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INTRODUCTION

L’ IMPORTANCE DES INTERACTIONS DANS LE VIVANT

Le vivant serait apparu sur terre il y a 3.8 a 4.3 milliards d’années. L'étude de son évolution et
de sa diversification jusqu’a nos jours, décrit une longue histoire d’interactions, tant avec son
environnement qu’entre especes et individus (1). Le vivant, malgré sa diversité, admet comme
élément commun de base la cellule (2). Ces cellules different grandement entre ordres et
régnes mais partagent toutes la capacité d’intégrer des signaux issus de leurs environnements
notamment ceux venant d’autres cellules. Cette intégration est centrale au fonctionnement,

a la survie, et a I’évolution du vivant (3-5).

Les interactions cellulaires s’effectuent par le biais de molécules et de systemes divers, plus
ou moins conservés au cours de I'évolution (3). Elles peuvent avoir lieu entre cellules
d’organismes différents ou au sein d’un méme organisme (3,6,7). Parmi ces molécules, les
glucides, les lipides et les protéines ainsi que certains de leurs dérivés métaboliques
possedent d’importants roles de messagers inter-cellulaires ; une importante partie de la
littérature du domaine leur est consacrée (3,7,8).
Plus récemment, le réle des acides nucléiques dans les interactions entre cellules a été mis
en avant et semble représenter un versant crucial (9-11). Les ARNs non-codant notamment,
sont un groupe de molécules hétérogenes dont le role dans les interactions entre cellules est

de plus en plus décrit.

Une des aspirations de la biologie est de proposer par une étude scientifique rigoureuse, une
compréhension plus globale du monde vivant et de son évolution. Dans cet optique, une
meilleure appréhension des mécanismes d’interactions pourrait mener a des modeles plus

complets et intégrés en biologie.







LE PARASITISME COMME MODE DE VIE

La diversité du vivant s’accompagne également d’une diversification des modes de vie.
Certaines espéeces sont plus vulnérables a leur environnement et plus dépendantes vis a vis
d’autres organismes. Les parasites constituent un apex de cette notion de dépendance : un
parasite est défini comme tout étre se développant au détriment d’un autre, son hote (12).
Les parasites sont retrouvés dans quasiment tous les regnes (animaux, champignons, plantes,

bactéries...) et leurs hotes potentiels sont tout aussi variés (4,12,13).

L'interaction entre parasites et hétes peut se faire de maniére obligatoire ou facultative,
permanente ou ponctuelle, exclusive vis-a-vis d’'une espéce ou de maniere plus éclectique.
Dans le cas d’hotes multiples, le parasitisme peut se faire de maniére indépendante chez
chaque hoéte ou nécessiter une infection séquentielle des hétes (4,12,13). Cette diversité de
modes de parasitisme décrit un gradient de dépendance et suggere une grande diversité de

mécanismes d’interactions et de processus cellulaires associés.

L’étude des parasites constitue également un enjeu sanitaire et économique important (14—
17) : plusieurs maladies humaines graves telles que le paludisme ou encore la maladie du
sommeil leurs sont associées (6,18). D’autres parasites quant a eux n’affectent pas
directement 'Homme mais sont a |'origine de zoonoses avec de fortes répercutions en
agriculture, dans |'élevage ou en entomoculture, s’accompagnant de réelles pertes
économiques : on peut penser a la schistosomiase du bétail, aux cryptosporidioses bovines
ou encore au phénomene d’effondrement des colonies d’abeilles impliquant les

microsporidies (15,17,19).

Ainsi, I’étude des parasites et de leur biologie présente le double intérét de permettre une
meilleure compréhension des mécanismes d’interaction du vivant, mais également d’ouvrir

la voie vers des solutions de lutte face aux parasitoses d’intéréts sanitaires et économiques.







CONTEXTE SCIENTIFIQUE GENERAL DE CE PROJET DE THESE

L'équipe IHP (Interactions hotes parasites) du laboratoire LMGE (Laboratoire
Microorganismes : Génome et Environnement) est une équipe spécialisée dans I'étude et la
compréhension de certaines de ces relations de parasitisme. Elle se focalise principalement
sur celles impliquant les microsporidies, un groupe de parasites intracellulaires obligatoires
apparenté aux champignons et retrouvé comme infectant quasiment, tout le regne animal
(20,21). C’'est dans le cadre de leurs projets de recherche que s’inscrit ma thése qui vise a
fournir une meilleure compréhension des interactions hotes-parasites par I'étude du role des
ARN non-codants dans ces interactions. Pour ce faire, des méthodes de biologie cellulaire, de
biologie moléculaire et de bio-informatique ont été appliquées a un modele in vitro
d’interactions entre des cellules humaines et la microsporidie Anncaliia algerae. Les résultats
obtenus contribuent a la littérature et aux connaissances sur les mécanismes d’évolution et
d’interaction des microsporidies ; mais également a la compréhension des parasites de

maniere plus générale, et du vivant.

Dans la suite de cette these, nous utiliserons le sens plus restrictif du mot « parasite » (sens
selon Merck & Co. MSD (22), faisant ainsi référence aux parasites eucaryotes unicellulaires et

aux helminthes. Les helminthes ne seront cependant pas développés.
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SECTION A : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

PARTIE | : GENOMIQUE PARASITAIRE

Les parasites ont une importance particuliére en biologie en raison des enjeux sanitaires et
économiques qu'ils représentent. Ce sont également des modeéles intéressants pour I'étude
de questions fondamentales en biologie, par leurs modes de vie et leurs caractéristiques
uniques. Etudier les génomes et les comparer entre especes éclaire grandement sur les

processus d’adaptation et d’interaction mis en place par le vivant au cours de son évolution.

CHAPITRE 1 : LES APICOMPLEXES

Les apicomplexés sont des organismes unicellulaires parasites obligatoires d’animaux (23).
Une de leur caractéristique commune réside dans la morphologie particuliére de leurs cellules
qui présentent un complexe apical permettant l'invasion des cellules hotes (24). Les
apicomplexés parasitant ’'Homme sont regroupés dans la sous-classe des Eucoccidies, elle-
méme scindée en deux ordres : les Eucoccididés, parasites de divers tissus a I'exception du
sang et infectant I'homme par voie féco-orale ; et les Haemosporididés, parasites de divers
tissus dont le sang et transmis a I'homme par piqlre d’un arthropode hématophage (25) (cf.
figure 1 (26)). Ces parasites sont responsables de pathologies majeures chez I’'Homme mais

également chez les animaux (27).
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FIGURE 1 : ARBRE PHYLOGENETIQUE DES APICOMPLEXES D’INTERET HUMAIN

Arbre phylogénétique des apicomplexés parasitant I’'Homme avec indiqués en rouge les
parasites d'importance médicale et en vert ceux d’intérét vétérinaire (Hans-Peter et. al., 2009

(26)).




I. CYCLES PARASITAIRES, PATHOGENIE ET GENOMIQUE
I.A. LES PLASMODIUM

Les Plasmodium sont une famille des haemosporidés. Ces parasites sont hétéroxenes, c’est a
dire effectuant leur cycle de vie dans au moins deux hétes avec un héte dit intermédiaire ou
le parasite effectue une réplication asexuée, et un hote définitif, chez qui a lieu la
reproduction sexuée du parasite (25) (cf. figure 2). L'hote définitif des Plasmodium est un
moustique du genre Anopheles. Leurs hotes intermédiaires, eux, dépendront d’avantage de
I'espéce de Plasmodium et peuvent inclure des oiseaux, des mammiféres et méme des

reptiles (28,29).

Cing especes de Plasmodium sont connues comme infectant ’'Homme et sont responsables
du paludisme ; il s’agit de : Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale,

Plasmodium malariae et Plasmodium knowlesi (28).

Dans les 5 cas le parasite est transmis a ’homme par la piglire d’'un moustique du genre
Anopheles préalablement infecté au cours d’un repas de sang (28). Seuls les Anopheles

femelles sont hématophages et la transmission du parasite ne se fait donc que par elles (28).

Chez I'anophéle, les gametes males et femelles du parasite vont s’accoupler dans la lumiére
intestinale et former des ceufs. Ces ceufs évolueront en ookinétes, capables de traverser la
barriere intestinale et de s’enkyster au niveau de sa lame basale formant des oocystes. La
rupture de l'oocyste libérera dans la circulation générale du moustique des sporozoites
mobiles qui rejoindront les glandes salivaires d’ou ils pourront infecter I’'Homme lors d’un

repas sanguin de I'anophéle femelle (25,28,30).

Chez I’homme, une fois dans la circulation sanguine, le parasite infecte en premier lieu le foie.
Les sporozoites envahissent les hépatocytes et se multiplient activement (on parle de
schizogonie hépatique). lls sont ensuite libérés sous forme de mérozoites par lyse des cellules
et vont retourner dans la circulation sanguine ou ils infecteront les hématies. Dans les
hématies les mérozoites vont passer par une phase dites en « anneau », puis devenir des
trophozoites jeunes (phase d’alimentation active), des trophozoites agés, et enfin se répliquer

activement sous forme de schizontes jusqu’a la lyse de I’hématie, libérant de nouveaux
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FIGURE 2 : CYCLE PARASITAIRE DES PLASMODIUM CHEZ L’HOMME

Représentation schématique du cycle parasitaire des plasmodiums chez I’'Homme. Les fleches
rouges représentent les étapes ayant lieu chez I'anophéle et les bleues celles se déroulant
chez 'Homme. Les nombres indiquent I’'enchainement des différentes étapes et les lettres
correspondent aux différents cycles. (D’apres le site officiel du programme national de lutte
contre le paludisme de Céte d’lvoire (PNLPCI) (31), lui-méme adapté du schéma du Centers

for disease Control and Prevention américain (CDC) (32)).




mérozoites capables d’infecter d’autres hématies. Dans certains cas, les mérozoites qui
infectent les hématies se différencient en gamétocytes males ou femelles. Ce sont ces mémes
gamétocytes qui pourront étre récupérés par un anophele lors d’un repas de sang et ainsi
compléter le cycle biologique du parasite. Les différents hotes intermédiaires constituent les

réservoirs naturels des Plasmodium (25,28,30).

Les symptomes du paludisme varient en fonction des Plasmodium mais apparaissent
principalement au cours de la phase sanguine du développement parasitaire chez I’'Homme.
Des dommages hépatiques sont également décrits, surtout lorsque I'infection est chronique

ou récidivante (33).

En 2021 L'organisation mondiale pour la santé (OMS) estimait a 247 millions le nombre de
cas annuels de paludisme. Le nombre de déces annuels associés était estimé a 619 000 et
concernait principalement les populations des régions tropicales, en majorité localisées en
Afrique avec 4 pays comptant pour plus de la moitié des déces mondiaux (Le Nigéria (31,3 %),
la Républiqgue démocratique du Congo (12,6 %), la Tanzanie (4,1 %) et le Niger (3,9 %)).

Plasmodium falciparum est I’agent paludéen le plus virulent suivi de Plasmodium vivax (33).

Il existe des traitements et des prophylaxies antipaludéennes, et des vaccins sont également
en développement (34). Plus la prise en charge est précoce plus les traitements sont efficaces
(33). Des cas de résistance a certains traitements ont cependant été observés, notamment de
la part de certaines souches de P. falciparum exprimant une protéine nommée PfCRT

(P.falciparum Chloroquine Resistance Transporter) (35).

En termes de génomique, les Plasmodium sont haploides tout au long de leur cycle de vie.
Leurs génomes sont de taille relativement réduite allant de 20 a 25 mégabases (Mb) pour 14
chromosomes. Un plastide circulaire d’environ 35 kilobases (Kb) et plusieurs copies d’ADN
mitochondriaux d’environ 6 Kb sont également présents. Le pourcentage GC moyen des

génomes est variable, allant de 19.3% a 42.4% selon les espéces. Il est souvent
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inversement associé a l'abondance de séquences répétées simples (microsatellites)
retrouvées dans les génomes (36). La structure chromosomique chez les Plasmodium est
conservée au niveau du cceur des chromosomes, mais présente un fort polymorphisme de
longueur et de séquence dans les régions sub-télomériques et télomériques. De nombreux
sites de SNP (Single Nucléotide Polymorphisme, polymorphisme d'un seul nucléotide) et un
nombre variable de copies de génes (CNV, Copie Number Variation) sont également observés

entre isolats d’'une méme espece (36).

Les Plasmodium présentent entre 5009 (P.vinckei) et 8582 (P.ovale) génes codants et non-
codants (36,37). Les génes codants des protéines orthologues entre Plasmodium sont
généralement retrouvés en blocs de synténie. Ces blocs peuvent cependant étre ordonnés
difféeremment entre génomes (36). Des familles multigéniques existent chez les Plasmodium
et sont particulierement étudiées pour leurs implications dans la virulence du parasite et dans
ses interactions avec ses hotes intermédiaires (36,38—40). Il s’agit de géenes codant des
protéines aux déterminants antigéniques variables, mais conservant leurs fonctions (variant
surface antigens, (VSA)) (36,38—-40). Ces protéines sont principalement exprimées a la surface
des cellules infectées et des parasites (38,39). Elles sont impliquées dans I'adhésion du
parasite aux cellules, dans la formation de structures infectieuses comme les rosettes
d’érythrocytes (rosetting), et surtout, dans I’échappement immunitaire grace a la variabilité
de leurs déterminants antigéniques (36,38—40). Ces familles multigéniques sont retrouvées
de maniere conservée dans les régions sub-télomériques des chromosomes chez les
Plasmodium (36). Le nombre de copies des génes de ces familles peut varier entre individus et
une grande diversité existe de par les phénomeénes de mutations ponctuelles et de
recombinaison. Ainsi, méme une population clonale de Plasmodium pourra présenter une

diversité pour ces génes.

