàduàMICà IESàetà

l e tsà p t s .àIlàestà o àPigg Ma à Pg .àP se tàe àu eàseuleà opie,àilà estàplusàun 

transposon actif mais une transposase domestiquée. Pgm comprend un domaine catalytique 

a a t isti ueà a e à u eà t iadeà d a idesà a i sà aspa ti uesà età u à do ai eà i heà e à

cystéines également retrouvé chez la transposase domestiquée Tbp2 de Tetrahymena 

thermophila (Dubois et al., 2017).à Tp à està e uiseà pou à l li i atio à d áDNà età olo aliseà

a e à lesà a uesà deà l h t o h o ati eà età laà p ot i eà à h o odo ai eà Pdd pà (Cheng et 

al., 2010).à Pg à disposeà d u eà lo gueà e te sio à e à C-terminal qui semble adopter une 

conformation Coiled-coil absente des autres transposases PiggyBac. Des expériences de 

complémentation fonctionnelle avec des versions mutées ou délétées dans les différents 

do ai esà deà Pg à o tà o t à ueà leà do ai eà atal ti ueà a e à saà t iadeà d a idesà a i sà
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aspa ti uesà età leà do ai eà C‘à so tà essai esà à l a ti it à deàPg .àLeàdo ai eàC -terminal 

Coiled-Coil est lui requis pour la multimérisation de Pgm formant le co ple eà d e isio à

(Dubois et al., 2017). 

Les séquençages des génomes de cellules inactivées PGM et du génome MIC ont 

o fi à ueà Pg à taità e uisà pou à l li i atio à deà l e semble des 45000 IES et des 

éléments répétés éliminés imprécisément (Arnaiz et al., 2012; Guérin et al., 2017). La 

complexité du génome inactivé PGM est très proche du génome MIC, environ 100Mb. Pour 

auta tà lesà deu àg o esà eàso tàpasà o pl te e tà ui ale ts.à M àd áDNàsp ifi ueàduà

MIC, enrichis en mini satellites et déplétés en éléments transposables, ne sont que très 

faiblement couverts dans le génome inactivé PGM. Il est possible que Pgm ne soit pas requis 

pou à l li i atio à deà etteà f a tio à duà g o eà i o u l ai e.à O à età aussià l h poth seà

ueà l effi a it àdeà l á‘Nài te f e e (ARNi) di i ua tàa e à leàte ps,àl i a ti atio àdeàPGM 

soità oi sàeffi a eàda sà àlaàfi àdeàl autoga ie.àLaà ua tit àdeàPg à ede ie tàsuffisa teàda sà

laà elluleà àlaàfi àdeàso ài a ti atio àpa àá‘Nài te f e eàpe etta tà ai siàl e ision de ces 3 

M àdeàs ue esàe àfi àdeàd eloppe e tàMáC.àO à oteàai sià ueàl i a ti atio àdeàfa teu sà

duà d eloppe e tà agissa tà e à a o tà deà Pg à e p heà pasà l li i atio à deà esà M à

d áDNà MICà sp ifi ueà eà uià està oh e tà a e à etteà deu i eà h poth seà (Guérin et al., 

2017). 

3.2 Le Non-Homologuous-End-Joining pour réparer les cassures 

La réparation des cassures double brins (CDB) hautement toxiques pour la cellule doit 

fai eà suiteà auà p o essusà d e isio .à Elleà doità t eà fid leà pou à lesà IESà afi à deà ai te i àdesà

phasesàdeàle tu eà o e tesà aisàaussiàp se e àl o ga isatio àli ai eàdesà h o oso es.àLaà

réparation chez P. tetraurelia fait intervenir un mécanisme de Non-Homologuous End 

Joining Pathway dont les composants classiques ont été progressivement identifiés 

(Betermier and Duharcourt, 2014; Lieber, 2010). Alors que cette voie de réparation des 

cassures double brins est généralement considérée comme sujette aux erreurs 

contrairement à la recombinaison homologue, elle est chez P. tetraurelia particulièrement 

p iseà età sa sà e eu s.à Laà o fo atio à desà e t it sà à so ta tes  et leur maintien par 

l appa ie e tà desà Táà e t au à pe ette tà laà p is ion de la réparation (Figure 10C) 

(Betermier and Duharcourt, 2014).  
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Les premiers acteurs identifiés sont le complexe Ligase IV/Xrcc4 par ARN interférence 

(Kapusta et al., 2011) (Figure 10C). Leur inactivation pendant le développement en plus de 

p o o ue àlaà l talit àdeà laàp og itu eàse uelle,àe t aî eà l a u ulatio àdeà assu esàdou leà

brins et inhibe la réparation et la circularisation des longues IES. Il est montré par 

ua tifi atio à auà iodu eà deà p opidiu à pe da tà leà d eloppe e tà ueà laà ua tit à d áDNà

dans les nouveaux MACs de cellules inactivées Ligase IV est diminuée par rapport à des 

cellules sauvages indiquant un défaut de réplication. Ce phénotype est sauvé par 

l i a ti atio à deà PGM montrant que le défaut de réplication reflète un défaut de réparation 

desà assu esà dou leà i sà a u ul esà da sà lesà ou eau àMáCs.à áà pa ti à d u à ha tillo à

d IES,à o à o t eà ueà leà o ple eà està e uisà pou à laà ligatio à desà e t it sà età l ajoutà deà

u l otideà a ua tàe à àpou àfe e à laà assu e,à aisà estàpasà essai eà àl li i atio à

duà u l otideàte i alàe à àdeàlaà assu e. 

Pour assurer une réparation efficace et précise des très nombreuses cassures double 

brins dépos esà pa à Pg à da sà lesàMáCsà e à d eloppe e t,à lesà p o essusà d e isio àetàdeà

réparation via la machinerie du NHEJ sont couplés chez P. tetraurelia (Figure 10C). Parmi les 

a teu sàduàNHEJ,à l h t odi eàKu / àseà lieàau àe t it sàdesà assu esàdou leà ins et 

facilite leur appariement et la réparation (Betermier and Duharcourt, 2014; Lieber, 2010). 

Chez la paramécie, il est exprimé spécifiquement pendant le développement et est requis 

pou à l i t odu tio à de CDB aux extrémités des IES (Marmignon et al., 2014).à L a se eà deà

Ku80c provoque la rétention des IES testées, on ne détecte pas de CDB ni de produits 

d e isio à ueà so tà lesà e lesà d IES.à Co t ai e e tà à laà Ligaseà IV,àKu70a/80c ne sont pas 

essai esà à l e do pli atio .àDesà e sio sàdeàKu aàetàKu àfusio esà àHáàetàdeàPg à

fusio eà à MBPà so tà p oduitesà da sà u à s st eà h t ologueà deà ellulesà d i se tes.à Desà

expériences de co-immunoprécipitation de MBP-Pgm et HA-Ku70a, HA-Ku80c montrent que 

les protéines interagissent en complexe dans des extraits cellulaires solubles 

i d pe da e tà deàlaàp se eàd áDN. 

Dans le NHEJ, Ku recrute ensuite la DNA-Pkcs, une protéine kinase qui stabilise les 

extrémités reliées, facilite l li i atio à duà u l otideà e à à deà laà CDB (Figure 10C). Un 

homologue de cette protéine est retrouvé chez la paramécie et sa déplétion entraîne la 

pe sista eà ta di e e tà da sà leà d eloppe e tà d e t it s libres de chromosomes 
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(Betermier and Duharcourt, 2014). La machinerie du NHEJ est couplée étroitement à la 

a hi e ieàd e isio àet permet ainsi une réparation efficace et précise. 

4. Re o aît e les s ue es à li i e  et i le  la a hi e ie d’e isio  

S ilàestàd so aisàa uisà ueà l li i atio àdeàl e se leàdesàs ue esàMICàsp ifi uesà

d pe dà deà laà a hi e ieà d e isio à Pg ,à ilà esteà e o eà à o p e d eà o e tà u eà sià

grande diversité de séquences est reconnue et excisée. Comment éliminer avec une tel le 

précision pour les IES tout particulièrement et de manière si reproductible au cours des 

générations quand les séquences ne partagent pas de motif de séquence strictement 

conservé et ne sont pas apparentées à la transposase PiggyBac ? 

4.1 Contrôle épigénéti ue de l’ li i atio  

L tudeà hezà P. tetraurelia deà l pi uta tà d à aà pe isà deà o t e à ueà leà o te uàdesà

diff e tsà o au à gou e aità lesàp ofilsàd li i atio àd áDN.àCetà pi uta tà eàpa ie tàpasà

à e p i e à l a tig eà deà su fa eà áàd l t àdeà l e t it àd u à h o oso eà a o u l ai e.à

Cette délétion est héritée de générations en générations sexuelles alors même que le MIC 

contient une version sauvage de ce gène (Epstein and Forney, 1984; Forney and Blackburn, 

1988).àSià ai te a t,ào à i t oduitàda sàleàMáCà g tatifàdeàl pi uta tàd ,àleàg eàáàouàu à

fragment de ce gène, on restaure à la génération sui a teàleàp ofilàsau ageàetàl e p essio àduà

gène A dans le nouveau MAC. Ces premières observations indiquent que chez la paramécie il 

e isteà u à p ofilà deà a a ge e tsà h it à deà a i eà o à e d lie e.à Laà p se eà d u à

gène dans le MAC maternel est requise pour sa maintenance dans le MAC de la génération 

suivante indépendamment du contenu du MIC (Jessop-Murray et al., 1991; Koizumi and 

Kobayashi, 1989; You et al., 1991). 

L h dit à ate elleà s o se eà aussià pou à lesà IES.à Ce tai esà IES,à ditesà o t ôl esà

maternellement (mcIES), une fois introduite dans le MAC maternel, conduisent à la rétention 

deà l IESàMICà ho ologueà da sà leà ou eauàMáCà à l issuàdesà e e tsàsexuels. Les mcIES 

ep se te tà / à desà IESà test esà / àe p i e tale e t.àO à eàd te teàpasàaujou d huià

de particularités ou de points communs concernant la séquence ou la taille de ces mcIES 

(Duharcourt et al., 1995, 1998). 
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Le contenu du MAC maternel influence donc le contenu du nouveau MAC 

indépendamment du MIC.à L li i atio à d áDNà se aità ai sià o t ôl eà pa à u à a is eà

pig ti ueà eposa tà su à l ho ologieà e t eà leà o te uà duàMáCà ate elàtoujou sàp se tà

dans le cytoplasme lorsque se développe le nouveau MAC et le contenu du MIC. On envisage 

alors que le profilàd li i atio àsoitào te uàpa à o pa aiso àe t eàlesàg o esàMICàetàMáCà

et que cette comparaison transnucléaire s op eà pa à e e pleà pa à appa ie e tà deà

s ue esà ho ologues.à Eta tà do à u au u eà i te a tio à ph si ueà està d te t eà e t eà

les MAC maternels et zygotiques, il est nécessaire que des acteurs en trans permettent le 

dialogue entre ces deux génomes. 

4.2 ARN non codants et genome scanning model 

Les acteurs permettant le dialogue entre les génomes germinaux et somatiques sont 

constitués par différentesà lassesàd á‘Nà o à oda tsàpe etta tà laà gulatio à pig ti ueà

desà li i atio sàd áDN. 

4.2.1 Petits ARN non codants : scnARN et iesARN 

Les scnARN sont une classe de petits ARN non codants de 25 nucléotides de long 

produits spécifiquement pendant la méiose à partir du génome MIC (Lepère et al., 2009; 

Sandoval et al., 2014) (Figure 11). Ces petitsà á‘Nà so tà p oduitsà pa à u eà oieà deà l á‘Nà

interférence, par les protéines Dicer like RNAse III, Dicer like 2 et 3 (Dcl2 et Dcl3). Le 

s ue çageà desà s á‘Nà aà o t à u ilsà po te tà e à ajo it à u eà sig atu eà UNGà età pou à

une minorité la séquence complémentaire en position 21-23. Ces observations indiquent 

u ilsà o tà t à li sà à pa ti à deàp u seu sàdou leà i sàdo a tàdesàduple esàd á‘Nàa e à

desàe t it sà li esàdeà à u l otidesàe à .àL tudeà in vitro deàl a ti it àdeà li ageàdeàD l àetà

Dcl3 purifiés sur des ARN double brins a montré que les deux enzymes coopèrent pour 

produire les scnARN. Le séquençage des produits de clivage par Dcl2 montre des petits ARN 

d u eàtailleàdeà tàa e àu eàsig atu eà UNNà ua dàleàs ue çageàdesàp oduitsàdeà li ageà

par Dcl à o t eàdesàpetitsàá‘Nàdeàtaillesà a ia lesàa e àu eàsig atu eà UNG.àCesà sultatsà

o t e tà ueà D l à està espo sa leà deà laà tailleà desàs á‘NàetàD l àdeà leu àsig atu eàe à à

(Hoehener et al., 2018).à Lesà s á‘Nà so tà e uisà pou à lesà li i atio sà d áDN.à E à effet,à

l i je tio àdeàduple esàd á‘Nàs th tiques de 25 nucléotides mimant les scnARN entraînent 
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l li i atio à desà s ue esà ho ologuesà da sà leà ou eauà MáCà (Lepère et al., 2008). 

L i a ti atio à pa à á‘Nà i te f e eà desà g esà DCL2/3 entraîne la létalité de la progéniture 

sexuelle, la rétentio à deà l e se leà desà s ue esà li i esà i p is e tà età d u eà

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

Les iesARN sont de petits ARN non coda tsàd u eàtailleà a ia tàe t eà àetà tàdeàlo gà

a e à u eà e t it à UáGà età u eà e t it à à NUáUCà p oduitsà pa à D l à à laà fi à duà

développement MAC (Hoehener et al., 2018; Sandoval et al., 2014). Ces petits ARN sont 

produits à partir des IES excisées et circularisées par la Ligase IV (Allen et al., 2017). 

L i a ti atio à deàDCL5 e t aî eà laà te tio à ueàd u àpetità o eàd IESà (Lhuillier-Akakpo 

et al., 2014; Sandoval et al., 2014)). La part des IES retenues augmente lorsqueàl o ài a ti eà

DCL / à o joi te e tàa e àDCL ,à leàg eà oda tàpou àl e z eàp oduisa tàu eàaut eà lasseà

de petits ARN non codants les iesARN (Swart et al., 2017). Ces résultats tendent à montrer 

que les iesARN et les scnARNs coopèrent pour exciser les séquences germinales et que les 

iesá‘Nà a plifie aie tà l li i atio à d áDNà i duiteà pa à lesà s á‘Nà (Sandoval et al., 2014; 

Swart et al., 2017). 

Ce sont les protéines Piwi de la famille Argonaute qui prennent en charge ces petits ARN 

non codants pour assurer leur production et leur transport (Figure 11). 14 homologues de 

protéine Piwi sont retrouvés chez la paramécie dont certains exprimés durant le cycle 

végétatif sont probablement impliqués da sà lesà oiesàd áRN interférence (Bouhouche et al., 

2011).à L a se eà deà deu à deà esàp ot i esàPti i àetà àdi i ueà laà ua tit àdeàs á‘Nàetà

p o o ueà laà te tio à d u à e tai à o eà d IESà (Bouhouche et al., 2011; Furrer et al., 

2017). Par RNA Immunoprécipitation (RIP), il a été montré que Ptiwi9 lie les scnARN (Furrer 

et al., 2017). Deux autres protéines Ptiwi10 et 11 exprimées tardivement pendant le 

développe e tàMáCà so tà pa à o t eà e uisesà pou à laàp odu tio àd iesá‘Nàetàpa à‘IPà ilàestà

observé que Ptiwi10 lie les iesARN (Furrer et al., 2017).  

4.2.2 Longs ARN non codants maternels 

De longs ARN non codants sont transcrits à partir des deux brins du génome MAC 

maternel à bas niveau et de manière constitutive (Figure 11). Ils protègeraient le génome de 

l li i atio à d áDN.à Pa à á‘Ni,à laà d g adatio à desà lo gsà á‘Nà o à oda tsà ate elsà

p o o ueà l li i atio  des séquences homologues dans le nouveau MAC (Lepère et al., 
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2008).à Ilàestàaussiàpossi leàd a outi à à laàd l tio àd u àg eà o àesse tielàda sà leà ou eauà

MAC lorsque celui-ci est ciblé par ARN interférence (Garnier et al., 2004). Même si une petite 

portion du gène est ciblée, il est possible de provoquer sa délétion. Plus encore que sa 

p se eàda sàleàMáCà ate el,à estàlaàt a s iptio àd u eàs ue eàqui assure sa présence 

dans le nouveau MAC. 

 

Figure 11 : Modèle de Genome Scanning 

En haut sont représentées les étapes du cycle sexuel et schématisées en dessous. Tout à gauche, de longs  transcri ts  non 
codants sont produits à  partir de tout le MAC maternel. Puis lors de la  méiose I, des  duplexes  de scnARN de 25nt sont 
produits par les p ot i esàDi e àl ikeà àetà à àpa ti àdeàl e se leàduàMIC,àt a spo t sàda sàleà toplas eàpa àles àp ot i es à
Pti i àetà à o duisa tà àl li i atio àduà i àpassage .àDa sàleàMáCà ate el,àlesà o ple esàPti i -s á‘Nàs appa ie tà
sur les long ARN non codants ate elsàg eà àl h li aseàputati eàPt . àetàlesàp ot i esàdeàliaiso à àl á‘NàNo a àetà , à
pour sélectionner les scnARN spécifiques des séquences germinales transportés ensuite dans les MAC en développement. 
Pe da tàles à l i i atio s àd áDNàles às á‘Nàgu ide tàla à a hi e ieàd e is io àau às ue es à à l i i e .  

4.2.3 Genome scanning model 

áfi àdeà o ilie àlesà ôlesàa tago istesàdeà esàdiff e tesà lassesàd á‘Nà o à oda tsàfutà

proposé le modèle de genome scanning (Figure 11). Il repose sur une soustraction naturelle 

des génomes grâce aux scnARN et aux longs transcrits non codants maternels pour 

sélectionner les scnARN spécifiques des séquences du MIC à éliminer et permettre in fine 

l e isio . 
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Selon le modèle de genome scanning, les scnARN sont produits par les protéines Dcl2 et 

3 à partir du génome MIC en méiose et chargés sur les protéines Ptiwi01 et 09 pour être 

transportés au MAC maternel. Les scnARN peuvent alors scanner le génome maternel à la 

recherche de séquences homologues parmi les longs transcrits non codants maternels 

p oduitsà à pa ti à duàMáCà ate el.à Lesà s á‘Nà uià s appa ie tà a e à u à t a s ità ate elà

correspondent aux séquences MAC qui doivent être conservées dans le nouveau MAC. Ces 

scnARN sont alors inactivés. A contrario, les scnARN qui ne trouvent pas de transcrits 

ate elsà pou à s appa ie à o espo de tà au à s ue esàMICà sp ifi uesà a se teà duàMáCà

maternel et qui doivent être éliminées du nouveau MAC. Ces scnARN sont transférés dans le 

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

Plusieu sà fais eau à d a gu e tsà o tà da sà leà se sà deà eà od le.à Lesà p ot i esà

fusionnées à la GFP Ptiwi09 et Ptiwi01 se localisent au début du développement dans le 

cytoplasme puis dans le MAC maternel et enfin dans les MAC en développement 

(Bouhouche et al., 2011; Furrer et al., 2017). Ce type de localisation est aussi retrouvé chez 

le cilié Tetrahymena où les scnARN sont produits par Dicer-like 1 (Dcl1p) et pris en charge 

par la protéine Piwi Twi1p (Malone et al., 2005; Mochizuki et al., 2002). Cette dernière est 

capable de cliver le duplexe de scnARN pour enlever le brin passager et permettre l i po tà

du petit ARN dans le nouveau MAC (Noto et al., 2010). Le séquençage à haut débit des 

populations de petits ARN dans un contexte sauvage confirme la dynamique des scnARN 

décrite dans le modèle. Au cours du développement, très précocement au moment de la 

méiose, on observe une production de petits ARN non codants de 25 nucléotides 

s e i hissa tà p ogressivement en scnARN spécifiques des séquences MIC. Cet 

enrichissement reflète la dégradation des scnARN spécifiques du MAC et la sélection des 

scnARN spécifiques du MIC (Ignarski et al., 2014; Lhuillier-Akakpo et al., 2014; Maliszewska-

Olejniczak et al., 2015; Sandoval et al., 2014; Singh et al., 2014). Le mécanisme permettant 

l li i atio àdesàs á‘Nàsp ifi uesàduàMáCàs ta tàappa i sàa e à lesàt a s itsà ate elsà

està e o eà st ieu .à Ilà està possi leà u ilà s agisseà soità d u eà d g adatio à a tive suite à 

l appa ie e tàouà ie àsi ple e tàdeàlaàs uest atio àdesàs á‘Nàda sàleà ou eauàMáC.  

D aut esà a teu sà o tà t à e e tà isà e à ide eà pou à leu à i pli atio à da sà leà

processus. La protéine Ptmb.220, une hélicase DEAH-Box putative, requise pour les 

li i atio sà d áDNà seà lo aliseà da sà l a ie à MáCà puisà leà ou eauà MáC.à O à l i agi eà
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participer au complexe scnARN/Ptiwi01/09 (Nowak et al., 2011). De même la protéine 

Nowa01 fusionnée à la GFP, une protéine se liant potentiellement aux ARN et requise pour 

l li i atio à d áDN,à suità laà eà lo alisatio à au cours du développement (Nowacki et al., 

2005). La protéineàTFIIS àestà l ho ologueàduàfa teu àd lo gatio àdeàlaàt a s iptio àTFIISàetà

està essai eà pou à lesà e e tsà d li i atio .à Elleà està e uiseà pou à laà p odu tio à deà

transcrits non codants contenant des IES dans le MAC en développement. Ces transcrits 

somatiques permettraient de cibler les séquences homologues à éliminer dans le nouveau 

MáCàe às appa ia tàau às á‘Nàsp ifi uesàduàMICà(Maliszewska-Olejniczak et al., 2015). La 

protéine Spt5 est un autre facteur deà gulatio à deà l lo gatio à deà laà t a s iptio .à So à

homologue chez P. tetraurelia est nécessaire pour la biogénèse des scnARN et son 

i a ti atio à e t aî eà laà te tio à deà l e se leà desà s ue esà MICà sp ifi uesà da sà leà

nouveau MAC (Gruchota et al., 2017). On propose enfin que plus tard dans le 

développement du nouveau MAC, les iesARN et les protéines Ptiwi10/11 les accompagnant 

a plifie tà l li i atio àd áDNài iti eàpa à lesàs á‘Nà àpa ti àdesàp oduitsàd e isio à(Furrer 

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

Leà od leàdeàg o eàs a i gàpe etàd e pli ue à lesàph o esàd h dit à ate elà

hezà laà pa a ieà età deà gule à l e p essio à deà e tai sà g es.à Leà sig eà se uelà hezà

Paramecium tetraurelia suità u eà t a s issio à ate elle.à Ilà està pasà g ti ue e tà

déterminé par le MIC mais hérité et contrôlé maternellement par le MAC maternel. Le signe 

sexuel est déterminé par le profil de réarrangement alternatif du gène mtA pendant le 

développement. La délétion du promoteur du gène mtA dépendante des scnARN empêche 

son expression et permet le type sexuel O. Dans le cas du type sexuel E, le promoteur est 

retenu et le gène mtA est exprimé produisant la protéine transmembranaire mtA (Singh et 

al., 2014).à Pou à auta t,à eà od leà eà pe età pasà d e pli ue à l e se leà desà e e tsà

d li i atio à d áDN.à E à effetà sià l i a ti atio àdesàp ot i esàD l / àe t aî eà laà te tio àdeà

l e se leà desà l e tsà p t sà li i sà i p is e t,à seules 10% des IES sont 

dépendantes des scnARN et environ 40% à la fois des scnARN et iesARN (Lhuillier-Akakpo et 

al., 2014; Swart et al., 2017).à Ilà e isteà do à d aut esà fa teurs épigénétiques permettant 

d e pli ue à laà e o aissa eà desà s ue esà à li i e à età leà i lageà deà laà a hi e ieà

d e isio . 
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4.3 L’histo e th lt a sfe ase Ezl  est e uise pou  le d veloppe e t MAC 

Laà d ou e teà e teà da sà leà la o atoi eà deà l histo eà méthyltransferase Ezl1 a permis 

de mieux comprendre comment sont ciblées les séquences germinales à éliminer (Frapporti 

et al., In submission; Lhuillier-Akakpo et al., 2014). Ezl1 exprimée spécifiquement pendant le 

d eloppe e tà està espo sa leà duà d pôtà desà odifi atio sà d histo esà H K e à età

H3K27me3 sur le génome de la paramécie dans les MAC en développement (Figure 12). Son 

inactivation provoque la létalité de la progéniture sexuelle et elle est nécessaire à 

l li i atio à d áDN.à Elleà està e uiseà pou à l li i atio à deà l e se leà desà s ue esà

répétées et de 70% des IES. Plus les IES sont longues et récentes, plus elles sont sensibles à 

Ezl .à L e se leà desà IESà se si lesà à D l à età à leà so tà aussià à Ezl à i di ua tà u eà

i te d pe da eà e t eà lesà oiesàdeàpetitsàá‘Nàetà leàd pôtàdesà odifi atio sàd histo e.àDesà

expériences de Chip-qPCR montrent que H3K9me3 et H3K27me3 sont enrichies sur des 

éléments transposables et participent à leur régulation :à e à l a se eàd Ezl ,à esà l e tsà

sont surexprimés (Frapporti et al., In submission). En parallèle des facteurs en trans que sont 

lesà á‘N,à so tà do à aussià i pli u sà desà fa teu sà e à is,à lesà odifi atio sà d histo es,à uià

assurent elles-aussi la reconnaissance etàl e isio à o e teàdesàs ue esà à li i e .àChezàleà

cilié apparenté Tetrahymena,à leà d pôtà d H K e à età H K e à pe ett aità deà guide à

l e do u l aseàTp p,àho ologueàdeàPg ,àpou àe ise àlesàs ue esàge i alesà (Cheng et 

al., 2010; Vogt and Mochizuki, 2013).à Chezà d aut esà o ga is esà eu a otes,à o à o se eà

gale e tà laà fo atio à d h t o h o ati eà guid eà pa à deà petitsà á‘Nà (Martienssen and 

Moazed, 2015). On imagine alors que chez la paramécie comme chez Tetrahymena, la 

fo atio àd h t o h o ati eàe àa alàdeà laà oieàdesàs á‘Nàpe etteà laà e o aissa eàetà

l li i atio à desàs ue esàge i alesàauà oins pour les éléments transposables éliminés 

imprécisément.  
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Figure 12 : Mod le d’ li i atio  d’ADN et voies d’e isio  des IES 

á.àMod leàs th tisa tàl e se leàdesà sultatsàa uisàetàpe etta tàd e pli ue à o e tàsont excisées  les  séquences  
germinales. Dans le cadre rouge, est représenté un chromosome MIC avec une séquence germinale en orange. Dans  le 
cadre gris, dans le nouveau MAC les scnARN MIC spécifiques produits par Dcl2 et 3 reconnaissant les séquences germinales  

et permettent le dépôt des modificatio sàd his to es àH K e àetàH K e àpa àl his to eàméthyltransferase  Ezl1. La  
a hi e ieàd e isio àestà e ut eàau às ue esà a u esàpou àlesà l i i e àpe etta tàl o te tio àduàg o eàMáCà

fina l . Les  iesARN so tàp oduits àlo s àdeàl e is io àpa àla àp ot i eàD l .  
B.  Sensibilité des IES à Ezl1 en fonction de leur longueur. Les  IES les  plus  longues  et les  plus  sens ibles  à  Ezl1 sont 
o pati lesàa e àlaà solutio àdeàl o d eàduà u l oso eàappo t eàpa àles à odi fi at io s àd his to es .àLes àIESàdeàta i l leà

intermédiaire entre 52 et 150pb sont toujours inclus au moins partiellement dans le nucléosome et toujours  sens ibles  à  
Ezl .àLes àplusàpetitesàIESàso tàpa à o t eàsoitàlo alis esà àl i t ieu àduà u l oso eàsoitàda sàleàl i ke àd áDNàetàlaà solutio à
appo t eàpa àles à odi fi atio s àd his to eà estàplus àsuffi sa teàpou àleu àe is io .  
C.à‘ep se tatio às h ati ueàdesàdiff e tesà oiesàpa tielle e tà he au ha tesàpou àl e isio àdesà àIES.àBie à ue à
toutes soient finalement e is esàpa àPg ,àseuleàu eàpetiteàpo tio ,à %àd pe dà àlaàfoisàdesàs á‘Nàetàd Ezl ,àla à a jo i t à
eà e uie tà u Ezl àetàu eàpo tio à eàd pe dàd au u àdeà es àdeu àfa teu s .  

4.4 Les a is es d’ li i atio  des IES epose t su  des voies hevau ha tes 

L e se le des IES est excisé pa à l e do u l aseà Pg à aisà ellesà eà d pe de tà pasà

toutes des mêmes mécanismes de reconnaissance. Il a été montré que 5 des 13 IES testées 

d pe de tà deà laà p se eà d u eà s ue eà ho ologueà da sà leà g o eà ate elà età so tà
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ainsi nommées mcIES pour IES maternellement contrôlées (Duharcourt et al., 1995, 1998). 

Le reséquençage du génome de cellules inactivées pour DCL2/3 a montré que 10% des IES 

so tà d pe da tesà desà s á‘N.à U eà po tio à e o eà plusà fai leà d IESà aisà diff e tesà deà

celles retenues en RNAi DCL2/3, est dépendante des iesARN (Lhuillier-Akakpo et al., 2014). Il 

avait été proposé que leàfai leà o eàd IESàd pe da tesàdesàs á‘Nàpou aitàe à alit à t eà

dûà à u eà effi a it à oi d eàdeà l á‘Nài te f e eàouà ie à à laà o pe satio àpa àu eàaut eà

oie.à L i a ti atio à o joi teà desà oiesà deà s á‘Nà età iesá‘Nà e t aî eà laà te tio àdeà %à

des IES suggérant que les deux voies de petits ARN coopèrent pour exciser une partie des IES 

(Swart et al., 2017). Parmi ces IES, sont retrouvées les 5 mcIES do tà l e isio àd pe dàdeà laà

p se eà d u eà s ue eà ho ologueà da sà leàMáCà ate el.à Ilàestàsuppos à ueà lesà IESà uià

dépendent des petits ARN correspondent à des mcIES mais rien ne permet de le déterminer 

à l helleà duà g o e.à L i a ti atio à d EZL1 montrait de son côté que 70% des IES 

d pe daie tà desà odifi atio sà d histo esà età u ilà s agissaità desà IESà lesà plusà lo guesà uià

comprenaient les IES dépendantes de Dcl2 et 3 (Lhuillier-Akakpo et al., 2014). Il subsiste 

do à u eà po tio à d IES,à %,à lesà plusà ou tesà uià eàd pe de tà iàdesàpetitsàá‘Nà iàd Ezl  

pou àleu à li i atio .à Ilàfautà ote àpa all le e tà ueàl e se leàdesà l e tsàt a sposa lesà

età p t sà d pe de tà à laà foisà desà petitsà á‘Nà età desà odifi atio sà d histo eà pou à leu à

élimination (Lhuillier-Akakpo et al., 2014). Les IES les plus courtes qui sont aussi les plus 

anciennes ne dépendent ni desà petitsà á‘Nà ià d Ezl à età se aie tà ai sià l ulti eà tapeà da sà

l olutio à deà esà s ue es.à Cetteà h poth seà està appu eà pa à l o se atio à ueà lesà

éléments les plus longs et les plus récents dans le génome sont aussi ceux qui ont le plus 

haut score de rétention lorsque DCL2/3 sont inactivés indiquant que plus les éléments sont 

grands et introduits récemment dans le génome plus il requièrent les petits ARN et Ezl1 

(Lhuillier-Akakpo et al., 2014).à L li i atio à deà toutesà esà s ue esà faità do à appelà à

plusieurs voies chevauchantes dont le recrutement semble dépendre de la taille des 

séquences et donc de leur ancienneté dans le génome. Pour autant il reste encore difficile 

de comprendre comment les séquences les plus courtes sont reconnues et éliminées. On 

supposeà ueàd aut esà oiesàe o eà o à ide tifi es pourraient être impliquées.  



Touzeau Amandine – Thèse de doctorat - 2018 

78 

 

4.5 De ouveau  a teu s pou  o p e d e o e t la a hi e ie d’e isio  est i l e à 

l’e se le des s ue es ? 