Chez P.falciparum par exemple, chaque individu posséderait une combinaison propre de 50
a 150 génes var, une des familles multigéniques les plus étudiées (36)). Néanmoins, a un
instant, un seul géne var est exprimé, permettant ainsi un échappement immunitaire efficace
et chronique (on parle d’expression mutuellement exclusive des genes var) (41). Les
mécanismes sous-jacents de la régulation et du choix du gene var exprimé sont encore en

investigation et impliqueraient notamment des régulations épigénétiques (41,42).
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FIGURE 3 : CYCLE PARASITAIRE DE TOXOPLASMA GONDII

Représentation schématique du cycle parasitaire et des modes de transmission de
Toxoplasma gondii. Les animaux représentés indiquent les hdtes. Le foetus fait référence aux

infections transplacentaires. (D’aprés Syrian G. Sanchez et Sébastien Besteiro, 2021 (43)).




|.B. LES TOXOPLASMA

Le genre Toxoplasma appartient a I'ordre des Eucoccididés et a la famille des Eimeriidés. La
seule espece connue de ce genre est Toxoplasma gondii qui infecte son hote par voie féco-
orale et posséde un cycle monoxene chez son hote définitif le chat (cycle complet avec
reproduction asexuée et sexuée). |l existe tout-de-méme des hotes intermédiaires, servant
de réservoirs environnementaux chez qui le parasite n’effectue qu’une reproduction asexuée.
Ses hotes intermédiaires peuvent appartenir a de nombreuses especes d’oiseaux et de
mammiféres, I’'’Homme compris (cf. figure 3) (25). T.gondii est retrouvé a I’échelle mondiale

sur tous les continents et infecterait prés du tiers de la population mondiale (44).

L'hote définitif, le chat, excréte des oocystes dans ses féces. Ces oocystes encore non
infectants le deviennent apres sporulation et seront une source de contamination pour les
autres hoétes par ingestion. Une transmission d’espéce en espéce le long de la chaine

alimentaire peut ainsi s’effectuer.

Chez I'hGte intermédiaire, les oocystes sont lysés libérant des sporozoites (cf. figure 3)
(25,45,46). Les sporozoites de T.gondii envahiront la muqueuse intestinale et pourront
infecter les macrophages s’y trouvant. Les parasites se transformeront en tachyzoites dans
les macrophages (forme de réplication asexuée rapide), et entraineront la dégénérescence
progressive des cellules hotes. Les tachyzoites seront ensuite libérés des cellules et se

dissémineront dans I'h6te par les voies lymphatiques et sanguines.

T.gondii aura tendance a s’enkyster au niveau des muscles striés squelettiques et du cerveau
sous forme de bradyzoites (forme a réplication lente). Enkysté, le parasite sera a I'abri du
systéme immunitaire de I’hote. Les félins s’infesteront alors par carnivorisme permettant un

nouveau cycle sexué du parasite.

L'Homme se contamine principalement par consommation de légumes souillés ou par
carnivorisme (poules, cochons, lapins, moutons... infestés) (cf. figure 3) (25,45,46). Chez

I’'homme les kystes pourront étre réactivés suite a divers stimuli ou lors d’une diminution
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des défenses immunitaires (SIDA, greffes d’organes...) (25,45). T.gondii représente un risque
particulier chez la femme enceinte pour le foetus en raison d’infections transplacentaires
entrainant des toxoplasmoses congénitales ((45—47) qui peuvent induire des cécités et des
retards mentaux chez I'enfant a naitre. Chez les sujets immunodéprimés la toxoplasmose
peut également s"accompagner d’adénopathies (état pathologique des nceuds lymphatiques)
et d’atteintes du systeme nerveux central (48). La prise en charge des infections congénitales
et des patients immunodéprimés implique souvent un traitement par pyriméthamine, un
anti-protozoaire généraliste qui agit en bloquant la dihydrofolate réductase, inhibant ainsi la
biosynthése des bases puriques et pyrimidiques, et empéchant le parasite de synthétiser
correctement son ADN (47,49). La toxoplasmose est principalement asymptomatique chez

I'individu immunocompétent et ne nécessite généralement pas de traitement.

Le génome de T. gondii est constitué d’environ 63 a 69 Mb d’ADN nucléaire repartis en 14
chromosomes avec un pourcentage GC de I'ordre de 52%. On retrouve également un ADN
plastidique de 35 Kb et un ADN mitochondrial de 5.9 Kb (50-52). Le génome nucléaire
coderait pour 7860 a 8460 protéines en fonction des souches, avec en moyenne 5.9 exons par
géne et environ 598 ARN non-codants (50,53). En Europe et en Amérique du Nord la
population des T.gondii est constituée de trois souches principales numérotées de | a lll et
définies en fonction de leurs génotypes (54). Les souches |, Il et lll de T. gondii présentent des
degrés de virulence différents et des prévalences variables (54). Les populations sont
principalement clonales du fait de la domestication des chats et des efforts sanitaires de lutte
contre la toxoplasmose qui ont conduit a une baisse de la transmission du parasite depuis le
chat (54). La reproduction sexuée du parasite et le brassage génétique associé a maintenant

principalement lieu dans les souches retrouvées chez des animaux non domestiqués (54-56).
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FIGURE 4 : CYCLE PARASITAIRE DES CRYPTOSPORIDIUM

Cycle parasitaire de Cryptosporidum spp. Les fleches rouges représentent les étapes ayant
lieu dans I'environnement et les bleues celles se déroulant chez 'Homme. Les numéros
indiguent I’enchainement des étapes. L’encadré détaille le développement du parasite dans
I'intestin moyen chez I'homme. (Adapté de Centers for disease Control and Prevention

américain (CDC) (57)).




I.Cc. LES CRYPTOSPORIDIUM

Les Cryptosporidium sont de I'ordre des Eucoccididés, comme T. gondii, mais appartiennent
a lafamille des Cryptosporidiidés. Ce sont des parasites monoxénes, retrouvés principalement
chez 'Homme, les veaux, les agneaux et les chevreaux (25). Les porcs et les chats peuvent
étre porteurs de certaines espéces, ainsi que de nombreux autres mammiferes, des oiseaux,

des reptiles et des poissons (58,59).

La contamination se fait par voie féco-orale et le cycle a lieu principalement au niveau de la
mugueuse duodéno-jéjunale. Le parasite est intracellulaire mais extra-cytoplasmique (cf.
figure 4) (25,60). Les Cryptosporidium sont ingérés sous forme d’oocystes matures contenant
4 sporozoites. Ces sporozoites sont libérés et adhérent a la membrane des entérocytes (un
type cellulaire formant I'épithélium intestinal et caractérisé par des microvillosités sur leur
pole apicale (61) ). Il se forme ensuite une hémi-vacuole parasitophore a la surface de
I’entérocyte. La membrane du parasite et celle de sa vacuole fusionneront, laissant le parasite
en contact direct avec le cytoplasme de I'entérocyte. S’ensuit une phase de prolifération
(schizogonie) suivie de la libération de 8 mérozoites qui pourront a leur tour parasiter d’autres

entérocytes (25,60).

Lorsque les mérozoites libérés parasitent de nouveaux entérocytes, une phase de réplication
sexuée peut avoir lieu. Dans ce cas, il y a gamétogénese et 8 a 16 gametes males sans flagelle
sont formées ainsi qu’un gameéte femelle. Apres fécondation a lieu une sporogénése
conduisant a deux types d’oocystes contenants chacun 4 sporozoites infestants : il y aura des
oocystes a paroi épaisse (80%) (libérés dans les selles), et des oocystes a paroi fine (20%)
(libérant leur contenu directement dans l'intestin et provoquant un cycle d’endo-infestation

(25,60)).

Chez I’'homme immunocompétent, les cryptosporidioses se manifestent principalement par
des diarrhées qui se résolvent spontanément, lI'atteinte perdure cependant chez les
immunodéprimés. Au niveau vétérinaire, Les cryptosporidioses entrainent des pertes
économiques lorsqu’elles touchent les veaux (25,60). Les antiparasitaires classiques montrent

en générale peu d’efficacité (62,63). Seul le nitazoxanide a prouvé une efficacité clinique aux
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FIGURE 5 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DES RELATION PHYLOGENETIQUES ENTRE EUCARYOTES AVEC

EMPHASE SUR LES APICOMPLEXES ET LES CHROMPODELLIDS

Représentation schématique de la phylogénie des apicomplexés et des chrompodellides. Les
grandes familles sont entourées d’un halo coloré. Plasmodium, Cryptosporidia et Toxoplasma
sont encadrés pour plus de visibilité. Les lignées parasitaires sont indiquées en rouge et les
non-parasites en vert. Un astérisque « * » est ajouté a coté des familles ou groupes considérés
comme des Apicomplexés. (Adaptée de Sonja Rueckert, Shweta V. Pipaliya et Joel B. Dacks

2019 (64)).




cryptosporidioses en induisant des lésions des membranes cellulaires ainsi que des

perturbations du métabolisme énergétique mitochondrial (62,63).

Au moins 44 espéces de Cryptosporidium et plus de 120 génotypes ont été identifiés. C.
hominis et C. parvum sont les deux especes les plus retrouvées chez 'Homme (65). Les
génomes des cryptosporidies sont parmi les plus petits génomes d’apicomplexés séquencés,
avec environ 9.1 Mb répartis sur 8 chromosomes, un pourcentage GC d’environ 30%, et entre
5 et 20 % de genes codants possédant des introns. L’annotation des génomes a permis de
mettre en évidence entre 3900 et 3994 génes dont 3805 codant des protéines (données

basées principalement sur les espéces C. hominis et C. parvum) (66,67).

1l. GENOMIQUE COMPARATIVE DES APICOMPLEXES
II.A ADAPTATIONS AU PARASITISME

L'étude de la parenté des apicomplexés révele au moins trois apparitions distinctes du
parasitisme dans ce groupe, deux aboutissant aux genres Platyproteum et Piridium, et une
liant I'ensemble des autres apicomplexés dont les Plasmodium, Toxoplasma, et
Cryptosporidium (cf. figure 5) (64,68,69). Les chromérides sont le groupe connu comme le
plus proche phylogénétiquement des apicomplexés sur la base des données génomiques et
moléculaires mais sont une famille d’algues photosynthétiques non parasitaires (64,68). Woo
et collaborateurs (70) ont effectué une comparaison systématique du contenu en géne des
apicomplexés et chromérides afin de caractériser les génes perdus entre les deux lignées et
mieux comprendre le passage d’'un état libre a un état parasite au cours de I’évolution du
vivant (70,71). Chez les apicomplexés, cette adaptation se serait faite principalement par une
perte de genes (68—70,72). L'étude par Woo et collaborateurs a rapporté une perte de génes
associée a la photosynthése et a la synthése des stérols. Les génes associés au trafic
endomembranaire étaient majoritairement tous conservés. La plupart des génes associés au
flagelle et a sa fonction étaient également retrouvés malgré I'absence de flagelle dans
I’ensemble du groupe des apicomplexés et une perte progressive des genes associés a mesure
des spéciations chez ces parasites (70). La question demeure concernant les genres

Platyproteum et Piridium qui n’étaient pas inclus dans I'étude.
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Woo et collaborateurs ont également pu montrer en croisant des données de
transcriptomique de P. falciparum et de la chroméride Chromera velia, cultivés tous deux in
vitro sous diverses conditions de stress, qu’il y’avait une conservation de certains modules
d’expression génique : ainsi, 80 génes annotés comme impliqués dans l'invasion chez P.
falciparum avaient vu leurs orthologues chez C.velia exprimés dans les conditions de culture.
Ceci suggérerait une réorientation fonctionnelle des genes entre ces deux espéces
phylogénétiquement proches, C.velia n’étant pas parasite et n’entreprenant pas de processus

d’invasion comme le ferait P.falciparum (68,70).

Une étude de la conservation de synténie entre le génome des plastides de Piridium
(apicomplexés) et de Vitrella (chromeride) révele une conservation quasi compléte. Cela
suggere que la perte de la photosynthese a eu lieu tot dans I'évolution du genre Piridium vers

le parasitisme (64).

Toutes ces études dessinent un processus d’adaptation au parasitisme complexe chez les
apicomplexés, médié par des pertes de genes et des réorientations fonctionnelles de certains

autres, tout ceci de maniere parfois paralléle entre les lignées (64).

[1.B. ADAPTATIONS A LA DIVERSITE D’HOTES ET AUX MODES DE VIE

Au sein du groupe des apicomplexés, la diversification semble s’étre principalement effectuée
par une acquisition de nouveaux genes plutot que par une perte, a I'exception notable des
Cryptosporidies ou la tendance opposée est observée (73-75). Chez les Cryptosporidies il
semblerait que la réduction en taille du génome soit associée a la capacité du parasite a
récupérer une grande diversité de nutriments dans la niche biologique constituée par ses

hotes (73).

La taille du génome des apicomplexés varie de 8.1 Mb chez le piroplasme Babesia bovis a 130
Mb chez la coccidie Sarcocystis neurona. Le nombre total de génes peut également passer du
simple au double entre les genres, allant de 3781 chez B. bovis a 8920 genes identifiés pour
T. gondii (73). Au sein de cette diversité génique, environ 1000 genes constitueraient le corps
commun des apicomplexés et ils ne représenteraient que 12 a 34% des genes codants selon
les especes (74).
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J.Wasmuth et collaborateurs ont effectué une étude portant sur les genes des apicomplexés.
Cette étude rapporte que de nombreux genes spécifiques de genres sont associés a I'invasion
de cellules hotes ou a la survie parasitaire, tandis que ceux plus largement partagés entre
genres sont principalement associés a des fonctions de ménage tels que la traduction et la
transcription (75). Ceci témoignerait d’'une évolution fortement orientée vers I'adaptation aux

hotes et aux différentes interactions avec ceux-ci.

Le groupe des « Grégarines » au sein des apicomplexés est composé principalement de
parasites monoxénes extracellulaires d’invertébrés et d’urochordés (64,76). On compte parmi
leur sein des parasites comme Monocystis, parasites de vers de terre (77). lls sont considérés
comme les apicomplexés les plus ancestraux (78) et constituent une opportunité intéressante
d’étudier des génomes d’apicomplexés extracellulaire. Certaines grégarines ont été classées
comme commensales ou mutualistes, remettant une fois de plus en cause la définition
globale d’un apicomplexé (64). Les genres Cryptosporidium, Platyproteum, et Piridium sont

particulierement proches des grégarines, jusqu’a parfois avoir été classés comme tels (64).
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FIGURE 6 : EXEMPLE DU CYCLE PARASITAIRE DE TRYPANOSOMA CRUZI

Représentation schématique du cycle parasitaire de Trypanosoma cruzi responsable de la
maladie de Chagas. Les fleches rouges représentent les étapes ayant lieu chez la punaise
réduve et les bleues celles de déroulant chez ’'Homme. Les numéros indiquent les différentes
étapes et stades du parasite. (D’aprés Centers for disease Control and Prevention américain

(CDC) (79))




CHAPITRE 2 : LES KINETOPLASTIDES

Les kinétoplastidés sont une classe d’eucaryotes unicellulaires flagellés. Ils sont caractérisés
par la présence d’un kinétoplaste, une structure d’ADN mitochondrial concaténé, localisée au
sein de leur large et unique mitochondrie, et retrouvée a la base du flagelle. Cette structure
semble liée au cytosquelette et jouerait un réle dans I'adaptation de ces organismes a leurs
milieux (80). L'ADN du kinétoplaste représenterait prét de 30% de I'ensemble de I’ADN des
cellules (81). Les parasites de cette classe sont responsables de maladies souvent graves chez

I'Homme (80).

I. CYCLES PARASITAIRES ET PATHOGENIE
I.A. LES TRYPANOSOMA

Les Trypanosoma sont des kinetoplastidés monoflagellés de |la famille des trypanosomatidés.
lIs sont parasites de mammiferes dont 'Homme et transmis par des insectes piqueurs et
hématophages, comme la mouche tsé-tsé ou la punaise réduve. Sept stades biologiques sont
décrits, chacun caractérisé par une morphologie différente, adaptée a I'environnement du
parasite. Chez I'h6te vertébré les Trypanosoma gardent principalement les formes dites

trypomastigotes (forme d’infection extracellulaire) et amastigotes (intracellulaire) (25,80,82).

L'infection de I'Homme par Trypanosoma cruzi commence par l'entrée de formes dites
trypomastigote dans le corps de I'h6te. Le parasite libéré par les feces d’une punaise réduve
va pénétrer le corps par I'entaille laissé suite a la morsure de la punaise (79,83). Le
trypomastigote sera phagocyté par les macrophages de I’h6te et les infectera ainsi. Dans la
cellule le parasite se différentiera en une forme dite amastigote qui sera initialement dans
une vacuole parasitophore mais s’en échappera rapidement pour se multiplier au contact du
cytoplasme de la cellule héte (79,83). Ces formes amastigotes se retransformeront en
trypomastigotes et sortiront de la cellule par lyse. Les trypomastigotes libérés pourront soit
réinfecté d’autres cellules soit infecté une nouvelle punaise réduve a l'occasion d’une

morsure (cf. figure 6) (79,83).
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FIGURE 7 : CYCLE PARASITAIRE DES LEISHMANIA

Représentation schématique du cycle parasitaire des Leishmanies. Les fleches rouges
représentent les étapes ayant lieu chez le phlébotome ou le lutzomyia et les bleues celles de
déroulant chez ’'Homme. Les numéros indiquent les différentes étapes et stades de I'infection

par le parasite. (D’apres Centers for disease Control and Prevention américain (CDC) (84))




Les Trypanosoma sont responsables de maladies graves chez 'Homme dont la maladie de
Chagas (causée par T. cruzi, principalement présent en Amérique latine) et la maladie du
sommeil (causée par Trypanosoma brucei, endémique de certaines régions d’Afrique

subsaharienne) (25,80).

Les traitements des trypanosomiases dépendent grandement du stade de la maladie, de

I’agent parasitaire et de la précocité du diagnostic (25,80).

|.B. LES LEISHMANIA

Les Leishmania appartiennent aussi a la famille des trypanosomatidés. Ils sont hétéroxenes
et se multiplient chez l'insecte sous leur forme mobile (promastigote), dans la lumiere
intestinale. La transmission aux mammiféeres dont I’'Homme s’effectue lors d’une piqlre par
une femelle de la sous-famille des phlébotomes, lorsque I'insecte régurgite une partie de son
bol alimentaire, ou se fait écraser au contact de la peau. Dans le derme, les Leishmania sont
alors phagocytés par des cellules phagocytaires mononucléés (monocytes, macrophages,
cellules de Langerhans, cellules dendritiques...), et évoluent en forme amastigote (cf. figure

7) (25,80).

La Leishmaniose se présente sous différentes formes cliniques. Une forme cutanée,
caractérisée par des lésions ulcéreuses et pouvant évoluer vers une forme cutanée diffuse ou
cutanéo-muqueuse, et une forme viscérale, plus grave, pouvant étre accompagnée par une

fievre, une perte de poids, une anémie et une hépatosplénomégalie (25,80).

La prise en charge des Leishmanioses dépend de l'espéce de Leishmania et du type

d’infection.
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Il. GENOMIQUE COMPARATIVE DES KINETOPLASTIDES
II.A. GENOMIQUE DES TRYPANOSOMATIDES

T. brucei , L. major et T. cruzi sont les espéces de Kinétoplastides les plus étudiées (85-87). T.
brucei est diploide. La taille de son génome haploide est de 32 Mb réparties en 3 classes de
chromosomes linéaires dont 11 chromosomes d’au moins 1 Mb, 1 a 5 chromosomes de taille
dite intermédiaire (entre 200 et 700 Kb), et plus de 100 minichromosomes (de 50 a 150 Kb).
T. brucei présente également un nombre inconnu d’ADN circulaires extra-chromosomiques
contenant des séquences répétées (87-89). L'ensemble de ce génome contiendrait 9068

génes dont 904 pseudogéenes.

Le génome de L. major serait lui aneuploide et présenterait un génome haploide de 33 Mb

cette fois réparti entre 36 chromosomes codant 8311 genes dont 34 pseudogénes (86,90).

Le génome de T. cruzi est trés longtemps resté fragmenté et incomplet. La présence plus
élevée de séquences répétés en tandem dans le génome rendant son assemblage plus difficile
que pour T. brucei et L. major (20-25% contre 50% pour T. cruzi) (85,86,91). Aujourd’hui, le
génome quasi-complet de T.cruzi est disponible (91,92), et présente une taille de 55 Mb pour
28 chromosomes et environ 12 000 génes (86). T. cruzi serait diploide comme T. brucei, mais
présenterait également certains chromosomes tri- ou tétraploides (92), avec des variations

de ploidie entre souches (91,93).

Une caractéristique importante des trypanosomatidés est leur capacité a faire varier les
déterminants antigéniques de leurs protéines de surface, ce qui leurs permet d’échapper au
systeme immunitaire de leurs hotes (comme ce qui est observé chez les Plasmodium). Cette
variabilité antigénique est le fait d’'un large répertoire de génes dits VSG (variable surface
antigens, antigenes variables de surface), avec plus de 2500 copies chez T. brucei par exemple.
Ces genes sont régulés par divers mécanismes de compartimentalisation nucléaire et de
modification épigénétiques aboutissant a I’expression d’une seule copie de ces genes a la fois

(88). Les geénes VSG seraient parfois transcrits sous forme de polycistrons, ensuite maturés en
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plusieurs ARNm, dont un seul sera traduit (88). Les génes VSG sont principalement retrouvés
dans des régions sub-télomériques. Chez T. brucei ils sont principalement situés sur les 11
chromosomes d’au moins 1 Mb mais seraient également présents sur certains

minichromosomes et chromosomes de taille intermédiaires (88).

Les génomes des Trypanosomatidés sont riches en séquences répétées (50% du génome de
T. cruzi, 20-25% pour T. brucei et L. major (91,94)). Ces répétitions correspondent aux larges
familles de VSG, aux répétitions sub-télomériques et aux éléments transposables (ET),
uniguement représentés par des rétrotransposons dans ces génomes. Les ET constitueraient
12.6% du génome de T. cruzi , 5.7% de celui de T. brucei et seulement 1.6% de celui de L.

major (95).

I1.B GENOMIQUE COMPARATIVE DES TRYPANOSOMATIDES

L’étude comparative des génomes de T. cruzi, T. brucei et L. major révele un corps commun
d’environ 6200 génes. La synténie globale est forte malgré des distances évolutives
relativement importantes entre ces espéces. En effet, 68% des orthologues chez T. brucei et
75% chez L.major se trouveraient dans le méme environnement génomique. Ces genes
feraient partie a 94% du corps commun a T. cruzi, T. brucei et L. major (85,86). Environ 32%,
26% et 12% des génes seraient spécifiques aux espéces T. brucei, T. cruzi et L. major
respectivement (85). La plupart de ces genes semblent coder pour des protéines antigéniques

de surface (86), qui seraient donc directement liées aux interactions avec leurs hotes.
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FIGURE 8 : STRUCTURE GENERALE D’UNE SPORE MICROSPORIDIENNE

Représentation schématique d’une spore de microsporidie dont la paroi est composée de

trois couches : I'exospore qui est dense aux électrons; I'endospore qui est épaisse mais

translucide aux électrons ; et la membrane plasmique. Le tube polaire est I'appareil infectieux

et est typique des microsporidies. Il est enroulé a I'intérieur de la spore avec un nombre de

tours qui est spécifique a chague espece. Le tube polaire finit dans un disque d’ancrage en

position apicale dans la spore. On retrouve également un noyau, une vacuole postérieure et

un polaroplaste dans la spore. (D’aprés Caspar Franzen 2004 (96)).




CHAPITRE 3 : LES MICROSPORIDIES

I. LES MICROSPORIDIES GENERALITES ET BIOLOGIE
|.A GENERALITES

Les microsporidies sont un groupe de parasites intracellulaires obligatoires apparentés aux
champignons (21). lls présentent une large distribution géographique et un tres large spectre
d’hotes allant des invertébrés aux vertébrés, dont I’THomme (97). On compte actuellement 45
familles, 218 genres, pour plus de 1600 espéces microsporidiennes (97). Les caractéristiques
communes du groupe comprennent I'existence d’un stade sporal (stade de résistance et de
dissémination) et un appareil infectieux unique appelé tube polaire (cf. figure 8) (21,98).
D’autres caractéristiques incluent : un appareil de Golgi non-empilé, des ribosomes de petite
taille (99), et une absence de peroxysomes (21,98). Un reliquat de mitochondrie appelé
mitosome existe chez les microsporidies. Les mitosomes sont dépourvus d’ADN et de la
majeure partie des protéines constituant les mitochondries (100,101). Cependant, de
nombreux genes d’origine mitochondriale ont pu étre identifiés dans le génome nucléaires

des microsporidies (100-102).

|.B BIOLOGIE INFECTIEUSE DES MICROSPORIDIES

Les microsporidies sont retrouvées dans I'environnement sous forme de spores d’une taille
comprise entre 1 et 12 um selon les especes (103). Ces spores infectent leurs hotes par voie
féco-orale ou par contact direct avec une surface |ésée ou permissive. Le processus d’invasion
des microsporidies fait intervenir le tube polaire et s’effectue rapidement, en moins de deux
secondes in vitro (104). Une fois dans I'organisme hote, la spore va dévaginer son tube polaire.
Le contenu cellulaire ou sporoplasme qui représente I'agent infectieux transitera a travers ce
tube creux et se retrouvera libéré dans le cytoplasme d’une cellule hote. Les mécanismes
d’entrées exacts demeurent discutés dans la littérature (103). Cependant, des molécules de
surface de la spore, du tube polaire ainsi que des récepteurs de la cellule h6te semblent

impliqués dans le processus (103,105).
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FIGURE 9 : CYCLE PARASITAIRE DES MICROSPORIDIES

Représentation schématique du cycle de développement intracellulaire des microsporidies. |)
phase extracellulaire/infectieuse ; Il phase proliférative ou mérogonie; et Il phase de

différenciation sporogonique la sporogonie. (D’apres Weiss et Takvorian 2021 (106)).




Une fois dans la cellule hote, le parasite entrera dans une phase de prolifération active
(mérogonie), suivi d’'une phase de différentiation en spore (sporogonie) qui aboutira a la
formation de nouvelles spores matures a I'intérieure de la cellule héte (cf. figure 9) (21,105).
Les spores seront ensuite libérées par lyse cellulaire ou excrétées par la cellule. La durée du
cycle, la localisation subcellulaire ainsi que la morphologie des différents stades dépendent

de I'espéce microsporidienne considérée (21,105).