Da sà l tatà a tuelà deà osà o aissa es,à ilàappa aîtà ueà l li i atio àd áDNàd pe dàe à

alit àd u eà ultipli it àde voies qui se chevauchent pour permettre de cibler correctement 

laà a hi e ieà d e isio à au à s ue esà ge i ales.à Pou à auta t,à seulà u à petità o eà

d a teu sàestà o uàetàl li i atio àd u à e tai à o esàd IES,àlesàplusàpetitesàetàa ie es,à

est encore alà o p is.à Chezà lesà eu a otes,à laà fo atio à d h t o h o ati eà di eà pa à

lesàpetitsàá‘Nàpa tageàdeàfo tesàsi ila it sàa e à ot eàp o essusàd li i atio àd áDNà hezàlaà

pa a ieà à laà diff e eà u auàlieuàd t eàseule e tàt a s iptio elle e tà i a ti es les 

séquences sont physiquement éliminées. En considérant de plus les résultats obtenus chez 

le cilié Tetrahymena,à ousà so esà pa e usà àu àp e ie à od leàe pli ua tà l li i atio à

de la majorité des séquences germinales (Figure 12). Les scnARN une fois sélectionnés pour 

les séquences germinales permettent leur reconnaissance dans le génome du nouveau MAC 

età p o eu e tà leà d pôtà d H K e à età H K e à su à lesà s ue esà à e ise .à Cesà

odifi atio sà e ute aie tà età guide aie tà laà a hi e ieà d e isio à su à les séquences 

a u es,à aisà sià eà od leà e pli ueà l li i atio à deà laà ajo it à desà s ue es,à u eà

portion des IES ne semble pas en dépendre. 

L li i atio à d áDNà e ui e tà u eà a i t à deà o ple esà p ot i uesà pou à leu à

li i atio à illust eà pa à l e iste eà deà diff e tesà oiesà he au ha tes.à Sià l e se leà desà

séquences éliminées imprécisément dépendent à la fois des scnARN et des modifications 

d histo es,à l li i atio à deà e tai esà IESà eà d pe dà ueà d Ezl à 0%) et pour une portion 

(30%), les plus petites, ellesà eà d pe de tà iàdesàs á‘Nà iàd Ezl à (Lhuillier-Akakpo et al., 

2014).à Ilà esteà à o p e d eà o e tàlaà a hi e ieàd e isio àestà i l eàpou à esà %àd IESà

et comment de manière générale les 45,000 IES sont excisées avec une telle précision au 

u l otideà p s.à Lesà odifi atio sà d histo eà off e tà u u eà solutio à deà l o d eà duà

u l oso eà o pati leàa e àl li i atio àdesà l e tsà p t sàetàt a sposa lesàd u eàtailleà

la ge e tà sup ieu eà à elleàduà u l oso eàetàdo tà l li i atio à eàse leàpasà essite à

deàp isio àdeà l o d eàduà u l otide.àLes plus petites IES ont une taille inférieure à celle des 

li ke àd áDN,à jus u à p .à Ilàaàai sià t àe isag à ueà laà th latio àdeàl áDNà uiàelleàoff eà

u eà solutio à deà l o d eà duà u l otideà puisseà o stitue à u à a ueu à desà s ue esà à

éliminer et/ou de leurs bornes (Coyne et al., 2012). Elle pourrait ainsi expliquer la 
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e o aissa eà età l li i atio à desàs ue esà leàplusà ou tesàetàpou aità o stitue à laà oieà

d li i atio à « par défaut ». Par ailleurs la chromatine constitue une barrière freinant 

l i te a tio à deà laà a hi e ieà d e isio à a e à l áDN.à Ilà estàai siàt sàp o a leà ueàd aut esà

acteurs promeuvent une conformation de la chromatine plus relâchée et compatible avec 

l i te a tio àdeàlaà a hi e ieàd e isio àa e àl áDNàau à o esàdesàs ue esàge i ales. 

Objectifs de thèse : 

1) D te i e à leà ôleà d u à ho ologueà duà hape o à d histo eà Spt à da sà lesà

a a ge e tsàp og a sà d áDNà hezàParamecium tetraurelia 

Chez Paramecium tetraurelia, nous avons identifié un homologue du chaperon 

d histo eà Spt à e p i à sp ifi ue e tà pe da tà leà d eloppe e tà a o u l ai e.à

Pa ta tà deà esà o statatio s,à ousà a o sà faità l h poth seà ueà Spt à hezà P. tetraurelia 

puisse avoir un rôle dans les réarrangeme tsàd áDN.àPou àteste à ot eàh poth se,à ousà

a o sàa al s à lesàeffetsàdeà l i a ti atio àdeàSPT àsu àleàd eloppe e tà a o u l ai eà

età l li i atio à d áDNà età he h à à o p e d eà à uelà o e tà duà d eloppe e tà

Spt16 était requis. Ce travail nous a conduit à identifier un nouvel acteur majeur des 

réarrangements du génome chez Paramecium tetraurelia. 

 

2) Décrire la méthylation des adénines chez Paramecium tetraurelia 

Nous avons vu précédemment que P. tetraurelia était un eucaryote particulièrement 

riche en adé i esà th l esà età o stituaità u à od leà deà hoi à pou à l tudeà deà laà

th latio à hezà lesàeu a otes.àNousàa o sà isàl h poth seà ueàlaà th latio àpuisseà

permettre de définir les séquences à éliminer. Nous avons analysé la présence des 

différentes modifi atio sàda sà l áDNàdesàpa a iesàg eà àdesàte h i uesàd HPLC -MS 

et décrit la méthylation des adénines dans la cellule grâce à un anticorps spécifique. 

Nous avons tenté de localiser sur le génome la méthylation des adénines par la 

technique de MedIP. Nos résultats préliminaires confirment la forte abondance de la 

méthylation des adénines dans le génome des paramécies et son établissement au cours 

du développement du macronoyau. 
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‘ sultats 

Partie I : Le hape o  d’histo e Spt1  hez 

Paramecium tetraurelia est un composant 

essentiel des réarrangements programmés du 

génome 

Article de recherche 

Da sà etteà tude,à ousàa o sà ide tifi àu àho ologueàduà hape o àd histo eàSpt à hezà

Paramecium tetraurelia impliqué dans les réarrangements du génome. Spt16-1 est exprimé 

spécifiquement pendant le développement et localisé dans les nouveaux macronoyaux. Bien 

que divergents de ses homologues eucaryotes, la protéine Spt16-1 conserve les domaines 

fonctionnels classiquement retrouvés da sà leà hape o à d histo esà Spt .à Nousà a o sà

o t à ueà etteà p ot i eà està e uise,à o eà l e do u l aseà Pg ,à pou à l li i atio à deà

l e se leà desà s ue esà MICà sp ifi uesà :à lesà à IESsà età l e se leà desà l e tsà

répétés éliminés i p is e t.à E à e a he,à elleà està pasà essai eà à laà iog seà età

dynamique des scnARN, ni au dépôt des modifications post-t adu tio ellesà d histo esà

H3K9me3 et H3K27me3 dans les macronoyaux en développement. Spt16-1 est cependant 

requise pour la produ tio àdesà iesá‘N,à laàfo atio àdeàfo iàd H K e àetàH K e àetàleu à

disparition. Nous avons conclu que Spt16-1 agissait indépendamment des scnARNs ou de la 

d positio à desà a uesà d h t o h o ati eà H K e à età H K e .à L a al seà desà

localisations réciproques de Pgm et Spt16- àda sà lesà o ditio sàoùàl u eàouàl aut eàdesàdeu à

p ot i esà està d pl t eà o t eà ueà Pg à està pasà e uiseà pou à laà lo alisatio à deà Spt -1, 

mais que Spt16-1 est requise pour la localisation de Pgm. Par Western Blot, nous avons 

confir à ueà l e p essio à deàPg à taitàpasàalt eàpa à l a se eàdeàSpt -1. Nous avons 
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conclu que Spt16- àagissaitàe àa o tàdeà l e do u l aseàPg àetàpe etàsaàlo alisatio àda sà

les MACs en développement. 

L e se leà deà osà sultatsà o t eà ueà leà hape o à d histone putatif Spt16-1 est un 

acteur majeur des réarrangements du génome et est requis pour permettre une activité 

o e teà deà l e do u l aseàPg àda sà lesàMáCsàe àd eloppe e t.àCo pteàte uàduà ôleàdeà

hape o àd histo esàdeàSpt àda sàd aut esàesp esàeu a yotes, nous imaginons que Spt16-

1 puisse promouvoir une conformation plus ouverte de la chromatine permettant à la 

a hi e ieàd e isio àetà àPg àd i te agi àa e àl áDN.àNousàa o sàai sià isàe à ide eà hezà

P. tetraurelia une protéine Spt16 spécifique du développement, avec des fonctions peu ou 

pasà e plo esà hezà eà hape o à d histo es  parmi les autres eucaryotes : son implication 

dans les réarrangements programmés du génome et sa capacité à permettre la localisation 

u l ai eàd u eàaut eàp ot i e. 
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ABSTRACT  

 

The highly conserved histone chaperone Spt16 is involved in a variety of processes 

such as transcription, replication or repair. In P. tetraurelia, a large proportion of the 

germline genome is reproducibly removed from the somatic genome after sexual 

events via a multi-step process that involves small RNA-directed heterochromatin 

formation followed by DNA excision and repair. The molecular mechanisms 

underlying the specific recognition of germline limited DNA sequences in the context 

of chromatin remain elusive. Here, we identify P. tetraurelia Spt16-1, a homolog of 

the Spt16 subunit of the FACT complex, as an essential player of programmed 

genome rearrangements. A GFP-Spt16-1 fusion protein was shown to exclusively 

localize in the nuclei where genome rearrangements take place. Gene silencing 

experiments showed that Spt16-1 is required for the elimination of all germline-limited 

sequences and for the survival of the sexual progeny.  SPT16-1 knockdown did not 

impair the production of 25nt-long scanRNAs nor the deposition of heterochromatin 

H3K9me3 and H3K27me3 histone marks, indicating that Spt16-1 acts downstream 

the small RNA-directed heterochromatin pathway. We further showed that Spt16-1 is 

required for the correct nuclear localization of the Pgm endonuclease responsible for 

the introduction of DNA double-strand breaks. We propose a model in which Spt16-1 

mediates interactions between the excision machinery and chromatin that facilitate 

access to DNA cleavage sites for the Pgm endonuclease during genome 

rearrangements.  
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INTRODUCTION 

 

Chromatin organization maintains genome stability in eukaryotes. Key players of the 

maintenance of this organization are histone chaperones, proteins that bind highly 

charged and hydrophobic surfaces of histone proteins (Hammond et al., 2017). 

Chaperones cooperate to promote assembly or disassembly of nucleosomes and 

allow access to DNA or maintain a repressive and stable chromatin barrier in a large 

variety of processes (Adam et al., 2015; Eitoku et al., 2008; Hammond et al., 2017; 

Ransom et al., 2010; Venkatesh and Workman, 2015). 

The highly conserved histone chaperone FACT is a heterodimer composed of two 

essential proteins Spt16 and Ssrp1 (Pob3 in S. pombe) that interact with free 

histones or nucleosomes (Formosa, 2012; Jeronimo and Robert, 2016). The domain 

organization of these proteins is highly conserved among eukaryotes and allows 

multiple contacts with H2A-H2B dimer and H3-H4 tetramer in the nucleosome 

(Hondele et al., 2013; Hsieh et al., 2013; Kemble et al., 2013, 2015; VanDemark et 

al., 2008). In vitro analyses of isolated Spt16 or Ssrp1/Pob3 domains provide models 

to interpret the interaction of the FACT complex with the nucleosome (Hondele et al., 

2013). The Spt16 and Pob3 proteins are thought to compete with DNA to interact 

with histones and promote an open configuration of the nucleosome. This chromatin 

organization would allow machineries to interact with DNA and if necessary could 

remove or replace histones (Hondele et al., 2013; Hsieh et al., 2013; Jeronimo and 

Robert, 2016; Kemble et al., 2015). 

In S. cerevisiae or H. sapiens, mutations of both Spt16 and Pob3/Ssrp1 lead to 

defects that have been linked to replication or transcription (Malone et al., 1991; 

Prendergast et al., 1990; Schlesinger and Formosa, 2000). However, it seems that 

the FACT complex is more widely involved in regulating the access to DNA or 

chromatin. FACT indeed regulates transcription initiation allowing transcription 

factors and RNA polymerase II to interact with DNA by disassembling nucleosomes 

(Biswas et al., 2005; Jeronimo et al., 2015). Spt16 has also been identified as a 

transcription elongation factor allowing RNA polymerase II to process DNA through 

chromatin by disassembling and reassembling nucleosomes (Belotserkovskaya et 

al., 2003; Biswas et al., 2005; Hsieh et al., 2013; Jamai et al., 2009; Orphanides et 

al., 1998; True et al., 2016). Spt16 through the FACT complex is an essential 

replication factor required both for initiation and elongation, physically interacting with 
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subunit Pol1 of DNA polymerase alpha (Abe et al., 2011; Gambus et al., 2006; Han 

et al., 2010). Not only it ensures correct assembly and deposition of nucleosomes on 

new replicated DNA, but FACT also promotes accessibility to DNA for the X 

polymerase and the MCM helicase (Yang et al., 2016). In addition to these most 

extensively studied roles, FACT has been shown to be required for the recruitment of 

diverse chromatin proteins or repair machineries (Frost et al., 2018; Heo et al., 2008; 

Jeronimo et al., 2015; Prendergast et al., 2016). A recurrent theme in all these 

processes is the ability of FACT complex to regulate access to DNA and chromatin 

by relaxing the nucleosome. In this report, we use Paramecium tetraurelia as a 

model to study the involvement of Spt16 in developmental programmed DNA 

elimination, which requires heterochromatin formation and access to DNA for the 

elimination and repair machineries. 

Paramecium tetraurelia, like in all ciliates, separates germline and somatic functions 

in two distinct nuclei within the same cytoplasm. Germline functions are supported by 

two small, diploid micronuclei (MICs) that are transcriptionally silent during vegetative 

growth. The highly polyploid somatic macronucleus (MAC) ensures gene expression 

and is destroyed at each sexual cycle (Betermier and Duharcourt, 2014). During 

sexual events, the MICs undergo meiosis and transmit the germline genome to the 

zygotic nucleus. New MICs and new MACs develop from mitotic copies of the zygotic 

nucleus. Development of the new MAC involves massive and highly reproducible 

genome rearrangements. It includes the elimination of approximately 30 Mbp of 

germline DNA that represents a third of the complexity of the germline genome 

(Guérin et al., 2017). In addition to the imprecise elimination of large genomic 

regions, up to several kb in length, containing repeated sequences, 45,000 short, 

single-copy Internal Eliminated Sequences (IESs) (3.5 Mbp) are precisely excised 

from intergenic and coding regions (Arnaiz et al., 2012). DNA elimination is initiated 

by DNA double strand breaks (DSB) mediated by the domesticated transposase 

PiggyMac (Pgm) (Baudry et al., 2009; Dubois et al., 2017). The DSB are then 

repaired precisely by the classical non-homologous repair pathway (Kapusta et al., 

2011; Marmignon et al., 2014). The question of how so many diverse sequences are 

recognized and excised remains elusive. Different classes of small RNAs are 

required for elimination of most germline-limited sequences. The 25 nt-long 

scanRNAs are produced from the germline genome during meiosis by Dicer-like 

proteins (Lepère et al., 2008, 2009; Lhuillier-Akakpo et al., 2014; Sandoval et al., 
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2014). They are loaded onto Piwi proteins and transported to the maternal MAC, 

where selection of MIC-specific scnRNAs is thought to take place (Furrer et al., 2017; 

Lepère et al., 2009). scanRNAs specific to germline sequences then guide the 

deposition of histone H3 post-translational modifications (H3K9me3 and H3K27me3) 

in the developing MAC and tether the Pgm elimination machinery to specific-germline 

sequences (Coyne et al., 2012; Duharcourt et al., 2009; Furrer et al., 2017) (Lhuillier-

Akakpo et al., 2014). A second class of developmental-specific sRNAs, the iesRNAs, 

which map exclusively to IESs are 26 and 31 nt in length, is likely produced in the 

developing MAC after excision by another Dicer-like protein (Sandoval et al., 2014). 

The iesRNAs are thought to participate in a positive feedback that allows efficient IES 

excision (Sandoval et al., 2014). 

We report here the identification and functional analysis of a novel major actor of 

genome rearrangements in Paramecium tetraurelia. P. tetraurelia Spt16-1 is a 

homolog of the Spt16 subunit of the FACT complex, whose expression is 

upregulated during MAC development, and is specifically localized in the new 

developing MAC. Resequencing the genome upon SPT16-1 knockdown showed that 

Spt16-1 is required for the elimination of all germline specific sequences. Spt16-1 is 

required neither for the production of scanRNAs nor for the deposition of H3K9me3 

or H3K27me3, indicating that it acts in parallel or downstream of the small RNA-

directed heterochromatin pathway. We further showed that Spt16-1 is required for 

the correct nuclear localization of Pgm in the new developing MAC but not for its 

expression, suggesting that Spt16-1 is indispensable for the association of the Pgm 

elimination machinery to chromatin. 

 

RESULTS 

 

Identification of Paramecium tetraurelia Spt16 homologs 

In order to find putative Paramecium homologs, blast searches against the 

Paramecium tetraurelia somatic genome were performed using the human or yeast 

SPT16 protein sequence as a query (Arnaiz and Sperling, 2011). We identified four 

genes encoding Spt16-like proteins grouped in two distinct families (Figure 1). Three 

proteins (Spt16 2a, 2b and 2c) belong to the same family and are close paralogs 

issued from whole genome duplications of the Paramecium genome (Aury et al., 

2006) (Figure 1B-C). Spt16-1 is the only member of the most evolutionary distant 
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family that shares only 33% amino acid identity (Figure 1B). In contrast to most other 

eukaryotes with a single Spt16 representative, Paramecium species harbor two 

Spt16 families. In P. caudatum and P. polycarium, two genes are found, one in each 

family, while in other Paramecium aurelia species, four paralogs are found in the 

Spt16-2 family (Figure S1). In all Paramecium species however, Spt16-1 is encoded 

by a single gene.  

The four P. tetraurelia Spt16 proteins harbor characteristic domains of Spt16 (Figure 

1A): the N domain, composed of a lobe domain and of a non-catalytic peptidase M24 

domain, which is non-essential but known to interact genetically with histones H2A 

and H3-H4; the dimerization D domain, the M domain homologous to Rtt106, known 

to interact with H3-H4, and the C domain that contains the Minimal Binding Domain 

(MBD) required for H2A-H2B interaction (Hondele et al., 2013; Kemble et al., 2013, 

2015; VanDemark et al., 2008). The aromatic and acidic amino acids required for 

interaction with histones in MBD appear to be conserved in P. tetraurelia (Figure S2). 

The domain organization is thus conserved in all four Paramecium Spt16 proteins. 

The expression of SPT16 genes was examined using RNA-Seq data generated 

during P. tetraurelia life cycle (Arnaiz et al., 2017) (Figure 1C). SPT16-2a, 2b and 2c 

are expressed constitutively at significant levels, during vegetative growth and during 

the sexual process of auto-fertilization (autogamy) (Figure 1C). In contrast, no 

expression is detected during vegetative growth for SPT16-1, while it is specifically 

upregulated during autogamy, in a pattern that is very similar to that of the PGM gene 

(Baudry et al., 2009) (Figure 1C). The induction of its expression coincides with 

development of the new MAC after sexual events. Based on this peculiar expression 

profile, we decided to focus on Spt16-1. 

 

Spt16-1 is required for post-zygotic development 

To test whether Spt16-1 is required during sexual events when its expression is 

specifically induced, we knocked-down the SPT16-1 gene by RNA interference 

during autogamy using the ‘‘feeding’’ technique, which consists of feeding 

Paramecium with Escherichia coli engineered to produce dsRNA from the target 

gene (Galvani and Sperling, 2002) (Figure 2A). Upon SPT16-1 silencing, autogamy 

started normally and cells eventually harbored two new developing MACs, as 

expected. Yet post-autogamous cells were unable to resume vegetative growth when 

returned to normal food medium, as observed upon PGM silencing (Figure 2A). As 
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for PGM silencing, post-autogamous cells displayed two large macronuclei and died 

before the first cellular division (Figure 2B). To control for possible off-targets, two 

non-overlapping fragments of the SPT16-1 gene were used to generate constructs 

for SPT16-1 RNAi and both constructs gave similar results (6% of sexual progeny is 

viable) (Figure 2A).   

The lethality observed in the sexual progeny could, in principle, be due to a defect in 

any events that occur during autogamy: MIC meiosis, karyogamy, new MAC 

development. Given its expression profile, we decided to knockdown SPT16-1 

specifically during the developmental window that corresponds to new MAC 

differentiation. To reach this goal, we used conjugation, a cross-fertilization process 

between two mating partners that allows us to initiate SPT16-1 silencing when 

conjugating pairs separate, which coincides with the onset of MAC development 

(Figure 2C) (Berger, 1973). Reactive cells from opposing mating types were crossed 

in standard food medium then the mating pairs were transferred to SPT16-1 silencing 

medium to allow pre-zygotic events as well as karyogamy and mitoses of the zygotic 

nucleus to occur normally before cells begin to ingest SPT16-1 dsRNA from bacteria 

as soon as the conjugating pairs separates. The next day, cells were transferred to 

standard food medium to resume vegetative growth. Strong lethality was observed in 

SPT16-1 knockdown, as for PGM knockdown used as positive control, while no 

effect was observed in the control RNAi as expected (Figure 2C). We conclude that 

Spt16-1, like Pgm, is essential for MAC development and production of viable sexual 

progeny. 

 

Spt16-1 is localized in developing new somatic macronuclei 

To gain further insight into the role of Spt16-1, we examined the subcellular 

localization of the Spt16-1 protein. We constructed a GFP-SPT16-1 transgene, in 

which the GFP coding sequence was inserted into the SPT16-1 coding sequence, 

immediately downstream the start codon. The transgene was designed to be RNAi-

resistant (Materials and Methods). Expression of the fusion gene was under the 

control of the natural SPT16-1 up- and downstream sequences. Following 

microinjection of the transgene into the MAC of vegetative cells, no detectable GFP 

fluorescence was observed in vegetative cells or during the sexual events of 

autogamy (Figure 3A). Consistent with SPT16-1 mRNA expression profile, GFP 

fluorescence accumulated in the new developing MAC during autogamy, where 
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genome rearrangements take place (Figure 3A). To check whether the GFP-Spt16-1 

fusion protein is functional, we performed an in vivo complementation assay. No 

lethality was observed in the post-autogamous progeny of injected cells, indicating 

that the GFP-Spt16-1 fusions did not interfere with normal progression of autogamy. 

Transformed cells were submitted to SPT16-1 RNAi to deplete the endogenous 

Spt16-1 protein. In non-injected cells, strong lethality (21% of viable progeny) was 

observed in sexual progeny, indicating that the endogenous SPT16-1 gene was 

efficiently silenced.  High recovery of viability of the sexual progeny (83%) was 

observed in the GFP-SPT16-1 transformed cells, indicating that the fusion protein 

complements the lethality caused by the depletion of the endogenous Spt16-1 

protein. GFP-Spt16-1 fusion protein is detected in new developing MACs of cells 

inactivated for SPT16-1 (Figure S3). Thus, the RNAi-resistant GFP-SPT16-1 

transgene encodes a functional protein that is exclusively localized in the developing 

MAC. 

 

Spt16-1 is essential for programmed genome rearrangements 

To get insight into the role of Spt16-1 during MAC development, we assessed 

whether it is required for programmed genome rearrangements. We first investigated 

the role of the SPT16-1 gene in IES excision. Excision was analyzed by PCR on 

genomic DNA, extracted after SPT16-1, PGM, or control silencing at a time when IES 

excision is normally finished. In control RNAi experiments, the 7 IESs analyzed were 

completely excised from the new developing MACs, as expected. In contrast, IES-

retaining forms accumulated in the new MACs of PGM or SPT16-1 knockdown cells 

(Figure 4A). Similar results were obtained for both SPT16-1 silencing constructs 

(Figure 4A). The amplification of non-rearranged DNA indicates that programmed 

genome rearrangements do not proceed normally after Spt16-1 depletion. Because 

of the presence of rearranged forms in the fragments of the maternal MAC, this 

approach makes it difficult to assess whether new excision junctions are formed in 

the new developing MAC. We took advantage of a cell line (delta A) that has a wild 

type MIC genome, but carries a maternally inherited deletion of the non-essential A 

gene in the MAC. During autogamy, all IESs are normally excised in this cell line 

before the entire locus is deleted in the new MAC. Using PCR primers located on 

flanking sequences of two IESs located in the A locus, transient excision junctions 

corresponding to de novo IES excision could be detected, as expected (Figure 4B). 
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In contrast, no excision junctions could be detected in SPT16-1 RNAi (Figure 4B). To 

confirm that excision is impaired in Spt16-1 depleted cells, we monitored the 

appearance of excised IES circular molecules during autogamy. Covalently closed 

circles are formed from long excised linear IESs, following Pgm-dependent DNA 

cleavages at each IES boundary (Bétermier et al., 2000). Using divergent PCR 

primers internal to IES 51A4578, we could transiently detect IES circles in control 

RNAi, as expected, but failed to detect any in cells depleted for Spt16-1 (Figure 4C). 

These data indicate that Spt16-1 is essential for the recovery of both chromosomal 

junctions and excised IES circles.  

In addition, we noted that the non-rearranged forms of the A locus accumulated at 

late time points during autogamy in Spt16-1-depleted cells (Figure 4B). Thus, 

maternally inherited deletion of the A gene is blocked in SPT16-1 silenced cells, and 

the non-rearranged germline locus is retained in the developing new MACs, a 

phenotype that is very similar to that observed when DNA cleavage is inhibited 

(Baudry et al., 2009; Marmignon et al., 2014).  

To expand these results genome wide, we performed high-throughput sequencing of 

DNA extracted from a nuclear preparation enriched for new MACs of SPT16-1-

silenced autogamous cells. We checked that, in this autogamy time-course 

experiment, the levels of poly-adenylated mRNA corresponding to the SPT16-1 gene 

were reduced upon SPT16-1 RNAi at early stages of MAC development, when 

SPT16-1 expression is normally switched on in control RNAi (data not shown). We 

next quantified the effects of SPT16-1 knockdown on IES retention. We used 

sequencing data for the DNA sample obtained from autogamous cells of the same 

strain, but with no silencing, as a control (Lhuillier-Akakpo et al., 2014). Excision of all 

IESs is altered and 98.6% (44,334) of the IESs are significantly retained in the 

developing MAC after SPT16-1 RNAi, very similar to 99% (44,491) observed after 

PGM RNAi (Denby Wilkes et al., 2015). Using the boundary score method (Denby 

Wilkes et al., 2015) we measured IES retention of each IES boundary. As expected, 

in control, the score is 0 since all IESs are correctly excised. In SPT16-1 RNAi, 

similar Gaussian distributions for each boundary are observed with a mean retention 

of 0.44, indicating that retention of two boundaries is highly correlated, as for PGM 

RNAi (Figure 4D). Excision is an efficient, robust process but rare excision errors can 

be detected (Duret et al., 2008). We catalogued these error events (deletion of a 

somatic DNA fragment, use of alternative boundary during IES elimination) and 
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evaluated their frequency as described in (Denby Wilkes et al., 2015). No difference 

could be observed between cells depleted for Spt16-1, Pgm or control cells (Figure 

S4).  

To estimate the effects of Spt16-1 depletion on the retention of germline-limited 

sequences other than IESs, we compared the sequencing read coverage of different 

genomic compartments in SPT16-1 and PGM RNAi (Arnaiz et al., 2012) (Guérin et 

al., 2017) (Figure 4E). As expected, the part of the germline genome that is collinear 

with MAC chromosomes (“MAC-destined”) is similarly covered in all datasets (Figure 

4E). In contrast, the germline-limited part of the genome (MIC-limited), which contain 

repeated sequences including transposable elements, is not covered by MAC reads 

and is well-covered by MIC reads, PGM and SPT16-1 reads, indicating that MIC-

limited sequences are retained in Spt16-1-depleted cells, as in Pgm-depleted cells 

(Figure 4E). Next, we assessed retention by mapping reads from each dataset to the 

known cloned copies of the Sardine transposon family. We found that all 

characterized Sardine copies are retained after SPT16-1 silencing (Figure 4F). 

Altogether, these results show that Spt16-1, like Pgm, is essential for all DNA 

elimination events. 

 

Spt16-1 is required for iesRNAs but not for scanRNAs accumulation  

To determine at which step Spt16-1 is involved in the process of DNA elimination, we 

examined whether Spt16 depletion affects small RNA levels. We used high 

throughput sRNA sequencing to compare sRNA populations present in control and 

SPT16-1-silenced cells at three time-points during autogamy: precocious (app. 20% 

of cell population undergoes meiosis), early (10h after the first time point), and middle 

(20 h after the first time point) (Figure 5A). At early autogamy, 25 nt-scanRNAs 

represent the majority of sRNAs in the control sample, as reported previously 

(Gruchota et al., 2017; Lepère et al., 2009; Sandoval et al., 2014). The same is true 

in SPT16-1 RNAi, indicating that Spt16-1 is not required for scanRNAs accumulation. 

As MAC development proceeds in control and SPT16-1 RNAi, the proportion of 

scanRNAs corresponding to MAC sequences decreases, indicating that selection of 

MIC-specific scnRNAs occurs normally in Spt16-1-depleted cells. In contrast to 

control RNAi, SPT16-1 RNAi almost completely abrogated iesRNA production 

(Figure 5A). This is consistent with the fact that iesRNA formation requires DNA 

elimination (Allen et al., 2017). Thus, the SPT16-1 knockdown RNA sequencing 
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showed that Spt16-1 is essential for iesRNA accumulation but does not affect the 

biogenesis nor the process of selection of scanRNA.  

 

Spt16-1 is required for H3K27me3 and H3K9me3 foci formation 

Next, we investigated whether Spt16-1 depletion affects H3K9me3 and H3K27me3 

silent heterochromatin marks. To this end, we performed indirect immunostaining 

experiments using H3K9me3 and H3K27me3 specific antibodies in control, Pgm and 

Spt16-1-depleted cells during autogamy. As previously reported, in control RNAi, 

H3K9me3 and H3K27me3 signals are detected in new developing MACs with a 

diffuse pattern that gradually formed nuclear foci before the signals eventually 

disappear (Figures 5B and S5) (Lhuillier-Akakpo et al., 2014). Depletion of Spt16-1 or 

Pgm do not affect the biogenesis of H3K27me3 and H3K9me3 in the developing 

MACs (Figures 5B and S5). This suggests that the Spt16-1 protein, like Pgm, acts 

downstream of H3K27me3 and H3K9me3 deposition. Yet H3K27me3 and H3K9me3 

signals remained diffuse as development proceeds in Spt16-1 and Pgm-depleted 

cells and no foci could be detected (Figures 5B and S5). Spt16-1, like Pgm, is thus 

required for H3K27me3 and H3K9me3 foci formation, whose biological significance 

remains unclear. Based on our observations, we suggest that H3K9me3- 

H3K27me3- nuclear bodies are likely formed as a consequence of DNA double 

strand break formation. Altogether, our data suggest Spt16-1 acts downstream the 

scanRNA-directed heterochromatin pathway. 

 

Spt16-1 is essential for the correct nuclear localization of the Pgm 

endonuclease  

In order to determine whether Spt16-1 acts before or after the Pgm endonuclease in 

the process of programmed DNA elimination, we examined Pgm localization in 

Spt16-1-depleted cells, and reciprocally, Spt16-1 localization in Pgm-depleted cells. 

To examine Pgm localization, we performed immunofluorescence experiments with 

Pgm antibodies (Dubois et al., 2017) in Spt16-1-depleted cells and in control cells 

during autogamy. As previously described, Pgm progressively accumulates in the 

developing new MAC with a peak corresponding to the time when DNA DSBs are 

introduced at IES ends, and a decrease at later stages of development before its 

disappears from the developing MAC (Dubois et al., 2017). In control cells, confocal 

microscopy indicated that Pgm accumulated in the developing new MAC at early 
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stages of development (T5), as expected (Figure 6A). We quantified the fluorescence 

signal in the new developing MACs (see Materials and Methods) in the cell 

population at this early stage of MAC development. Because cells are not 

synchronized before autogamy, there is some heterogeneity in the cell population 

that is exemplified by the difference in MAC size. Indeed, as new MACs develop, the 

size of the nucleus enlarges, and this can be used as a proxy for developmental time. 

When we plot the fluorescence intensity as a function of new MAC area, we observe 

a progressive increase in fluorescence intensity that positively correlates with 

nucleus area (20-50 µm2), confirming that the Pgm protein accumulates in the new 

MAC as it develops (Figures 6A and S6). In sharp contrast with control cells, we 

could not detect Pgm accumulation in the developing new MAC within the same 

nucleus size range, in the majority of Spt16-1-depleted cells (70%; 42/60) (Figures 

6A and S6). We conclude that Spt16-1 is required for the accumulation of the Pgm 

protein in the developing new MAC.  

We noticed that Pgm could still be detected for a small proportion of cells (30%), with 

a similar intensity as in control cells (Figures 6A and S6). Even though we cannot 

formally exclude that it may reflect an incomplete knockdown of SPT16-1, it appears 

rather unlikely to be the case since our molecular analyses of genome 

rearrangements indicated that DNA elimination is completely blocked in Spt16-1-

depleted cells. We rather favor the idea that the Pgm protein may be detected in the 

nucleus in a subset of Spt16-1-depleted cells.  

We wanted to rule out that the dramatic effect of Spt16-1 depletion on Pgm nuclear 

accumulation was due to the fact that Spt16-1 impacts the production of the Pgm 

protein itself. To evaluate Pgm protein levels, we performed Western blot analysis of 

total protein extracts at different time points during autogamy of control and Spt16-1-

depleted cells, using Pgm antibodies. The Pgm protein was shown to progressively 

accumulate with a T5-T10 peak at similar levels in both control and Spt16-1-depleted 

cells (Figure 6B). Altogether these data showed that Spt16-1 does not affect the 

production of the Pgm protein, and instead, impair its accumulation in the developing 

new MAC.  

Conversely, we examined Spt16-1 localization in Pgm-depleted cells. Cells 

transformed with the GFP-SPT16-1 transgene were subjected to PGM or control 

RNAi during autogamy. In the control, GFP-Spt16-1 appeared in the developing new 

MAC and persisted throughout MAC development, as expected (Figure 6C). In PGM 
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RNAi, the fusion protein also localized in the developing new MAC (Figure 6C). This 

was further confirmed by quantification of GFP fluorescence from confocal images in 

both conditions (see Materials and Methods) (Figures 6C and S6). We noted that, in 

a fraction of Pgm-depleted cells (42,5%), a higher Spt16-1 fluorescence intensity is 

detected in the developing new MAC. This appears to be simply due to a larger 

nucleus area (Figures 6C and S6), because there is no difference between control 

and Pgm-depleted cells when the fluorescence intensity is normalized by the nucleus 

area (Figure 6C). These data indicate that the histone chaperone Spt16-1 

predominantly localizes in the nucleus, independently of the presence of Pgm.   

 

 

DISCUSSION 

 

The histone chaperone Spt16 is conserved in most eukaryotes (Formosa, 2012). It is 

generally encoded by a single gene. During evolution, two families of SPT16 genes 

have emerged in Paramecium (Figure 1). Family 1 is composed of a single gene, 

SPT16-1. Family 2 comprises one to four genes depending on the species, which 

may be explained by whole genome duplications that have arisen in the Paramecium 

aurelia species complex (Aury et al., 2006). All Paramecium proteins contain the four 

canonical domains found in Spt16 and represent the most divergent group. In P. 

tetraurelia, all members of Family 2 are constitutively expressed, while SPT16-1 is 

specifically expressed during development. Given their distinct expression profiles, 

the two SPT16 gene families may exert specialized functions. In this study, we 

showed that SPT16-1 is essential for post zygotic development and assembly of the 

new MAC genome, where the Spt16-1 protein specifically accumulates (Figures 2, 3 

and 4). 

The functional analysis of SPT16-1 demonstrated its role in developmental 

programmed genome rearrangements. By genome resequencing upon Spt16-1 

depletion, we showed that Spt16-1 is required for all types of DNA elimination events: 

the precise excision of IESs, the imprecise elimination of repeated sequences and 

transposable elements, and the maternal inheritance of gene deletions (Figure 4).  

We did not find any difference between SPT16 and PGM datasets:  in particular, no 

change in the frequency or in the types of excision errors could be detected (Figure 

S4). Previous work revealed the existence of partially overlapping pathways involved 
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in IES excision: some factors are required for the excision of a subset of IESs, while 

other factors are required for the excision of yet another overlapping subset of IESs 

(Furrer et al., 2017; Gruchota et al., 2017; Lhuillier-Akakpo et al., 2014; Maliszewska-

Olejniczak et al., 2015; Sandoval et al., 2014). Spt16-1 does not belong to any of 

these specialized pathways required for the excision of subset of IESs but instead, 

appears to be a generic factor, which, like Pgm, is required for the elimination of all 

IESs (Arnaiz et al., 2012; Baudry et al., 2009) 

The current model to explain the elimination of the vast majority of MIC-specific 

sequences proposes that 25 nt-long scnRNA produced by the entire MIC genome 

during meiosis are transferred from the maternal MAC where they are enriched in 

MIC-specific sequences to the new MAC where they lead to the deposition of post-

translational modifications of histone H3 (H3K9me3 and H3K27me3) on homologous 

sequences and eventually trigger DNA elimination. High throughput sequencing of 

small RNA populations at different time points during sexual events and during MAC 

development showed that Spt16-1 is not required for scnRNA production nor for the 

selection process that allows enrichment in MIC-specific sequences (Figure 5). We 

further showed that Spt16-1 is not required for the deposition of H3K9me3 and 

H3K27me3 in the developing new MAC (Figure 5), similarly to Pgm (Lhuillier-Akakpo 

et al., 2014). Our analyses thus indicate that Spt16-1, like Pgm, is a downstream 

factor of the scanRNA-mediated heterochromatin pathway.  

Consistent with Spt16-1 being essential for DNA elimination, 26-29 nt long iesRNAs 

that are produced in the new MAC from excised IESs and appear involved to 

complete IES excision (Allen et al., 2017; Sandoval et al., 2014) were not detected in 

Spt16-1-depleted cells. Heterochromatin H3K27me3 and H3K9me3 marks normally 

display a dynamic pattern of localization during MAC development:  the staining 

observed in immunofluorescence experiments with specific antibodies is first diffuse 

then reorganizes into nuclear foci that collapse into a single focus before it eventually 

disappears (Lhuillier-Akakpo et al., 2014). We previously showed that Pgm is 

required for the formation of these nuclear bodies (Lhuillier-Akakpo et al., 2014). 

Similarly, we showed here that Spt16-1 was essential for their dynamic 

reorganization (Figure 5). The biological significance of the formation and 

aggregation of H3K9me3/H3K27me3 nuclear bodies is unclear. This is reminiscent of 

phase separation, a phenomenon that gives rise to non-membrane compartments 

that is suggested to be involved in heterochromatin formation (Larson et al., 2017; 
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Strom et al., 2017). The late timing of their formation relative to DNA elimination, their 

dependency toward Pgm and Spt16-1 factors suggest that H3K9me3/H3K27me3 

nuclear bodies aggregate once DNA elimination events are completed. One could 

imagine that MIC-specific DNA associated with the factors needed for elimination 

(proteins and non-coding RNAs) are aggregated after excision from the 

chromosomes before degradation in the nucleus. 

We showed that Spt16-1 is critical for the correct accumulation of the Pgm protein in 

the developing new MAC (Figure 6), providing an explanation for why DNA 

elimination is impaired in Spt16-1-depleted cells. We ruled out the possibility that 

Spt16-1 is involved in the production of the Pgm protein. Indeed, we showed, by 

Western blot analysis of whole cells extracts, that the levels of the Pgm protein are 

not affected upon Spt16-1 depletion (Figure 6). Our quantitative image analysis of 

localization experiments showed that, at steady state, the Pgm and Spt16-1 proteins 

both accumulate in the nucleus in normal conditions. However, a drastic reduction of 

the Pgm nuclear signal was observed in the absence of Spt16-1 (Figure 6). 

Conversely, Spt16-1 still accumulated in the nucleus, in the absence of Pgm (Figure 

6). Altogether our data indicate that Spt16-1 impacts Pgm localization and 

presumably, Pgm predominantly accumulates in the cytoplasm in the absence of 

Spt16-1. Our inability to detect a cytoplasmic Pgm localization by immunolocalization 

may be easily explained by the diffusion of the signal in the large volume occupied by 

the cytoplasm in P. tetraurelia cells (130 µm large, 30 µm width).  

Pgm accumulation in the nucleus of some Spt16-depleted cells appears to contradict 

our molecular analyses showing defective DNA elimination under this condition 

(Figure 4). In Spt16-1-depleted cells, the absence of precise de novo IES excision 

junctions could either reflect an inhibition of DNA cleavage, as shown for Pgm 

depletion (Baudry et al., 2009) or a problem in DSB repair, as established for Ligase 

IV depletion (Kapusta et al., 2011). In Ligase IV-depleted cells, however, the 

developing new MACs display a faint DAPI staining, likely due to lack of 

endoreplication caused by the accumulation of non-repaired DSBs (Kapusta et al., 

2011). In Spt16-1-depleted cells, as in Pgm-depleted cells, the Hoechst staining of 

the developing new MACs appears very similar to normal cells (Figure 2). The 

similarities between the phenotypes observed in Pgm- and Spt16-1- depleted cells 

strongly support the idea that Spt16-1 depletion inhibits DNA cleavage, despite 

accumulation of Pgm.  
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Based on our localization observations, we hypothesize that Pgm is a nucleo-

cytoplasmic shuttling protein constantly moving in and out of the nucleus. At steady-

state, Pgm predominantly accumulates in the nucleus in normal conditions, while it 

predominantly accumulates in the cytoplasm in absence of Spt16-1 due to changes 

of the balance between import and export rates. To explain its mode of action, we 

propose that Spt16-1 mediates, directly or indirectly, the interaction of Pgm to 

chromatin or DNA, preventing its export from the nucleus. Spt16 in other organisms 

is well known for its ability to open chromatin and make the DNA accessible to the 

replication, transcription or repair machineries (Hondele et al., 2013; Kemble et al., 

2015; Yang et al., 2016). Similarly, Spt16-1 could interact with histones and 

rearrange the chromatin to open it, in order for Pgm and the other components of the 

excision machinery to interact with DNA.  

In conclusion, our work establishes that a developmental-specific Spt16-1 is essential 

for the massive and reproducible programmed genome rearrangements that occur 

during Paramecium development. There is evidence that histone chaperones can 

play an active role in the import of histones. Histone chaperones have also been 

shown to regulate the localization of important chromatin modifying enzymes (Keck 

and Pemberton, 2012). Here, we showed that the Spt16-1 histone chaperone 

promotes nuclear localization and activity of the Pgm endonuclease, providing a 

novel mechanism to control nuclear availability of the enzymatic complex responsible 

for DNA cleavages that orchestrates genome reorganization.  

 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Paramecium strains, cultivation and autogamy 

All experiments were carried out with the entirely homozygous wild type strain 51 of 

P. tetraurelia or with strain 51 cells deleted for genes A and ND7 in the 

macronucleus. Cells were grown in wheat grass powder (WGP) (Pines International) 

infusion medium bacterized the day before use with Klebsiella pneumoniae and 

supplemented with 0.8 mg/mL β-sitosterol (Merck). Cultivation and autogamy were 

carried out at 27°C (Beisson et al., 2010a). 

 

Gene silencing experiments 
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Plasmids used for T7Pol-driven dsRNA production in silencing experiments were 

obtained by cloning PCR products from each gene using plasmid L4440 and 

Escherichia coli strain HT115 DE3, as previously described (Galvani and Sperling, 

2002). Sequences used for silencing of SPT16-2a, SPT16-2b, SPT16-2c were 

segments 1572-2217; 1572–2217 and 1583-2227 of PTET.51.1.G1210069, 

PTET.51.1.G1050068 and PTET.51.1.G0550178, respectively. For SPT16-1 

silencing, two non-overlapping gene fragments covering positions 1704-2165 

(SPT16_1#1) and 165-902 (SPT16_1#2) of PTET.51.1.G0710091 were used. The 

fragments used for ND7 (Garnier et al., 2004), ICL7a (Bouhouche et al., 2011), 

DCL2, DCL3 (Lepère et al., 2009), PGM-1 (Baudry et al., 2009) and EZL1-1 

(Lhuillier-Akakpo et al., 2014) are those previously published. Preparation of 

silencing medium and RNAi during autogamy was performed as described in (Baudry 

et al., 2009). Lethality of post-autogamous cells after silencing of PGM in GFP-Spt16-

1 transformed cells was 90-100%. As expected, Pgm depletion led to retention of all 

IESs tested. 

 

Injection of GFP fusion transgenes 

For the construction of in-frame GFP-SPT16-1 fusion, a GFP coding fragment 

adapted to Paramecium codon usage (Nowacki et al., 2005) was added by PCR 

fusion to the 5’ end of the SPT16-1 gene. As a result, the GFP is fused to the N-

terminus of SPT16-1 and the fusion protein is expressed under the control of the 

SPT16-1 transcription signals (promoter and 3’UTR). It contains the 119-bp genomic 

region upstream of the SPT16-1 open reading frame, the 308-bp genomic region 

downstream. The plasmid carrying the GFP-SPT16-1 fusion transgene was 

linearized by RsrII and microinjected into the MAC of vegetative cells. No lethality 

was observed in the post-autogamous progeny of injected cells, indicating that the 

GFP-SPT16-1 fusions did not interfere with normal progression of autogamy. For the 

construction of in-frame RNAi resistant GFP-SPT16-1 fusion, the original NheI-SwaI 

restriction fragment of the SPT16-1 coding sequence that comprises the RNAi target 

region SPT16-1#2 was replaced by a synthetic DNA sequence (Eurofins Genomics). 

The fragment was designed to maximize nucleotide sequence divergence with the 

endogenous genomic locus without modifying the amino acid sequence of the 

encoded Spt16-1 protein. Plasmid carrying the RNAi resistant GFP-SPT16-1 fusion 

transgene was linearized by RsrII and microinjected into the MAC of vegetative cells.  



Touzeau Amandine – Thèse de doctorat - 2018 

99 

 

 

DNA and RNA extraction and PCR, qPCR 

DNA samples were typically extracted from 200-400-ml cultures of exponentially 

growing cells at <1,000 cells/ml or of autogamous cells at ≤2,000–4,000 cells/ml as 

previously described (Beisson et al., 2010b). Small-scale DNA samples were 

prepared from 1,000 cells using the NucleoSpin Tissue kit (Macherey-Nagel). RNA 

samples were typically extracted from 200–400-ml cultures of exponentially growing 

cells at <1,000 cells/ml or of autogamous cells at 2,000–4,000 cells/ml as previously 

described (Beisson et al., 2010b). 

PCR amplifications were performed in a final volume of 25 µL, with 10 pmol of each 

primer, 10 nmol of each dNTP and 1.9 U of Expand Long Template Enzyme mix 

(Expand Long Template PCR system, Roche). PCR products were analyzed on 

0.8%-3% agarose gels. Oligonucleotides were purchased from Eurofins MWG 

Operon or SIGMA (see Table S2).  

 

H3K9m3/H3K27me3 immunofluorescence  

Cells were fixed for 30 minutes in solution I (10 mM EGTA, 25 mM HEPES, 2 mM 

MgCl2, 60m M PIPES pH 6.9 (PHEM 1X); paraformaldehyde 1%, Triton X-100 2.5%, 

Sucrose 4%) and for 10 minutes in solution II (PHEM 1X, paraformaldehyde 6.5%, 

Triton X-100 1.2%, Sucrose 4%). The primary antibodies used were rabbit polyclonal 

α-H3K27me3 (07-449, Millipore) and α-H3K9me3 (07-442, Millipore) at 1∶500 

dilution. After incubation with the primary antibodies, cells were washed in 1X 

phosphate-buffered saline (PBS), incubated with the secondary antibodies (Alexa 

Fluor 568-conjugated goat anti-rabbit IgG, A-11036, Invitrogen) at 1∶500 for 1h, 

stained with 1 µg/mL Hoechst, washed in 1X PBS, centrifuged on microscope slides 

with the CytoSpin™ 4 Cytocentrifuge (Thermo Scientific) and finally mounted in 

Citifluor AF2 glycerol solution (Citifluor Ltd, London).  

 

Pgm Immunofluorescence 

Pgm Immunofluorescence was performed as described in (Dubois et al., 2017). 

Briefly, cells were permeabilized for 4 minutes in PHEM 1X, Triton X-100 1% and 

fixed for 15 minutes in PHEM 1X, paraformaldehyde 2%, then washed twice in TBST 

(10 mM Tris pH 7.4, 0.15 M NaCl, 0.1% Tween 20) 3% BSA (bovine serum albumin, 

Sigma-Aldrich). Cells were incubated for 2 h at room temperature with anti-Pgm 
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2659 primary antibodies (1:300 in Signal + solution A for immunostaining, GenTex), 

and washed with TBST 3% BSA prior to 40 min incubation with Alexa fluor 488 goat 

anti-rabbit IgG secondary antibody (1:300, ThermoFisher Scientific), followed by 

DAPI staining (0.2 µg/ml) for 5 min before being mounted in Citifluor AF2. 

 

Fixation of GFP-Spt16 and GFP-Spt16 injected cells 

Cells were fixed and stained for 10 minutes in PHEM 1X (10 mM EGTA, 25 mM 

HEPES, 2 mM MgCl2, 60m M PIPES pH 6.9), paraformaldehyde 2%, Hoechst 1 

µg/ml, washed in 1X PBS and finally mounted in Citifluor AF2 glycerol solution 

(Citifluor Ltd, London).  

 

Image acquisition and quantification 

All images were acquired using a Zeiss LSM 710 laser-scanning confocal 

microscope and a Plan-Apochromat 63x/1.40 oil DIC M27 objective. Z-series were 

performed with Z-steps of 0.39 µm (or 0.5 µm for quantification). Quantification was 

performed using ImageJ. For each cell, a “Region Of Interest” (ROI) is drawn around 

the developing new MAC, using Z-stack projections of the Hoechst/DAPI channel. 

The area of the nucleus is given by the area of the ROI in µm². Using Z-stack 

projections of the GFP or Pgm channel in the corresponding image, ROI was used to 

measure the mean fluorescence intensity. In ROI area, integrated raw density was 

quantified and mean fluorescence intensity is calculated. An estimate of GFP/Pgm 

local background is defined by drawing a square outside of the cell in the 

corresponding channel and quantifying integrated raw density in the square 

selection. Fluorescence intensity in the nucleus was then defined by subtracting local 

background to mean fluorescence intensity of the corresponding nucleus.   

 

Whole cell protein extracts and Western-Blot analysis 

Cell pellets from autogamous cells at ≤2,000–4,000 cells/ml were frozen at -80°C in 

liquid nitrogen. Pellets were lysed 3 min in boiling SDS 5% and Protease Inhibitor 

Cocktail Set I - Calbiochem 5X (Merck) and centrifuged at maximum speed. 

Supernatant with proteins were collected and Laemmli buffer was added. 10 µg of 

protein extracts were used for Western blot. Electrophoresis and blotting were carried 

out according to standard procedures. The Pgm (1:500; Proteogenix 2659-Guinea 

Pig) primary antibody was used (Dubois et al., 2017). Secondary horseradish 
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peroxidase-conjugated donkey anti-rabbit IgG antibody (Promega) was used at 

1:5000 dilution followed by detection by ECL (SuperSignal West Pico 

Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific). For normalization, the membranes 

probed with Pgm antibody were stripped in stripping buffer (ThermoScientific) and 

probed against with alpha-Tubulin antibody (TEU435 (Callen et al., 1994)). 

 

DNA and sRNA sequencing 

DNA for deep-sequencing was isolated from post-autogamous cells as previously 

described (Arnaiz et al., 2012) and sequenced by a paired-end strategy using 

Illumina GA-IIx and Hi-Seq next-generation sequencers. Accession numbers and 

sequencing data are displayed in Table S3. 

Purification, sequencing and analysis of sRNAs from control and Spt16-depleted 

cells were carried out as previously described (Maliszewska-Olejniczak et al., 2015). 

Briefly, for sRNA library construction, the ∼19–28 nt fraction was purified from total 

RNA by polyacrylamide gel electrophoresis (15%, 19:1 acrylamide:bisacrylamide) 

and gel-eluted with 0.3 M sodium chloride, followed by ethanol precipitation. The 

eluate was used for library construction using standard Illumina protocols. The 20–30 

nt sRNA reads were filtered for known contaminants (Paramecium rDNA, 

mitochondrial DNA, feeding bacteria genomes and L4440 feeding vector sequences) 

(Table S4). In addition, the 23 nt siRNA reads that map to the RNAi targets were 

removed. The filtered reads were mapped to reference MAC and MAC+IES 

genomes. Read counts were normalized using the total number of filtered reads. 

 

Reference genomes 

The following reference genomes (Arnaiz et al., 2012) were used in the IES analyses 

and for read mapping. 

Paramecium tetraurelia strain 51 MAC genome (v1.0) : 

https://paramecium.i2bc.paris-

saclay.fr/download/Paramecium/tetraurelia/51/sequences/ptetraurelia_mac_51.fa 

Paramecium tetraurelia strain 51 MAC+IES genome (v1.0) : 

https://paramecium.i2bc.paris-

saclay.fr/download/Paramecium/tetraurelia/51/sequences/ptetraurelia_mac_51_with_

ies.fa 

Paramecium tetraurelia strain 51 PGM contigs (v1): https://paramecium.i2bc.paris-

https://paramecium.i2bc.paris-saclay.fr/files/Paramecium/tetraurelia/51/sequences/ptetraurelia_mac_51.fa
https://paramecium.i2bc.paris-saclay.fr/files/Paramecium/tetraurelia/51/sequences/ptetraurelia_mac_51_with_ies.fa
https://paramecium.i2bc.paris-saclay.fr/files/Paramecium/tetraurelia/51/sequences/ptetraurelia_mac_51_with_ies.fa
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saclay.fr/download/Paramecium/tetraurelia/51/sequences/contigs_ABK_COSP_best

_k51_no_scaf.fa 

Paramecium tetraurelia strain 51 MIC contigs (v0): https://paramecium.i2bc.paris-

saclay.fr/download/Paramecium/tetraurelia/51/sequences/ptetraurelia_mic2.fa 

Macronuclear DNA reads for PiggyMac depleted cells were obtained from the 

European Nucleotide Archive (Accession number ERA137420) (PGM).  

 

Genome-wide analysis of IES retention 

Analysis was made using the multi-threaded Perl software PARTIES available 

at https://github.com/oarnaiz/ParTIES (Denby Wilkes et al., 2015). 
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Species Name Accession Number 

Paramecium tetraurelia Spt16-1 PTET.51.1.P0710091 
Paramecium tetraurelia Spt16-2a PTET.51.1.P1210069 
Paramecium tetraurelia Spt16-2b PTET.51.1.P1050068 
Paramecium tetraurelia Spt16-2c PTET.51.1.P0550178 
Tetrahymena thermophila Spt16 TTHERM_00283330 
Schizosaccharomyces 
pombe 

Spt16 SPBP8B7.19 

Saccharomyces cerevisiae Spt16 YGL207W 
Caenorhabditis elegans Spt16 WP:CE17113 
Drosophila melanogaster DRE4 FBgn0002183 
Homo sapiens Spt16H HGNC:11465 
Mus musculus Supt16 MGI:1890948 
Arabidopsis thaliana Spt16 AT4G10710 
Paramecium octaurelia Spt16-1 POCTA.138.1.P1140149 
Paramecium octaurelia Spt16-2a POCTA.138.1.P1350085 
Paramecium octaurelia Spt16-2b POCTA.138.1.P1280104 
Paramecium octaurelia Spt16-2c POCTA.138.1.P1200107 
Paramecium tredecaurelia Spt16-1 PTRED.209.2.P71800001294160129 
Paramecium tredecaurelia Spt16-2a PTRED.209.2.P71800001294140062 
Paramecium tredecaurelia Spt16-2b PTRED.209.2.P71800001294090202 
Paramecium tredecaurelia Spt16-2c PTRED.209.2.P71800001290980080 
Paramecium tredecaurelia Spt16-2d PTRED.209.2.P71800001293940093 
Paramecium biaurelia Spt16-1 PBIA.V1_4.1.P01200073 
Paramecium biaurelia Spt16-2a PBIA.V1_4.1.P00180125 
Paramecium biaurelia Spt16-2b PBIA.V1_4.1.P00690070 
Paramecium biaurelia Spt16-2c PBIA.V1_4.1.P04930005 
Paramecium biaurelia Spt16-2d PBIA.V1_4.1.P02300049 
Paramecium primaurelia Spt16-1 PPRIM.AZ9-3.1.P1650085 
Paramecium primaurelia Spt16-2a PPRIM.AZ9-3.1.P0700122 
Paramecium primaurelia Spt16-2b PPRIM.AZ9-3.1.P0670199 
Paramecium primaurelia Spt16-2c PPRIM.AZ9-3.1.P1030093 
Paramecium primaurelia Spt16-2d PPRIM.AZ9-3.1.P0690041 
Paramecium pentaurelia Spt16-1 PPENT.87.1.P0520132 
Paramecium pentaurelia Spt16-2a PPENT.87.1.P0610195 
Paramecium pentaurelia Spt16-2b PPENT.87.1.P0440198 
Paramecium pentaurelia Spt16-2c PPENT.87.1.P0970092 
Paramecium pentaurelia Spt16-2d PPENT.87.1.P0510097 
Paramecium sexaurelia Spt16-1 PSEX.AZ8_4.1.P1620011 
Paramecium sexaurelia Spt16-2a PSEX.AZ8_4.1.P0570148 
Paramecium sexaurelia Spt16-2b PSEX.AZ8_4.1.P0960067 
Paramecium sexaurelia Spt16-2c PSEX.AZ8_4.1.P1020092 
Paramecium sexaurelia Spt16-2d PSEX.AZ8_4.1.P0830089 
Paramecium caudatum Spt16-1 PCAU.43c3d.1.P00040086 
Paramecium caudatum Spt16-2 PCAU.43c3d.1.P00700076 
 
Table S1. Accession number of proteins used in the phylogenetic analysis 

Accession number, name of the protein and species are given. Paramecium 
database: https://paramecium.i2bc.paris-saclay.fr/, T. thermophila database: 
http://ciliate.org/index.php/home/welcome, S. pombe database: 
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https://www.pombase.org/, S. cerevisiae database: https://www.yeastgenome.org/, 
C. elegans database: https://wormbase.org/#012-34-5, D. melanogaster database: 
http://flybase.org/, M. musculus database: http://www.informatics.jax.org/, H. sapiens 
database: https://www.genenames.org, A. thaliana database: 
https://www.arabidopsis.org/. 
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Name Sequence (5’ to 3’) Application 

51A4578-2 TGGTTGTTAGTCTCAAAGAATTCTAAAGAC PCR for IES circles  

514578-7bis AAATTCCAAAAAGTTTTGAATATCTTTTGAG PCR for IES circles  

51A-1835-5'(3) GGTTGCGTAACACTTCCTCTTAAATGTGAG PCR around IESA1835 
51A-1835-3' ATCCTAACATCCTTGAATAGTTACTGATCC PCR around IESA1835 

51G1832up GCTATAACTCTTGAAGCTGCTTGTAATATG PCR around IESG1832 
51G1832do TTGTCAATGAGCCATTAACAGTTGCTGGAT PCR around IESG1832 

51A-4404-5'(2) TGGAATAGTGCTGCATCACCAGCTGCTTGC PCR around IESA4404 

51A-4404-3'(2) CCAGTTATTGAACTGCAACTTACTGCAGTG PCR around IESA4404 
51G1413up GAAGCTGCTTGTGTTAAGAATTCTACTGG PCR around IESG1413 

51G1413do GCATCCAGCACTAGTTGAATTTACTGTA PCR around IESG1413 
MT1 TTCTAAGCTGATTTATTCAATTTCAACAGAAC PCR around IES mtA 
MT2 TTGAAAAAAGGTCATCTCTTTCATTAAATTCC PCR around IES mtA 

51G2832-6 CAAATACTGGTGGTGCAACATCCTCAACTGC PCR around IESG2832 
51G2832-8 GAACCATTTAATGCGCAATATCCTGCATTTCC PCR around IESG2832 
51A2591-18 AAGTGCAACCTGTGCTGATGCTCCCGATGA PCR around IESA2591 

51A2591-20 AGTTCCTTTGAAAGATGTGCAAGCTCCAGA PCR around IESA2591 
51A-6649-5' AAATGGTACTGTTTGTGCTTGGGATAGTGC PCR around IESA6649 
51A-6649-3' CAGCAGTACATCCAGCTCTCTAAGTTTAGC PCR around IESA6649 

51A4578-5' CACTGCAGTAAGTTGCAGTTCAATAACTGG PCR around IESA4578 
fed_SPT16_f1 AAATCACTATCAGATTTTGGACTAATG 

 
Insert feeding #1 for Spt16-1  

fed_SPT16_r1 CATCTTAAAAATGAAATGAATGCATG Insert feeding #1 for Spt16-1  
fed2_SPT16_f2 TTGTGAATTGATGGATTGCATATTG Insert feeding #2 for Spt16-1 
fed2_SPT16_r2 TTAAAATAATAATGTCCTTGTGCAATATG Insert feeding #2 for Spt16-1 

51A4578-3' GTAGTCTTAAAATCTTAGCATGTTGTACC PCR around IESA4578 
SPT16_up1_F ATTGCAATTGATTTACTGTGATGATGTG PCR for SPT16-1 and regulatory 

sequences 

SPT16_do1_R TATCTCAATCAGAGGACTCAGAGGGA PCR for SPT16-1 and regulatory 
sequences 

pcrIISPT16_ATG_F GATAAAGTGTAGATAGCATTATAAAATAA PCR to introduce GFP in GFP-Spt16-1 
pcrIISPT16_ATG_R TATTTAATATTCTTTTACAATTGCCAAAC PCR to introduce GFP in GFP-Spt16-1 

qPCR_GFP_F1 CTTTTCACTGGTGTTGTTCC qPCR to measure transgene copy 
number 

qPCR_GFP_R1 TCCATAAGTTGCATCACCTT qPCR to measure transgene copy 

number 
Actin 1-1 for AAGGTGAAATAATTGTCATCATAATCA qPCR to measure transgene copy 

number 

Actin 1-1 rev CAACAACTGCGGGGAAG qPCR to measure transgene copy 
number 

 
Table S2. Oligonucleotides used in this study 
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Sample ENA 

Accession 
Insert 
size (bp) 

Read 
length (bp) 

Number of 
reads (M) 

Aligned reads on 
the MAC 

MAC 
coverage  

Aligned reads 
on the MIC 

MIC 
coverage  

Control ERX466735 212 74 106 98% (104M) 99% 99% (105M) 79% 

PGM RNAi ERA137444 341 108 128 87% (112M) 99% 97% (125M) 96% 

SPT16-1 
RNAi 

XXX 372 101 102 90,20% (92M) 99% 99% (101M) 96% 

MIC SAMN053236
60 

265 101 92 84,78% (78M) 99% 98% (91M) 99% 

 
Table S3. Sequencing and mapping statistics for DNAseq. 

Read statistics are provided for the SPT16-1 RNAi sample sequenced for this study. 
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Stage Label 
ENA 

Accession 
Number of 

reads 

Number 
of reads 
mapped 
on MAC 

% 

Number of 
reads 

mapped on 
IES 

% 

Number of 
reads 

mapped on 
vector 

% 

Precociou
s 

Control SR 14 215 837,00 6632869 46,66% 622 985,00 4,38% 
3 108 

206,00 
21,86

% 
SPT16-

1 
SR 23 133 590,00 13782467 59,58% 725 102,00 3,13% 

4 387 
066,00 

18,96
% 

Early 
Control SR 20 966 122,00 4494664 21,44% 4 371 367,00 

20,85
% 

4 789 
590,00 

22,84
% 

SPT16-
1 

SR 29 561 256,00 13097835 44,31% 1 961 808,00 6,64% 
9 039 

867,00 
30,58

% 

Mid 
Control SR 8 601 883,00 1629823 18,95% 2 173 420,00 

25,27
% 

2 342 
676,00 

27,23
% 

SPT16-
1 

SR 24 619 965,00 8643585 35,11% 2 366 803,00 9,61% 
8 960 

916,00 
36,40

% 
 
Table S4. Description of sRNA-seq data  

Read statistics are provided for the control RNAi and SPT16-1 RNAi sample sequenced for this study. 
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Figure legends 

 

Figure 1. Paramecium tetraurelia Spt16 proteins.  

A. Conserved domains (colored boxes) in Paramecium tetraurelia Spt16-1 protein. B. 

Phylogenetic tree of Spt16 proteins from P tetraurelia (Pt), Tetrahymena thermophila 

(Tt), Saccharomyces cerevisiae (Sc), Schizosaccharomyces pombe (Sp), 

Caenorhabditis elegans (Ce), Drosophila melanogaster (Dm), mouse (Mm), human 

(Hs) and Arabidopsis thaliana (At) based on the alignment of full-length protein 

sequences. The tree was generated with PhyML 3.0 with bootstrapping procedure 

and visualized with Tree.Dyn 198.3. Accession numbers are provided in Table S1. C. 