La plupart des infections microsporidiennes ont lieu dans le tractus digestif, d’ou elles
peuvent ensuite disséminer dans l'organisme, sous certaines conditions, aprés lyse des
premieres cellules intestinales infectées. Différentes especes microsporidiennes présentent
un tropisme particulier pour différents tissus (e.g cornée, muscles striés squelettiques, tissu
adipeux, encéphale). Les cellules phagocytaires seraient également impliquées dans le
processus de dissémination en tant que transporteurs infectés ou « chevaux de Troie »

(97,107,108).

|.C. LES MICROSPORIDIES ECOLOGIE ET DISTRIBUTION

Les microsporidies sont largement répandues dans les milieux aquatiques et les réseaux
alimentaires (97,109,110). Etant capables d’infecter une grande diversité d’hotes elles
arrivent a se développer et a survivre dans de nombreux environnements. Leurs réles et leurs
impacts écologiques sont encore mal caractérisés malgré le nombre croissant d’études
s'intéressant a leur présence et leur diversité dans I'environnement (97,109,110). Les
microsporidioses représentent un enjeu économique en aquaculture, crevetticulture,

ostréiculture ainsi qu’en apiculture (109).
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FIGURE 10 : REPRESENTATION DES TAILLES DE GENOMES ET DU NOMBRE DE GENES CODANT DES PROTEINES DANS

LE VIVANT

Les microsporidies sont parmi les espéces eucaryotes avec les plus petits génomes. Toutes les
entrées présentes sur les bases de données génomiques de NCBI au moment de la
construction du graphique ont été incluses, tout en s’affranchissant des séquences partielles

ainsi que des séquences aux annotations peu fiables. (D’aprés Jespersen et al. 2022 (111)).




|.D. LES MICROSPORIDIES EN SANTE ET SANTE PUBLIQUE

Six genres de microsporidies sont connus comme infectant I'homme : Enterocytozoon,

Encephalitozoon, Anncaliia, Vittaforma, Trachipleistophora, et Pleistophora (112).

Chez les individus immunocompétents la plupart des infections se limitent a des diarrhées, si
elles ne sont pas completement asymptomatiques (112). Les infections se résolvent en
général spontanément apres quelques jours, bien que quelques études fassent état
d’infections persistantes et/ou latentes (113,114). Ces infections représenteraient un facteur

de risques chez les patients atteints de cancers du célon (114).

Chez les sujets immunodéprimés, les microsporidioses peuvent engager le pronostic vital des
patients (112). Ces individus peuvent souffrir d’entéropathies, de myosites, de
pneumopathies, d’urétrites, ou méme de septicémies disséminées suite a l'infection (112). La
pandémie de SIDA des années 80 a fait des microsporidioses un enjeu de santé publique (112).
On estime le taux de prévalence mondiale des microsporidies chez ’'Homme a environ 10.2%
(115). Les principaux traitements contre les microsporidioses sont I'albendazole et la
fumagilline, respectivement un inhibiteur de la polymérisation de la tubuline des nématodes,
cestodes et de certains protozoaires, et un inhibiteur de la synthése d’ARN des microsporidies

(116,117).

Il. LES MICROSPORIDIES : GENOMIQUE, POST-GENOMIQUE ET EVOLUTION
I1.A. CARACTERISTIQUES DES GENOMES ET GENES MICROSPORIDIENS

Les microsporidies présentent parmi les plus petits génomes eucaryotes, avec I'espece
Encephalitozoon intestinalis qui possede un génome de seulement 2.3 Mb (cf. figure 10).
Cette réduction génomique s’accompagne d’'un nombre de géenes codants réduits (1833
protéines prédites chez Encephalitozoon intestinalis), de génes d’une taille plus courte par
rapport a leurs orthologues chez d’autres eucaryotes (ARNr inclus), et de régions
intergéniques extrémement réduites (parfois quelques nucléotides) (118,119). L’adaptation

des microsporidies au parasitisme et a leurs hotes serait passée par une réduction générale
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FIGURE 11 : PHYLOGENIE, HOTES ET CARACTERISTIQUES DES MICROSPORIDIES

(A) Arbre phylogénétique des microsporidies dont le génome a été séquencé. L'arbre est basé
sur les protéines orthologues dont les génes sont présents et en copie unique chez chacune
des especes (120,121). Rozella allomycis est utilisée comme racine en tant que groupe le plus
proche phylogénétiquement. (B) Comparaison du nombre de génes codant des protéines
entre les différentes espéeces. (C) Comparaison des tailles de génome. (D) Caractéristiques

morphologiques et moléculaires. (D’apres Wadi et Reinke 2020 (119)).




de leur répertoire de genes codants, combinée a I'expansion de familles spécifiques de génes
comme les hexokinases, les métalloprotéase Ste24, les protéines chaperonnes Hsp90 et de
nombreuses familles de transporteurs (122,123). Trente-deux familles de protéines ont été
identifiées comme spécifiques aux microsporidies et seraient associées a la formation de la
spore, la formation du tube polaire, mais également a d’autres fonctions encore non

caractérisées (119,122,124).

La ploidie est variable chez les microsporidies. Alors que certaines especes semblent diploides
tout le long de leur cycle de vie (e.g. E. intestinalis) d’autres especes comme Vairimorpha
ceranae (précédemment Nosema ceranae) sembleraient alterner entre des phases diploides
et tétraploides (125). Des différences en termes de taille de génome existent également dans
le phylum, et tranchent avec le paradigme de la réduction des génomes
microsporidiens. L'espéce Edhazardia aedis par exemple possede le plus grand génome
microsporidien enregistré avec 51.3 Mb (soit plus de 20 fois la taille de celui
d’Encephalitozoon intestinalis (126,127)). De maniére assez intéressante, son génome ne
coderait qu’environ 4190 protéines, soit a peine 2.25 fois plus de protéines que E.intestinalis
(cf. figure 11) (126). Cette différence s’expliquerait par un enrichissement en séquences non-
codantes chez E.agedis, et une plus faible densité de génes codants pour des protéines a
I’échelle de son génome (119,127). Un autre facteur expliquant la disparité de taille entre les
génomes microsporidiens serait I'expansion de familles d’ET chez certaines especes
(119,128,129). La présence de ces séquences répétées se manifeste notamment par des
pourcentages GC variables dans le phylum, allant de 20% pour Spraguea lophii a 48% pour E.
cuniculi (127,130). Une majorité de ces ET dériverait d’'une longue histoire de transferts
horizontaux avec des métazoaires (128). Tandis que certaines espéces comme E. cuniculi
semblent avoir éliminé I'ensemble des ET de leurs génomes au cours de leur évolution,
d’autres espéces en présentent une forte abondance et diversité comme Anncaliia algerae

(118,128).
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I1.B. POST-GENOMIQUE MICROSPORIDIENNE

Bien que les microsporidies présentent les ARN polymérases classiquement retrouvées chez
les eucaryotes, les processus de régulation de la transcription semblent simplifiés (131,132).
Ainsi, des signaux de transcription de type « CCC » et « GGG » ont pu étre identifiés en amont
des génes chez E. cuniculi. Ces signaux semblent étre largement répandus chez les
microsporidies et ne pas se limiter aux genes codants des protéines mais aussi a ceux
transcrits par I’ARN polymérase Ill. Un signal complémentaire de la forme « AAATTT » a été
identifié encore plus en amont pour les ARNr ainsi que des génes fortement exprimés. Ce
signal pourrait correspondre a la boite « TATA » classiquement retrouvée chez les eucaryotes
(131). Au niveau des transcrits, les régions 5 et 3’ UTR sont trés réduites chez les
microsporidies (131). Cependant, un phénomene de transcription non interrompue (overrun
ou read-through transcriptionnel) causé par une reconnaissance stochastique des signaux de
polyadénylation peut donner naissance a des transcrits plus longs qu’une séquence codante
(CDS) chez certaines especes comme E. cuniculi (131). Dans ces cas, I’ARN polymérase Il, ne
reconnaissant pas le signal présent en 3’ d’'un géne, continue sa transcription et donne
naissance a des transcrits pouvant contenir plusieurs CDS consécutifs. Ce phénoméne semble

présent chez de nombreuses especes microsporidiennes (131,133).

Les introns sont présents en nombre limité chez les microsporidies. Chez E. cuniculi par
exemple, 16 introns de 23 a 52 nt ont été identifiés, principalement retrouvés en 5’ de génes
codant des protéines ribosomales (134). Deux introns sont notables pour leur présence
conservée entre orthologues a travers le phylum, il s’agit d’'un intron dans un géne codant
une polyA binding protein et la protéine ribosomique 40S/S23 (134,135). Ces deux introns
présentent également une forte conservation de leurs séquences ce qui est surprenant étant
donnée la forte vitesse d’évolution des séquences d’ADN non-codant et des séquences
microsporidiennes en général (119,134,135). Ceci suggére une fonction importante de ces
introns chez les microsporidies (134,135), potentiellement dans des processus de régulation
de I'expression des genes. Des modifications épigénétiques ont également été identifiées
chez les Encephalitozoon et serviraient a réguler I'expression des ARNr au niveau des
télomeéres par une hyper méthylation de I’ADN dans ces régions, notamment lors de I'entrée

en dormance pendant la maturation des spores (136).
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FIGURE 12 : SCHEMA DES VOIES D’INFECTION PAR ANNCALIIA ALGERAE

Représentation schématique des voies d’infection par A. algerae chez 'Homme et I'anophéle.
A. algerae est capable d’infecter et de se développer dans de nombreux tissus ainsi que dans

deux especes trés différentes physiologiquement et phylogénétiqguement : 'Homme et

I'anophéle. (Adapté de Weiss et Takvorian 2021 (106)).




Il.C LA MICROSPORIDIE ANNCALIIA ALGERAE

L'espece A. algerae a un génome d’environ 12 Mb (137). Sa ploidie était inconnue au début
de cette thése et son nombre de génes codants était estimé a 2075 (138). Le génome
d’A.algerae a une faible densité en génes codants et présente un nombre conséquent de
séquences d’ADN non-codant, comme c’est le cas pour le génome de E.aedis (127). A.algerae
est également marquée par I'expansion de nombreux ET dans son génome (plus de 200

familles) (128).

Alors que la plupart des espéces microsporidiennes ont un spectre d’hote relativement réduit,
se spécialisant ainsi dans le parasitisme de quelques espéeces ou groupes phylogénétiquement
proches (119), A.algerae présente la particularité d’étre capable d’infecter 'Homme et
I’'anophéle (cf. figure 12), deux espéces phylogénétiquement tres éloignées et présentant des
caractéristiques physiologiques tres différentes (température, tissus, etc). Les espéces
proches d’A.algerae sont des parasites d’insectes et I'on considére donc classiquement
gu’A.algerae est un parasite de 'anophele, qui a connu une expansion de son spectre d’hote
vers 'Homme (119,139). L'infection des deux hoétes se fait de maniere indépendante et aucun
cas de transmission directe entre anopheles et hommes n’a été décrit (106,139). In vitro,
A.algerae présente également une forte adaptabilité et est capable de se développer dans de
nombreux types cellulaires issus de nombreuses especes (140). L'organisation
chromosomique de ce parasite a initialement été étudiée par électrophorése en champs
pulsés (137,141), avant que le génome soit successivement séquencé par des approches
Sanger, puis lllumina. Ainsi, les génomes de trois souches d’A.algerae sont accessibles dans
des bases de données publiques (137). Le premier génome correspond a la souche Undeen,
isolée d’une biopsie de muscle d’un patient et séquencé en Sanger. Les deux autres génomes
ont été générés par séquencage lllumina et proviennent d’un insecte de la famille des
anophéles (souche PRA 339) et d’'une biopsie humaine (souche PRA 109) (137). Les trois
souches semblent présenter des quantités d’ET différentes avec 1.64% chez PRA109, 1.34%
chez PRA339 et 15.75% chez Undeen (129). C’'est cette derniére souche qui a été étudiée dans

le cadre de ce projet de thése.
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TABLEAU 1 : CLASSIFICATION DES ELEMENTS TRANSPOSABLES EUCARYOTES SELON WICKER ET AL (142)

(D’aprés Makalowski et al 2019 (143) ).

Class Order Superfamily Phylogenetic distribution
Copia Plants, metazoans, fungi
Gypsy Plants, metazoans, fungi
LTR Bel-Pao Metazoans
Retrovirus Metazoans
ERV Metazoans
DIRS Plants, metazoans, fungi
DIRS Ngaro Metazoans, fungi
VIPER Trypanosomes
PLE Penelope Plants, metazoans, fungi
Class | (retrotransposons)
R2 Metazoans
LINE RTE Metazoans
Jockey Metazoans
L1 Plants, metazoans, fungi
tRNA Plants, metazoans, fungi
7SL Plants, metazoans, fungi
SINE 5S Metazoans
SVA. Primates
Retrogenes. Plants, metazoans, fungi
Class Il (DNA transposons) Tc1-Mariner Plants, metazoans, fungi
Subclass 1 hAT Plants, metazoans, fungi
Mutator Plants, metazoans, fungi
Merlin Metazoans
TIR Transib Metazoans, fungi
P Plants, metazoans
PiggyBac Metazoans
PIF-harbinger Plants, metazoans, fungi
CACTA Plants, metazoans, fungi
Crypton Crypton Fungi
Class Il (DNA transposons) Helitron Helitron Plants, metazoans, fungi
Subclass 2 Maverick Maverick Metazoans, fungi




CHAPITRE 4 : LES ELEMENTS TRANSPOSABLES

Les éléments transposables (ET) sont des séquences génétiques mobiles capables de se
déplacer, se copier et se répandre de maniére indépendante dans le génome de leurs hotes.
On les qualifie parfois de « séquences égoistes » ou de « parasites génomiques ». Ces
séquences sont présentes dans la plupart des génomes eucaryotes a quelques exceptions
notables pres et sont principalement actives dans les cellules de la lignée germinale des hotes
(144). La diversité, la distribution et les roles que jouent les éléments transposables dans la

biologie et I’évolution du vivant sont vastes et nombreux.