SPT16 gene expression profiles during the life cycle. Mean mRNA expression levels 

were determined by RNA sequencing during vegetative growth and at different time 

points during autogamy (Arnaiz et al. 2017). The vegetative point consists of two 

samples from mass cultures containing only log-phase cells showing no sign of 

meiosis. The meiosis time point consists of two samples containing 32-39% of cells 

undergoing meiosis and little fragmentation of the maternal MAC. The fragmented 

time point consists of three samples containing a similar proportion of meiotic cells 

(20-23%) as the meiosis time point, but also contained 40-47% of cells with a 

fragmented maternal MAC. The Development 1 time point consists of two samples 

containing 50-56% of cells with a fragmented maternal MAC and 35-37% of cells that 

contained two already visible new MACs. The development 2/3 time point consists of 

four samples containing 73-91 % of cells with two new MACs. Development 4 time 

point consists of two samples ta ken 10 hours after the previous time point and 

consisting of 91-98% of cells with two new MACs and in which appear 1-9% of post-

autogamous cells. 

 

Figure 2. Spt16-1 is essential for development.  

A. Production of post-autogamous sexual progeny following SPT16-1 gene silencing. 

The gene targeted in each silencing experiment is indicated. Two non-overlapping 

silencing fragments (#1 and #2) of the SPT16-1 gene were used independently. The 

ND7 or ICL7 genes were used as control RNAi targets, since their silencing has no 

effect on sexual processes (Bouhouche et al., 2011). Autogamy was also performed 

in standard K. pneumoniae medium (no RNAi). Cells were starved in each medium to 

induce autogamy and, following 3-4 days of starvation, autogamous cells were 
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transferred individually to K. pneumoniae medium to monitor growth of sexual 

progeny. The total number of autogamous cells analyzed for each RNAi and the 

number of independent experiments (in parenthesis) are indicated. Death in progeny 

after SPT16-1 silencing was observed after less than three cell divisions, as for PGM 

silencing. B. Z-projections of Hoechst staining of control, Pgm or Spt16-1-depleted 

cells fixed at late stages of development during autogamy. Dashed black circles 

indicate the two developing MACs. Black arrows indicate the MICs. The other 

Hoechst-stained nuclei are fragments from the maternal somatic MAC. Scale bar is 

10 µm. C. SPT16-1 gene silencing following mating pair separation. Reactive cells 

were obtained in standard K. pneumoniae medium, and mating pairs were 

transferred to silencing medium. The gene targeted in each silencing experiment is 

indicated. Only silencing fragment #1 of the SPT16-1 gene was used. The next day, 

individual sexual progenies were transferred individually to K. pneumoniae medium 

to monitor growth. The total number of cells analyzed for each RNAi and the number 

of independent experiments (in parenthesis) are indicated. 

 

Figure 3. A functional GFP-Spt16-1 fusion protein is localized in the developing 

macronuclei.  

A. Localization of the GFP-Spt16-1 fusion protein expressed from the RNAi-resistant 

GFP-SPT16-1 transgene (see Materials and Methods). Overlay of Z-projections of 

magnified views of GFP-Spt16-1 (in green) and Hoechst (in red) are presented (a-f), 

aligned with their schematic representations on the right. Dashed white circles 

indicate the two developing MACs. The other Hoechst-stained nuclei are fragments 

from the maternal somatic MAC or the MlCs. Scale bar is 10 µm. The inset displays 

one the two developing new MACs. Transgene copy number per haploid genome 

was 19 as measured by qPCR from total genomic DNA extracted from vegetative 

cells and values were normalized to the endogenous GAPDH gene. B. ln vivo genetic 

complementation with the RNAi-resistant GFP-SPT16-1 transgene upon SPT16-1 

gene silencing during autogamy. Production of sexual of post-autogamous progeny 

following complementation of SPT16-1 RNAi by GFP-Spt16-1 RNAi resistant is 

indicated. The gene targeted in silencing experiment is indicated. Silencing is 

realized in non-injected cells (NI) or GFP-Spt16-1 injected cells (GFP-Spt16-1). ICL7 

gene is used as control RNAi target, since its silencing has no effect on sexual 

processes (Bouhouche et al., 2011). Cells were starved in each medium to induce 
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autogamy and, following 3-4 days of starvation, autogamous cells were transferred 

individually to K. pneumoniae medium to monitor growth of sexual progeny. The total 

number of autogamous cells analyzed for each RNAi and the number of independent 

experiments (in parenthesis) are indicated. 

 

Figure 4. Spt16-1 is required for DNA elimination events  

A. PCR analysis of the excision of some IES using primers located each side of the 

IES after autogamy. On the left, are named each IES. On the right are listed 

corresponding size of each IES. The gene targeted in silencing experiment is 

indicated. As detailed in Figure 2, autogamy was also performed after no RNAi or 

control RNAi. As expected there was no IES retention for no RNAi or control RNAi 

but there was IES retention for PGM gene silencing. ln each lane, upper band 

corresponds to the non-excised form whereas lower band corresponds to excised 

IES form and is mostly amplified from fragments of the maternal MAC. B. Maternal 

inheritance of macronuclear deletion is analyzed after Control or SPT16-1 RNAi 

using a cell line reproducibly deleting the ND7 gene and A gene from the MAC 

genome at each sexual generation. PCR is performed on DNA extracted during 

autogamy time course experiment with primers each side of IES included in A gene. 

Upper band corresponds to non-deleted A gene with retained IESs. Lower band 

corresponds to non-deleted A gene with excised IESs. ln control RNAi, A gene is 

deleted before autogamy and progressively deleted in last time points after IES have 

been excised. C. PCR detection of IES 51A4578 circles with divergent primers on 

genomic DNA at each time point during autogamy time course experiment silencing 

control or SPT16-1 gene. D. IES retention scores after PGM and SPT16-1 RNAi. 

Histograms of retention scores for left and right boundaries of all IESs, as described 

in Materials and Methods, for control (black), PGM RNAi (blue) and SPT16-1 RNAi 

(red). Spearman's rank correlation between right and left boundaries is given for each 

RNAi. E. Violin plot superimposed with a boxplot of normalized coverage using 

DESeq2 (see Guerin et al.) of 1 kb windows of the MIC assembly for a Klebsiella 

(KLEB grey) sample, MIC sample (green), PGM RNAi sample (blue) and SPT16-1 

RNAi sample. The windows are split into two categories defined in Guerin et al. 2017: 

MAC-destined compartment and MIC-limited compartment. F. Retention of some 

class Il DNA transposons imprecisely eliminated after PGM and SPT16-1 RNAi. The 

bar plots represent read coverage of 8 individual copies of the Sardine transposon 
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(GenBank Accession No. HE774468-HE774475). The coverage was determined by 

mapping reads for the control dataset (black), PGM silencing (blue) and SPT16-1 

silencing (red) datasets. The normalized units (RPKM) are reads per kilobase of the 

transposon sequence per million library read mapped against the MAC reference 

genome. As expected ail transposable elements are retained in PGM RNAi (Arnaiz et 

al., 2012, Guerin et al., 2017) 

 

Figure 5. Spt16-1 is required for iesRNA accumulation and for H3K27me3 and 

H3K9me3 foci formation  

A. Analysis of iesRNAs populations in SPT16-1 RNAi. Small RNA libraries 

corresponding to three time-points du ring autogamy: precocious (app. 20% of cell 

population undergoes meiosis), early (10h after the first time point), and middle (20h 

after the first time point), after control or SPT16-1 RNAi were sequenced and 

mapped to the reference genomes (Paramecium tetraurelia MAC reference genome 

and MAC+IES reference genome). Bar plots show the normalized proportion of 

sRNA reads that match the MAC genome (green), annotated IESs (yellow) or to the 

feeding vector (purple). The histograms display the cytological stages of the cell 

population at each developmental time point. B. Overlay of z projections of magnified 

views of H3K9me3 specific antibodies (green) and Hoechst (red) in control or SPT16-

1 or PGM RNAi at early or late development time-points. Dashed white circles 

indicate the two developing MACs. The other Hoechst-stained nuclei are fragments 

from the maternal somatic MAC. Scale bar is 10 µm. Percentage of H3K9me3 

positive cells are indicated. 

 

Figure 6. Spt16-1 is required for Pgm localization during development 

A. Overlay of Z-projections of immunolabelling with Pgm antibody (green) and 

staining with Hoechst (red) in control or SPT16-1 RNAi at T5. Dashed white circles 

indicate the two developing MACs. The other Hoechst-stained nuclei are fragments 

from the maternal somatic MAC. Scale bar is 10µm. Next quantification by Image J 

macro of Pgm antibody fluorescence signal compared to nucleus size in µm2 is 

shown during development for control RNAi (white circles) or SPT16-1 RNAi (red 

circles). Quantification of the Pgm fluorescence signal in the developing new MAC 

(Arbitrary Units, A. U.) as a function of nucleus area (in µm²) at T5 upon control RNAi 

(white circle) and SPT16-1 RNAi (red circle). Bar plots represent Pgm fluorescence 
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signal in the developing new MAC (Arbitrary Units, A. U.) normalized to the nucleus 

area upon control and SPT16-1 RNAi. B. Pgm expression during development in 

control or SPT16-1 RNAi. Whole proteins are extracted at T0, T5 and T10 when Pgm 

is normally detected by immunofluorescence. Western blot of whole cell proteins 

extracted at T0, T5 and T10 during autogamy upon control and SPT16-1 RNAi. 

Upper panel: Pgm antibodies were used for Pgm detection. Bottom panel: Western 

blot of the same membrane, following stripping and incubation with alpha tubulin 

antibodies. Cytology of the cell population at each developmental time point is 

displayed in the histograms. Pgm is quantified by normalization by Tubuline signal. 

C. Localization of GFP-Spt16-1 fusion protein after PGM RNAi at late development 

time points (T50). Overlay of Z-projections of views of GFP-Spt16-1 (in green) and 

Hoechst (in red) are presented. Dashed white circles indicate the two developing 

MACs. The other Hoechst-stained nuclei are fragments from the maternal somatic 

MAC. Scale bar is 10 µm. Quantification of the GFP fluorescence signal in the 

developing new MAC (Arbitrary Units, A. U.) as a function of nucleus area (in microns 

µ²) at a late developmental time point (T50) upon control RNAi (white circle) and 

SPT16-1 RNAi (red circle). 

 

Table S1. Accession number of proteins used in the phylogenetic analysis  

Accession number, name of the protein and species are given. Paramecium 

database: https://paramecium.i2bc.paris-saclay.fr/, T. thermophila database: 

http://ciliate.org/index.php/home/welcome, S. pombe database: 

https://www.pombase.org/, S. cerevisiae database: https://www.yeastgenome.org/, 

C. elegans database: https://wormbase.org/#012-34-5, D. melanogaster database: 

http://flybase.org/, M. musculus database: http://www.informatics.jax.org/, H. sapiens 

database: https://www.genenames.org, A. thaliana database: 

https://www.arabidopsis.org/. 

 

Table S2. Oligonucleotides used in this study 

 

Table S3. Sequencing and mapping statistics for DNAseq.  

Read statistics are provided for the SPT16-1 RNAi sample sequenced for this study. 

 

Table S4. Description of sRNA-seq data   
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Read statistics are provided for the control RNAi and SPT16-1 RNAi sample 

sequenced for this study. 

 

Figure S1. Identification of Spt16 homologues in P. tetraurelia 

Phylogenetic tree of Spt16 proteins from P tetraurelia, other Paramecium species 

and other eukaryotes based on alignment of full length protein sequence by 

MUSCLE. Phylogeny of the alignment was generated using PhyML 3.0 on 

Phylogeny.fr with bootstrapping procedure using 100 bootstraps. Tree has been 

viewed using Tree.Dyn 198.3. Protein sequences are indicated in (Table S4). 

 

Figure S2. Spt16 is a conserved protein among eukaryotes  

MUSCLE alignment of Spt16 homologues from P tetraurelia and other eukaryotes. 

Domains identified by InterPro are indicated in colors. Conserved aromatic and acidic 

residues in MBD are shown with asterisk (*). Conserved residues are highlighted in 

black and grey (amino acid with same physical and chemical properties). P.t. 

Paramecium tetraurelia, Tt Tetrahymena thermophila, S.p. Schyzosaccharomyces 

pombe, S.c. Saccharomyces cerevisiae, C.e. Caenorhabditis elegans, D.m. 

Drosophila melanogaster, H.s. Homo sapiens, M.m. Mus musculus, A.t. Arabidopsis 

thaliana. 

 

Figure S3. The GFP-Spt16-1 fusion protein is functional  

Overlay of Z-projections of magnified views of GFP-SPT16-1 (green) and Hoechst 

(red) in SPT16-1 RNAi during MAC development. Dashed white circles indicate the 

two developing MACs. The other Hoechst-stained nuclei are fragments from the 

maternal somatic MAC. Scale bar is 10 µm. 

 

Figure S4. SPT16-1 RNAi do not lead to increased excision errors 

A. Quantification of excision errors between control, SPT16-1 and PGM RNAi. There 

is no significant difference between the three conditions. B. Quantification of IES 

excision errors by type of error between control, SPT16-1 and PGM RNAi. 

Quantification and identification of error type is made with PARTIES software 

described in (Denby Wilkes et al., 2016) by type of errors. There is not significant 

difference between the three conditions. 
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Figure S5. Spt16-1 is not required for H3K27me3 deposition in new developing 

MACs  

Overlay of Z-projections of immunolabelling with H3K27me3 antibodies (green) and 

staining with Hoechst (red) in control, SPT16-1 or PGM RNAi at early and late 

development time-points. Dashed white circles indicate the two developing MACs. 

The other Hoechst-stained nuclei are fragments from the maternal somatic MAC. 

Scale bar is 10 µm. Percentage of H3K27me3 positive cells are indicated. 

 

Figure S6. Distribution analysis of Pgm or Spt16-1 fluorescence quantification 

in developing macronuclei after SPT16-1 or PGM RNAi  

A. Comparison of nuclei area distributions after control or SPT16-1 RNAi in T5 after 

quantification of Pgm fluorescence signal in developing MACs. B. Comparison of 

Pgm fluorescence intensity distributions after control or SPT16-1 RNAi in T5 after 

quantification of Pgm fluorescence signal in developing MACs. C. Comparison of 

nuclei area distributions after control or PGM RNAi in late time point of development 

(T50) after quantification of GFP-Spt16-1 fluorescence signal in developing MACs. D. 

Comparison of Spt16-1 fluorescence intensity distributions after control or PGM RNAi 

in late time point of development (T50) after quantification of GFP-Spt16-1 

fluorescence signal in developing MACs. 

 

 

  



Touzeau Amandine – Thèse de doctorat - 2018 

136 

 

Résultats supplémentaires 

Da sà l tudeà p de teà (Touzeau et al., In preparation), nous avons montré que 

l ho ologueà duà hape o à d histo esà Spt -1 était un acteur majeur des réarrangements du 

génome chez Paramecium tetraurelia e uisàpou àlaà lo alisatio à o e teàdeà l e do u l aseà

Pg .à Not eà tudeà aà epe da tà pasà pe isà deà d o t e àsiàSpt -1 est bien un chaperon 

d histo eà età sià so à i te a tio à a e à lesà histo esà està essai eà pou à so à rôle dans les 

réarrangements du génome et la localisation de Pgm. 

I. Le domaine MBD de Spt16- àse leàesse tielà àl a ti it àdeàSpt -1 

pendant le développement MAC 

Dans (Touzeau et al., In preparation), nous avons proposé un modèle dans lequel, Spt16-

à e à ta tà ueà hape o à d histo eà a a ge aità laà h o ati eà pou à pe ett eà l i te a tio à

deà laà a hi e ieà d e isio àetàPg àa e à l áDN.àLaà a a t isti ueà o u eàau à haperons 

d histo esàestà laàp se eàd u àdo ai eà i heàe à sidusàa ides.àSpt à eàfaitàpasàe eptio à

a e àso àdo ai eàCà à l e t it àC-te i alà e uisàpou àl i te a tio àa e àlesàhisto esàH á-

H2B du nucléosome et essentiel pour sa fonction (Kemble et al., 2015). Le sous-domaine 

i i u à e uisà pou à l i te a tio à a e à leà u l oso eà auà sei à duà do ai eà Cà està o à

MBD (Minimal Binding Domain). Nous avons montré par Blast et InterPro, que Spt16-1 

disposait bien de cette extrémité C-terminal riche en résidus acides dans le domaine C et des 

a idesà a i sà o se sà F àetàD à e uisàpou àl i te a tio àa e à lesàhisto esàH á-H2B 

(Figure 13A). Ces acides aminés conservés correspondent aux résidus aromatiques D968 et 

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

áfi à deà o fi e à ueà està laà fo tio à deà hape o à d histo esà uià està e uiseà pou à

Spt16-1 dans le développement macronucléaire, nous avons voulu tester si le domaine C de 

Spt16- à taità e uisà pou à leà d eloppe e tà MáCà età l li i atio à d áDN.à Nousà a o sà ti à

avantage de la protéine de fusion à la GFP résistante au RNAi, GFP-Spt16-1 et en avons 

délété le sous-domaine MBD au sein du domaine C. Les transgènes GFP-SPT16-1 et GFP-

SPT16-1_ΔMBD ont été injectés dans le MAC végétatif de cellules et nous avons inactivé le 

gène endogène SPT16-1 à l autoga ieà pou à alise à desà e p ie esà deà o pl e tatio à

génétique (Figure 13B .àE à‘Náià o t ôle,àau u eàl talit à estào se eàda sàlaàp og itu eà
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sexuelle de cellules injectées avec la construction sauvage GFP-Spt16-1 ou avec la 

construction mutante GFP-Spt16-1_ΔMBD. GFP-Spt16- _ΔMBDà aà do à pasà d effetà

dominant négatif ou toxi ueà à l autoga ie,à o eà està gale e tà leà asà pou à laà

o st u tio à sau age.à Lo s ueà l o à i a ti eà leà g eà e dog eà SPT16-1, comme attendu, la 

construction GFP-Spt16-1 complémente presque totalement le phénotype de létalité dans la 

progéniture sexuelle (80%) (Figure 1B). En revanche, la présence du transgène GFP-SPT16-

1_ΔMBD, présente dans le MAC à un nombre de copies équivalent à celui de GFP-SPT16-1 

(Figure 13D), ne permet pas de sauver ce phénotype de létalité, puisque 60% de la 

progéniture sexuelle meu tà à l issueà deà l autoga ieà Figu e 13B). On en conclut que le 

do ai eàMBDàestà essai eà àl o te tio àd u eàp og itu eàse uelleà ia le.  

áfi à deà o fi e à ueà leà do ai eàMBDà està aussià e uisàpou àl li i atio àd áDN,à ousà

a o sà a al s à pa à PC‘à l e isio  deà deu à IESà da sà l áDNà deà laà p og itu eà se uelleà desà

cellules transformées GFP-Spt16- _ΔMBD,à ap sà i a ti atio à duà g eà SPT16-1 endogène. 

Lesà a tio sàPC‘àso tà alis esàsu àl áDNàe t aitàdeà ellulesà àlaàfi àduàd eloppe e tàMáCà

en utilisant des amorcesà deà pa tà etàd aut esàdesàe t it sàdeà ha ueàIESà Figu eà 3C). En 

‘Náià o t ôle,à o eà atte du,à seuleà laà fo eà o espo da tà à l IESà e is eà està d te t eà

dans la progéniture sexuelle des cellules non injectées, des cellules transformées par les 

transgènes GFP-SPT16-1 et GFP-SPT16- _ΔMBD.à E à ‘NáiàSPT16-1, la forme non excisée de 

l IESàp o e a tàdesà ou eau àMáCsàestào se e,àe àplusàdeàlaàfo eàe is eàp o e a tàdesà

fragments du MAC maternel. Dans les cellules GFP-Spt16-1 en RNAi SPT16-1, on détecte 

faiblement la forme non excisée. On conclut que la construction GFP-Spt16-1 est capable de 

estau e à pa tielle e tà l li i atio à o e teà d áDN,à aisà ueà laà o st u tio à uta teà

délétée du MBD ne parvient pas à complémenter ce phénotype. Il faut de plus noter que 

puisque la construction GFP-Spt16-1 sauve le phénotype de létalité après un RNAi SPT16-1, 

lesà d fautsà d e isio àd IESào se sà eàso tàpasàd l t esàpou àlaàsu ieàdeà laàp og itu eà

sexuelle. Nos résultats semblent indiquer que le domaine MBD est e uisàpou àl a tio àdeà

Spt16- àda sàl li i atio àd áDN.à 

U à o t ôleà i po ta tàda sà etteàa al seà o sisteà às assu e à ueàlaàp ot i eàGFP-Spt16-

_ΔMBDà seà lo alise,à o me la protéine GFP-Spt16-1. Or, nous ne sommes pas parvenus à 

détecter le signal de fluo es e eàGFPàdeà laàp ot i eàdeàfusio àd l t eàpe da tàl autoga ieà

dans les cellules transformées, que ce soit en microscopie confocale sur cellules fixées ou en 
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a al seàpa àWeste àBlotà à l aideàd a ti o psàa ti-GFP sur des extraits protéiques totaux ou 

nucléaires en RNAi contrôle ou en RNAi SPT16-1 (Figure 13D). Il nous est impossible de 

conclure si les phénotypes de létalité et de défauts moléculaires des réarrangements dans 

lesà ellulesàt a sfo esàpa à laà e sio àd l t eàduàMBDàso tàdusà à l a se eàdu MBD dans 

Spt16- àouà ie à àu àp o l eàd e p essio àdeàlaàp ot i eàdeàfusio . 

 

Figure 13 : Analyse fonctionnelle du domaine MBD de Spt16-1 

A. Al ignement par Muscle des domaines  MBD des  homologues  de Spt16 de P. tetraurelia etàd aut es àeu a otes .àLes à
domaines identifiés par Interpro sont indiqués en couleur avec leurs noms. Les résidus conservés sont indiqués  par une *. 
Les  couleurs noires signalent des acides aminés identiques. Les couleurs grises indiquent la conservation d a ides àa i s à
avec des  propriétés  phys ico-chimiques  identiques . P.t. Paramecium tetraurelia, T.t Tetrahymena thermophila, S.p.  
Schyzosaccharomyces pombe, S.c. Saccharomyces cerevisiae, C.e. Caenorhabditis elegans, D.m. Drosophila melanogaster, 

H.s . Homo sapiens, M.m. Mus musculus, A.t. Arabidopsis thaliana. B. P odu tio àdeàp og itu eàse uelleà ia leà àl issueàde à
l autoga ieàap sà o pl e tatio àduà‘NáiàSPT16-1 par les transgènes  RNAi  rés is tants  GFP-Spt16-1 et par GFP-Spt16-
1_ΔMBD. Le gène ciblé dans cha ueàe p ie eàestài di u .àL i a ti atio àestà alis eàda sàdesà ellulesà o ài je t es  (NI) 
ou des cellules transformées par GFP-SPT16-1 ou des cellules transformées par GFP-SPT16-1_ΔMBD. Le gène ICL7 es t utilisé 
o eà o t ôleà gatifàduà‘Nái,àpuis ueàso ài a ti atio à aàau u àeffetàsu àlesà e e tsàse uels à (Bouhouche et a l ., 
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2011). Comme attendu, le RNAi SPT16- à duitàd asti ue e tàlaàp odu tio àdeàp og itu eàse uelleà ia le.àL a se eàdeà
létalité dans les cellules transformées par GFP-SPT16-1 en RNAi ICL7 i di ueà ueàlaàp se eàduàt a sg eà a àpas àd effetà
to i ue.àLesà ellulesàso tà isesàe à est i tio àali e tai eàda sàlesà ilieu àd i a ti atio àpou ài dui eàl autoga ieàetàap s  3 
ou 4 jours  de restriction alimentaire, des cellules autogames sont transférées individuel lement en mi l ieu K. pneumoniae 
pour suivre la capacité de la production de la progéniture sexuelle à reprendre la croissance végétative. Le nombre total de 
cel lules autogames analysées  pour chaque RNAi  et leà o eàd e p ie es ài d pe da tes àso tài di u s à e t e à
parenthèses). La létalité dans la progéniture après le RNAi SPT16-1 est observée après moins de trois divis ions . C. Analyse 

pa àPC‘àdeàl e isio àdesàIESsà á àetà G à àl aideàdeàd a o es às i tu es àdeàpa tàetàd aut eàdeàl IESà àla àfi àde à
l autoga ie.àLeàg eà i l àda sà ha ueàe p ie eàd i a ti atio àestài di u .àL autoga ieàestàaussià e eàsa s à‘Nái à oà
‘Nái àouàe à‘Náià o t ôle.àL i a ti atio àestà e eàda sàdesà ellulesà o ài je t esà NI ,  transformées par les  transgènes  
RNAi -résistant GFP-SPT16-1 ou GFP-SPT16-1_ΔMBD. Co eàatte du,àilà àa àpasàdeà te tio àd IESàe à‘Nái à o t ôleàouà
sa sà‘Nái.àDa sà ha ueàpiste,àlaà a deàduàhautà o espo dà àlaàfo eà o àe is eàdeàl IESàta dis à ueàla à a deàduà as à
o espo dà àlaàfo eàe is eàdeàl IESàetàp o ie tàesse tielle e tàdesàfragments du MAC maternel . D. Superpos i tion de 

projections  en Z de GFP-Spt16-1 et GFP-Spt16-1_ΔMBD (vert) et de Hoechst (rouge) pendant le développement 
macronucléaire de cellules transformées par GFP-Spt16-1 ou GFP-Spt16-1_ΔMBD en RNAi  contrôle ou RNAi  SPT16-1. Les  
cercles pointillés blancs indiquent les MACs  en développement. Les autres noyaux colorés par le Hoechst correspondent 
au àf ag e tsàduàMáCà ate el.àL hel leàestàdeà àµ .àáàgau heàso tàdo s àles à o es àdeà opies à elati fs àdes à
transgènes GFP-SPT16-1 et GFP-SPT16-1_ ΔMBD esu sàpa à PC‘à àl aideàd a o esàsp ifi uesàdeàla àGFP.àLes à o es à
deà opiesàso tà o alis sàsu àl a ti eàa plifi eà àl aideàd a o esàsp ifi ues .àLes à o es àdeà opieà elati fs àdes àdeu à
transgènes  sont quas iment identiques . 

II. Ide tifi atio àd ho ologuesàdeàPo à hezàParamecium tetraurelia 

Chezà tousà lesà eu a otes,à leà o ple eà FáCTà està o pos à deà Spt à età d u eà p ot i eà

Pob3 chez S. cerevisiae et S. pombe ou Ssrp1 chez les autres espèces (Jeronimo and Robert, 

2016). Ce partenaire de Spt16 de plus petit poids moléculaire interagit aussi avec le 

u l oso eà età seà fi eà à Spt à iaà leà do ai eà deà di isatio à u ilàposs deàe àN-terminal 

(domaine D). Si Ssrp1 comme Spt16 sont essentielles chez les eucaryotes, chez certains  

champignons comme S. pombe, la délétion de POB3 ne provoque pas de létalité. 

1. Ide tifi atio  d’ho ologues de la p ot i e Po 3 hez Paramecium tetraurelia 

áfi à d ide tifie à u à e tuelà pa te ai eà deà Spt -1, nous avons entrepris de rechercher 

des homologues de Pob3 et Ssrp1 chez Paramecium tetraurelia. En utilisant comme requête 

la protéine Pob3 de S. cerevisiae, nous avons identifié par Blast dans le génome MAC de P. 

tetraurelia 3 homologues de Pob3 : Pob3-1, Pob3-2a et Pob3-2c qui présentent des 

domaines fonctionnels homologues de Pob3 (Figure 14A et B) (Aury et al., 2006). Comme 

pour Spt16, et contrairement à la majorité des eucaryotes, Pob3 est codée par plusieurs 

g es.à áà l aideà desàs ue esàdesàp ot i esàPo àdeàP. tetraurelia et de leurs homologues 

eucaryotes, nous avons construit un arbre phylogénétique. Les protéines de paramécie 

groupent ensemble et sont relativement divergentes de leurs homologues eucaryotes. Les 

protéines Pob3-2a et 2b sont des duplicats issus de la dernière duplication globale du 

génome (Aury et al., 2006). Nous avons également observé que comme pour Spt16-1, 
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l e se leà desà esp esà deà Paramecium ont au moins une protéine de la famille Pob3-1 et 

une protéine de la famille Pob3-2 (Annexe 3/Figure S1). Le nombre de duplicats dans chaque 

famille varie cependant beaucoup plus que pour Spt16-1 avec certaines espèces de 

Paramecium ayant deux Pob3-1 ou trois Pob3- .àL a al seàdesàp ofilsàd e p essio àdesàg esà

POB3 pa à esu eà desà i eau à d á‘N  lo sà d u eà i ti ueà d autoga ieà e à o ditio sà

sauvages montre que les gènes POB3-2a et 2c sont hautement exprimés tout le long du cycle 

de vie y compris en conditions de croissance végétative (Figure 14C). Le gène POB3-1 est 

e p i à u i ue e tà pe da tà l autoga ieà a e à u à p ofilà d e p essio à t sà si ilai eà à eluià

de PGM ou de SPT16-1. Ces observations suggèrent que Pob3-1 pourrait être un partenaire 

de Spt16- ,à i pli u àda sàleàd eloppe e tàetàl li i atio àd áDN. 

Nous a o sà a al s à laà p se eà deà do ai esà p ot i uesà à l aideà d I te p oà da sà lesà

protéines Pob3 de P. tetraurelia (Figure 14A). Elles présentent une organisation modulaire 

similaire à leurs homologues eucaryotes avec en C-terminal une extrémité riche en résidus 

acides correspondant au domaine C interagissant avec les histones H2A-H2B (Hoffmann and 

Neumann, 2015) et en amont un domaine M également nommé domaine Ssrp1 (Zunder et 

al., 2012).àCepe da t,ào ào se eà u ilà àaàpasàdeàdo ai eàe àN-terminal N/D qui permet 

normalement la dimérisation avec Spt16 (Winkler et al., 2011). Enfin en C-terminal, on ne 

détecte pas le domaine HMG présent dans Ssrp1, absent de Pob3 chez les champignons. 

L o ga isatio à desà p ot i esà deà pa a ieà esse leà plusà à elleà deà Po à ueà deà Ss p .à

Pou ta t,à l a se eà deà do ai eà putatifà deà di isatio à eà soutie tà pasà l h poth seà deà

formation de dimère Pob3-1/Spt16-1. Cette organisation sans domaine HMG ni domaine de 

dimérisation est conservée chez les autres espèces de Paramecium que nous avons 

observées. 
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Figure 14 : Ide tifi atio  d’ho ologues de Po  hez Pa a e iu  tet au elia 

A. Domaines prédits pour les protéines Pob3 de Paramecium tetraurelia (rectangles colorés). B. Arbre phylogénétique des  
protéines Pob3 chez Paramecium tetraurelia etàd aut esàeu a otesà àpartir des alignements des séquences des  protéines  
entières par MUSCLE. La  phylogénie des alignements est réalisée via  PhyML 3.0 sur Phylogeny.fr avec une procédure de 
oost apà à à ootst aps .àL a eàestà i sua l i s àa e àT ee.D à . .àLes às ue es àp ot iques  et leurs  numéros  

d a ess io à so tà i di u s à e à Annexe 3/Figure S1. P.t. Paramecium tetraurelia, T.t Tetrahymena thermophila, S.p.  

Schyzosaccharomyces pombe, S.c. Saccharomyces cerevisiae, C.e. Caenorhabditis elegans, D.m. Drosophila melanogaster, 
H.s . Homo sapiens, M.m. Mus musculus, A.t. Arabidopsis thaliana. C. P ofi l sàd e p ess io àdes àg es àPOB3 pendant une 
i ti ueàd autoga ieàpa à esu eàdesà i eau àd e p essio àdesàá‘N àpa à‘Náse à(Arnaiz et a l., 2017). La  description des  

points est disponible dans la légende de la figure 1 de (Touzeau et a l., en prep). D. Létalité de la progéniture sexuelle après  
inactivation des gènes POB3-1 et PGM.àLeàg eà i l àda s à ha ueàe p ie eàd á‘Nài te f e eàestài di u .àDeu à
fragments non chevauchants (#1 et #2) de POB3-1 sont utilisés indépendamment. Les  gènes  ND7 ou ICL7 sont uti l i sés  
comme contrôles gatifsàpuis ueàleu ài a ti atio à aàau u àeffetàsu àlesà e e tsàse uels à (Bouhouche et a l ., 2011). 
L autoga ieàestàaussià e eàda sàu à ilieuàsta da dàsuppl e t àe àK. pneumoniae oà‘Nái .àL i a ti atio àdeàPGM, 
comme attendu, induit la létalité de la progéniture sexuelle (Baudry et al., 2009). Les cellules sont restreintes en nourri ture 
pou ài dui eàl autoga ieàetàap s à àouà àjou s àdeà est i tio àa l i e ta i e,àles à el lules àautoga es às ont transférées  
individuellement en milieu K. pneumoniae pour observer la croissance de la  progéniture sexuel le. Le nombre tota l  de 
el lulesàautoga esàa al s esàda sà ha ueàe p ie eàd á‘Nài te f e eàetàleà o eàd e p ie esài d pe da tesà e t eà

parenthèses) sont indiqués. E. Létalité de la progéniture sexuelle après inactivation des gènes  POB3-1 et PGM pendant la  
o jugaiso .àLeàg eà i l àda sà ha ueàe p ie eàd á‘Nài te f e eàestài di u .àDeu àf ag e tsà o à he au ha ts à # à

et #2) de POB3-1 sont utilisés indépendamment. Les gènes ND7 ou ICL7 sont utilisés comme contrôle négatifs puisque leur 
i a ti atio à aàau u àeffetàsu àlesà e e tsàse uelsà(Bouhouche et a l., 2011).àL autoga ieàestàauss i à e eàda s àu à
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mil ieu s tandard supplémenté en K. pneumoniae oà‘Nái .àL i a ti ation de PGM, comme attendu, induit la léta l i té tota le 
de la  progéniture sexuel le (Baudry et a l ., 2009). Les  cel lules  de s igne sexuel  opposé sont mélangées  en mi l ieu K. 

pneumoniae pour conjuguer et les paires en méiose/caryogamie sont mises en milieu RNAi pour inactiver les gènes pendant 
le développement macronucléaire. Après un jour de RNAi, les individus issus de la séparation des  pa ires  sont transférés  
individuellement en milieu K. pneumoniae pour observer la croissance de la  progéniture sexuel le. Le nombre tota l  de 
el lulesàautoga esàa al s esàda sà ha ueàe p ie eàd á‘Nài te f e eàetàleà o eàd e p ie esài d pe da tesà e t eà

parenthèses) sont indiqués. F. Analyseàpa àPC‘àdeàl e isio àdeàdeu àIESà àl aideàd a o esàdeà ha ueà ôt àdeàl IESà àl is sue  

deàl autogamie. A droite sont listés les noms des IES et à gauche les ta i l les  des  IES correspondantes . Le gène ciblé par 
l i a ti atio àestài di u .àL autoga ieàestàa ussià e eàe à o ditio àsa sà‘Náiàouàe à‘Náià o t ôle.àCo eàatte du,àilà àa à
pas àdeà te tio àd IESàe à o ditio àsa sà‘Náià oà‘Nái àouàe à‘Náià o t ôleà o t ol à‘Nái à a is àles àIESàso tà ete ues à
quand PGM ou SPT16-1 sont inactivés. Dans chaque piste, la bande du haut correspond à la forme non excisée et la  bande 
du bas  correspond à  la  forme excisée majori ta i rement ampl i fiée à  parti r des  fragments  du MAC maternel .  

2. Po 3 ’est pas essai e au  v e e ts se uels i au d veloppe e t MAC 

Pou à d te i e à l i pli atio à deà Po - à da sà leà d eloppe e tà età l li i atio àd áDN,à

ousà a o sà i a ti à leà g eà o espo da tàpe da tà l autoga ieàpa àá‘Nài te f e eàa e à

deux fragments non chevauchants du gène POB3-1 (#1 et #2) (Figure 14D). Le protocole 

utilisé est le même que celui décrit dans (Touzeau et al., In preparation) pou àl i a ti atio à

de SPT16-1. Les cellules sont mises en restriction alimentaire et entament leur autogamie 

da sà leà ilieuà d i a ti atio .à Lesà ellulesà autoga esà so tà e suiteà isol esà da sà u à ilieuà

classique pour mesurer leur capacité à produire une progéniture sexuelle viable. Comme 

atte du,à ilà à aàpasàp odu tio àdeàp og itu eàse uelleà ia leàap sà l i a ti atio àdeàPGM. 

En revanche, on observe la production d u e p og itu eà se uelleà ia leà à l issueà deà

l i a ti atio àdeàPOB3-1, comme observée en RNAi contrôle. On en conclut que Pob3- à està

do à pasà essai eà à l o te tio à deà p og itu eà se uelleà ia leà à l issueà deà l autoga ie.à

áfi à deà est ei d eà l i a ti atio àdeàPOB3-1 au développement MAC, nous avons inactivé le 

gène avec deux fragments non chevauchants (#1 et #2) pendant la conjugaison (Figure 14E). 

Des cellules sexuellement réactives de signes sexuels complémentaires sont mélangées et 

lesà ouplesàso tàisol sàetàt a sf sàe à ilieuàd i a ti atio .àLo s ueàlesà ouplesàseàs pa e t,à

les exconjuguants sont transférés individuellement dans un milieu classique sans RNAi et on 

suit la capacité de la progéniture sexuelle à reprendre la croissance végétative. Comme 

o se à à l autoga ie,à lo s ueà POB3-1 est inactivé, on obtient une progéniture sexuelle 

viable comme en RNAi contrôle. Nous avons conclu que POB3-1 taità pasà essai eà auà

développement macronucléaire. 

Il est possible que même si la protéine Pob3- à estàpasàesse tielleà à l o te tio àd u eà

p og itu eàse uelleà ia le,àelleàpuisseà t eà i pli u eàda sàlesà a a ge e tsàd áDN.àPou à

tester cette hypothèse, nous avons inactivé POB3-1 avec deux fragments non chevauchants 
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# àetà# àpe da tà l autoga ieàetàa al so sàpa àPC‘àl e isio àdeàdeu àIES.àLes réactions PCR 

so tà alis esà su à l áDNàe t aitàdeà ellulesà à laàfi àduàd eloppe e tàMáCàe àutilisa tàdesà

a o esà deà pa tà età d aut es  des extrémités de chaque IES. En RNAi contrôle et en absence 

deà‘Nái,à o eàatte du,àseuleà laàfo eà o espo da tà à l IESàe is eàestàd te t eàda sà laà

progéniture sexuelle. En RNAi PGM ou SPT16-1, comme attendu on détecte la forme excisée 

deàl IESàp o e a tàdesàf ag e tsàduàMáCà ate elàetàlaàfo eà o àe is eàdeàl IESài di ua tà

que Pgm et Spt16- à so tà ie à essai esà au à a a ge e tsà d áDN.à Pa à o t eà lo s ueà

l o à i a ti eàPOB3-1 avec les deux fragments non chevauchants (#1 et #2), on observe que la 

forme non excisée des deux IES. On en conclue que POB3-1 estàpasà essai eà àl e isio à

de ces deux IES. Etant donné les résultats que nous avons observés, il semble que POB3-1 ne 

soità pasà a teu à ajeu à desà a a ge e tsà d áDNà o eà SPT16-1. L e se leà de ces 

résultats étant négatifs il est difficile de donner une conclusion définitive tant que nous 

a o sàpasà l assu a eà ueàPOB3-1 a bien été inactivé en contrôlant par exemple le niveau 

d á‘N àPOB3-1. 

3. Pob3 est localisé dans les macronoyaux en développement 

áfi à d e a i e à laà lo alisatio à su ellulai eà deà laà p ot i eà Po -1 chez P. tetraurelia, 

nous avons inséré la GFP en amont du codon STOP du gène POB3-1.àL e p essio àduàg eàestà

contrôlée par les séquences régulatrices endogènes amont et aval de POB3-1. Le transgène 

Pob3-1-GFP est micro-injecté dans le macronoyau végétatif (Figure 15A). Par fixation au 

cours du cycle de vie de cellules injectées Pob3-1-GFP, nous ne parvenons pas à détecter la 

protéine de fusion pendant la croissance végétative, ni pendant la méiose. La protéine de 

fusio à s a u uleà p o e e tà da sà lesà a o o au à e à d eloppe e tà età pe sisteà deà

manière diffuse dans le nouveau MAC après la première division cellulaire. Elle est aussi 

d te t eàda sà lesàMICàlo s u appa aisse tàles MAC en développement. Afin de déterminer si 

la protéine Pob3-1-GFP nucléaire est localisée dans le nucléoplasme et soluble ou bien 

associée à la chromatine, nous avons comparé deux conditions de fixation des cellules 

transformées avec Pob3-1-GFP au cours du développement. Nous avons perméabilisé avant 

de fixer les cellules transformées avec Pob3-1-GFP au cours du développement ou bien nous 

avons fixé (sans perméabilisation préalable) les mêmes populations de cellules (Figure 15B). 

On suppose que si la protéine Pob3- à està pasà asso i eà fo te e tà à laà h o ati e,à elleà
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devrait être extraite des noyaux, et moins de fluorescence GFP serait détectée en présence 

des détergents utilisés pour perméabiliser (Triton X- à à % .àNousàa o sà esu àl ai eàdesà

MAC en développement ainsi que la quantité de signal GFP dans le MAC au cours du 

d eloppe e tà à pa ti à d i agesà a uisesà e à i os opieà o fo ale,à pou à à o au àda sà

ha ueà o ditio .à Cetteà a al seà o t eà ueà l ai eà desà o au à està plusà petiteà lo s u o à

perméabilise avant de fixer les cellules (Figure 15C). En normalisant le signal de fluorescence 

pa à l ai eà desà o au à Figu eà 15C), on observe que le signal GFP dans les MAC en 

d eloppe e tà està pasà odifi à pa à laà pe a ilisatio .à Leà sig alà deà fluo es e eà està

diminué par la perméabilisation des cellules mais cette diminution est la conséquence de la 

di i utio à deà l ai eà desà o au .à Laà o e t atio à deà Po -1-GFP dans les MAC est donc 

constante dans la fenêtre développementale analysée dans les deux types de conditions 

expérimentales. En revanche, le signal GFP dans les micronoyaux disparaît lorsque les 

cellules sont perméabilisées. Ces résultats indiquent que Pob3-1-GFP est plus facilement 

extraite des MIC que des MAC en développement. Ces observations suggèrent que Pob3-1-

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

En conclusion, même si POB3-1 aàu àp ofilàd e p essio àt sàsi ilai eà à eluiàdeàSPT16-1, 

osà e p ie esà o tà pasà pe isà deà ett eà e à ide eà u à ôleà deà Po à da sà leà

développement macronucléaire. Aucun domaine de dimérisation nécessaire pour 

l i te a tio àa e àso àpa te ai eàSpt - àauàsei àduà o ple eàFáCTà aàpuà t eàide tifi àda sà

la protéine Pob3- .à Nousà a o sà do à pasà d ide eà ueà Po -1 soit un partenaire de 

Sp16-1. 
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Figure 15 : Localisation de la protéine Pob3-  à l’aide d’u e fusio  p ot i ue à la GFP 

A. Loca l isation dans la cellule de la protéine de fusion Pob3-1-GFP. Des superpos i tions  des  projections  en Z de vues  de 
Pob3-GFP (vert) et Hoechst (rouge) sur une sélection de projections à différents moments du cycle de vie sont présentées  
(a-f). Les cercles blancs en pointillés indiquent les deux nouveaux MACs  se développant (M) et les deux MICs quand ils sont 
vis ibles. Les autres noyaux marqués au Hoechst sont des fragments du macronoyau maternel somatique. Sont indiqués  en  
pourcentage le nombre de MIC marqués à la GFP. A droite, sont représentés les étapes correspondantes du cycle cellula i re 
a e à l i te s i t à a ia leàduà e tà s ol i sa tà la àp se eàdeàPo -1-GFP.àL hel leàestàdeà àµ .àB. Effet de la  
perméabilisation sur la localisation de la protéine de fusion Pob3-1-GFP. Des superpositions des projections en Z de vues de 
Pob3-1-GFP (vert) et Hoechst (rouge) sur une sélection de projections sont présentées . Les  cercles  blancs  en pointi l lés  
indiquent les deux nouveaux MACs  se développant (M) et les deux MI Cs quand ils sont visibles. Les autres noyaux marqués  
au Hoechst sont des fragments du macronoyau maternel somatique. Le pourcentage du nombre de MIC marqués  à  la  GFP 
estài di u .àL helleàestàdeà µ .àQua tifi atio àdeàl i te sit àduàs ig alàGFPàda sàlesànouveaux MACs  en développement 
e àfo tio àdeàleu àai e.àE à ougeàlesà ellulesàpe a ilis es àa a tàd t eàfi es àetàe à la àles à el lules àfi es à sa s à
pe a ilisatio .àE àdessous,àlaàdist i utio àd ai eàdesàMáCàe àd eloppe e tàe àµ ²àda sàles uels àa à té quanti fié le 
s ignal fluorescent pour Pob3-1-GFP est montrée en condition de fixation seule (blanc) ou de perméabilisation avant fixation 

ouge .àE àdessous,àlaàdist i utio àdeàl i te sit àduàsig alàGFPàda sàlesà ou eau àMáCs àe àd eloppe e tà o alis eàpar 
l a i eàdesàMáCs àe àµ ²àestà o t eàe à o ditio àdeàfi atio àseuleà la àouàdeàpe a ilisatio àa a tàfi a tio à ouge .  
  

C 
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Partie II : Analyse de la méthylation des 

adénines chez Paramecium tetraurelia 

Laà p se eà d ad i esà th l esà da sà leà g o eà de Paramecium tetraurelia est 

observée pour la première fois en 1974 à partir des expériences de (Cummings et al., 1974). 

L áDNà e t aità desà a o o au ,à i o o au à età ito ho d iesà està a al s à pa à

chromatographie après ingestion par les paramécies de méthionine, adénine et thymine 

adioa ti esà p se tesà da sà leà ilieuà deà ultu e.à L tudeà o luaità à laàp se eàd e i o à

2%àd ad i esà th l esà á à da sà leà g o eà a o u l ai eà età aussià da sà leà g o eà

micronucléaire. Selon cette étude, 6mA était absent du génome mitochondrial. Les 

expériences de Cummings montraient aussi que la méthylation des cytosines était absente 

du g o e.à áu u à ôleà aà e o eà t à att i u à à laà th latio à desà ad i esà hezà

Paramecium tetraurelia. 

I. Détection de bases modifiées dans le génome de Paramecium 

tetraurelia 

1. Détection de nucléosides modifiés par HPLC-MS dans le génome 

Partant de ces résultats, nous avons décidé de confirmer la présence de 6mA et 

l a se eà deà Cà da sà leà g o eà deà P. tetraurelia. Nous nous sommes en particulier 

attachés à o te i à deà l áDNà g o i ueà deà ultu esà deà pa a ieà ou iesà a e à desà

bactéries qui sont dépourvues de méthylation de 6mA et 5mC. Nous voulons également 

e a i e à laàp se eà e tuelleàd aut esà odifi atio sàdeà u l otidesàda sàleàg o e.  

áfi à deà d te te à l e se leà deà esà odifi atio s,à ousà a o sà hoisià d a al se à l áDNà

génomique de P. tetraurelia par HPLC-MS. Cette approche permet de visualiser 

th o i ue e tà l e se leà desà odifi atio sà po t esà pa à lesà u l otidesà à o ditio à ueà

nous possédions des molécules standards pour chacune des modifications à tester (Figure 

16 .à Deà l áDNgà e t aità d E. coli Dam-Dcm- est utilisé comme contrôle négatif, cette souche 

bactérienne étant incapable de méthyler 5mC et 6mA. Comme contrôle positif, on utilise de 

l áDNà e t aità deà laà sou heà SU‘Eà d E. coli abondamment méthylée pour 5mC et 6mA (2%) 
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(Fang et al., 2012). On a choisi de comparer la présence de modifications de nucléotides 

dans le génome de chez Paramecium tetraurelia dans différentes conditions physiologiques. 

Da sà eà ut,à desà ha tillo sàd áDNàg o i ueào tà t àp pa sà àpa ti àdeà ultu esàde  P. 

tetraurelia e à oissa eà e po e tielleà Veg ,à à laàfi àdeà l autoga ieà lo s ueà lesà ouveaux 

MAC sont formés (T50) et en o ditio à deà est i tio à ali e tai eà a a tà l e t eà e à

autoga ieà sta ed .à Nousà a o sà aussià a al s à deà l áDNgà issuà deà l esp eà appa e t eà

Paramecium sexaurelia e t aità à laàfi àdeà l autoga ieà T .àLesàáDNàso tàtousàt ait sà à laà

‘Náseà pou à ite à desà o ta i atio sà pa à lesà ol ulesà d á‘Nà uià so tà o uesà pou à

contenir de nombreuses modifications chez les bactéries comme chez les eucaryotes 

(Dominissini et al., 2012).à Pou à s aff a hi à deà laà o ta i atio à a t ie eà duà ilieuà deà

culture des paramécies (K. pneumoniae), les cellules de paramécie sont nourries avec la 

souche Dam-Dcm- d E. coli. Cette différence est cruciale par rapport aux expériences de 

Cu i gs.à Puis u o à e t aità l áDNà totalà desà pa a ies,à l áDNà duà MICà età MáCà so tà

présents dans les cultures végétatives et en plus, pour le poi tà à l autoga ie,à so tà aussià

présents les fragments du macronoyau maternel. Etant donné le rapport de ploïdie MIC 

(2n)/MAC (800n), ce sont les modifications associées au génome MAC qui seront 

préférentiellement détectées. Après traitement à la RNAse, les  ha tillo sà d áDNà so tà

précipités et digérés par la Degradase plus pour obtenir des nucléosides. Les standards 

utilisés sont les nucléosides non modifiés (A, T, G, C) mais également les nucléosides 

modifiés suivants : 6mA, 5mC, 5hmC, 4mC et 8oxoG. Les standards sont utilisés pour 

déterminer le temps de rétention propre à chaque molécule et sont systématiquement 

i je t sàe àd utàetàfi àd a al seàdesà ha tillo sàpou à o t ôle à ueàlesàte psàdeà te tio à

o tà pasà ha g àauà ou sàdeà l e p ie e.àLesàdiff e tsà u l osidesàso tàd a o dàs pa sà

da sà leà te psà selo à leu àaffi it àa e à laàphaseàC àapolai eàdeà laà olo eàd HPLCàetà lu sà

g eà à u à sol a tà polai e,à l a to it ile.à Ilsà so tà e suiteà d te t sà pa à spe t o t ieà deà

masse assignant un temps de rétentio à à laà asseà deà ha ueà ol ule.à L a o da eà deà

ha ueà u l osideà està al ul eà à pa ti à deà l ai eàsousà laà ou eàdesàsig au àe egist sàetà

normalisée par le signal du nucléoside non modifié correspondant. 
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Figure 16 : Quantification par HPLC-MS des niveaux de méthylation des cytosines et des 

ad i es de l’ADN g o i ue total de P. tet au elia et P. se au elia 

A. ‘ te tio àdesà u l osidesà C,à Càetà áàdesàs ta da dsàetà ha tillo sàd áDNà tudi sàsu àlaà olo eàdeàs pa atio à
de l HPLC.àLeà h o atog a eài di ueàl i te sit àd te t eàpou à ha ueà u l osideàe àfo tio àdeàso àte psàdeà te tio à
sur la colonne. Sont représentés les chromatogrammes des standards pour 5mC (b) i ssu de la digestion par la Degradase 
Plus àd u àoligo u l otide 5mC, pour 4mC (a) issu de la digestion par la Degradase plus et pour 6mA (f). Sont également 
ep se t sàlesà h o atog a esàpou à Càetà Càdesà ha tillo sàd áDNàg o i ueàd E. coli Dam-Dcm-, E. coli sure et 

P. tetraurelia nourries avec E. coli Dam-Dcm- (c-e). Sont représentés les chromatogrammes pour 6mA des échantillons 
d áDNàg o i ueàd E. coli Dam-Dcm-, E. coli sure et P. tetraurelia nourries avec E. coli Dam-Dcm- (g-i). B. Quantification 
des  aires sous la courbe des chromatogrammes pour cha ueà ha tillo àd áDNàg o i ueàa al s .àL ai eà o espo da tà à
la  densité de chaque nucléoside modifié est normalisée par le nucléoside standard correspondant. Les moyennes et 
déviations s tandards sont calculées à  partir de 3 ou 4 expériences indépendantesàpou à ha ueàt peàd ha tillo ,à o eà
i di u àe àdessousàdeàl a eàdesàa s isses. 

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

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

deà l HPLCà aà permis de les séparer parce que 4mC et 5mC ont des temps de rétention 
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différents. Le nucléoside 4mC, visible dans le chromatogramme correspondant au standard 

(Figure 16áa ,àestàa se tàdesà h o atog a esàdeà l e se leàdeà osà ha tillo sà o t ôleà

età deà l áDN de paramécies (Figure 16Ab-e). De la même manière, on détecte 5mC dans le 

h o atog a eà duà sta da dà età duà o t ôleàpositif,à laàsou heàSU‘Eàd E. coli (Figure 16Ab-

c). Comme attendu, 5mC est absente de la souche E. coli Dam-Dcm- (Figure 16Ad). On ne 

détecte que des quantités très faibles voire quasi nulles de 5mC chez P. tetraurelia et 

sexaurelia comparables à ce qui est détecté pour E. coli Dam- Dcm- (Figure 16B). Les 

données ne sont pas présentées pour 5hmC et 8oxoG mais nos expériences de 

spectrométrie deà asseà o tà pasà d te t à esà ol ulesà da sà l áDNà deà P. tetraurelia et 

sexaurelia. En conclusion, les nucléosides modifiés 5mC, 4mC, 5hmC et 8oxoG ne sont pas 

présents dans le génome MAC de la paramécie ou dans des quantités trop faibles pour être 

détectées par cette méthode. 

3. La th latio  des ad i es est p se te da s l’ADN de P. tetraurelia 

Le nucléoside modifié 6mA est bien séparé du nucléoside non modifié par la colonne 

d HPLCà età ie à d te t à e à spe t o t ieà deà asseà o eà leà o t e tà lesà

chromatogrammes obtenus (Figure 16Af). Comme attendu, 6mA est observé dans le 

contrôle positif E. coli SURE et absent du contrôle négatif E. coli Dam-Dcm- (Figure 16Ag-h). 

Leà u l osideà odifi à áà està aussià fo te e tà d te t à da sà l e se leà desà ha tillo s 

d áDNàdeàP. tetraurelia et de P. sexaurelia (Figure 16B). La présence de cette modification ne 

semble pas varier entre les différentes conditions physiologiques testées bien que nos 

sultatsà eà pe ette tà pasà deà ua tifie à a e à p isio à l a o da eà deà chaque 

odifi atio .à E à o lusio ,à laà th latio à desà ad i esà està p se teà da sà l áDNà

génomique de P. tetraurelia et P. sexaurelia, quelles que soient les conditions physiologiques 

observées. 

L e se leà deà esà sultatsà ousà pe età deà o fi e à lesà sultats obtenus  par 

(Cummings et al., 1974) età deà o lu eà ueà l áDNà deà P. tetraurelia est méthylé sur les 

adénines. La méthylation des c tosi esà estàpasàd te t eà hezàP. tetraurelia ni aucune autre 

des modifications étudiées (4mC, 5hmC, 8oxoG). Enfin, la méthylation des adénines est 

conservée chez P. sexaurelia,à esp eà uià a aità pasà t à a al s eà da sà (Cummings et al., 

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

anti-6mA. 

A. D te tio àd ad i esà th l esàda sàl áDNàdeàParamecium tetraurelia pa àDotàBlotà àl aideàd u àa ti o psàa ti-6mA. Des 
d pôtsàdeà gàd áDNàg o i ueàt ait sà àlaà‘NáseàáàetàT àdeàParamecium tetraurelia nourries avec E. coli Dam-Dcm-, de 
E. coli Dam-Dcm- et de K. pneumoniae sont déposés sur une membrane en nylon chargée positivement et cross l inkés  par 
UV. La  méthylation est détectée après incubation avec un anticorps anti-6mA (Synaptic System 202 003) et par un anticorps 

secondaire couplé à  la  peroxydase révélé par ECL. B. D te tio àd ad i es à th l es àda s àl áDNàdeàParamecium 

tetraurelia par Dot Blot avec un anticorps anti- á.àDesàd pôtsàd áDNàg o i ueàdeà ua tit à oissa teàe t eà àet 250ng 
tra i tés RNAse puis DNAse de Paramecium tetraurelia nourries E. coli Dam-Dcm- etàd E. coli Dam-Dcm- sont déposés sur une 
e a eàe à lo à ha g eàpositi e e tàetà ossli k sàpa àUV.àLesàd pôtsàd áDNàso tà l sàda s àu à a i àdeà leuàdeà

méthylène. La  méthylation est détectée après incubation avec un anticorps anti-6mA et par un anticorps secondaire couplé 

à  la  peroxydase révélée par ECL. C. Description de la  loca l i sation cel lula i re par immunofluorescence de 6mA chez 
Paramecium tetraurelia par immunofluo es e e.àDesàsupe positio sàd u eàs le tio àdeàp oje tio sàe à)àdeà ues àdeà áà
(vert) et Hoecsht (rouge) à différents moments du cycle de vie sont présentées  (a -l ). Les  cercles  blancs  en pointi l lés  
indiquent les deux MIC quand ils sont visibles. Le cadre en pointillés blancs en bas à  gauche de chaque image montre un 
g ossisse e tàd u àMIC.àLeà ad eàe àpoi till sà la sàe àhautà àd oiteàdeà ha ueài ageà o t eàu àg oss isse e tàd u à
ou eauàMáCàe àd eloppe e t.àL helleàestà à µ .àD. Localisation de la méthylation par immunofluorescence des  

ad i esàetàdeàPg àda sàdesà ellulesàe àd eloppe e tà àl aideàd a ti o psàsp ifi ues.àDesàsupe positio sàdesàp oje tio sà
en Z de vues de 6mA (cyan), Pgm (vert) et Hoecsht (rouge) à  différents moments du développement macronucléa i re sont 
présentées. Les cercles blancs en pointillés indiquent les deux nouveaux MAC en développement. A gauche sont indiqués  
les temps du développement auxquels ont été observées les cellules. A droite, quantification des  signaux de fluorescence 
des àa ti o ps àa ti à áà leu àetàa ti àPg à e t àe àfo tio àdeàl a i eàdes àMáCàe àd eloppe e tàe àµ ².  

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

Paramecium tetraurelia 

Ilà està pou à leà o e tà pasà possi leà de déterminer la présence de modifications dans 

l áDNà i o u l ai eà pa à HPLC-MS, en raison des trop faibles quantités obtenues après 

pu ifi atio à deà l áDNà i o u l ai eà (Guérin et al., 2017). Pour étudier la dynamique de la 

méthylation au cours du cycle de vie et sa localisation précise dans la cellule, nous avons 

utilisé un anticorps spécifique de 6mA pour des expériences de dot blot et 

d i u ofluo es e e. 

1. La th latio  des ad i es est ajo itai e e t d te t e su  l’ADN  

Nous avons entrepris de confirmer les résultats obtenus en HPLC-MS par dot blot avec 

un anticorps spécifique pour 6mA (Synaptic system 202 003) (Figure 17á .à Deà l áDNà

génomique extraits de P. tetraurelia, E. coli Dam-Dcm- et K. pneumoniae digérés à la RNAse 

sont déposés sur une membrane de nylon chargée positivement et réticulés par les UV. On 

d poseàdesà ua tit sà o sta tesà à g àd áDNàe àt ipli at.àCo eàatte du,ào à eàd te teà

pasà oi eà t sà peuà deà sig alà áà da sà l áDNà g o i ueà e t aitsà d E. coli Dam-Dcm-. Au 

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

https://www.sysy.com/products/m6a/facts-202003.php
https://www.sysy.com/products/m6a/facts-202003.php
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ha ituelle e tà lesà pa a ies.à O à d te teà gale e tà áà da sà l áDNà deà P. tetraurelia 

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

Pou àd te i e àsià laà th latio à ueà ousàd te to sàp o ie tà ie àdeà l áDNàet non pas 

deàl á‘N,ào à aliseàe suiteàdesàd pôtsàdeà ua tit à oissa teàd áDNàsu àu eà e a eàe à

nylon chargée positivement et réticulées par les UV (Figure 17B), après traitement RNAse A 

etàT àouàt aite e tà DNáseàI,àpou às assu e àdeàlaàsp ifi it àduàsignal anti-6mA. Après dépôts 

des acides nucléiques sur la membrane, leur présence est révélée grâce au bleu de 

méthylène. Comme précédemment (Figure 17B) et pour des quantités inférieures (dès 50 

g ,ào àd te teà áàda sà l áDNàdeàP. tetraurelia traité RNAse et ce signal disparaît lorsque 

l áDNàestàe suiteàt ait àDNáse.àáuà leuàdeà th l eào àd te teà epe da tàtoujou sàu àpeuà

deà sig alà uià p o ie tà p o a le e tà d u eà digestio à i o pl teà deà l áDNà d pos .à E à

o lusio ,à l a ti o psàa ti-6mA permetàdeàd te te à laà th latio àdesàad i esàda sàl áDNà

de P. tetraurelia. 

2. La méthylation des adénines est établie pendant le développement des 

macronoyaux et perdure pendant tout le cycle cellulaire 

Afin de localiser la méthylation des adénines entre les différents noyaux et déterminer 

quand elle est établie pendant le cycle de vie de P. tetraurelia, des expériences 

d i u ofluo es e eà o tà t à alis esà a e à l a ti o psà sp ifi ueà pou à áà pe dant le 

cycle cellulaire (Figure 17C .à Pou à s aff a hi à desà o taminations bactériennes et de la 

présence de 6mA sur les ARN (Dominissini et al., 2012; Fang et al., 2012), les cellules sont 

nourries avec E. coli Dam-Dcm- et traitées par la RNAse A après avoir été perméabilisées et 

fixées. Le signal 6mA est détecté essentiellement dans le MAC tout au long du cycle de vie. 

Pendant le cycle végétatif, 6mA est détecté dans le MAC et est absent des MIC y compris 

lorsque les cellules se di ise t.àLo s ueàs e gageàl autoga ie,à áàestàp se tàda sàleàMáCà

ate elà età appa aîtà da sà lesà MICà deà a i eà t a sitoi e,à d a o dà e à ioseà Ià puisà à

l appa itio à deà jeu esàMáCà e à d eloppe e t.à LeàMáCà ate elà f ag e t à esteà th l à

au cours du développe e tà duà ou eauàMáC.à Leà sig alà áà s a u uleà p og essi e e tà

dans les nouveaux MAC en développement. Il augmente à mesure que les MAC grossissent 

età leà sig alà se leà attei d eà so à a i u à d i te sit à da sà leà ou eauà MáCà ap sà laà

première division cellulai e.àL e se leàdeà esà sultatsà ousàpe ette tàdeà o lu eà ueàlaà
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méthylation des adénines est principalement localisée dans le MAC au cours du cycle de vie, 

et est présente de manière transitoire dans les MIC pendant et après les événements 

sexuels. Nousàa o sào se à u ilàe isteàu eà th latio àde novo uiàs ta litàda sàlesàMáCà

e à d eloppe e tà età ousà supposo sà u ilà e isteà u eà th latio à deà ai te a eà

conservée tout au long du cycle cellulaire. 