I.  CLASSIFICATION ET STRUCTURES
Les ET sont regroupés en deux grandes classes en fonction de leur mécanisme de

transposition. Ainsi, I'on distingue la classe | des rétrotransposons, qui passent sous forme
d’ARN pour leur mobilisation; et la classe I, les transposons a ADN, effectuant leur
transposition uniquement sous forme d’ADN (144). Il existe au sein de ces classes des

subdivisions en ordres (ou sous-classes), superfamilles et familles (cf. tableau 1) (143).

I.A LA CLASSE | : LES RETROTRANSPOSONS

Les rétrotransposons effectuent leurs transpositions par la production d’'un ARNm
intermédiaire, exporté dans le cytoplasme, rétro-transcrit en ADNc, et ensuite réacheminé
dans le noyau ou il pourra s’intégrer dans le génome. Le processus est qualifié de « copier-
coller » car le loci initial n’est pas modifié au terme d’une nouvelle insertion dans le génome

(cf. figure 13) (144).

Trois grandes sous-classes de rétrotransposons sont distinguées : il s’agit des éléments sans
LTR (Long Terminal Repeats), des éléments avec LTR, et des éléments mobilisés par une

tyrosine recombinase (YR) (144).

Les éléments non-LTR présentent la structure la plus simple. lls sont généralement constitués
de deux ORF (Open Reading Frame, cadres de lecture ouverts) ORF1 et ORF2. ORF2 assure les

activités endonucléase et reverse transcriptase. Pour ces éléments, une fois le transcrit
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sont pas représentés. Les YR-rétrotransposons transposeraient via le méme intermédiaire

gue les Cryptons. Les Maverick transposeraient par synthese directe d’ADN (145). (D’apres

Jonathan N. Wells et Cédric Feschotte, 2020 (144)).




primaire exporté du noyau et traduit dans le cytoplasme, ’ARNm est réacheminé dans le
noyau encore couplé a la reverse transcriptase. Une fois dans le noyau, la réverse
transcriptase reconnaitra un motif d’ADN (e.g. TT/AAAA pour I'élément non-LTR L1), et elle
initiera une coupure simple brin. Il y aura ensuite hybridation de '’ARNm avec I’ADN du site
reconnu, et la reverse transcription sera effectuée, suivi de I'intégration du cDNA synthétisé
dans le génome (cf. figure 13) (144). Concernant I'ORF1, sa fonction est encore mal
caractérisée. Il est dispensable dans certains éléments non-LTR et est méme absent de
certains d’entre eux (144,146). Dans d’autres cas cependant il est indispensable, et coderait
une protéine impliquée dans la reconnaissance et le transport de ’ARNm vers le noyau

(protéine chaperonne) (144,147).

Les LTR dériveraient de rétrovirus endogenes (148). lls sont constitués de deux geénes
distincts : gag et pol. Ces génes sont sous contréle d’un promoteur localisé dans la région LTR
amont et vont se retrouver associés au sein de la méme unité transcriptionnelle pour former
un ARNm polycistronique, sous I'action de ’ARN polymérase Il. Les génes gag et pol codent
des poly-protéines qui seront maturées par |'action de la protéase codée par le géne de pol.
Dans ce géne on retrouve également des portions codant pour les activités reverse
transcriptases (RT), RNaseH, et intégrase (IN). Po/ assure ainsi la maturation des polypeptides,
la reverse transcription de ’ARNm initial en ADNc, I'acheminement de cet ADNc vers le noyau,
et enfin, son intégration dans le génome lui-méme. Le géne gag quant a lui, code pour des
protéines qui s’assembleront en particule dans le cytoplasme, et c’est au sein de cette
particule qu’aura lieu la réverse transcription (cf. figure 13) (144). Les régions LTR comme leur
nom l'indique sont constituées de longues répétitions directes de séquences courtes et sont
situées de part et d’autre du rétrotransposon (cf. figure 14) (149). Ces répétitions peuvent
faire de plusieurs centaines a plusieurs milliers de paires de bases (143). Ces séquences

présentent également des réles de promoteurs chez les virus (150).

La troisieme grande sous classe est composée des rétrotransposons YR. Cette classe est
similaire structurellement aux LTR mais encode une tyrosine kinase (YR) a la place d’une
intégrase. De plus, les rétrotransposons YR présentent bien des répétitions terminales mais
celles-ci different entre les superfamilles majeures et se distinguent des LTR canoniques par

leurs structures (94,144,151). Les rétrotransposons YR sont notamment représentés par les
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FIGURE 14 : STRUCTURES DES ELEMENTS TRANSPOSABLES EUCARYOTES

Structures des principaux éléments transposables eucaryotes. TSD = Target Site Duplication,
duplication de quelques nucléotides autour du site d’insertion ; TIR = Terminal Inverted

Repeats. (Adapté de Makalowski et al 2019 (143)).




éléments DIRS (cf. figure 14), ou dans les génomes de kinétoplastidés par les éléments VIPER
et TATE (94). D’autres sous-classes de rétrotransposons existent mais sont moins

représentées dans le vivant (cf. tableau 1) (143,144).

I.B. LA CLASSE Il : LES TRANSPOSONS A ADN

4 ordres principaux de transposons a ADN sont connus : Les éléments se transposant par
« couper-coller » et mobilisés par I'action des transposases DDE (hommeés ainsi en liens avec
les résidus aspartate et glutamate présents dans leur site catalytique) également appelés
éléments TIR (Terminal Inverted Repeats) ; les tyrosine recombinases (YR) appelés Cryptons ;
Les Helitrons qui se transposent par un systéme de cycle roulant ; et enfin les Mavericks (ou

Polintons) qui s’auto-synthétiseraient (143,144).

Les transposons DDE et les Cryptons sont généralement constitués d’un seul ORF codant une
recombinase entourée de petites séquences répétées inversées (short terminal inverted
repeats, TIR). Contrairement aux Cryptons qui sont assez rares (144,152), les transposons DDE
sont les ET les plus diversifiés et les plus répandus chez les eucaryotes avec plus de 17
superfamilles, différentiées par des transposases phylogénétiquement distinctes (144,153).
La recombinase DDE serait méme un des génes les plus anciens et les plus répandus sur terre
(154). La transposition par les transposases DDE est médiée par une attaque nucléophile
d’'une molécule d’eau a proximité des extrémités des TIR, ce qui conduirait a une excision
directe de I'élément puis a une relocalisation. La multiplication et la diversification des
familles de TIR se ferait par deux stratégies. La premiére consisterait en une transposition lors
de la réplication de ’ADN de I’h6te d’un site déja répliqué a un site en cours de réplication
(144,155,156). La seconde impliquerait une recombinaison homologue apres la cassure
double brin de leur site d’excision (144,155,156). Ce second processus peut entrainer la perte
de séquences internes donnant naissance a des ET ne possédant plus la transposase mais
conservant les séquences TIR. Ces ET non-autonomes pourront s’appuyer sur les transposases
d’autres ET, et parfois méme se répliquer plus efficacement qu’eux. lls formeront ainsi de
larges familles come les MITE (Miniature Inverted-repeat Transposable Elements)

(144,155,156) (cf. figure 14).
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FIGURE 15 : DISTRIBUTION DES ELEMENTS TRANSPOSABLES DANS LA PHYLOGENIE EUCARYOTE

Représentation schématique de I'arbre phylogénétique des eucaryotes avec la taille des
génomes représentée par des cercles verts de tailles différentes, et la diversité des ET
représentée par des diagrammes en secteur. Les éléments transposables de classe Il ont été
regroupés sous « DNA». Les données sont issues de l'analyse des génomes avec

RepeatMasker (157). (Adapté de Jonathan N. Wells et Cédric Feschotte, 2020 (144), (158).




Les Helitrons sont abondants dans de nombreuses lignées d’eucaryotes. Cet ordre est
principalement constitué d’ET non-autonomes et ne présentant pas de TIRs. Leur
transposition s’effectue par la production d’un ADN double brin circulaire intermédiaire (cf.

figure 13).

Enfin, les Mavericks (ou Polintons) constituent un groupe encore mal caractérisé. Ils sont
remarquables par leurs tailles de 15 a 20 Kb et leur complexité avec jusqu’a 20 génes codants,
le tout entouré de long TIR de 400 a 700 paires de bases (144,145,159). Cette sous-classe d’'ET
est répandue chez les eucaryotes mais est généralement présente en faible nombre de copies
a I'exception de quelques protistes comme Trichomonas vaginalis ou ils représenteraient un
tiers du génome (144,159). Les Mavericks présentent des similitudes avec différents groupes
de virus a ADN double brin comme les adénovirus, notamment la présence d’une ADN
polymérase B (polB), suggérant que ces éléments soient capables de se répliquer par synthése
directe d’ADN. Les Mavericks encodent également des DDE nucléases apparentées aux

intégrases rétrovirales (144,145,159).

1. REPARTITION ET ROLES

Bien que tres divers, les ET ne sont pas distribués de maniere homogéne entre les espéces
eucaryotes (144). Les ET ont eu et ont encore un impact important sur I'évolution et la

diversité des génomes eucaryotes (144).

II.A. REPARTITION DES ELEMENTS TRANSPOSABLES DANS LE VIVANT

Tres peu d’espéeces ne présentent pas d’ET dans leurs génomes. Quelques exceptions existent
comme Plasmodium falciparum, Toxoplasma gondii ou encore les espéces du genre
Encephalitozoon qui semblent avoir éliminé les ET de leurs génomes au cours de leur
évolution (144). Cette perte d’ET ne concerne pas nécessairement les organismes qui leurs
sont proches phylogénétiquement. En effet, certaines espéces proches peuvent présenter

une forte abondance et une forte diversité d’ET (128,144,160). Le génome d’A. algerae
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par exemple, a été envahi par une multitude de familles d’ET (112,128). Une étude de E.J
Pritham et al décrit une diversité différente d’ET entre différentes espéces d’Entamoeba, avec
des ratios Class | / Class Il qui varient ; ainsi que des degrés divers d’amplification des ETs
(160). L'abondance et la diversité des ET dans les génomes ne semble pas uniquement liées
au mode de vie, a la taille des génomes, ou au genre considéré (cf. figure 15) (144). Le devenir
des ET dans un génome dépend fortement de leurs fréquences de transposition, leurs
préférences d’insertion mais également de leurs sensibilités aux processus de régulation mis

en place par I’hote (144).

I1.B. ROLES DES ELEMENTS TRANSPOSABLES

Les éléments transposables semblent avoir joué un réle majeur dans I’évolution des génomes
eucaryotes (161-163). Les ET semblent influencer les génomes par trois mécanismes
principaux : tout d’abord par I'altération de la fonction et de la structure de certains genes
par insertion ; ensuite par I'induction de réarrangements chromosomiques conduisant a des
changements notamment en termes de régulation et d’expression ; et enfin, en tant que
source de nouvelles séquences codantes et non codantes permettant I'émergence

d’innovations fonctionnelles et régulatrices (161,163).

Chez les microsporidies, les éléments transposables semblent représenter un facteur

important d’évolution, d’adaptation et d’interaction avec leurs hotes (124,128,164).

Au méme titre que pour les ET, un intérét croissant est né ces derniéres années dans la
littérature scientifique pour les rdéles des ARN non-codants, notamment dans les
phénomeénes de communication intercellulaire (165-167), de régulation génique, et dans
I’évolution des génomes de maniére plus générale. Ces molécules pourraient constituer des
acteurs importants dans le cadre des interactions hoéte-parasite, notamment chez les

microsporidies.
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FIGURE 16 : DIFFERENTES CLASSES D’ARN

Diagramme présentant les différentes classes d’ARN incluant les ARN codants, et les ARN non
codants. Parmi les ARN non codants on retrouve les ARNnc de ménage avec les snRNA, les
snoRNA, les tRNA et les rRNA. Pour les ARNnc régulateurs, on distingue les petits ARNnc
(<200nt), principalement les miRNA (21-23nt), les siRNA (20-25nt), les piRNA (26-32nt), et les
long ARN non-codants, dont les LncRNA, les eRNA et les circRNA (Nt = Nucléotides) ,( Les
tailles de ces ARNnc varient en fonction des espéeces mais également légérement entre

auteurs (168,169)). (Adapté de Ghildiyal et Zamore, 2009 et P.Zhang et al. 2019 (168,169)).




PARTIE Il : LES ARN NON CODANTS

Le terme ARN non-codant (ARNnc) définit un groupe de molécules hétérogénes dans leur
structure, leur biogénése, et dans leur role biologique (168,170). Leur point commun réside
principalement dans le fait qu’ils ne soient pas traduits en protéines contrairement aux ARN
messagers (ARNm). Ils agissent en formant des complexes ribo-protéiques et influent sur
I’expression des génomes (168,170). Les ARNnc participent a des phénomeénes de régulation

post-transcriptionnelle mais aussi épigénétique (168,170,171).

Deux catégories d’ARNnc peuvent étre distinguées: les ARNnc dits de « ménage » qui
interviennent dans des processus généraux de la cellule comme la transcription et la
traduction ; et les ARNnc dits régulateurs (cf. figure 16) (168). Les ARNnc de ménage
comprennent les snRNA (small nuclear RNA) impliqués dans la formation et la structure des
complexes d’épissage des introns d’ARNm, les snoRNA (small nucleolar RNA) qui participent
a la maturation des ARN ribosomiques dans le nucléole des noyaux cellulaires, les rRNA
(ribosomal RNA) qui entrent dans la constitution des ribosomes (complexe central du
processus de synthese protéique), et les tRNA (transfer RNA), eux aussi impliqués dans la
synthése protéique en permettant la correspondance entre la séquence d’acide nucléique

traduite et la séquence polypeptidique formée (170).