3. La th latio  des ad i es s’ ta lit e  aval des a a ge e ts d’ADN da s les 

nouveaux macronoyaux 

Pou à d te i e à plusà p is e tà leà o e tà d appa itio à deà áà da sà lesà MáCà e à

d eloppe e tà età leà situe à pa à appo tà au à e e tsà d li i atio à d áDN,à ousà a o sà

alis àdesàe p ie esàd i u ofluo es e eàpou àd te te àsi ulta e tà l e do u l aseà

Pgm et 6mA avec des anticorps spécifiques (Figure 17D). Nous avons quantifié les signaux de 

fluo es e eà Pg à età áà da sà lesà MáCà e à d eloppe e tà e à fo tio à deà l ai eà deà esà

o au .à Laà p ot i eà Pg à s a u uleà dans les MAC en développement puis disparaît à des 

stades plus tardifs du MAC en développement (Dubois et al., 2017). Nous observons que le 

signal Pgm est présent dans les MAC en développement alors que 6mA est encore 

indétectable (Figure 17D). La fluorescence 6mA augmente progressivement dans les MAC, 

alo sà ueà leàsig alàPg àaàd j àdispa u.àLeàsig alà áàaug e teàe à eàte psà ueà l ai eà

desà o au à aug e te.à Leà pi à d i te sit à de fluorescence de Pgm est détecté lorsque le 

sig alà áà està e o eà fai le.à Leà pi àd i te sit àdeà áàestàattei tà lo s ueà leàsig alàPg àaà

déjà disparu. Même si nos résultats sont sujets à caution dans la mesure où ils dépendent du 

seuil de détection des anticorps utilisés, nos observations suggèrent que la méthylation des 

ad i esà s ta lità da sà lesàMáCà e à d eloppe e tàpost ieu e e tà à laàp se eàdeàPg à

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

á.à‘ep se tatio às h ati ueàdesà tapesàduàp oto oleàdeàMedIP.àDeàl áDNàg o i ueàtota l àestàe t a i tàdeà el lules àe à
oissa eàe po e tielleàouàe àfi àd autoga ieà T ,àt a it àpa àlaà‘NáseàA et la  RNAse T1 et soniqué pour obtenir des  

fragments de 200 pb. Des librairies sont préparées à partir des fragments soniqués . Les fragments sont ensuite dénaturés  
I put àetàutilis sàpou àl i u op ipitatio àa e àlesàa ti o psàa tiàIgG et anti-6mA. Après lavage et élution, les fragments  
d áDNài u op ipit s sont précipités et amplifiés par PCR avant séquençage I llumina. B. Dépôt su àgel àd aga oseà , %à
des àa plifi atio sàpa àPC‘àdeàl I putàetàdesài u op ipitatio sàpa àl a ti o psàa ti -IgG ou anti- á.à‘ie à estàd te t à
da sàlaàpisteà o espo da tà àl IPàIgGàho isàlesàdi esàd a o esàutilis esàpou àlaàPC‘.àDa sàlesàpis tes àI put et 6mA, la  
t a î eà o espo dà àl áDNài u op ipit ,àlaà a deài f ieu eà i di u eàpa à†) aux adaptateurs non ligués et ampl i fiés  

et la  bande indiquée par * au àdi esàd a o esàdeàPC‘.àC.àCo pa aiso àdesà ou e tu esàdeàs ue çageàe t eàl I putàetà
l IPà á.àO ào se eàlaàtailleàdesàle tu esàe àfo tio àdeàlaàp opo tio àe àáTàda sà ha ueàle tu e.àáàd oiteàso tàdo esàlesà
p opo tio sàdeà ha ueàt peàdeàle tu eàda sàl ha tillo às ue s,àdeà leuà àjau eà=à illie sàdeàle tu es,àdeà ioletà à oseà= 

* 

† 
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centa ines de lectures, de vert à bleu = dizaines de lectures, de rouge à bleu = lectures uniques. La  majorité des lectures sont 
d u eàtailleàalla tàdeà à à àp à o pati leàa e àlesàf ag e tsà ueà ousàa o sàp oduitsàpa àso i atio àetàles àl i a i ies à
que nous avons construites, avec une proportion en AT entre 60 et 80% s imi la i re à  cel le t ou eàda s àl e se leàduà
génome (Aury et a l., 2006).àLesàp ofilsàdeà ou e tu eà eàdiff e tàpasàe t eàl I putàetàl IPà á.àD.àCo pa aiso àe t eàla à
ou e tu eàda sàleàg o eà o se àd u eà gio àpa ti uli eàduàs affoldà àe t eàles à oo do es à , àetà , à
e t eàl I putàetàl IPà áàa lig sàsu àleàg o eàptet au el ia_ i _ .àSo tài di u s àles àIESàetàaut es às ue es àMICà
sp ifi uesàe àhautàe àg is.àO à eàd te teàpasàdeàpi àd e i hisse e tàpou àu eàs ue eàpa ti ul i eàda s àl IPà á.  
 

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

Ayant établi que la méthylation des adénines est présente de manière significative et 

fa ile e tàd te ta leàda sà l áDNgàdeàP. tetraurelia,à ousàa o sà hoisiàd utilise àlaàte h i ueà

deà MedIPà eposa tà su à leà s ue çageà à hautà d ità deà l áDNgà immunoprécipité par 

l a ti o psàsp ifi ueàdeà áàpou àlo alise à áàleàlo gàduàg o e.  

1. Adaptatio  d’u  p oto ole d’i u op ipitatio  de l’ADNg th l  su  A hez 

P. tetraurelia 

Leà MedIPà Meth latio à DNáà I u oP e ipitatio à eposeà su à leà s ue çageà d ADN 

enrichi en séquences méthylées grâce à un anticorps spécifique de la méthylation étudiée. 

La technique est traditionnellement utilisée pour la méthylation des cytosines 5mC 

(Plongthongkum et al., 2014) aisà elleà aà aussià t à adapt eà pou àl tudeàdeà laà th latio à

desà ad i esà da sà l á‘Nà età plusà e e tà pou à laà th latio à desàad i esàda sà l áDNà

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

Je me suis basée sur les protocoles développés pour le MeRIP, immunoprécipitation 

d á‘Nà th l sà áà (Dominissini et al., 2013, 2015) etàsu à eu àa a tàse ià à l tudeàdeàlaà

localisation de 6mA sur les génomes de C. elegans et C. reinhardtii (Fu et al., 2015; Greer et 

al., 2015). Les principales étapes du protocole sont rappelées dans la figure 18A. 

 E ha tillo sà tudi sàetàe t a tio sàd áDN : Nousàso esàpa tis,à o eàpou àl e se leàdesà

tudesà ueàj aiàp se t esàp de e t,àdeà ellulesàdeàP. tetraurelia cultivées dans un 

milieu bactérisé avec la souche Dam-Dcm- d E. coli incapable de méthyler 6mA et 5mC. Le 

MedIPà pe età d ide tifie à pa à leà s ue çageà laà o ta i atio à e tuelleà e à áàdeà

d aut esà o ga is esà età ota e tà a t ie sà hezà uià etteà odifi atio à està t s 

abondante. Pour garantir un enrichissement suffisant en séquences paramécie qui sont 

potentiellement autant méthylées en 6mA que chez les bactéries et une couverture 

suffisante par le séquençage, nous avons préféré réduire la contamination bactérienne. Une 



Touzeau Amandine – Thèse de doctorat - 2018 

156 

 

p e i eàte tati eàdeàMedIPà àpa ti àd áDNàe t aitsàdeà ellulesàe à oissa eà g tati eà

e po e tielleàaàd a o dà t àte t e.àIlàs estàa àpa àBlastàdesàle tu esàdeàl I putà ueàl áDNà

immunoprécipité était beaucoup trop contaminé par des souches bactéri ennes (75% des 

le tu esàdeàl I put àpou àoff i àu eà ou e tu eàsuffisa teàduàg o eàdeàP. tetraurelia (5% des 

le tu esàdeàl I put .àIlà taitàalo sài possi leàd utilise à etteàfai leà ou e tu eàpou àd te te à

desà pi sà d e i hisse e tà da sà l IPà pa à appo tà  l I put.à O à peutà e pli ue à etteà

o ta i atio àpa àleàstadeàduà leàdeà ieàau uelàl áDNàestàe t ait.àE à oissa eà g tati e,à

les cellules sont pleines de vacuoles digestives riches en bactéries. Il se peut aussi que le 

protocole de lavages des cellules aitàpasà t àsuffisa e tài te sifàpou àseàd a asse àdesà

bactéries présentes dans le milieu de culture lui- e.àNousàa o sàe suiteàd id àd e t ai eà

deàl áDNàdeà ellulesàe àfi àd autoga ie,à hàap sàleàd utàdeàl autoga ie.àáà eàstade,àilà à

a pas de bactéries dans le milieu de culture et les cellules sont en carence alimentaire depuis 

plusieurs jours. Dans ces cellules, les réarrangements se sont déjà terminés ou se terminent 

dans les nouveaux MAC en développement. Sur la base de nos expériences 

d immunofluorescence, la méthylation 6mA est détectée dans les nouveaux MAC en plus des 

f ag e tsàduàMáCà ate elàe o eàp se tsàda sàlaà ellule.àO àsupposeà ueàl o àau aàai sià

a sà à laà foisà à laà th latio àdeà ai te a eà da sà leàMáCà ate el à ueàl o àaurait 

observée dans des cellules en croissance exponentielle et à la méthylation déposée de novo 

da sàlesàMáCàe àd eloppe e t.àL áDNàe t aitàestàt ait à àlaàRNAse A (Sigma 50U/mg) à 

20µg/ml et 1U de RNAse T1 (Ambion 1U/µl). 

 Sonication : L áDNgàe t aitàestàso i u àe àf ag e tsàa oisi a tàlesà àp .àLaàso i atio àestà

réalisée sur un appareil Covaris M220 selon les recommandations et programmes du 

fabriquant pour obtenir cette taille de fragment. Pour vérifier la taille des fragments obtenus, 

l áDNàso i u àestàa al s àsu àu àgelàd aga oseà , %.  

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

2013, 2015), et comme dans les protocoles de MedIP sur C. elegans ou D. melanogaster (Fu 

et al., 2015; Greer et al., 2015), nous réalisons les librairies pour le séquençage avant 

d i u op ipite à lesà f ag e tsà d áDN.à Da sà leàMe‘IP,à laà p pa atio à desà li ai iesà

implique la conversion des ARN en ADN complémentaires et donc la perte de la méthylation 

par la RT-PCR. Il faut donc dans ce cas immunopré ipite àlesàá‘Nàd a o d.àE àp pa a tàlesà

li ai iesàa a tà l i u op ipitatio ,ào à s aff a hitàauà a i u àdeàdiff e esàe t eà

l I putà età l IPà uià eà p o ie d aie tà pasà deà l i u op ipitatio .à Lesà li ai iesà so tà

préparées avec le kit NEBNext® DNA Library Prep Master Mix Set for Illumina®. Les 

e t it sà desà f ag e tsà d áDNà so i u sà so tà pa es,à ad l esà età ligu es à des 

adaptateurs. 
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 Dénaturation : Lesà ha tillo sàd áDNàf ag e t sàetàli sàau àadaptateu sàso tàd atu sà

pou àpe ett eàl i u op ipitatio àetàu eàpetiteà ua tit à I put  est mise de côté. 

 Immunoprécipitation/Elution/Précipitation : Après dénaturation, les échantillons sont 

incubés avec des billes couplées à la protéine A liées aux anticorps spécifiques de la 

méthylation des adénines 6mA (Synaptic system). Seront donc immunoprécipités par les 

billes uniquement les portions du génome de P. tetraurelia de 200pb en moyenne portant 

6mA. Lesà f ag e tsà d áDNà so tà lu sà a e à duà N Má o oPà N
6-Meth lade osi eà ′-

monophosphate sodium salt), nucléotide entrant en compétition avec les adénines 

méthylées retenues par les anticorps anti- áàpuisàp ipit sà àl éthanol. Comme contrôle 

négatif, on réalise aussi une immunoprécipitation avec un anticorps anti -IgG. 

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

Setàfo àIllu i a®,àl I putàetàlesàáDNài u op ipit sàpa àlesàa ti o psàa ti -6mA ou anti-IgG 

sont amplifiés pa àPC‘.àU eàpa tieàdeàl I putàetàdesàIPàso tàd pos sàsu àu àgelàd aga oseàpou à

contrôler le nombre de cycles nécessaires en PCR (Figure 6B).  

 Séquençage Illumina : L I putàetàlesàáDNàImmunoprécipités sont séquencés par séquençage 

Illumina (single end, reads 75pb) 

2. L’i u op ipitatio  pa  l’a ti o ps A ’a pas pe is d’e i hi  e  gio s 

méthylées 

áà l issuà desà PC‘à isa tà à e i hi à l I putà età lesà i u op ipitatio sà pa à lesà a ti o psà

anti-6mA et IgG, on a déposé une partie des amplifications sur un gel d aga oseà , %à Figu eà

18B .à Da sà l IPà IgG,à o à à o se eà ueà ie à està d te t à ho isà desà di esà d a o es,à

o eà atte du.à áuà o t ai e,à e à plusà desà di esà d a o es,à da sà l IPà áà o à o se eà

e t eà à età à p à u eà t aî eà d a idesà u l i uesà s i ilai eà à l I putà o espo da tà au à

f ag e tsà d áDNà i u op ipit s.à O à o se eà aussià au-dessus de 100 pb une bande 

correspondant aux adaptateurs des librairies, non éliminés par les différents lavages après 

l i u op ipitatio .à L a ti o psà a ti-6mA, auà o t ai eà deà l a ti o psà a ti-IgG, permet 

l i u op ipitatio à deà s ue esà d áDN.à Laà PC‘à ta tà pasà ua titati eà ilà està diffi ileà

d alue às ilà àaàu àe i hisse e tàe t eàl I putàetàl IPà á. 

Nousàa o sà o fi à l a al seàdesàdo esàdeàs ue çageà à‘ei e àS hulzà Ki g sàCollegeà

London, UK) qui utilise le pipeline suivant : Suppression des adaptateurs, Construction des 

i de à po tio sà desà g o esà deà f e esà uià asse l esà ou e tà l e se leà duà
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génome) par Bowtie2, Hisat2, BWA, Alignements des lectures par Bowtie2, Hisat2 et BWA, 

Configuration de IGV (Integrative Genomics Viewer), Identification des contaminants, 

á al seà deà laà ou e tu e,à D te tio à desà pi sà d e i hisse e tà e à á.à E à alig a tà lesà

s ue esàdeà l I putàetàdeà l IPà á,ào à o stateà ue , %àdesà le tu esàdeà l i putàs alig e tà

sur des séquences MIC-sp ifi ues.àCeà estàpasàleà asàda sàl IP.àIlàestàpossi leà ueàl IPà áà

soit déplétée en certaines séquences MIC-spécifiques. Au stade du développement que nous 

analysons, les réarrangements d áDNà o tà d j àeuà lieuàetà leàg o eà eà o tie tà uasi e tà

plusà deà s ue esàMICs.à C està à eà o e t-l à aussià ueà s ta lità laà th latio à da sàu à

g o eà uià o tie tà ajo itai e e tà desà s ue esàMáCsà sià l o à tie tà o pteà deà eà ueà

l o à o se eà e à I u ofluorescence (Figure 17C, 17D). Le petit enrichissement en 

s ue esà MICsà da sà l I putà se aità alo sà oh e tà a e à u eà p se eà deà áà

majoritairement sur les séquences MACs et cet enrichissement reste faible étant donné que 

ces séquences sont peu présentes. Cu ieuse e t,à l a al seàdeàlaà ou e tu eàdeàl I putàetàdeà

l IPà áà o t eàdesàdist i utions très similaires (Figure 18C). Ces distributions ne semblent 

pasà o l esà a e à laà p opo tio à d á/Tà da sà leà g o e.à Cesà o se atio sà a e tà à seà

de a de àsià l IPà á està ai e tàe i hieàe às ue esàpa ti uli esàpa à appo tà àl I put.à

Lesà p og a esà DESe àetàMáCS ào tà t àutilis sàpou àd te te àdesàpi sàd e i hisse e tà

da sà l IPà á.à DESe à eà d te teà ià e i hisse e tà ouà d pl tio à e à u àt peàdeàs ue eà

particuli e.àMáCS àd te teàu àe i hisse e tàda sà l IPà áàe às ue esà ito ho d ialesà

et ribosomales ou répétées à l e t it àdesà h o oso esàMáC aisàpasàd e i hisse e tà

ouà deà d pl tio à da sà leà esteà duà g o e.à Ilà està possi leà ueà l e i hisse e tà e à esà

séque esà p o ie eà d u eà ou e tu eà e essi eà dueà à laà g a deà ua tit à deà s ue esà

p t es.à E à o lusio ,à l i u op ipitatio à pa à l a ti o psà a ti- áà aà pasà pe isà

d e i hi àouàdeàd pl te àe às ue esàsp ifi uesà à eàstadeàduà leàdeà ie.àO à etàalors 

plusieurs hypothèses. Il est possible que la distribution de 6mA sur le génome ne soit pas du 

tout en cluster mais parsemée le long du génome et que la résolution du MedIP ne permette 

pasà deà d te te à deà pi à d e i hisse e t.à U eà aut eà h poth seà està ue simplement 

l a ti o psà a ti- áà està pasà suffisa e tà sp ifi ueà e àMedIPà deà á.à C està l a al seà

prochaine du génome de P. tetraurelia au même stade de développement par séquençage 

PacBio (SMRT sequencing Pacific Bioscience) qui devrait nous permettre de répondre à la 

première hypothèse et nous offrir une localisation plus précise de 6mA sur le génome de P. 

tetraurelia (Hammond et al., 2017). 
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Dis ussio  

Chapitre 1 : Le hape o  d’histo e Spt1  hez 

Paramecium tetraurelia est un composant 

essentiel des réarrangements programmés du 

génome 

 Chez le cilié P. tetraurelia desà e e tsà d li i atio à assifsà età ep odu ti lesà

d áDNà seà p oduise tà pe da tà leà d eloppement du noyau somatique et conduisent à la 

perte de près de 30% du génome germinal. Les régions éliminées incluent de longs éléments 

répétés et transposables ainsi que 45000 séquences uniques, de petite taille et non-

codantes, les IESs (Arnaiz et al., 2012). Mon travail de thèse avait pour objectif de tester 

l h poth seà ueà leà hape o à d histo eà Spt - à pou aità t eà i pli u à da sà l li i atio à deà

ces séquences chez P. tetraurelia. 

I. D o t e à l a ti it à hape o à d histo eà deà Spt -1 

Le travail présenté précédemment a permis de montrer que Paramecium tetraurelia 

disposaità deà plusieu sà ho ologuesà duà hape o àd histo eàSpt  dont une de ces protéines, 

Spt16-1, dont le gène est exprimé uniquement pendant le développement macronucléaire. 

Lesà e p ie esà d i a ti atio à duà g eà SPT16-1 ont montré que la protéine Spt16-1 est 

essai eàauàd eloppe e tàMáCàetà àl e se leàdesà a a ge e tsàduàg o e.àSpt -1 

agit en aval des voies de scnARN (Lepère et al., 2009) et de dépôt des marques 

d h t o h o ati e,à H K e à età H K e à (Lhuillier-Akakpo et al., 2014). Elle agit en 

a o tà deà l e do u l aseà Pg à (Baudry et al., 2009) et est nécessaire à sa localisation 

correcte dans les MAC en développement pour assurer les réarrangements du génome. Bien 

que la protéine Spt16-1 diverge plus que ses paralogues Spt16-2a/2b/2c de ses homologues 
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eucaryotes, elle conserve les quatre domaines retrouvés classiquement chez Spt16 : N, D, M 

et C (Formosa, 2012; Jeronimo and Robert, 2016). Les domaines M et C sont requis chez S. 

cerevisiae pou àl i te a tio àa e à lesàhisto esàetàesse tielsà à laàp ot i eà et à sa fonction de 

hape o à d histo esà (Hondele et al., 2013; Kemble et al., 2013, 2015).à L e se leà desà

résultats que nous avons présentés posait la question de savoir si Spt16-1 était bien un 

hape o à d histo eà età sià so à ôleà pe da tà lesà a a ge e tsà d áDNà taità dûà à so à

interaction avec les histones.  

1. A la recherche des partenaires de Spt16-1 

 Afin de démontrer que Spt16- à està u à hape o à d histo eà ousà a io sà te t à e à

p e i eà app o heà d i u op ipite à GFP-Spt16-1 pour identifier ses partenaires. 

L i u op ipitatio à seà faità pa à u à s st eà deà GFP-trap. La fraction immunoprécipitée 

peut être analysée en premier temps par Western Blot pour y détecter par exemple les 

histones. Elle peut ensuite être analysée en spectrométrie de masse pour y détecter les 

partenaires de Spt16-1. Parmi les partenaires que nous imaginions identifier, on espèrait 

trouver Pob3 ou Ssrp1 et les histones avec lesquelles Spt16 interagit normalement. Nous 

a io sà alis à desà e t aitsà u l ai esà à diff e tesà sali it sà d e t a tio sà deà à à Mà

NaCl dans des cellules transformées par GFP-Spt16-1. La protéine fusionnée à la GFP était 

systématiquement retrouvée quelle que soit la salinité dans la fraction insoluble en Western 

Blot avec des anticorps anti-GFP.à Ilà taità atte duà u u eà f a tio à o à gligea leà deà GFP-

Spt16- à soità et ou eà da sà laà f a tio à i solu leà o te a tà l essentiel de la chromatine à 

chaque extraction si Spt16- àestà ie àu à hape o àd histo e.àCepe da tà ousà a o sàpasà uà

de solubilisation de la protéine en augmentant la salinité alors même que nous parvenions à 

extraire progressivement les histones. Nos tentatives de solubilisation à très forte salinité 

Mà NaCl ,à a i ueà pa à so i atio à ouà hi i uesà M ase,à Be zo ase à o tà pasà

fonctionné. La faible fraction de protéines GFP-Spt16-1 que nous avons réussi à solubiliser 

eà pe ettaità pasà deà alise à d i unoprécipitation par un système de GFP-trap. Nous 

avons tenté de produire des anticorps spécifiques de Spt16-1 mais les deux anticorps 

produits ne se sont pas révélés suffisamment spécifiques et nous avons dû abandonner la 

possi ilit àd i u op ipite àSpt16-1. Le remplaceme tàdeà laàGFPàs estàaussià l  ardue, 

la protéine FLAG-Spt16-1 par exemple étant toxique dans les bactéries lors du clonage. 
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2. Le do ai e MBD pou ait t e e uis pou  l’a tivit  de Spt1 -1 dans les 

réarrangements du génome 

Laà a a t isti ueà o u eàau à hape o sàd histo esàestàl e iste eàd u àdo ai eà i heà

en résidus acides en C-te i alàpe etta tà l i te a tio àa e à lesàhisto esà (Hammond et al., 

2017). Chez Spt16, le domaine C assure cette fonction avec en particulier un sous -domaine 

d o àMBD.à Leà do ai eàMBDà està esse tielà à l a ti it à deà Spt à età duà o ple eàFáCTà

chez S. cerevisiae età espo sa leà deà l i te a tio à deà Spt à a e à les histones H2A-H2B 

(Kemble et al., 2015).à L a al seà deà laà st u tu eà duàdo ai eàMBDàdeàSpt àdeà S. cerevisiae 

au à a o sà Xà aà o t à u ilà disposaità deà deu à sidusà t sà o se s,àa ide et aromatique 

dont la mutation abroge la fonction de la protéine (Kemble et al., 2015).àL alig e e tàdesà

domaines MBD de Spt16-1 et de ses homologues montrent que les résidus acides  et 

aromatiques sont conservés (Figure 13A).àO àpeutàdo àsuppose à u ilsàso tà espo sa lesàdeà

l i te a tio à a e à lesà histo esà hezà P. tetraurelia. Afin de démontrer que le domaine MBD 

est essentiel à la fonction de Spt16-1, nous avons réalisé des expériences de 

complémentation fonctionnelle in vivo avec une protéine de fusion GFP-Spt16-1-ΔMBDàda sà

des cellules inactivées pour SPT16-1 (Figure 13B). La protéine de fusion délétée du domaine 

MBD ne sauve pas les phénotypes causés par la déplétion de la protéine endogène : la 

l talit àda sà laàp og itu eàse uelleàetà lesàd fautsàd e isio àdesàIES.àáàp e i eà ue,à ousà

pou o sà o lu eà ueà leà do ai eà MBDà està e uisà pou à l o te tio à d u eà p og itu eà

se uelleà à l issueà deà l autoga ieà età au à e e tsà d li i atio à d áDN.à Cepe da t,à

ta tà pasà apa leàdeàd te te à laàp ot i eàdeàfusio àGFP-Spt16- _ΔMBDàda sàdesà ellulesà

auà ou sàduàd eloppe e tàMáC,à ilàestàe à l tatà i possi le de conclure si :à à l a se eàdeà

sauvetage phénotypique provient bien de la délétion du domaine MBD ou 2) du fait que la 

p ot i eàdeàfusio à estàpasà o e te e tàe p i e.à  

Pour infirmer ou confirmer la deuxième hypothèse, il est nécessaire de vérifier que la 

protéine de fusion est correctement produite dans la cellule et de déterminer dans quelle 

f a tio à ellulai e.à Nousà a o sà te t à d e t ai eà lesà p ot i esà totalesà età lesà p ot i esà

nucléaires par fractionnement cellulaire de cellules transformées par GFP-Spt16- _ΔMBD.à

Nous ne sommes pas parvenus à détecter en Western-Blot la protéine de fusion ni dans la 

fraction totale ni dans la fraction nucléaire ou cytoplasmique, avec un anticorps spécifique 
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de la GFP. Il est possible que la protéine GFP-Spt16- _ΔMBD soit trop diluée dans les 

fractions totales ou cytoplasmiques pour être détectable en Western Blot. Il est aussi 

possible que la délétion du domaine MBD empêche une expression correcte de la protéine à 

partir du transgène ou nuise à la stabilité de la protéine reproduisant alors les phénotypes 

aus sà pa à l a se eà deà Spt - .à Da sà eà asà o à eà peutà affi e à ueà està leà do ai eà

putatifà d i te a tio à a e à lesà histo es,àMBD,à uià està ie à e uisà pou à l a ti it à deà Spt -1 

dans le développement. Le domaine MBD ta tà o ale e tà e uisà pou à l i te a tio à deà

Spt16- à a e à lesà histo es,à l e pli atio à laà plusà p o a leà està sa sà douteà ueà so à a se eà

e p heà laà p ot i eà deà fusio àd i te agi àa e à laà h o ati eàetàdo àsaà te tio àda sà lesà

MAC en développement. 

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

histones 

Une expérience alternative consisterait à muter spécifiquement les résidus conservés 

essai esà à l i te a tio à a e à lesà histo es.à C està etteà st at gieà uià aà t à utilis eà pou à

caractériser le domaine MBD chez S. cerevisiae (Kemble et al., 2015). On imagine minimiser 

deà etteà a i eà lesà p o l esà d e p essio à ouà deà sta ilit à deà laà p ot i eà u o à i agi eà

plusà o s ue tsàap sà laàd l tio àd u eàpo tio àdeàlaàp ot i e.àL id eàse aitàdeà alise àu eà

expérience de complémentation in vivo avec un transgène GFP-SPT16-1 dans lequel sont 

mutés les résidus suivants : acide aspartique et phénylalanine. Ce sont les deux résidus 

o se sà essai esà à l i te a tio à a e à H áà età H Bà hezà S. cerevisiae.àDa sà l tudeàpa à

(Kemble et al., 2015), ils substituent les résidus correspondants chez S. cerevisiae par des 

alanines. Si la version mutée de GFP-Spt16-1 provoque les mêmes phénotypes de létalité et 

ol ulai eà ueà l i a ti atio àseuleàdeàSPT16-1 età ueà l o àd te teà laàp ot i eàdeàfusio àe à

fixant des cellules en développement et /ou par Western-Blot, on en conclura que ces acides 

a i sà da sà leà do ai eà MBDà so tà essai esà à l a tio à deà Spt -1 pendant le 

développement MAC. Cependant il est fort probable que cette expérience produise les 

mêmes résultats que la délétion complète du domaine MBD puisque les mutations ciblées 

e p he o tà aussià l i te a tio à a e à lesà histo esà età p o a le e tà laà te tio à deà laà

protéine mutée dans les MAC en développement. 
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L e se leà deà esà e p ie esà eà ousà pe ett aie tà epe da tà pasà deà o t e à ueà

Spt16-1 via ce domaine interagit avec les histones. Pour répondre à cette question, nous 

avions envisagé de produire in vitro les domaines M et C de Spt16-1 pour tester leur capacité 

à i te agi à espe ti e e tà a e à lesà di esà d histo esà H -H4 et H2A-H Bà o eà l o tà

o t à deà p de tesà tudesà da sà d aut esà o ga is esà (Hondele et al., 2013; Kemble et 

al., 2013, 2015). Les domaines M et C sont fusionnés avec la GST et retenus sur une colonne 

avec du glutathion. On fait passer dans la colonne des histones purifiés, ou bien complexés 

en dimères. Les histones qui interagissent avec les domaines M ou C sont retenus avec eux 

sur la colonne et élués en même temps que les domaines par un excès de glutathion. Par 

Western Blot grâce à des anticorps spécifiques de chaque histone, on est capable de 

déterminer les histones retenues sur la colonne car interagissant avec les domaines M ou C.  

II . Existe eà d u à o ple eà FáCTà hezà P. tetraurelia  

Le complexe FACT est un hétérodimère composé des protéines Spt16 et Pob3 ou Ssrp1 

chez les eucaryotes (Formosa, 2012).à L ide tifi atio à d u à ho ologueà deà Spt à età saà

nécessité pour le développement de P. tetraurelia nous a amené à rechercher un partenaire 

de Spt16-1 homologue de Pob3 ou Ssrp1. Pou à pallie à à l i possi ilit à d i u op ipite à

Spt16- àetàd a al se àso àdo ai eàMBD,à ousàa o sàte t àd utilise àlaàp ot i eàPo -1. 

1. A la e he he d’u  pa te ai e de Spt1 -1 

1.1 P. tet au elia dispose d’u  ho ologue de Po  

Comme pour Spt16-1, nous avons identifié des homologues de Pob3 chez P. 

tetraurelia à partir de la protéine de S. cerevisiae (Figure 2). Sur les trois homologues de 

Pob3 trouvés chez P. tetraurelia,à l u à d e t eà eu à està e p i à sp ifi ue e tà pe da tà leà

développement quand les deux autres Pob3-2a et Pob3-2c sont exprimés pendant tout le 

cycle cellulaire. Nous avions émis comme hypothèse que le Pob3-1 exprimé spécifiquement 

pendant le développement pouvait être le partenaire de Spt16-1 dans un complexe FACT 

e uisà pou à lesà a a ge e tsà duà g o e.à L a al seà desà do ai esà p ot i uesà desà

ho ologuesà deà Po à pa à I te p oà aà pasà d te t à deà do ai eà HMG-Bo à à l e t it à C-

terminale des protéines. Le domaine HMG-Box est un domaine en C-terminal de Ssrp1 mais 
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absent de Pob3 chez la levure où il est dans ce cas remplacé par la protéine Nhp6 qui 

s asso ieà a e à leà o ple eà FáCTà (Formosa, 2012). Le complexe FACT chez P. tetraurelia 

pourrait être un complexe analogue à celui retrouvé chez S. cerevisiae ou S. pombe. 

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

L i je tio à duà t a sg eà POB3-1 fusionnée à la GFP en C-terminale a permis de 

localiser la protéine Pob3-1 dans les macronoyaux en développement (Figure 15). Pob3-1-

GFP persiste dans le nouveau MAC après la première division cellulaire. Cette localisation est 

très semblable à celle de Spt16-1 à la différence que Pob3-1-GFP est aussi retrouvée dans les 

MIC pendant le développement macronucléaire. La localisation dans les MIC est perdue 

lo s ueà l o à pe a iliseà lesà cellules indiquant que la protéine est sans doute lavée par la 

pe a ilisatio .à Ilà està su p e a tà u u eà p ot i eà ueà l o à supposeà t eà u à hape o à

d histo esà età do à pote tielle e tà i te agissa tà a e à lesà histo es,à soità la eà pa à laà

perméabilisation. Cetteào se atio à laisseàpe se à ueà etteàlo alisatio à estàpasàfo e tà

celle de la protéine Pob3-1 endogène. Nous serions rassurés par la complémentation 

fonctionnelle par Pob3-1-GFP dans un RNAi POB3-1. Il nous est pour le moment impossible 

de réaliser cesàe p ie esàdeà o pl e tatio àpuis ueàl i a ti atio àdeàPOB3-1 ne produit 

pasà deà ph ot pesà o se a les.à Laà lo alisatio à da sà lesàMáCà e àd eloppe e tà estàpa à

contre pas impactée par la perméabilisation et pourrait indiquer que Pob3-1-GFP y est plus 

fortement lié à la chromatine. Cette localisation dans les MAC en développement est 

o pati leàa e àu eàfo tio àdeà hape o àd histo eà uiài te agitàa e àlesàhisto es.àPou àdesà

protocoles de fixation identiques, Pob3-1-GFP et GFP-Spt16-1 sont détectés dans des noyaux 

de tailles similaire indiquant que les protéines sont sans doute présentes au même moment 

pendant le développement. 

1.3 Dimérisation de Pob3-1 et Spt16-1 

L a al seà desà do ai esàp ot i uesàdeàPo -1 pa àI te p oàaà epe da tà l à u u à

aut eà do ai eà a a t isti ueà duà hape o à d histo eà taità a se t : le domaine N/D de 

dimérisation Figure 1 : Représentation schématique du complexe FACT et de ses domaines 

chez la levure (Figure 1). Ce domaine est requis pour former le complexe FACT en 

permettant à Pob3 de se lier au domaine de dimérisation D de Spt16 (Winkler et al., 2011). Il 
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semble dans ce cas peu probable que Pob3 puisse former un complexe FACT avec Spt16-1. 

Cette constatation amène à proposer plusieurs hypothèses  : 1) Il est possible que la 

dimérisation se fasse malgré tout via une portion de la protéine Pob3-1 sans domaine 

caractérisé ou par son domaine M détecté par Interpro. 2) On peut aussi imaginer que le 

fonctionnement du couple Pob3-1/Spt16-1 se fasse sans dimérisation des deux protéines en 

o ple eà aisà eà essiteà ueà l i te a tio àdeà ha ueàp ot i eàa e à lesàhisto es.à àIlàestà

enfin possible que Spt16- à agisseà seulà da sà leà d eloppe e tà ouà seà o ple eà à d aut esà

partenaires non identifiés. Nous avons tenté de répondre à ces différentes hypothèses en 

immunoprécipitant soit GFP-Spt16-1 soit Pob3-1-GFPà aisà ilà aà pasà t à possi leà deà lesà

immunoprécipiter pour analyser leur éventuels partenaires. Ces protéines de fusion à la GFP 

sont majoritairement insolubles. U eàapp o heàalte ati eà o siste aità àteste à l i teraction 

entre Pob3-1 et Spt16-1 partir de protéines recombinantes Pob3-1 et Spt16-1 auxquelles on 

fusionne des tags différents (Histidine, Flag, GST etc). Par co-immunoprécipitation ou bien 

par des expériences de GST-Pulldown on devrait être capable de déterminer si Spt16-1 et 

Pob3- àso tà apa lesàd i te agi .à Ilà a ue aità alg àtoutàla preuve que ce complexe Pob3-

1/Spt16-1 existe réellement dans la cellule.  

2. Implication de Pob3-1 dans le développement MAC 

L i a ti atio àpa àá‘Nài te f e eàdeàPOB3-1 pe da tàl autoga ieàouàlaà o jugaiso à

ne provoque aucune létalité dans la progéniture sexuelle. Pob3-1 ne semble donc pas requis 

pou à l o te tio à d u eà p og itu eà se uelleà ia leà ià pou à leà d eloppe e tà

ma o u l ai e.àCo eà ousà a o sàpasàe a i àlesà i eau àdesàá‘Nà essage sàdeàPOB3-

1, on ne peut pas affirmer avec certitude que le RNAi POB3-1 a été efficace. Il est possible 

ueàl a se eàdeàph ot pesàdeà l talit àda sà laàp og itu eàse uelleàsoitàdû à l i effi a it à

duà ‘Nái.à Pou à auta t,à da sà leà o t ôleà positif,à l i a ti atio à deà PGM,à ilà à aà pasà deà

p odu tio à d u eà p og itu eà se uelleà ia leà o eà atte duà età lesà e p ie esà o tà t à

répétées quatre fois de manière indépendante avec toujours les mêmes résultats. Il est plus 

aiso a leàdeàpe se à ueàPo à estàpasàesse tielàauàd eloppe e tàMáC.àChezàS. pombe, 

la délétion de POB3-1 ne provoque pas de létalité contrairement à ces homologues POB3 ou 

SSRP1 hezàd aut esàeu a otesà (Formosa, 2008).àL a se eàdeàph ot peàli à àl i a ti atio à

de POB3-1 chez P. tetraurelia pou aitàt sà ie à t eàsi ilai eà à eà ueà l o ào se eà hezà S. 
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pombe. Il est donc envisageable que POB3-1 chez P. tetraurelia ne soit pas non plus un gène 

essentiel tout en participant au complexe FACT. 

3. Mod le d’a tio  des diff e ts Po 3 et Spt1  hez P. tetraurelia 

Chez tous les eucaryotes où Spt16 est étudiée, la protéine est presque 

systématiquement retrouvée en complexe avec la protéine Pob3 ou Ssrp1 pour former le 

hape o à d histo eà FáCT.à Laà litt atu eà eà fou ità pasà pa ti uli e e tà d e e pleàdeà ôlesà

de Spt16 ou Pob3/Ssrp1 seuls. Les analyses de transcriptome chez H. sapiens ou A. thaliana 

ap sà i a ti atio àdeàSpt àouàSs p à o t e tà ueà e tai sàg esàso tàsp ifi uesàd u àdesà

composants de FACT (Li et al., 2007; Pfab et al., 2018). Ces données laissent penser que 

Spt16 et Ssrp1 ont des rôles indépendants dans la transcription. Des complexes protéiques 

de Ssrp1 sans Spt16 ont été purifiés à partir de cellules Hela suggérant que Ssrp1 pourrait 

a oi à u à ôleà i d pe da e tà duà o ple eà FáCT.à O se a tà l a se eà deà do ai eà deà

dimérisation chez Pob3- ,à ousà a io sà isà plusieu sà h poth sesà o e a tà l e iste eà

d u à o ple eà FáCTà o pos à pa à Po -1 et Spt16-1. Dans le cas des deux premières 

hypothèses, Pob3-1 et Spt16- à s asso ie tà pou à fo e à u à o ple eà FáCTà soità pa à u eà

interaction directe soit par une interaction indirecte via le nucléosome par exemple. Les 

p ofilsà d e p essio ,à lesà ph ot pesà dusà au à i a ti atio sà età la littérature sur le complexe 

FACT nous laissent penser que, chez P. tetraurelia, les quatre Spt16 et les trois Pob3 

pou aie tà s asso ie à pou à fo e à diff e tsà o ple esà FáCTà e uisà pe da tà leà leà

végétatif et pendant le cycle sexuel (Figure 19).àS ilàs a eà ueàSpt -1 interagit bien avec 

Pob3-1,à leà o ple eàFáCTàse aitàai siàplusàp o heàdeà eluià ueà l o à et ou eà hezà S. pombe 

où POB3 està pasà u à g eà esse tielà (Lejeune et al., 2007). Notre modèle proposerait que 

Spt16-1 et Pob3-1 chez P. tetraurelia réarrangent la chromatine spécifiquement dans les 

ou eau à MáCà pou à pe ett eà à laà a hi e ieà d e isio à d i te agi à a e à l áDNà pou à

assu e àl li i atio àeffi a eàdeà l e se leàdesàs ue esàge i ales.àLesàaut esàSpt -2a, 

2b, 2c et Pob3- aàetà às asso ie aie tàe à o ple eàFáCTà aisà e uisàpe da tàl e se leàduà

cycle de vie de la cellule pour remplir des rôles plus canoniques pour le complexe FACT tels 

que régulation de la transcription, de la réplication, de la réparation, etc. Pour autant 

l h poth seà laà plusà aisemblable serait la première proposée dans les paragraphes 

p de ts.à L a se eà deà do ai eà deà di isatio à età deà ph ot pesà à l i a ti atio à
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o pa a lesà à eu à p o o u sà pa à l i a ti atio à deà SPT -1 est plutôt en désaccord avec 

l h poth seà d u à o ple eà FáCT.à à Ilà està toutà à faità possi leà d i agi e à ueà hezà P. 

tetraurelia, Spt16-1 agit seule, en dehors du complexe FACT et a acquis un rôle spécifique du 

d eloppe e tà sa sà l i te e tio à deà Po .à Laà litt atu eà p oposeà t sàpeuàd ide esàdeà

rôles de Spt16 isolée mais il est possible que ce rôle ait été acquis spécifiquement chez 

Paramecium. 

 

Figure 19 : Mod les d’a tio  de Spt 6-1 et de composition de complexes FACT chez P. 

tetraurelia 

On propose que les protéines exprimées spécifiquement pendant le développement que sont Spt16-1 et Pob3-1 s asso ie tà

pour former un complexe FACT spécifique du développement et dont le rôle principal serait dédié aux réarrangements  du 

génome. Les autres Spt16-2a, 2b et 2c a insi que Pob3-2a et 2b qui sont exprimées  de manière consti tutive pourra ient 

former des complexes FACT requis pour des fonctions plus classiques comme la transcription, la réplication ou la réparation 

en dehors  du développement. 

II I .  Comprendre comment Spt16-1 permet les 

réarrangements du génome 

Nous avons montré précédemment que Spt16- ,àe àplusàd t eà e uisàpou àlaàp odu tio à

d u eà p og itu eà se uelleà ia leà età leà d eloppe e tà a o u l ai e,à està essai eà à

l e se leà desà e e tsà d li i atio à d áDNà seà p oduisa tà pe da tà le développement 

MAC. La déplétion de Spt16- à e t aî eà laà te tio à deà l e se leà desà l e tsà p t sà

li i sà i p is e tà età deà l e se leà desà à IESsàe is esàp is e t.àNousà ousà
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posions alors la question de savoir à quel moment des réarrangements, Spt16-1 intervient et 

sià laà p ot i eà i te agissaità a e à lesà oiesà d j à ide tifi esà da sà l li i atio à d áDN.à Pou à

i le à leà o e tàd a tio àdeàSpt -1 dans les réarrangements nous avons observé les effets 

de la déplétion de Spt16-1 sur les populations de petits ARNs et les marques 

d h t o h o ati eà H K e à età H K e .à Nousà a o sà o luà ueà Spt -1 était un 

facteur général des réarrangements du génome agissant en aval des voies de petits ARN et 

deà a uesàd h t o h o ati e. 

1. L’a tio  de Spt1 -1 dans le d veloppe e t a o u l ai e ’est pas 

gul  pa  les s ARN ou les a ues d’h t o h o ati e  

Nous avons montré que Spt16-1 agit en aval de la déposition des marques 

d h t o h o ati eà H K e à età H K e à età deà laà p odu tio à desà s á‘N.à Spt - à està

requisà ià pou à laà p odu tio à deà s á‘Nà ià pou à l e i hisse e tà e à s ue esà MICà

spécifiques consécutives au processus de scanning auquel Spt16-1 ne participe donc pas 

(Coyne et al., 2012; Lepère et al., 2009).àDa sàdesàdo esà ueà ousà a o sàpasàp se t es,à

nous avons observé que la localisation de GFP-Spt16- à estàpasà i pa t eàpa à laàd pl tio à

en Dcl2 et 3 responsables de la production des scnARNs (Lepère et al., 2009). De la même 

a i e,à l a se eà deà Spt - à e p heà pasà leà d pôtà desà a uesà d h t o h o ati esà

H K e /H K e à da sà lesà MáCà e à d eloppe e tà e uisesà pou à l li i atio à d une 

majorité de séquences MIC spécifiques (Lhuillier-Akakpo et al., 2014). Nous avons également 

observé la localisation de GFP-Spt16- à ap sà l i a ti atio à deà EZL1 responsable du dépôt 

d H K e /H K e à età o luà u Ezl à taità pasà e uisà pou à laà lo alisatio à o e teàdeà

GFP-Spt16-1. Même si Spt16-1 est bien localisée, ces résultats ne permettent pas de 

conclure si elle est bien acti eà e à l a se eà deà D l / à ouà d Ezl1. Cependant, puisque les 

ph ot pesà ol ulai esà o s utifsà à l i a ti atio à deà EZL1 et DCL2/3 sont moins 

drastiques que ceux observés en inactivant SPT16-1, on peut supposer que Spt16-1 est 

toujours active dans les MAC en développement (Lhuillier-Akakpo et al., 2014). Ces données 

suggèrent que Spt16-1 agit non seulement en aval mais agit aussi indépendamment des 

oiesà d li i atio à d áDNà essita tà lesà s á‘Nà età lesà a uesà d h térochromatine 

H3K9me3 et H3K27me3.  
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1.1 Spt16-  ’est pas e ut  pa  l’i te diai e des s ARNs ou des a ues 

d’h t o h o ati e 

Laà p se eà deà H K e à età H K e à i flueà pasà su à laà lo alisatio à deà Spt -1 

dans les nouveaux MAC. On sait par immunofluorescence et par ChIP que Spt16 chez S. 

cerevisiae ou H. sapiens est localisée dans le noyau et interagit avec la chromatine (Feng et 

al., 2016b; Mayer et al., 2010; True et al., 2016b).àSià ie à eàpe etàd affi e àque Spt16-1 

interagit avec la chromatine chez P. tetraurelia, on peut raisonnablement imaginer que dans 

ot eà asà l a se eà d Ezl à eà odifia tà pasà laà lo alisatio à deà Spt -1, le recrutement du 

hape o à d histo eà eà se leà pasà i flue à pa à lesà odifi atio sà d histo esà H K e à età

H K e à o eà està pa foisà leà asà da sà d aut esà o ga is es.à Chezà S. cerevisiae, les 

modifications H3K36me3 ou H3K4me3 altèrent la fonction de FACT dans la transcription 

(Biswas et al., 2005).à Da sà l i t odu tio ,à j a aisà d taill à leà faità ueà desà p ot i esà

interagissant avec la chromatine comme HP1c assuraient le recrutement de FACT (Kwon et 

al., 2010).à HP à lieà l eu h o ati eà hezà D. melanogaster,à i te agità a e à FáCTà età l á‘Nà

polymérase II. Si nous étions parvenus à immunoprécipiter Spt16-1 nous aurions pu tenter 

de montrer si Spt16- à està e tuelle e tà lo alis à su à laà h o ati eà e à fo tio à d aut esà

marques des histones. 

On note de la même manière que le recrutement de Spt16-1 ne dépend pas non plus 

des petits ARN non codants, les scnARN. Lorsque Dcl2 et 3 ne sont pas présents, Spt16-1 est 

toujours localisé dans les MAC en développement. Il ne semble pas y avoir pour le moment 

d ide eà da sà laà litt atu eà hezà d aut esà eu a otesà ueà desà petitsà á‘Nà pou aie tà

participer au recrutement de FACT ou Spt16 sur la chromatine et cela ne semble pas être le 

cas non plus pour P. tetraurelia. 

1.2 Spt16-1 permet de préciser comment sont reconnues et éliminées les 

séquences ne dépendant pas de Dcl2/3 ou Ezl1 

Si Spt16-1 est recrutée de manière spécifique à proximité des éléments à exciser, ce 

està aise la le e tàpasàpa à l i te diai eàdesà a uesàd h t o h o ati eàetàpa à lesà

s á‘N.à Ilà està toutà à faità possi leà d i agi e à ueà Spt - à seà lo aliseà su à l e semble du 

génome indépendamment des séquences à éliminer et promeuve un relâchement général 
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de la chromatine pour rendre accessibles les séquences MIC spécifiques à la coupure. En 

pa ta tàdeà etteàh poth se,à il,àestàalo sàfa ileàd i agi e à o e tàso tà e dues accessibles 

lesà s ue esà à li i e àpou àlaà a hi e ieàd e isio àg eàauà el he e tàg alàdeà laà

chromatine. Un ChIP Spt16-1 nous aurait permis de déterminer où se localise Spt16-1 sur le 

g o e.à Malheu euse e t,à ilà ousà aà t à i possi leà d utilise  la protéine GFP-Spt16-1 ou 

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

Cette hypothèse ne permet cependant pas de préciser plus ce que notre modèle 

proposait déjà : comment est signalée et reconnue la majorité des séquences MIC 

spécifiques (Figure 12, 20).à J a aisà e pli u à da sà l i t odu tio à u u eà po tio à desà IESà eà

d pe dàpasàpou àso àe isio à iàdesà oiesàdeàs á‘Nà iàd Ezl à(Lhuillier-Akakpo et al., 2014). 

Elles sont parmi les plus petites IES, avec une taille bien inférieure à celle du nucléosome ou 

duà li ke à d áDNà età eàp se te tàpasàdeàs ue eà o se sus.àL i te e tio àd u à hape o à

d histo eà o eàSpt - àpe etàd i agi e à ueà e tai esàdeà esàt sàpetitesàs ue esà uià

pourraient être complètement masquées par le nucléosome seraient rendues accessibles à 

laà oupu eà pa à l ou e tu eà deà laà h o ati e.à Lesà odifi atio sà po t esà pa à lesàhisto esà eà

peuvent par contre pas expliquer la précision de la coupure des IES à la base près et offrent 

u eà solutio à o à o pati leàa e à laà e o aissa eàd IESàaussiàpetites.àIlàappa aità ide tà

ueà d aut esà a teu sà so tà e uisà pou à a ue à lesà s ue esà ge i alesà età assu e à leà

e ute e tà o e tà deà Pg .à O à età alo sà l h poth seà ueà laà th latio à deà l áDNà

pourrait cibler précisément les sites de coupure. Le génome de P. tetraurelia est méthylé sur 

les adénines et je développerai dans le chapitre suivant les observations qui nous 

permettent de penser que la méthylation des adénines pourrait être impliquée dans les 

réarrangements du génome. 

2. Spt16-1 pou ait fa ilite  l’a s à l’ADN de la a hi e ie 

d’e isio  

Nos travaux ont montré que Spt16-1 est requis pour la localisation correcte de Pgm 

da sà lesàMáCà e à d eloppe e t.à áà l i e se,à Pg à està pasà e uisà pou àlaà lo alisatio àdeà

GFP-Spt16-1. Nous avons conclu que Spt16-1 agissait en amont de Pgm. Nous nous étions 

assurés que Spt16- à taità pasà e uisà pou àl e p essio àdeàPg .àNousàa o sà o stat à ueà

lorsque Spt16-1 est déplétée, si Pgm est absente de la majorité des MAC en développement 
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% ,à da sà u eà p opo tio à deà ellulesà % à u à sig alà u l ai eà d i te sit  similaire aux 

o ditio sà sau agesà està o se e.à Nousà a o sà sugg à ueà Pg ,àe à l a se eàdeàSpt -1, 

transite continuellement entre les noyaux et le cytoplasme et ne parvient pas à résider 

suffisamment longtemps dans les MAC. Plus que la localisation de Pgm, Spt16-1 permettrait 

la rétention de Pgm dans les MAC. Ces observations nous ont amené à imaginer un modèle 

da sà le uelà leà hape o àd histo eàSpt - àfa ilite aitàlesài te a tio sàe t eàPg àetàl áDNàdesà

séquences germinales à éliminer en modifiant la chromatine localement (Figure 20).àC està

l i te a tio àdeàPg àa e à laà h o ati eàouàl áDNà uiàpe ett aitàsaà te tio àda sàlesàMáCà

en développement. 

Leà od leà p opos àestàsi ilai eàau à a is esào se sà hezàd aut esàeu a otesà

pour assurer le rôle de Spt16-1 dans la réplication, dans la transcription ou encore dans la 

réparation (Formosa, 2012; Jeronimo and Robert, 2016; Yang et al., 2016). Malgré la 

di e sit à desà p o essusà da sà le uelà leà hape o à d histo eà FáCTà està i pli u ,à u à poi tà

commun est sa faculté à recruter les machineries de transcription, réplication, réparation à 

l áDNà e à o ga isa tà laà h o ati e.à Desà tudesà o tà o t à ueà FáCTà està et ou à

conjointement avec la RNA polymérase II sur les corps des gènes transcrits chez D. 

melanogaster, H. sapiens ou S. cerevisiae (Feng et al., 2016b; Li et al., 2007; Mayer et al., 

2010; Saunders et al., 2003; True et al., 2016b). En réorganisant la chromatine, il facilite 

l i te a tio àdeà laàpol aseàa e àl áDN et sa progression pour transcrire les gènes. Il a été 

montré chez S. cerevisiae que le désassemblage de la chromatine via la liaison de FACT aux 

histo esà taità essai eà à l i itiatio à deà laà t a s iptio à età à laà liaiso à deà fa teu sà deà

transcription comme TBP sur la TATA Box (Biswas et al., 2005). Lors de la réplication, le 

complexe FACT interagit avec la DNA polymérase 1 mais aussi avec des composants du 

pliso eà o eà l h li aseàMCMà(Yang et al., 2016). FACT désassemble alors la chromatine 

pou à pe ett eà l i te a tio à deà laà pol aseà età deà l h li aseà a e à l áDNà età ai sià laà

réplication. On imagine que de manière similaire Spt16-1 chez P. tetraurelia pourrait 

r o ga ise à laà h o ati eà au à sitesà d e isio à pou à fa ilite à l i te a tio à deà laà a hi e ieà

d e isio à a e à l áDNà età l i t odu tio à deà assu esà dou leà i .à Plusà e e t,à ilà aà t à

o t à ueàFáCTài te agissaitàa e à l i t g aseàduàHIV- àetàp o ou aitàl i tégration du HIV-1 

in vitro sur de la chromatine. Les auteurs ont conclu comme dans notre cas, que FACT 
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fa o iseà l i te a tio à deà l i t g aseà a e à l áDNà e à p o ou a tà u eà o fo atio à plusà

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

Il està aiso a leà deà seà de a de à s ilà àaàu eà i te a tio àda sà ot eàs st eàe t eà

Pgm et Spt16-1. Pour tester cette hypothèse, nous pourrions produire les deux protéines 

auxquelles on fusionne des tags différents (Histidine, Flag, GST etc). Par co-

immunoprécipitation ou bien par des expériences de GST-Pulldown on devrait être capable 

de déterminer si Spt16-1 et Pgm interagissent. Pour autant il est peu probable que Spt16-1 

et Pgm interagissent directement dans les MACs en développement étant donné que 

l i a tivation de PGM aà pasà d effetàsu à laà lo alisatio àdeàGFP-Spt16-1. On suppose plutôt 

que Pgm et Spt16- à seà lo alise tà à p o i it à su à leà g o eà età ueà plusà ueà l i te a tio à

entre Pgm et Spt16- à està l ou e tu eàdeà laà h o ati eà uiàp o ou aitàlaà te tion de Pgm 

dans le MAC en développement. 

 

Figure 20 : Mod le d’a tio  de Spt 6-1 dans les réarrangements du génome 

Au cours  du développement des nouveaux MACs, la majorité des séquences MIC spécifiques seraient ciblées par les scnARN 

ui àguide tàleàd pôtàdesà a ues àd h t o h o ati e.àE àa a l àleà hape o àd his to eàSpt -1 viendra i t relâcher la  

h o ati eàetàli e àl áDNàafi à ueàlaà a hi e ieàd e isio ài te agisseàa e àlaà h o ati eàetài t oduiseàdes à assu es à

double brins . 
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3. Spt16-1 pourrait-il faciliter la réparation chez P. tetraurelia ? 

 On a observé que GFP-Spt16-1 persiste tardivement dans les MAC en développement 

y compris après la première division cellulaire dans le nouveau MAC. Cette localisation 

pourrait indiquer que Spt16-1 a un rôle supplémentaire plus tardif, par exemple dans la 

pa atio .à Laà a hi e ieà deà pa atio à a o pag eà laà a hi e ieà d e isio à pe dant les 

a a ge e tsàd áDN.àDesàe p ie esàdeà o-immunoprécipitation montrent que le dimère 

Ku70/80 acteurs du NHEJ réparant les cassures double brins chez P. tetraurelia interagit avec 

Pgm dans des extraits cellulaires (Marmignon et al., 2014). On pourrait imaginer alors que 

Spt16- à uià pa ti ipe aità auà e ute e tàdeà laà a hi e ieàd e isio àpou aitàpe siste àa e à

laà a hi e ieà d e isio à pou à pa e à lesà assu esà dou leà i s.à Pou à po d eà à etteà

hypothèse, nous avo sà o pa à lesàph ot pesàp oduitsàpa à l i a ti atio àdeàSPT16-1, PGM 

et des autres acteurs de la réparation. 

Lesà ph ot pesà o se sà ap sà l i a ti atio à desà a teu sà o usà duà NHEJà hezà P. 

tetraurelia sont similaires à ceux que nous avons observés pour Spt16-1 et ne sont pas 

incompatibles avec un rôle dans la réparation. Les protéines Ku70a et Ku80c sont exprimées 

plus tardivement que Spt16-1 pendant le développement macronucléaire mais leur 

d pl tio à p o o ueà aussià laà te tio à deà l e se leà desà IESà età des éléments répétés 

(Betermier and Duharcourt, 2014; Marmignon et al., 2014). Des fusions protéiques de Ku70a 

et 80c avec la GFP se localisent dans les MAC en d eloppe e tà o eào à l o se eàpou à

Spt16-1 (Marmignon et al., 2014). Une fusion protéique à la GFP de la ligase IV (LIG4), 

responsable de la réparation des cassures double brins dans le NHEJ, se localise dans les 

macronoyaux en développement et persiste dans le nouveau MAC et la cellule à la fin de 

l autoga ieà o eà Spt -1 (Kapusta et al., 2011). La déplétion de la ligase IV entraîne 

l a u ulatio à deà assu esà dou leà i sà au à o esà desà IESà età e p heà laà pa atio à

(Kapusta et al., 2011). Par ailleurs dans un RNAi LIG4,à o eà lo s ueà l o à i a ti eàSPT16-1 

o à o se eà pasà deà fo atio à deà jo tio à d e isio à ià deà p odu tio à deà e lesàd IESà uià

so tà lesà p oduitsà d li i atio à desà IESà ua dà ie à eà o à pa ie tà à d te te à

l i t odu tio àdeà assu esàdou leà i sà uiàs a u ule t.àNousàa io sà o u à ueàl a se eà

deà jo tio sà d e isio sà pou aità toutà auta tà s i te p te à o eà u eà a se eàdeà assu esà

dou leà i sà ouà l a se eà deà pa atio sà deà assu esà dou leà i sà o eà da sà u à ‘Náià
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LIG4.àPou àte te àdeà ifie à l a se eàdeà assu esàdou leà i sàda sàun RNAi SPT16-1, nous 

avons cherché à observer da sà leàs ue çageàd u àpoi tàta difàduàd eloppe e tàdeàl áDNgà

après inactivation de SPT16-1 sià desà le tu esà s a u ulaie tà auà i eauà desà jo tio sà desà

éléments MIC spécifiques. Il semble que comme pour une inactivation PGM mais 

contrairement à une inactivation LIG4,à ousà o se o sà pasà deà le tu esàs a u ula tàau à

bornes des éléments MIC spécifiques (Arnaiz, communication personnelle) indiquant que 

des cassures ne seraient pas introduites. De plus, l a u ulation des cassures dans un RNAi 

LIG4 alt eà l e do pli atio àp oduisa tàdesà ou eau àMáCsàa e àu à a uageàauàHoecsht 

très faible dans les temps tardifs du développement. Quand SPT16-1 est inactivé comme 

pour PGM, le marquage Hoecsht est similaire au contrôle indiquant que les cycles 

d e do pli atio ào tà ie àeuàlieuàetà u ilà à aise la le e tàpasàeuàd a u ulatio sàdeà

assu es.à Quoi u ilà e à soit,à pou à o se e à u à effetà deà Spt -1 sur la réparation il faudrait 

parvenir à découpler les effets de la prot i eàsu àlesà a a ge e tsàetàlaà pa atio ,à eà u ilà

nous est impossible de faire pour le moment. Il nous semble bien plus probable que Spt16-1 

e p heà l i t odu tio à deà assu esà dou leà i sà età ilà pa aità peuàp o a leà ueàSpt -1 soit 

lié à la réparation des cassures. 

4. Spt16-1 et son effet sur la transcription chez P. tetraurelia 

Le complexe FACT est principalement connu pour son rôle dans la transcription chez les 

eu a otes.àL inactivation de SPT16 ou de POB3 provoque des modifications dans les niveaux 

d e p essio à deà g esà au à fo tio sà a i esà hezà S. cerevisiae, A. thaliana ou encore H. 

sapiens (Brewster et al., 1998; Li et al., 2007; Pfab et al., 2018). Au début de notre étude, 

nous avions émis la possibilité que Spt16-1 puisse être un facteur de la transcription comme 

sesà ho ologuesà eu a otesà età gule à l e p essio àdeà e tai sàa teu sàdesà a a ge e tsà

d áDNà o eà l e do u l aseà Pg .à Pa àWeste à Blot,à ousà a o s  montré que la protéine 

Pg à taità ie à p oduiteà lo s ueà l o à i a ti aità SPT16-1 ce qui infirmait notre hypothèse. 

Spt16- à eà guleàpasà leà i eauàd e p essio àdeàPg .àO à eàpeutà epe da tàpasàe lu eà ueà

Spt16- à odifieà leà i eauàd e p essio àd aut esàg es impliqués dans le développement. On 

ne peut pas exclure non plus que Spt16-1 soit nécessaire à la transcription de gènes dont la 

protéine produite est requise pour la localisation correcte de Pgm dans les MAC en 

d eloppe e tà ol ulesà d i po t/e po tà ucléaires, acteurs des réarrangements, 
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p ot i esà u l ai es… .àDa sà etteàh poth seàSpt -1 agirait alors de manière indirecte sur 

la localisation de Pgm. 

Pour répondre à cette question nous avons analysé le transcriptome de cellules 

inactivées pour SPT16-1.àNousà a o sàpasàp se t à esàdo esà a àelleà eà o t aitàpasàdeà

odifi atio sà t sà i po ta tesà da sà lesà i eau à d e p essio à desà g esà e à a se eà deà

Spt16- .à Nousà a o sà pasà ide tifi à deà odifi atio sà pa ti uli esà da sà lesà i eau à

d e p essio à d u à certain nombre de gènes identifiés comme des acteurs des 

réarrangements. On dénombre 3338 gènes sous-exprimés et 3051 gènes surexprimés par 

rapport aux conditions contrôles, ce qui fait seulement 10% des gènes impactés par 

l a se eàdeàSPT16-1. Ces observations sont plutôt cohérentes avec ce qui est observé dans 

lesàt a s ipto esàdeàd aut esàesp esàe àa se eàdeàSpt .àChezàH. sapiens ou A. thaliana, 

laàp opo tio àdeàg esà uià oie tà leu à i eauàd e p essio à ha g à esteàt sàfai leà (Li et al., 

2007; Pfab et al., 2018). Si Spt16-1 a un rôle dans la transcription il est difficilement 

observable dans ces conditions. Il nous apparait plus probable que Spt16- à aitàpasàdeà ôleà

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

U à o eà oissa tàd tudesàpa ie tà àd te te à laà th latio àdesàad i esà hezàdesà

eu a otesà a i sà g eà à l a lio atio à desà thodesà utilis es.à áà a aità d j à t à

identifiée chez le cilié P. tetraurelia pa à h o atog aphieà à l aideà deà u l otidesà arqués 

radioactivement (Cummings et al., 1974). Mon travail de thèse a permis de confirmer la 

présence de 6mA chez P. tetraurelia et de décrire sa localisation dans la cellule et au cours 

du cycle de vie. 

I. Ide tifi atio à deà odifi atio sà da sà l áDNà deà P. 

tetraurelia  

Nous étions partis des résultats obtenus en 1974 par Cummings décrivant que les 

génomes MIC et MAC de P. tetraurelia mais aussi de plusieurs autres espèces du groupe 

aurelia, contiennent 6mA mais pas de 5mC (Cummings et al., 1974). Nous avons décidé 

d utilise àlaàte h i ueàd HPLC-MS pour confirmer ces résultats. 

1. 5mC, 5hmC, 4mC et 8oxoG ne sont pas détectées chez P. tetraurelia 

Nous avons montré par HPLC-MSà ueà l áDNà g o i ueà deà P. tetraurelia ou P. 

sexaurelia ne contient pas ou très peu de méthylation des cytosines 5mC quel que soit le 

o e tà duà leà ellulai e.à Nosà a al sesà d HPLC-MS ne permettent pas de quantifier 

chaque modification et nous sommes bien entendus dépendant de la sensibilité de la 

méthode de d te tio .à Nousà pou o sàsi ple e tàe à o lu eà ueàs ilàe isteàduà Càsu à leà

génome de Paramecium, celui-ci est indétectable par HPLC-MS. Les chromatogrammes 

obtenus pour E. coli Dam-Dcm- sont très similaires à ceux obtenus pour P. tetraurelia ou 

sexaurelia, ne montrant pas de pic au temps de rétention correspondant à 5mC. Nous avons 

utilis à o eà o t ôleà positifà l áDNgà d’E. oli sure pour lequel on détecte comme attendu 

u à pi à i po ta tà auà te psà deà te tio à pou à C.àC taitàd j à leà o statàdeàCu i gsàen 

1974 qui ne parvenait pas à détecter de 5mC et en concluait que la modification était 

absente du génome de P. tetraurelia (Cummings et al., 1974).àD aut esàeu a otesà o eàD. 

melanogaster, C. elegans ou S. cerevisiae ne possèdent pas de 5mC dans leur génome 
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(Breiling and Lyko, 2015). Chez P. tetraurelia comme chez C. elegans ou S. cerevisiae par 

exemple, on ne parvient pasà à d te te à d ho ologuesà deà tosi eà th lt a sf asesà

responsables de la méthylation de novo ou de maintenance par exemple chez les 

mammifères (Ambrosi et al., 2017). 

Nous avions aussi à notre disposition des molécules standards pour les nucléotides 

modifiés 5hmC, 4mC et 8oxoG. Nous ne sommes pas parvenus à détecter ces modifications 

da sà l áDNà g o i ueà deà P. tetraurelia ou P. sexaurelia quelle que soit la condition à 

la uelleà ousà a o sà e t aità l áDN.àFi ale e tà l a se eàdeà h Cà ousàpa aità logi ueà ta tà

do eà l a se eà deà Cà uiàestà leàp u seu àdeà h C, dans le génome de P. tetraurelia. 