Les ARNNnc régulateurs forment eux aussi un groupe hétérogene, avec des roles tres divers
dont certains demeurent inconnus. lls sont subdivisés en fonction de la taille de leurs
séquences nucléotidiques et de leurs partenaires protéiques (168,170). On retrouve les petits
ARNnNc (sncRNA) (<200nt), impliqués dans des phénomeénes de régulation épigénétique,
transcriptionnelle et post-transcriptionnelle séquence spécifiques (microRNA (miRNA), small
interfering RNA et ARN interference (siRNA), PIWI-interacting RNA (piRNA)) ; et les long
ARNnc (IncRNA) (> 200nt), jouant eux aussi des roles de régulation (post-)transcriptionnels
et épigénétiques mais également souvent impliqués dans la structure et formation de
complexes ribonucléoprotéiques (168,170,172). Les ARNnc sont d’importantes molécules
régulatrices et leur action passe le plus souvent par une complémentarité en séquences
nucléotidiques entre I’ARNnc et une autre séquence nucléotidique ciblée (ADN, ARNm)

(168,170,173).
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CHAPITRE 1 : LA REGULATION PAR L’ARN

I. MISE EN EVIDENCE HISTORIQUE DE L’ INTERFERENCE PAR L’ARN

Le phénomene d’interférence par ’ARN (ARNi) a initialement été mis en évidence chez le

pétunia indépendamment par Van der Krol et al. (174) et Napoli et al. (175).

Les deux groupes décrivaient un phénomene de répression de I'expression de certains genes
suite a I'introduction exogenes soit de copies surnuméraires de ces genes (van der Krol et al.
(174)), soit d’un géne chimérique avec un promoteur non natif permettant sa surexpression
(Napoli et al. (175)). Dans les deux cas cette répression n’affectait que les genes homologues

(174,175).

Ce phénomeéne a ensuite été observé chez d’autres plantes comme le tabac, la tomate ou
encore Arabidopsis thaliana et fut baptisé « homology-dependent silencing » ou répression

homologie-dépendante (176,177).

Une percée dans le domaine fut I'apport des travaux de Baulcombe et.al (178), qui ont
suggéré I'implication des acides nucléiques dans le phénomeéne. L'ARN est présenté comme
I'initiateur et la cible du phénomeéne, qui sera nommé répression post-transcriptionnelle de

génes (post-transcriptionnal gene silencing) (178,179).

D’autres études ont également confirmé I'implication de I’ARN dans ce processus,
notamment chez le ver C.elegans, ol une forte répression induite par I'introduction exogéne
d’ARN double brin (dsRNA) est décrite par A Fire et al (180). Hamilton et Baulcombe (179)
montrent également que l'interférence par I’ARN est médiée chez les plantes (tomate, tabac,
A.thaliana et pétunia) par de petits ARN bicaténaire d’une taille d’environ 25 nt (siRNA, small

interfering RNA) dont I'un des brin est antisens d’ARNm ((179).

Un autre évenement majeur dans la caractérisation de I’ARN interférence fut la mise en
évidence de la machinerie protéique qui est associée a la maturation des ARN interférents et
a l'activité d’ARN interférence par Bernstein et al. (181). lls ont cherché a déterminer siI'étape

de clivage des dsRNA en siRNA (qu’ils ont appelée phase initiatrice) et I’étape de clivage de
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Exemple chez 'Homme, la souris et la drosophile. (Adapté de Iwasaki et al. 2015 (182) ).




I’ARNm cible (nommée phase effectrice ou phase d’activité RNA-induced silencing complex
(RISC)) impliquaient les mémes enzymes. En travaillant sur des lysats de cellules de
drosophile, ils ont pu montrer que les deux activités enzymatiques étaient portées par deux
fractions protéiques différentes (181). Tabara et al. travaillant également sur la drosophile,
identifient que seule une enzyme, la RNAse Il nommée Dicer, était capable de cliver les dsRNA
en siRNA d’une taille caractéristique de 21 a 23 nucléotides. Dicer contient deux motifs RNAse
lll, un domaine de liaison aux dsRNA, un domaine hélicase en position N-terminale, et un
domaine PAZ. Le domaine PAZ est également présent sur les protéines RDE1, QDE2 et
Argonaute, qui ont toutes les trois été associées a I’ARNi (181,183). Des orthologues de Dicer
ont par la suite été observés chez tous les organismes étudiés avec une activité RNAi décrite

(184).

En ce qui concerne la phase effectrice de I’ARNi, Martinez et.al (185), ont co-immunoprécipité
le complexe protéique associé aux siRNA dans des cellules Hela (lignée cellulaire humaine),
et ont ainsi pu identifier les protéines Argonaute 1 (Ago 1) et Argonaute 2 (Ago 2) ainsi que
de nombreuses autres protéines constituant le « RNA Induced Silencing Complexe » (ou RISC).
La famille Argonaute regroupe des protéines ayant un domaine PIWI et un domaine PAZ
(PIWI-Argonaute-zwille). Le domaine PIWI peut posséder une activité de clivage nucléotidique
(activité slicer) qui n’est cependant pas retrouvée chez toutes les protéines Argonaute
(172,186). Le domaine PAZ quant a lui, permet de lier de maniére non spécifique les
nucléotides en 3’ des petits ARNs a la protéine (172,186). Les différentes protéines Argonaute
peuvent étre a I'origine de complexes protéiques distincts n’ayant pas la méme affinité pour
les différents types de petits ARN. Ainsi, chez Drosophila melanogaster, alors que la protéines
AGO 1 se lie principalement aux miRNA, la protéine AGO 2 elle, est spécifique des siRNA. Ces
deux protéines font pourtant partie de la méme sous famille de protéines Argonautes, les
AGO. Ce partitionnement entre différentes protéines Argonaute des petits ARNnc ne semble
pas universel cependant, chez les vertébrés par exemple ceci nest pas systématiquement
observé. Cependant, Il existe une deuxieme sous famille de protéines Argonautes nommée
sous-famille PIWI, dont les protéines Piwi, aubergine et AGO3 de la drosophile font partie, et
qui se lie spécifiquement aux piRNA, chez toute espece en possédant (168,182,186) (cf. figure

17). La composition nucléotidique des ARN ainsi que certaines modifications enzymatiques
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TABLEAU 2 : TYPES ET FONCTIONS DES PETITS ARN INTERFERENTS

Ago2, Argonaute2; casiRNA, cis-acting siRNA; DCL, Dicer-like; endo-siRNA, endogenoussmall

interfering RNA; exo-siRNA, exogenous small interfering RNA; miRNA, microRNA; natsiRNA,

natural antisense transcript-derived siRNA; piRNA, Piwi-interacting RNA; Pol 1, RNA

polymerase Il; pri-miRNA, primary microRNA; RdRP, RNA-dependant RNA polymerase;

tasiRNA, trans-acting siRNA ; la colonne « Proteins » correspond aux protéines impliquées

dans la maturation de I’ARNnc. (D’aprés M.Ghildiyal and P.D.Zamore, 2009 (168) ).

Name Organism Length (nt) Proteins
miRNA Plants, algae, animals,  20-25 Drosha (animals only)
viruses, protists and Dicer
casiRNA Plants 24 DCL3
tasiRNA Plants 21 DCL4
natsiRNA Plants 22 DCL1
24 DCL2
21 DCL1 and DCL2
Exo-siRNA  Animals, fungi, protists  ~21 Dicer
Plants 21and 24
Endo-siRNA  Plants, algae, animals, ~21 Dicer (except secondary
fungi, protists siRNAs in C. elegans,
which are products of
RdRP transcription,
and are therefore not
technically siRNAs)
piRNA Metazoans excluding 2430 Dicer-independent
Trichoplax adhaerens
piRNA-like  Drosophila 24-30 Dicer-independent
(soma) melanogaster
21U-RNA  Caenorhabditis elegans 21 Dicer-independent
piRNAs
26G RNA Caenorhabditis elegans 26 RdRP?

Source of trigger

Pol Il transcription
(pri-miRNAs)

Transposons, repeats

miRNA-cleaved RNAs from
the TAS loci

Bidirectional transcripts
induced by stress

Transgenic, viral or other
exogenous dsRNA

Structured loci, convergent
and bidirectional
transcription, mRNAs
paired to antisense
pseudogene transcripts

Long, primary transcripts?

In ago2 mutants in
Drosophila

Individual transcription of
each piRNA?

Enriched in sperm

Function

Regulation of mRNA
stability, translation

Chromatin
modification

Post-transcriptional
regulation

Regulation of
stress-response genes

Post-transcriptional
regulation, antiviral
defense

Post-transcriptional
regulation of
transcripts

and transposons;
transcriptional gene
silencing

Transposon regulation,
unknown functions

Unknown
Transposon regulation,

unknown functions

Unknown




gu'’ils subissent influencent également I'affinité des protéines Argonaute pour ces petits ARN

(168,187,188).

Aujourd’hui, les techniques de séquencage haut débit ainsi que le développement de
nouvelles méthodes d’étude des ARNs permettent une meilleure identification de ces
molécules et une connaissance de plus en plus approfondie des phénomeénes biologiques
gu’ils régissent (189,190). Les phénoménes d’ARN interférence ainsi que d’autres
phénomeénes de régulation par I’ARN ont ainsi été décrits chez de nombreux organismes (191)
et de nombreux types de petits ARNnc régulateurs ont été identifiés avec des caractéristiques
et des réles propres (168) (cf. tableau 2). Les trois types de petits ARNnc régulateurs les plus
étudiés sont les siRNA (21nt environ) ; les miRNA (20-25nt environ) ; et les piRNA (24-30nt
environ) (168). Les fourchettes de tailles exactent varient en fonction des espéces et parfois
des auteurs (168,169). Ces trois classes participent a des processus de régulation de
I’expression de genes lors de la transcription (Transcriptional Gene Silencing, TGS), ou aprés

cette derniere (Post-Transcriptional Gene Silencing PTGS) (192).
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FIGURE 18 : VOIES DE BIOGENESE DES SIRNA

Voies de biogénese des siRNA chez la levure S.pombe. (a) Génération de siRNA a partir de
dsRNA issus d’une transcription convergente (ARN sens et antisens complémentaires) ou
d’une transcription a travers des séquences répétées inversées (formation d’'un ARN tige-
boucle). TER = Transcription End Region, Region de terminaison de transcription. (b) siRNA
issus d’ARN non-codants ou d’ARN aberrants pris en charge par les voies RDRC/Dicer et
TRAMP/exosomes respectivement. (c) siRNA issus de I'action de RARP (RNA dependant RNA
polymerase) sur des produits de dégradation de I'activité slicer d’'un complexe RISC donnant
un transcrit d’ARN double brin complémentaire (dsRNA). Ce transcrit sera maturé en siRNA
par Dicer. Les Drosophiles ainsi que les mammiféres ne présentent pas de RdRPs. (D’apres

Moazed 2009 (193)).




Il. LES SIRNA : BIOGENESE ET ROLES

II.A. BIOGENESE ET MODE D’ACTION

Les siRNA ou petits ARN interférents sont retrouvés chez la plupart des Eucaryotes (i.e.
plantes, animaux, champignons et protozoaires) (193). lls découlent classiquement d’un long
ARN double brin maturé par Dicer, libérant de petits ARN double brins avec des extrémités
sortantes non appariées en 3’ d’environ deux nucléotides. Les siRNA présentent une taille de
21 a 25 nt environ, mais qui peut varier entre organismes (194). Chez la drosophile les siRNA
sont 2 O méthylés sur l'extrémité 3’ OH par I'enzyme HEN1 (168). Cette méthylation

influencerait les protéines et les complexes RISC avec lesquels ils interagiraient (168,187).

Les longs ARN double brin a I'origine des siRNA peuvent étre introduits de maniére exogene
lors d’infections virales, de thérapies, ou d’expérimentations (siRNA exogenes), ou étre issus
de l'organisme lui-méme (siRNA endogene). Différents processus peuvent conduire a la
formation de siRNA endogéenes : ils peuvent provenir de transcrits antisens complémentaires
(pseudogenes, ARN non codants, promoteurs opposés sur deux brins, génes dupliqués
inversés (168,195)), d’une transcription de séquences répétées, de séquences non-codantes,
de transposons présentant des structures en tige-boucle sur leurs transcrits, ou enfin de
transcrits maturés ou partiellement dégradés et pris en charge par une RNA dépendante RNA
polymérase (RARP) (193)(cf. figure 18). Les mammiféres ainsi que Drosophila melanogaster
ne possédent pas de RARP et ne peuvent donc pas produire de siRNA par ce dernier

mécanisme (193).

Une fois générés, les siRNA seront pris en charge par un complexe RISC et permettront la
reconnaissance et le clivage spécifique de séquences d’ARN complémentaire au siRNA (cf.
figure 19). Le complexe siRNA-RISC (siRISC) régule son transcrit cible par clivage
endonucléolytique en vis-a-vis des nucléotides 10 et 11 du siRNA (cf. figure 19). Un certain
degrée de complémentarité est nécessaire au clivage (i.e. pas nécessairement parfaite en
particulier en ce qui concerne I'extrémité 3’ du siRNA (196)). Le clivage entraine la répression
post-transcriptionnelle (PTGS) de la cible par sa dégradation compléte. Pour cela, la portion
3’ de la cible sera dégradée par I'’exoribonucléase 5’->3" XRN1, et la portion 5’ par I'exosome

(un complexe multimérique d’exonucléases 3’->5’).
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FIGURE 19 : REGULATION POST-TRANSCRIPTIONNELLE PAR LES SIRNA

Processus de régulation post-transcriptionnel par les siRNA. (Adapté de Sontheimer et al.

2005 (197) et de Gu et al. (198))




Ces mécanismes de PTGS semblent conservés a travers le vivant (168,193,199,200).