Lesà e z esà TETà d th le tà Cà età p oduise tà l i te diai eà h Cà (Shi et al., 2017). 

Nousà eà d te to sà pasà o à plusà d ho ologuesà d e z esà TETà da sà leà g o eà deà P. 

tetraurelia.àLaà o oGàestàu eà odifi atio à sulta tàdeàl sio sàdeàl áDNàetàdeàst essào datifà

età p o o ua tà desà utatio sà da sà l áDNà (Kanvah et al., 2010).à Nousà a o sàpasà o àplusà

détecté par cette méthode de 8oxoG. Les molécules de 4mC et 5mC ont le même poids 

ol ulai eà aisà ousà so esà pa e usà à lesà s pa e à su à ot eà olo eàd HPLC -MS. Pour 

autant nous ne parvenons pas à détecter de 4mC avec la sensibilité de notre technique dans 

nos échantillo s.à Cesà sultatsà gatifsà so tà à p e d eà a e à p autio .à D u eà pa tà ousà

a o sà pasà deà o t ôleà positifà deà laà d te tio à deà Cà da sà osà ha tillo s.à E. coli ne 

o tie tà pasà deà C.à Ilà au aità falluà utilise à deà l áDNà deà sou hesà a t ie esà o eà

Pseudomonas alcaligenes ou de bactéries thermophiles dans lesquelles la présence de 4mC 

est attestée (Morgan et al., 2016).àPa àailleu sà ousàa o sàe ta à l a al seàduàs ue çageà

par SMRT sequencing du génome de P. tetraurelia et avons détecté une grande quantité de 

4mC, près de 8% des cytosines. Nous souhaitions valider de manière indépendante du 

s ue çageà laà p se eà ouà a se eàdeà C.à Ilàestàpossi leà ueà ot eà thodeàd HPLC -MS 

ne soit pas assez sensible pour détecter 4mC dans le génome de la paramécie mais vu les 

quantités détectées par le séquençage PacBio il semble plutôt que 4mC soit un artefact du 

séquençage par SMRT sequencing. Il est possible que ce signal produit par la polymerase soit 

alà i te p t à pa à l a al seà età ousà ousà poso sà laà uestio à deà sa oi à sià età a tefa tà està

sp ifi ueà d u à o te teà g o i ue,à d u à t peà deà s ue e.à Laà p se eà deà Cà aà t à

e e tàd iteàda sàl áDNàdeà e tai sàeu a otesàpa àSM‘Tàse ue i gà (Ye et al., 2017). 
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Cepe da tàau u eàte h i ueà i d pe da teà està e ueà o fi e à laàp se eàdeà Càda sà

l áDNàdeà esàesp esà a ti o psàouàHPLC-MS).  

2. D te tio  de A da s l’ADN de P. tetraurelia 

Lesà e p ie esà d HPLC-MSà su à l áDNà g o i ueà deà P. tetraurelia et P. sexaurelia à 

différents temps du cycle cellulaire ont confirmé les résultats obtenus par Cummings 

(Cummings et al., 1974) : 6mA est abondamment détecté. Leurs niveaux de détection 

se le tà o pa a lesà à eà ueà ousà o se o sà da sà l áDNàg o i ueàe t aitàdeàsou hesà

su eà d E. coli.à %à desà ad i esà so tà th l esà da sà leà g o eà d E. coli o eà l attesteà

l a al seà duà g o eà pa à SM‘Tà se ue i gà (Fang et al., 2012). Il nous est impossible de 

ua tifie à leà pou e tageà d ad i esà th l esà da sà osà e p ie esà d HPLC -MS mais 

o aissa tà laàp opo tio àd te t eàda sà l áDNgàd E. coli et celui précédemment détecté par 

Cummings chez P. tetraurelia (2,5%), on imagine que les intensités de signal relevées par 

HPLC-MS sont comparables entre P. tetraurelia et E. coli (Cummings et al., 1974). Il est 

important de noter que le niveau de méthylation ne semble pas beaucoup varier entre les 

stades du cycle cellulaire que nous avons observés. On peut supposer que la méthylation est 

maintenue tout au long du cycle y compris pendant le cycle sexuel et le développement bien 

u ilàsoitài possi leàdeà ua tifie àleà i eauàdeà th latio àpa àHPLC -MS. 

Cu i gsà p isaità da sà sesà t a au à u ilà pa e aità à d te te à p sà deà %àd ad i esà

méthylées dans le génome micronucléaire (Cummings et al., 1974).àL a al seàduàg o eàpa à

HPLC-MS ne nous a pas permis de différencier entre ADN MIC et MAC puisque nous avons 

e t aità l áDNà totalà deà osà ellules.à Ilàestàpossi leà ueà lesà ha tillo sàdeàMICàp pa sàpa à

Cummings par fractionnement cellulaire aient été contaminés en fragment de MAC 

haute e tàpol ploïdes,à eà uiàau aità iais à leàpou e tageàd adénines méthylées détectées. 

Nous avons désormais la possibilité de purifier les MICs avec une grande pureté, en 

réduisant au maximum les contaminations en ADN MAC ou en ADN bactérien (Guérin et al., 

2017). La technique mise au point au laboratoire permet de trier par FACS les MIC 

fluo es e ts.à Cepe da tà laà ua tit à d áDNà up eà està i suffisa teà pou à alise à desà

analyses a e à ot eà p oto oleà d HPLC-MS : par tri des MIC environ 100ng sont obtenus 

quand 500ng de nucléosides sont nécessaires pour nos analyses en HPLC-MS à partir de 

µgà d áDN.à O à peutà e isage à deà o pile à desà e t a tio sà d áDNàMICà pou à o te i à u eà
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quantité suffisa teàd áDNà àa al se à aisà elaàse leàdiffi ile e tà alisa le.àLesà ua tit sà

d áDNàMICà ueà ousà pa e o sà ào te i àso tàpa à o t eà o pati lesàa e à laàd te tio àdeà

6mA par un anticorps spécifique en Dot Blot puisque nous parvenons à détecter du signal 

dèsà gàd áDNàd pos .àCetàáDNàMICàpou aitàaussià t eàutilis à àte eàda sàdesàa al sesà

par séquençage de la méthylation. 

Les résultats que nous avons obtenus par Dot Blot nous ont permis de confirmer par une 

thodeà i d pe da teà deà l HPLCà ueà leà g ome de P. tetraurelia contient bien de la 

th latio à desà ad i es.à L a ti o psà a ti-6mA est un anticorps initialement utilisé pour 

d te te à laà th latio àdesàad i esàsu àlesàá‘N.àIlàestàutilis àpou àd te te à áàda sàl áDNà

de C. elegans et sa spécificité a été démontrée sur des oligonucléotides simple ou double 

brins (Greer et al., 2015).à Da sà etteà tude,à lesàauteu sà o t e tà ueà l a ti o psàestàaussià

apa leà deà e o aît eà áà issusà deà do agesà deà l áDN.à Nousà eà pou o sà do à pasà

e lu eà ueà leà sig alà ueà ousà d te to sà pa à l a ti o psà a ti- áà p o ie eà aussià d á.à

Cependant cette modification est généralement minoritaire chez les eucaryotes et il semble 

plus probable que la majorité du signal provienne bien de 6mA (Iyer et al., 2011). Même si 

nous avons montré que le signal que nous détectons pour 6mA en Dot-Blot provient 

e lusi e e tàdeà l áDN,à ilàestàtoutà àfaitàpossi leà ueàlaà th latio àdesàad i esàsoitàaussià

et ou àda sà l á‘Nà hezàP. tetraurelia. Nous ne sommes pas parvenus à détecter 6mA dans 

les ARN totaux de P. tetraurelia en Dot-blot. Pour répondre à cette question, il faudrait 

analyser par HPLC-MSàdesà ha tillo sàd á‘Nàpou à àd te te à á. 

II . La méthylation des adénines est établie pendant le 

développement macronucléaire 

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

L a ti o psà ueà ousà a o sà utilis à pou à d te te à áà ousà aà pe isà deà d i eà saà

localisation dans la cellule et pendant le cycle cellulaire par immunofluorescence. Nos 

résultats nous ont permis de confirmer que quel que soit le moment du cycle cellulaire la 

th latio àdesàad i esàestàd te t eàda sà leàg o eàMáC.àElleàs ta litàp og essi e e tà

dans les nouveaux MAC pendant le développement. Elle apparait de manière transitoire 
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da sà lesàMICàd a o dàe à ioseàIàpuisàt sàp o e e tàda sà leàd eloppe e tàMáC.àBie à

ueà ousà a o sàpasà ua tifi àp is e tàleàsig alà á,àilàse leà ueàl i te sit àduàsig alà

6mA dans le nouveau MAC après la première division cellulai eàsoità o pa a leà àl i te sit à

da sà leà MáCà deà ellulesà g tati es.à O à supposeà u u eà foisà ta lieà à laà fi à duà

développement la méthylation est maintenue globalement au même niveau au fur et à 

mesure des divisions cellulaires. Le niveau de méthylation relativement constant dans les 

e p ie esà d HPLC-MSà e t eà lesà diff e tesà o ditio sà s e pli ue tà elati e e tà ie à e à

I u ofluo es e e.à áà ha ueàstade,à l e se leàdesà o au àso tàpositifsà à laà th latio à

et même lorsque 6mA est établie dans les nouveaux MAC les fragments du MAC maternel 

sont toujours abondamment méthylés. Ces résultats nous permettent de distinguer une 

méthylation dite de maintenance qui conserve 6mA au cours des divisions cellulaires dans le 

génome MAC et une méthylation de novo qui s ta litàp og essi e e tàda sà lesà ou eau à

MAC au cours du développement. Chez les plantes et les mammifères, la méthylation 5mC 

de maintenance et de novo sont catalysées par des enzymes différentes. Chez les 

mammifères, DNMT1 catalyse la méthylation de ai te a eàdeàp f e eàsu àl áDNàh i-

th l .à Elleà pe età ai sià deà ai te i à laà th latio à età l i fo atio à pig ti ueà auà

cours des divisions cellulaires et de la réplication (Breiling and Lyko, 2015). Les enzymes de la 

famille DNMT3 (A, B, C et L) assurent la méthylation de novo principalement au début de 

l e og se.àO àpeutàtoutà àfaità i agi e àu às st eàs imilaire chez P. tetraurelia où des 

th lt a sf asesà diff e tesà pe ette tà laà ai te a eà ouà l ta lisse e tà deà laà

méthylation.  

2. A la recherche de méthyltransférases des adénines 

L h poth seà deà plusieu sà th lt a sf asesà pou à desà th latio sà de novo et de 

ai te a eà està appu eà pa à laà e he heà d ho ologuesà deà l ad i eà th lt a sf aseà

Damt-1 de C. elegans (Greer et al., 2015) dans le génome de P. tetraurelia qui nous a permis 

d ide tifie à à th lt a sf asesà putati es.àNousàa o sà alis àauà la o atoi eàu eàa al seà

phylogénétique des méthyltransférases à domaine MTA70 que nous avons identifiées et les 

avons comparées à un ensemble de protéines déjà identifiées pour certaines comme des 

ARN ou ADN méthyltransférases sur les adénines (Figure 21).à L a al seà desà p ofilsà

d e p essio sà deà ha u à desà g esà o espo da tsà pa à ‘Náse à leà ueà uat eà d e t eà
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eux sont exprimés spécifiquement pendant le développement (NMAD05,06,07,08 

appartenant au clade 4 des ZZ domain) et huit autres de manière constitutive 

(NMAD01,02,11,12 dans les clades 1 et 2, NMAD03,04,09,10 dans le clade 5) (Figure 21) 

(Arnaiz et al., 2017). Les quatre spécifiques du développement pourraient correspondre à la 

méthylation de novo quand les autres se préoccuperaient de la méthylation de maintenance. 

L e se leà deà esà e z esà appa tie e tà à laà fa illeà MT-A70 des méthyltransférases 

putatives eucaryotes. Elles conservent toutes un domaine homologue du domaine 

catalytique MT-A70 et les acides aminés DPPY caractéristiques des adénines 

méthyltransférases. Cependant rien pour le moment ne nous permet de conclure que ces 

enzymes sont impliquées plutôt dans la méthylation des ADN ou des ARN. Il est possible que 

les enzymes des clades 1 et 2 où figurent déjà des ARN méthyltransférases le soient aussi. 

J aià alis à l i a ti atio à deà l e se leà desà g esà oda tà esà p ot i es,à seulesà ouà e à

combinaison mais ne suis pas parvenu à observer de phénotypes ni de létalité, ni sur la 

méthylation, ni moléculaire sur les réarrangements dans la majorité des cas. Il est prévu 

d i a ti e à l e se leà deà esà g esà d ad i esà th lt a sf asesà putati esà e à e t a a tà

s st ati ue e tà lesà á‘Nà pou àatteste àdeà l effi a it àdeà l i a ti atio .àPou àd te i e àsià

les protéines codées par ces gènes sont bien nécessaires à la méthylation, nous pourrons 

détecter 6mA dans les cellules inactivées par HPLC-MSà ouà à l aideà deà ot eà a ti o psà

spécifique par Immunofluorescence. Lorsque nous aurons également localisé la méthylation 

dans le génome par séquençage nous pourrons aussi échantillonner et regarder sur des sites 

précis le niveau de méthylation après inactivation. 
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Figure 21 : Analyse phylogénétique des adénines méthyltransférases putatives à domaine 

MTA70 de P. tetraurelia. 

Arbre phylogénétique des N6-Adenine Méthyltransférases du domaine MT-A70 obtenu par maximum de vra isemblance à  
l a ideàduàp og a eàMEGá .àLesàp ot i esàs o tài di u esàpa àleà o àdesàesp esàetàduà u oàd a ess io ,àetà olo es à
en fonction des différents groupes. Les va leurs de bootstrap sont indiquées à chaque embranchement. Enfin, les  groupes  
a t ie sà ep se te tàdes à lades àsu ess i fs àpe etta tàd e a i e àl a e.à‘ a l i s àpa à‘o ai àCopp e  (Etude 

phylogénétique des N6-ád i eàM th lt a s f ases à hezàl esp eàParamecium tetraurelia, Projet long de master 2). 

3. La méthylation des adénines dans les MIC 

Pa à i u ofluo es e e,à l a ti o psà a ti-6mA a permis de détecter de la 

méthylation dans les MIC à deux moment du cycle cellulaire : en méiose I et au début du 

développement macronucléaire. Ces résultats ne viennent pas confirmer la totalité des 

observations de Cummings où la méthylation est détectée dans les MIC de cellules en cycle 

g tatifà à à àdi isio sàap sàl autoga ie à(Cummings et al., 1974). Dans cette étude, les 

auteu sà a aie tà pasà ua tifi à laà th latio à pe da tà lesà e e tsàse uelsàetà lesàMICà

extraits proviennent de P. primaurelia et non de P. tetraurelia. Il nous est difficile de 

comparer nos résultats avec les leurs. Le génome micronucléaire est transcriptionnellement 

i a tifà à l e eptio àdeà laà ioseàoùàilàestà i t g ale e tàt a s itàpou àp odui eà lesàs á‘Nà

uià pe ett o tà lesà a a ge e tsà d áDNà pe da tà leà d eloppe e tà (Coyne et al., 2012; 

Lepère et al., 2009). Le signal 6mA détecté dans les MIC à ce moment du cycle pourrait 

indiquer que la méthylation des adénines est liée à la transcription des scnARN. Nous 

a o sà pa à o t eà pasà o aissa eà d u à a uageà pa ti ulie à d u eà aut eà p ot i eà ouà

odifi atio àdeà l áDNàouàdeàlaà h o ati eà isi leàda sàlesàMICsàauàd utàduàd eloppe e tà

MAC. La signification biologique de la méthylation dans les MICs à ce moment du cycle reste 

encore mystérieuse. 

Ilà està possi leà ueà leàp oto oleàd I u ofluo es e eà eàpe etteàpasà à l a ti o psà

anti- áà d a de à auà g o eàMICà à toutà o e tà duà leà ellulai e.àLeàsig alà ueà ousà

détections pour la méthylation des adénines en Immunofluorescence est dépendant de la 

se si ilit àdeà laàte h i ueàetàdeà laà apa it àdeàl a ti o psà àa de àau àdiff e tsàg o esà

MIC et MAC. Les fenêtres de temps pendant lesquelles nous détectons de la méthylation des 

adénines dans les MIC pourraient être liées à une plus grande a essi ilit à deà l áDNà

i o u l ai eà à l a ti o psà a ti- á.à Ilà està pasà i possi leà ueà ie à ueà ousà eà

d te tio sàpasàdeà áàda sà lesàMICsà àd aut esà o e tsàduà leàdeà ie,àlaà odifi atio à à

soit quand même présente. 
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4. Méthylation des adénines et réarrangements du génome 

L u eàdeà osàh poth sesàdeàt a ailàp oposaità ueàlaà th latio àdesàad i esàchez P. 

tetraurelia soità li eà au à a a ge e tsà d áDN.à Nousà a o sà o se à ueà laà th latio à

s ta lissaitàda sàlesàMáCàe àd eloppement sans être sûrs que cela se fasse au moment où 

se produisent les réarrangements du génome. Pour répondre à notre hypothèse, nous avons 

lo alis àpa à i u ofluo es e eà áàetàl e do u l aseàPg àa e àdesàa ti o psàsp ifi uesà

(Dubois et al., 2017). Nous en avons conclu que la méthylation des adénines apparaissait 

ta di e e tà ap sà ueà Pg à aà dispa uà desàMáCà e à d eloppe e t.à L ta lisse e tà deà laà

méthylation serait donc postérieur aux réarrangements ce qui ne va pas dans le sens de 

ot eà h poth se.à L aug e tatio à p og essi eà duà sig alà áà da sà lesà o au à pou aità pa à

o t eà efl te à lesà lesàd e do pli atio .àCesà sultatsàd pe de tà ie àsû àdeàlaàse si ilit à

deà l a ti o ps et il est tout à fait possible que le peu de méthylation déposée précocement 

dans les MAC en développement dont la ploïdie est encore faible suffise pour aider aux 

réarrangements. Il devient important de localiser la méthylation des adénines dans le 

génome de P. tetraurelia pa àSM‘Tàse ue i gàafi àdeà oi àsià o eà ousà l i agi o sàelleà

se localise sur des motifs particuliers comme sur les bornes des séquences germinales par 

exemple. Une fois que les adénine méthyltransférases de P. tetraurelia seront identifiées, il 

se aà aussià possi leà deà lesà i a ti e à pe da tà lesà a a ge e tsàetàd tudie à l effetàdeà leu à

i a ti atio àsu àl li i atio àd áDN. 

II I .  Localiser dans le génome de P. tetraurelia  la 

méthylation des adénines 

1. Adaptation du protocole de MedIP 

Leà MedIPà pe età deà lo alise à a e à u eà solutio à deà l o d eà deà p à u eà

th latio à deà l áDNà do tà ousà poss do sàu àa ti o psàsp ifi ue.àPou àlo alise à áàpa à

cette technique dans le génome de P. tetraurelia,à ousà ousàso esài spi sàdeàl a al seàdeà

la méthylation des adénines chez les eucaryotes C. elegans et C. reinhardtii (Fu et al., 2015; 

Greer et al., 2015). Dans ces études et en particulier chez C. elegans qui utilise le même 

anticorps commercial contre 6mA que nous, les auteurs se sont basés sur un protocole de 



Touzeau Amandine – Thèse de doctorat - 2018 

186 

 

Me‘IP,à i u op ipitatio à d á‘Nà th l sà áà ueà ousà a o sà adapt à à l áDNà deà P.à

tetraurelia (Dominissini et al., 2015; Greer et al., 2015). Comme pour les autres expériences 

visant à détecter la méthylation des adénines chez P. tetraurelia, il nous a fallu nous 

affranchir de la contamination bactérienne riche en 6mA et de la contamination en ARN. La 

p e i eàte tati eàdeàMedIPà ueà ousàa io sà alis eàutilisaitàdeàl áDNàe t aitàe à oissa eà

végétative. Cependant la contamination bactérienne était beaucoup trop forte pour couvrir 

suffisamment le génome de P. tetraurelia.à Nousà a io sà do à d id à d utilise à deà l áDNà

e t aità e à touteà fi à d autoga ieà T à pou à s aff a hi à deà laà o ta i atio à a t ienne 

contenue dans les vacuoles digestives de cellules en croissance végétative. Les analyses que 

ousà a o sà alis esàap sàs ue çageàdeà l i u op ipitatio à áà o tà epe da tàpasà

pe isà d ide tifie àdeàzo esàduàg o eàe i hiesàouàd pl t esàe à á.àNous avions utilisé 

o eà o t ôleà u eà i u op ipitatio à pa à l a ti o psà a tià IgGà uià eà pe ettaità pasà

d i u op ipite à d áDNà o eà està leà asà a e à l a ti o psà a ti -6mA. Ces résultats 

semblaient indiquer queà l a ti o psà a tià áà i lait des séquences spécifiques dans le 

g o e.à Pou à auta t,à lesà s ue esà o te uesà ap sà s ue çageà deà l i putà età deà

l i u op ipitatio à áà so tà t sà si ilai es  : couvertures comparables, pourcentage 

d áTà o pa a lesà età o positio à si ilai e.à Plusieu sà h poth sesà peu e t expliquer ces 

résultats. Il est tout à fait possible que la méthylation soit répartie de manière très 

homogène sur le génome, présente en faible quantité mais parsemée partout. De fait, la 

résolution du MedIP de 200 pb ne permettrait pas de résoudre la localisation de 6mA et 

d ide tifie àdeàzo esàe i hiesàouàd pl t esàe à á.àDa sà eà asàilàfautàlo alise à áàda sàleà

génome de P. tetraurelia par une autre méthode comme le SMRT sequencing par Pacific 

Bios ie e.àFi ale e tà ilàestàaussiàpossi leà ueà l a ticorps anti-6mA ne soit pas réellement 

spécifique de 6mA et pourrait par exemple reconnaître de manière générale dans le génome 

de P. tetraurelia les adénines y compris non méthylées. Cela expliquerait que 

l I u op ipitatio à áà p oduiseà desà do esà haute e tà si ilai esà à ellesà deà l I put.à

Pour répondre à cette question il serait intéressant de reproduire les expériences de MedIP 

en introduisant comme contrôle positif des oligonucléotides méthylés sur les adénines dont 

nous sommes capables de contrôler la quantité par qPCR par exemple. Nous pourrions ainsi 

faire varier la quantité de ces séquences et contrôler que la technique de MedIP fonctionne 

ie àetà ueàl a ti o psàpe età ie àd i u op ipite à l áDNà odifi àpa à á.  
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2. Localiser 6mA par SMRT sequencing 

Nousà a o sà p f à eà pasà pou sui eà l a al seà deà áà pa àMedIPà a à ousà a o sà

e t ep isàd a al se àlaàlo alisatio àdeà áàpa àlaàte h i ueàdeàSM‘Tàse ue i gàd elopp eà

pa àPa ifi àBios ie e.àNousàa o sàd id àd utilise à leà eàáDNà ueà eluiàsu à le ue l nous 

souhaitio sàfai eà leàMedIP,àdeà l áDNà àT àe àtouteàfi àd autoga ie.àNousàesp o sào te i à

une localisation au nucléotide près et également identifier des motifs et potentiellement 

voir si 6mA marque les éléments MIC spécifiques ou du moins si sa localisation semble 

o l eà àlaàlo alisatio àd l e tsàMICàsp ifi ues.àLesàa al sesà ie e tàdeàd ute à aisà

les résultats préliminaires confirment la présence de 6mA dans le génome de P. tetraurelia 

età i di ueà u à pou e tageà d e i o à , %à deà á/á.à Il semble que la méthylation soit 

retrouvée essentiellement sur des motifs AT et en particulier dans les portions codantes du 

g o e.à Nousà a o sà pou à o je tifà deà o pa e à esàdo esàdeàs ue çageà à l a otatio à

du génome de P. tetraurelia et aux données concernant la localisation des nucléosomes par 

Mnase-seq. On imagine que pendant le développement 6mA pourrait marquer 

spécifiquement les séquences à éliminer et en particulier les petites IES qui ne dépendent ni 

desà s á‘Nsà ià d EZL1 pour leur élimination (Lhuillier-Akakpo et al., 2014). Ces marques 

guide aie tà alo sà laà a hi e ieà d e isio .à Pou à auta tà ta tà do à ueà áà està p se tà

pendant tout le cycle de vie et dans tous les noyaux il est tout à fait possible que la 

th latio à aità d aut esà fo tio sà hezà P. tetraurelia. Il sera ainsi intéressant de voir si sa 

localisation est en lien avec le positionnement des nucléosomes comme chez T. thermophila, 

lesà sitesà d i itiatio à deà laà t a s iptio à hezà C. reinhardtii ou encore la présence de 

transposons comme chez D. melanogaster (Fu et al., 2015; Greer et al., 2015; Wang et al., 

2017; Zhang et al., 2015).àL a o da eàdeàlaà th latio àdesàad i esà hezàP. tetraurelia en 

faità u à pa faità od leà d tudeà deà etteà odifi atio à hezà lesà eu a otes.à G eà à etteà

méthode on est capable de détecter et localiser la méthylation qui peut être analysée en lien 

avec l annotation du génome et le positionnement des nucléosomes. Cette première 

e p ie eàdeàSM‘Tàse à ueà ousàso esàe àt ai àd a al se àestàlaàpreuve de principe que 

la technique marche. Elle pourra être adaptée pour d aut esà o ditio sà ph siologi uesà

comme pendant les réarrangements du génome. 
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Annexes 1 

 
Nom S ue e ’ - 3’  Application 

fed1_SSRP1_f1 CAGAGTCAATATAGATGATAAGAATTTG Insert feeding #1 pour Pob3-1 

fed1_SSRP1_r1 ACTTCGTGAATGGTAAGTATGGAATCGC Insert feeding #1 pour Pob3-1 

fed2_SSRP1_f2 AAAATATACAATGGATTTCTTTAAAAAAG Insert feeding #2 pour Pob3-1 
fed2_SSRP1_r2 ATTTTTCTAATGGGAATAGGAATCCTG Insert feeding #2 pour Pob3-1 

51A-1835-5'(3) GGTTGCGTAACACTTCCTCTTAAATGTGAG PCR around IESA1835 
51A-1835-3' ATCCTAACATCCTTGAATAGTTACTGATCC PCR around IESA1835 

51G1832up GCTATAACTCTTGAAGCTGCTTGTAATATG PCR around IESG1832 

51G1832do TTGTCAATGAGCCATTAACAGTTGCTGGAT PCR around IESG1832 
51G2832-6 CAAATACTGGTGGTGCAACATCCTCAACTGC PCR around IESG2832 
51G2832-8 GAACCATTTAATGCGCAATATCCTGCATTTCC PCR around IESG2832 

51A-6649-5' AAATGGTACTGTTTGTGCTTGGGATAGTGC PCR around IESA6649 
51A-6649-3' CAGCAGTACATCCAGCTCTCTAAGTTTAGC PCR around IESA6649 
pob3_up2_F GAATTAGGTATTAAGGAAGTGGATG PCR pour POB3-1 et les séquences 

régulatrices 
pob3_do2_R AAACGAAATCATCTAATTACGAGAG PCR pour POB3-1 et les séquences 

régulatrices 
pcrIIPOB3_TGA_F ACAATAATATATATTTGAATATTAAAATA PCR pour introduire GFP en C-ter de 

Pob3-1 
pcrIIPOB3_TGA_R TTTTTTAACAGCTCTTGTTTTTTA PCR pour introduire GFP en C-ter de 

Pob3-1 
qPCR_GFP_F1 CTTTTCACTGGTGTTGTTCC qPCR to measure transgene copy 

number 
qPCR_GFP_R1 TCCATAAGTTGCATCACCTT qPCR to measure transgene copy 

number 

GAPDH_qPCR_F1 TTTGGTATTGTTGAGGGTAAAA qPCR to measure transgene copy 
number 

GAPDH_qPCR_R1 AAAGGTGGAAAAGACTGGAG qPCR to measure transgene copy 
number 

deletionMBD_F1 TGATCAACTTATATAATATATTGTATAA Délétion de MBD dans GFP-Spt16-1 
deletionMBD_R1 GTCTTATTCAAATTCGAATTCAG Délétion de MBD dans GFP-Spt16-1 

 

Table S1 : Oligonucléotides utilisés dans les résultats supplémentaires 
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Annexe 2 

Espèce Nom Nu o d’a essio  

Paramecium tetraurelia Pob3_1 PTET.51.1.P0610231 
Paramecium tetraurelia Pob3_2a PTET.51.1.P0610125 
Paramecium tetraurelia Pob3_2c PTET.51.1.P0340178 

Tetrahymena thermophila Pob3 TTHERM_00049080 
Schizosaccharomyces pombe Pob3 SPBC609.05 
Saccharomyces cerevisiae Pob3 YML069W 

Caenorhabditis elegans Ssrp1 WP:CE08542 
Drosophila melanogaster Ssrp1 FBgn0010278 
Homo sapiens Ssrp1 HGNC:11327 
Mus musculus Ssrp1 MGI:107912 

Arabidopsis thaliana Ssrp1 AT3G28730 
Paramecium octaurelia Pob3_1 POCTA.138.1.P0760227 
Paramecium octaurelia Pob3_2a POCTA.138.1.P0490118 
Paramecium octaurelia Pob3_2c POCTA.138.1.P0760120 

Paramecium tredecaurelia Pob3_1 PTRED.209.2.P71800001293620112 
Paramecium tredecaurelia Pob3_2a PTRED.209.2.P71800001293690223 
Paramecium tredecaurelia Pob3_2b PTRED.209.2.P71800001293370204 

Paramecium tredecaurelia Pob3_2c PTRED.209.2.P71800001293260140 
Paramecium biaurelia Pob3_1a PBIA.V1_4.1.P00530042 
Paramecium biaurelia Pob3_1b PBIA.V1_4.1.P00220183 
Paramecium biaurelia Pob3_2a PBIA.V1_4.1.P00530142 

Paramecium biaurelia Pob3_2b PBIA.V1_4.1.P00210081 
Paramecium biaurelia Pob3_2c PBIA.V1_4.1.P00460005 
Paramecium primaurelia Pob3_1a PPRIMP18748 
Paramecium primaurelia Pob3_1b PPRIMP13357 

Paramecium primaurelia Pob3_2a PPRIMP14276 
Paramecium primaurelia Pob3_2b PPRIMP15045 
Paramecium primaurelia Pob3_2c PPRIMP18654 

Paramecium pentaurelia Pob3_1 PPENT.87.1.P0800209 
Paramecium pentaurelia Pob3_2a PPENT.87.1.P0010114 
Paramecium pentaurelia Pob3_2b PPENT.87.1.P0530160 
Paramecium pentaurelia Pob3_2c PPENT.87.1.P0470124 

Paramecium sexaurelia Pob3_1 PSEX.AZ8_4.1.P0470222 
Paramecium sexaurelia Pob3_2a PSEX.AZ8_4.1.P0470114 
Paramecium sexaurelia Pob3_2b PSEX.AZ8_4.1.P0580133 

Paramecium sexaurelia Pob3_2c PSEX.AZ8_4.1.P0430154 
Paramecium caudatum Pob3_1 PCAU.43c3d.1.P00030119 
Paramecium caudatum Pob3_2 PCAU.43c3d.1.P00730044 

 

Table S2 : Nu os d’a essio  des p ot i es utilis es da s l’a al se ph log ti ue 

 
Les u os d’a ession, nom des protéines et noms des espèces sont donnés. Paramecium database: 

https://paramecium.i2bc.paris-saclay.fr/, T. thermophila database: http://ciliate.org/index.php/home/welcome, S. pombe 

database: https://www.pombase.org/, S. cerevisiae database: https://www.yeastgenome.org/, C. elegans database: 

https://wormbase.org/#012-34-5, D. melanogaster database: http://flybase.org/, M. musculus database: 

http://www.informatics.jax.org/, H. sapiens database: https://www.genenames.org, A. thaliana database: 

https://www.arabidopsis.org/. 
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Annexe 3 

 

 

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

A e ph log ti ue des p ot i es Po  de P. tet au elia et des aut es esp es de Pa a ies as  su  l’alig e e ts des 
s ue es p ot i ues totales pa  MUSCLE. La ph log ie de l’alig e e t est g e e  utilisa t Ph ML .  su  
Phylogeny.fr avec une pro du e de ootst ap de . L’a e est o se v  g â e à T ee.D  . . Les s ue es p ot i ues 
et les u os d’a essio  so t i di u s e  Ta le S /A e e . 

 