La régulation par les siRNA peut également se faire par un processus dépendant de la
chromatine (répression transcriptionnelle des genes, TGS). Dans ce processus, le complexe
RISC lié au siRNA est transloqué dans le noyau ou il pourra reconnaitre un ARN en cours de
transcription (ARN naissant). La liaison pourra induire un clivage (répression co-
transcriptionnelle), mais recrutera aussi des protéines de modification de la chromatine
(notamment des histones méthyl-transférases), qui induiront sa compaction au niveau du

transcrit naissant (hétérochromatination) (193,201).

La TGS par les siRNA a été décrite chez de multiples espéces et joue des roles importants dans
leur biologie. Chez la levure Schizosaccharomyces pombe, la TGS induite par les siRNA a été
associée a la formation et au maintien des centromeres par I'action de siRNA issus des
répétitions centromériques et qui assure leur reconnaissance par complémentarité (193,202).
Dans le régne animal les siRNA semblent principalement impliqués dans la défense de I’'h6te
face a des ARN étrangers double brin comme ceux constituant le génome de certains virus a

ARN (191).

II.B. ROLES DES SIRNA DANS LES INTERACTIONS HOTE-PARASITE

Certains parasites produisent des siRNA qu’ils utilisent comme médiateurs dans les
interactions avec leurs hotes. Une des premieres descriptions concerne Botritis cirenea, un
pathogene de plante, utilisant ses ARNnc similaires a des siRNA au cours de I'infection de son

hote (203).

Botrytis cinerea est un champignon pathogéne de plantes capable d’infecter plus de 200
espéces différentes (203). A Weiberg et al ont étudié et prédit 73 petits ARN de B.cinerea (Bc-
sRNAs) ciblant des génes chez I’"hote (203). La majeure partie de ces Bc-sRNA présentaient
une taille de 20 a 22 nt et un résidu uracile en 5’ terminale. Leur étude a pu démontrer
I'implication de trois de ces Bc-sRNAs dans la répression de génes d’'immunité chez les plantes
Arabidopsis thaliana et Solanum lycopersicum (tomate). Ces 3 Bc-sRNA étaient produits par 2

rétrotransposons LTR (2 des Bc-sRNA étaient issus du méme transposon LTR mais avec un

87







décalage de 4 nt entre eux) (203). Les auteurs ont également pu démontrer que ces 3 Bc-
sRNAs étaient maturés par la protéine Dicer du parasite, puis qu’ils se liaient a la protéine
AGO 1 de I’'hote pour réprimer les génes de I'immunité des plantes hotes. Ces résultats
représentent une des premiéres preuves concréte de l'implication des ARNnc dans les

interactions héte-pathogéne (203).

Les plantes infectées par des parasites fongiques comme B.cinerea peuvent elles aussi
transférer de petits ARNnc aux parasites (204,205). Le transfert des siRNA de la plante vers le
pathogéne impliquerait des vésicules extracellulaires (EV) (204,205). Les EV sont des
structures produites par les cellules vivantes, et constituées d’une bicouche phospholipidique
pouvant contenir des protéines, des sucres ou encore des acides nucléiques (206). Le cargo
transporté par les EV semble méticuleusement régulé et semble dépendre du contexte
biologique (204,206). Ce sont des médiateurs importants pour 'activité des ARNnc dans les
intéractions intercellulaires (206—208). Lorsque la plante Arabidopsis thaliana est infectée par
B.cinerea, elle libére des vésicules extracellulaires qui s’accumulent aux sites d’infection et
sont incorporées par le champignon (204). Les siRNA contenus dans ces vésicules induisent
ensuite une répression de genes clés dans la pathogénicité de B.cinerea, notamment le géne

Bc-VPS51 (vacuolar protein sorting 51), impliqué dans le trafic vésiculaire du parasite (204).

Ainsi les siRNA peuvent étre des médiateurs importants de linteraction hoéte-parasite.
D’autres exemples existent comme les endosiRNA du ver parasitaire Schistosoma japonicus,
qui ont été montrés comme modulant le comportement des macrophages de I’héte au cours

de l'infections (209).
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FIGURE 20 : VOIES CANONIQUES ET NON CANONIQUES DE BIOGENESE DES MIRNA cHEz L’HOMME

(D’apres M Rojas-Pirela et. al 2022 (210)). Il est important de noter que ces différentes voies
ne sont pas observées a la méme fréquence ni pour le méme nombre de miRNA. La voie
indépendante de Dicer n’a par exemple été observée que pour le miR-451. La voie canonique

reste majoritaire (168,210).




Il. LES MICRORNA

I11.A. BIOGENESE ET MODE D’ACTION

Les microRNA (miRNA) sont une classe de petits ARNnc composés de 20 a 25 nt selon les
organismes. Leur syntheése est initiée dans le noyau a partir d’un transcrit primaire (primary
miRNA ou pri-miRNA) structuré en tige-boucle et transcrit par I’ARN polymerase Il (Pol Il). Ce
pri-miRNA est ensuite maturé de maniére canonique ou non canonique (cf. figure 20). La
maturation canonique se fait classiguement par I'action successive d’endonucléases de type
IIl. Chez ’'homme, le complexe Drosha/DGCR8 mature le pri-miRNA le réduisant ainsi a une
simple structure tige-boucle (precursor miRNA ou pre-miRNA), qui présente en générale 2 nt
non appariés aux extrémités 3’. Le pre-miRNA sera ensuite pris en charge par I'exportine 5
quiassurera son transfert du noyau vers le cytoplasme, au niveau duquel la ribonucléase Dicer
clivera la structure tige boucle et laissera un petit ARN double brin chevauchant a la
complémentarité généralement incompléte, et présentant des extrémités 5’ phosphate et 3’
OH (165). Ce petit ARN double brin sera pris en charge par un complexe RISC. Un des brins du
miRNA, appelé miRNA « * » ou miRNA star, sera libéré et dégradé. L’autre brin constituera le
miRNA mature et servira de guide pour une activité de régulation post-transcriptionnelle
(PTGS) (165). Le choix du brin dégradé et de celui conservé semble dicté par des équilibres
thermodynamiques et la maturation préalablement effectuée par Drosha (187,200,211). Il
existe également des voies de synthese des miRNA dites « non-canoniques » mais observée
chez beaucoup moins de miRNA et beaucoup moins fréquemment (cf. figure 20)
(168,200,210). Les miRNA peuvent par exemple étre produit a partir d’un transcrit coiffé en
5’ par une 7-methyl-guanosise ou encore a partir d’autres ARNnc comme les snoRNA ou les
tRNA. Il existe également des voies de maturation des miRNA qui sont indépendantes de
Drosha, comme pour les mirtrons, qui sont issus d’introns directement épissés en pre-miRNA,
ou encore des voies de maturations qui sont indépendantes de Dicer (exception pour l'instant

observée uniquement pour le miR-451) (cf. Figure 20) (168,210,212).

La régulation des transcrits par le complexe miRNA RISC nécessite un appariement dans une
région en 5’ du miRNA appelé région « seed ». Le seed a une longueur d’environ 7 nt et s’étale

du second nucléotide au septieme, avec un « extended seed » ou « seed region »
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FIGURE 21 : EXEMPLE D’INTERACTIONS MIRNA-CIBLE

Exemple d’interactions miRNA-cible avec le modéle d’appariement des séquences. La région
seed est coloriée en violet. Les liaisons hydrogene sont indiquées par un trait vertical et les
liaisons « wobble » (G :U) sont indiquées par un cercle. A. Appariement canonique avec la
région seed B. et C. liaison seed imparfaite mais avec appariement compensatoire en 3’ du
miRNA D. Appariement central avec appariement incomplet de la région seed mais 12
appariements successifs dans la région centrale du miRNA E. Appariement complet de la
région seed du miRNA mais avec un nucléotide de ’'ARNm exclu et formant un renflement
dans la structure. F. et G. modeles d’appariement validés expérimentalement mais aux

structures non canoniques et difficile a généraliser. (D’aprés Lee et Shin 2012 (213)).




correspondant aux nucléotides 2 a 8 (168,187,196). De nombreuses configurations
d’appariement existent (cf. Figure 21) et vont influencer I'activité du complexe RISC sur sa
cible. Ainsi, un appariement sur de nombreux nucléotides en plus de la région seed
(appariement extensif) favorisera un clivage de I’ARN cible (187,196). Ce clivage conduira
comme pour les siRNA a la dégradation compléte de la cible par I'action de I’exoribonucléase
XRN1, et de I'exosome (168,199,200). Dans le cas d’un appariement réduit (non-extensif), le
complexe RISC empécher I'acces a la machinerie de traduction, induisant ainsi une répression

traductionnelle et favorisant I'acces a certaines exonucléases (cf. Figure 22) (186,214).

Les miRNA sont retrouvés chez les animaux et les plantes. On compte plus de 48 860 miRNA
décrits chez 271 eucaryotes dans la base de données miRBase(v22) (215), mais certains
miRNA nécessitent encore d’étre validés expérimentalement (216). Les miRNA assurent des
roles de PTGS par dégradation directe (activité slicer) ou indirecte (déstabilisation), ou encore
par répression traductionnelle des ARN cibles (168,193,200). Ils sont également capables
d’agir par TGS mais ce processus semble plus rare (193). Le ciblage des miRNA s’effectue
principalement sur la région 3’"UTR des ARNm. Une hypothése pour ce ciblage serait une plus
grande accessibilité des séquences. Cependant, il existe également des cas de ciblage des
5’UTR, des séquences introniques ou encore des séquences codantes des ARNm (CDS), mais

ces cas restent eux aussi plutot rares (196,214,217-219).

Les miRNA réguleraient une grande partie de I'expression génique chez les mammiféres et on
estime qu’environ 60% des genes humains seraient sous contréle des miRNA (220). lIs
seraient impliqués dans de nombreux processus physiopathologiques chez I’homme (165), et
leur dérégulation en réponse a des stress, des infections et des pathologies en font de
potentiels biomarqueurs d’intéréts médicale (221,222). Les miRNA peuvent également étre
transférés entre cellules par des vésicules extra-cellulaires, et participer a des phénomenes
de régulation notamment dans le contexte d’interactions hote-parasite (207,210,223), ou
étre considérés comme des molécules hormone-like dans la physiologie des organismes

(224).
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Différents mécanismes d’inhibition traductionnelle par le complexe miRISC. 60S = sous-unité

60S du ribosome; 40S = sous-unité 40S du ribosome, elF6/elFAF = elongation initiation factor

6/4F; PABP1 = PolyA binding protein 1; Dcpl = Decapping enzyme 1; CCR4 = CCR4-Not

complex 3'-5'-exoribonuclease subunit Ccr4; NOT = CCR4-Not complex 3'-5'-exoribonuclease

subunit Not; CAF1 = Chromatin assembly factor 1. (D’aprés Carthew et Sontheimer 2009

(225))




I11.B. ROLES DES MIRNA DANS LES INTERACTIONS HOTE-PARASITE

Chez 'homme les miRNA sont impliqués dans la régulation de processus immunitaires
importants tel que la maturation des lymphocytes, I'activité des macrophages ou encore la
régulation fine de processus inflammatoires par leur réle dans les cellules dendritiques (226).
De nombreuses dérégulations de miRNA ont été décrites en réponse a des infections
notamment parasitaires (210). Chez I’'Homme, l'infection par des protozoaires comme T.
cruzi, P. falciparum ou T. gondii induit de nombreuses modulations de I'expression de miRNA
qui peuvent participer a la pathogénie du parasite comme a la défense de I'organisme
(210,227). Lors d’infections par T. cruzi , jusqu’a 133 miRNA ont pu étre observés comme
dérégulés (210). Quatre d’entre eux voyaient méme leur expression corréler directement
avec des parameétres cliniques tels que la parasitémie ou lintervalle QTc sur les
électrocardiographes, lié a la fonction cardiaque (210,228). Similairement, au cours
d’infections par Leishmania donovani de lymphocytes T chez I’'Homme, une dérégulation de
208 miRNA a pu étre observée (210). De maniére intéressante, les miRNA qui étaient
surexprimés en réponse a l'infection participaient a diminuer I'activation de processus liés a
I'interféron gamma (IFN-y) (210,229), connus comme importants dans le contrble des

infections a Leishmania (210,230).

Cette modulation de I'expression des miRNA au cours d’une infection peut aussi participer a
la défense de I’h6te. Par exemple, au cours de l'infection du papillon Bombyx mori par la
microsporidie Nosema bombycis, un des 17 miRNA modulés va réprimer une phosphatase de

I’h6te avec pour conséquence une inhibition de la prolifération du parasite (231).

Les miRNA peuvent également étre des médiateurs plus directs du dialogue hbte pathogéne
lorsque le miRNA d’un des deux acteurs cible spécifiquement des génes de 'autre. Ainsi, les
abeilles Apis cerana infectées par la microsporidie V. ceranae libéreraient des miRNA capables
d’interagir et de réguler I'expression de génes du parasite (232), notamment un géne codant
pour une protéine de la paroi sporale de V. ceranae, et donc importante dans le
développement et la survie du parasite (232). Dans le cadre d’une infection d’érythrocytes
humains par Plasmodium, le complexe RISC de I'h6te lié a divers miRNA humains se retrouve
transféré dans le parasite. Ce complexe RISC réprimera des genes de Plasmodium

(transporteurs, génes de réplication,
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génes de traduction) et diminuera ainsi la virulence et la prolifération du parasite

(210,227,233-235).

Réciproquement, il a été montré que certains parasites exprimaient eux aussi des miRNA
ciblant des génes de I'hGte : certains des miRNA exprimés par T. gondii (environ 1%) sont des
homologues de miRNA trouvés chez 'Homme ou le rongeur et pourraient donc agir sur les
mémes cibles chez I’hote (236,237). Ils moduleraient de nombreux processus cellulaires, dont

I'apoptose (210,237).

Des petits ARNnc « miRNA-like » ont été identifiés chez les microsporidies V. ceranae
(232,238-240) et N. bombycis (241). Chez V. ceranae ils ont été prédits comme ciblant des
génes associés principalement au métabolisme cellulaire. Cependant, des génes associés a
des voies de signalisation, au fonctionnement des lysosomes, aux processus d’autophagie, a
I’endocytose et a la défense immunitaire seraient également ciblés (232,238-240). Chez N.
bombycis, les auteurs ont pu démontrer une répression du gene BmPEX16 du peroxysome de
I’h6te par le microRNA-like 8 de N. bombycis (Nb-milR8). Ils ont également montré que cette

répression de BmPEX16 favorise la prolifération du parasite dans son hote (241).

Certains petits ARNnc comme les snoRNA les snRNA les rRNA et les tRNA, initialement
caractérisés pour leurs réles structurels ont récemment été décrits comme étant impliqués
dans des phénomeénes d’interférence par I’ARN. Les tRNA, rRNA et snoRNA donnent par
exemple naissance aux « tRNA-derived small RNA » (tsRNA), aux « rRNA fragments » (rRFs),
et aux « snoRNA-derived RNA » (sdRNAs) respectivement. Ces ncRNA peuvent étre
apparentés aux miRNA en raison de leurs processus de biogénése (cf. figure 19) (210). Le role
précis de ces nouvelles classes d’ARN interférents reste a définir mais de nombreuses études
sont actuellement menées (242—-245). Chez T.cruzi par exemple, de petits ARNnc supposés
dériver des tRNA du parasite ont été décrits comme capables de réguler des génes de cellules
Hela in vitro (227,246,247). Similairement, des petits ARNnc (non caractérisés dans I'étude)
produits par Leishmania spp. ont montré un effet de régulation épigénétique et post-
transcriptionnelle sur des macrophages (227,248). Ces ARNnc pourraient en fait étre des
tsRNA et rRFs, connus comme étant trés abondants dans les vésicules de Leishmania (249).

Des processus d’inhibition de la maturation ou de I'activité des miRNA ont été décrits dans
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plusieurs infections, soulignant encore d’avantage I’enjeu central que peuvent représenter

ces molécules dans les interactions entre hotes et parasites (210).

IV. LES PIRNA

IV.A. BIOGENESE ET MODE D’ACTION

Les piRNA (PIWI associated RNA) sont de petits ARNnc nommeés ainsi car ils s’associent a une
sous famille précise d’Argonautes les Piwi. Les piRNA sont exclusifs au regne animal et
présentent un processus de maturation indépendant de la protéine Dicer et donc tres
différent de ceux des siRNA et des miRNA (cf. figure 23) (168,182,251). Les piRNA (168,182)
sont d’une taille allant de 24 a 31 nt selon les especes (les piRNA de Caenorhabditis elegans

font exception avec 21 nt) (193).

Les piRNA sont issus de de copies isolées de séquences répétées, de génes piRNA isolés, ou
de loci génomiques appelés piRNA clusters (188). La transcription des clusters de piRNA
donne un précurseur simple brin ne présentant pas de structure secondaire particuliere
contrairement aux siRNA et miRNA. Les processus poussant la cellule a utiliser
préférentiellement certains transcrits pour la production de piRNA (licencing) demeurent
encore mal connus. Le transcrit précurseur sera exporté vers le cytoplasme. La maturation
des piRNA a lieu dans un compartiment subcellulaire périnucléaire appelé nuage dans les
cellules germinales animale ou dans les Yb-bodies dans les cellules somatiques ovariennes de
Drosophile (188,252). Les transcrits primaires de piRNA y seront maturés par I’endonucléase
Zucchini (Zuc) (cf. Figure 23 A) (168,188). Zuc clive le précurseur en portions phasées
d’environ 25nt chez la drosophile. In vivo, les piRNA issus de la maturation par Zuc semblent
présenter un biais pour un résidu d’uracile en position 1. Ce biais n’est pas retrouvé lors
d’expériences in vitro avec une protéine Zuc recombinante suggérant la présence d’autres
facteurs influencant I'affinité et I'activité de Zuc in vivo. Les piRNA produits par Zuc sont
ensuite pris en charge par une protéine de la sous-famille Piwi dans un complexe RISC
(piRISC), I'extrémité 3’ du piRNA sera raccourcie par une enzyme appelée Trimmer et sera 2’-
O-méthylée par Henl (253). Ces étapes de maturation semblent conférer une certaine

protection aux piRNA vis-a-vis d’autres nucléases (168,188,253).
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Dans les cellules germinales, la quantité de piRNA produite par transcription peut étre
amplifiée par un processus appelé « ping-pong » (cf. Figure 23B). Au cours de ce cycle, des
ARN messager d’éléments transposables clivés par le piRISC vont eux méme étre maturés en
piRNA. Chez la Drosophile, un complexe piRISC contenant la protéine Aubergine (Aub)
reconnait et clive un ARN cible (clivage en vis-a-vis des nucléotides 10 et 11 du piRNA comme
avec les miRNA et siRNA). Le transcrit clivé sera pris en charge par une proteine AGO3 et
maturé en piRNA par une enzyme trimmer. La protéine AGO3, ainsi associée a un piRNA
complémentaire au transcrit primaire initial, pourra le cliver. Ce clivage permettra la
formation de nouveau piRNA, qui pourront étre pris en charge par Aub, complétant ainsi le
cycle ping-pong (Cf. Figure 23B) (188,198). Ce modeéle d’amplification des piRNA permettrait
d’expliquer la complémentarité sur 10 nt des piRNA liés a Aub et AGO3 et pourquoi ils
présentent respectivement un biais pour un uracile et une adénine en position 1 et 10 du

piRNA (caractéristique appelée signature ping-pong) (168,182).

Les complexes piRISC peuvent agir par PTGS ou TGS en fonction de la protéine Argonaute
gu’ils contiennent (188). Chez la drosophile, les piRNA liés a Aub et AGO3 (protéines Miwi et
Mili respectivement chez la souris), vont participer a une répression post-transcriptionnelle
via une activité slicer. Tandis que ceux liés a la protéine Piwi de la drosophile (Miwi 2 chez la
souris) vont plutot induire une translocation vers le noyau du complexe piRISC et une

répression transcriptionnelle de leur cible par formation d’hétérochromatine (188).

Les piRNA sont principalement actifs dans les lignées germinales et ont pour action principale
la répression des ET (188,193). Les piRNA clusters sont composés de séquences dérivés d’ET
agrégées les unes a coté des autres. Ces clusters constitueraient ainsi une sorte de mémoire
génétique d’invasions passées de transposons (188,254,255). Les piRNA clusters peuvent étre
transcrits a partir d’un seul brin (le plus souvent) ou des deux brins (188). Chez la plupart des
organismes étudiés, un nombre défini de locus est responsable de la production de la vaste
majorité des piRNA de I'organisme (plus de 90% des piRNA seraient issus de ces clusters)

(188,256-258).
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IV.B.LES PIRNA ET LA REGULATION DES ELEMENTS TRANSPOSABLES

On estime qu’environ 44% du génome humain correspond a des ET (259) et environ 20% du
génome de D. melanogaster (260). Le systeme des piRNA peut étre vu comme un systeme
immunitaire génétique : lorsqu’un ET actif s’integre dans un piRNA cluster, il permet la
production de piRNA le ciblant et pouvant le réguler. Le cycle d’amplification ping-pong
permet également de faire face a de fortes activations d’ET, en fournissant une quantité

suffisante de piRNA pour les réguler (188).

Dans la lignée germinale et au cours de I'embryogénése par exemple, des évenements de
dérépression épigénétique ont lieu a grande échelle conduisant a une plus grande activité des
ET (261). L’activation ectopique d’ET lors de la gamétogénése chez la drosophile a été associée
a de la stérilité dans de nombreux cas. Cette stérilité surviendrait suite a une accumulation
de mutations dans le génome des cellules germinales. Les piRNA par leur régulation des ET
assureraient donc un réle central dans la reproduction et la survie des organismes

(168,182,251).

Chez les mammiféres on subdivise les piRNA en piRNA pré-pachyténe et piRNA pachyténe en
fonction du stade de la méiose ou ils sont exprimés dans les spermatocytes (168,188,193).
Les piRNA pré-pachyteénes comme les piRNA chez la drosophile correspondent principalement
a des séquences répétées et sont impliqués dans la répression des ET (transposons a ADN
(Class 1) et rétrotransposons (Class 1)) (168,255). Les piRNA pachyténes sont principalement
transcrits depuis des régions non condensées du génome (euchromatine) et présentent des
caractéristiques communes avec les ARNm classiques (e.g. polyadenylation) (168,188). Leurs

roles restent moins bien caractérisés (168,188).

Une expression de piRNA dans les cellules somatiques de certaines espéces a également été
décrite, ainsi que des roles de défense antivirale chez les moustiques, des roles de régulation

de génes, ou encore des réle dans la détermination du sexe chez le vers a soie (188,251,262).

Chez les ciliés comme Paramecium et Tetrahymena, des ARNnc apparentés aux piRNA sont
impliqués dans des phénoménes d’élimination d’ADN, durant lesquels des séquences entieres

d’ET peuvent étre excisées du génome au cours de la maturation du zygote (263).
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FIGURE 24 : FoncTIONS DES LONGS ARN NON-CODANTS

Les Longs ARN non-codants (LncRNA) peuvent (A) agir comme amplificateurs de I'expression
de génes (enhancer RNAs, eRNA), (B) comme recruteurs de complexes modifiant la
chromatine, (C) comme régulateurs de 'activité de facteurs de transcription, (D) comme
régulateurs de I'expression génique en agissant sur la conformation spatiale des
chromosomes, (E) en influencant I'épissage des pre-mRNA. Les LncRNA cytoplasmiques
peuvent (F) aussi réguler la stabilité ou (G) la traduction des mRNA et ainsi moduler leurs
expressions ou encore (H) entrer en compétition en tant que cibles de miRN. (I) les LncRNA
peuvent enfin contenir de petits cadres de lecture ouverts (Open Reading Frames ORFs),

codant des peptides. (Adapté de Morlando et al 2015 (264)).




V. LES LONG ARNS NON-CODANTS

V.A. TYPES DE LNCRNA

Le terme Long ARNs non-codants regroupe I'ensemble des ARNnc de plus de 200nt et de
nombreuses fonctions leurs sont associés (cf. figure 24) (171). lls sont moins bien caractérisés
gue les sncRNA et semblent également plus hétérogénes. On les classifie principalement
selon la localisation génomique de leurs génes en distinguant les LincRNA (Long intergenic
non coding RNA) dans les régions intergéniques, les LncRNA antisens, localisés sur I'autre brin
des genes codant pour les protéines, et les eRNA (enhancer RNA) et promotor upstream
transcrits, issus de régions promotrices et de régions en amont de promoteurs

respectivement (171).

Les lincRNA possedent des roles tres diversifiés mais semblent souvent impliquer dans une
régulation épigénétique de loci précis. Un des premiers a avoir vu son rOle étre mis en
évidence est XIST, qui est impliqué dans I’"hétérochromatinisation et I'inactivation d’un des
chromosomes X au cours de I'embryogénése chez les mammiferes femelles. XIST reconnait
certaines séquences du chromosome et recrute divers complexes de manipulation de la
chromatine (265,266). Depuis XIST, de nombreux autres LincRNA ont vu leur fonction

biologique élucidée (171,265).

Les promotor upstream transcrits et les enhancer LncRNA (eLncRNA), sont des ARN
respectivement issus de la transcription de régions en amont des promoteurs et de régions
promotrices (171,173). Ces transcrits ont été corrélés a une plus forte expression de certains
ARNm (171,173). Cependant, leurs réles et mécanismes d’action potentiels restent a étre

clarifiés (171,173).

Les LncRNA antisense (ou natural antisens transcripts, NAT) résultent de la transcription du
brin d’ADN opposé a un ARNm donné. Ces transcrits et ’ARNm correspondant auront
tendance a s’apparier et le duplex ainsi formé pourra ensuite étre dégradé et donner
naissance a des siRNA. Certains génes sont connus pour étre régulés selon ce mode d’action
comme le récepteur a l'insuline-like growth factor 2 chez ’'homme (IGF2R), régulé par le

LncRNA « antisense IGF2R non-protein-coding RNA ». Le mécanisme moléculaire associé
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a I'action de ces LncRNA n’est pas encore complétement élucidé (171).

V.B. LES LNCRNA DANS LES INTERACTIONS HOTE-PARASITE

Certains LncRNA ont été décrits comme acteurs des interactions hote-parasite. Lors d’une
infection par Cryptosporidium parvum, les cellules hétes voient leurs LncRNA dérégulés.
Certains de ces LncRNA joueraient des roles importants dans 'immunité contre le parasite.
Ainsi, le LncRNA NR_045064 exprimé dans les cellules épithéliales intestinales suite a une
infection par C. parvum a été montré comme stimulant I'expression de génes de défense dans

ces cellules (267).

Les LncRNA de C. parvum sont eux aussi importants dans ces interactions entre I’héte et le
parasite (268,269). Il a ainsi été décrit qu’au cours d’une infection, le LncRNA Cdg7 FLc_0990
de C. parvum était transloqué dans le noyau de la cellule parasitée avec I'aide d’une protéine
chaperonne de [I'hote (HSP70). Cdg7 _FLc 0990 induit ensuite une répression
transcriptionnelle de certains génes en recrutant des histones méthyltransférases dans leurs
régions promotrices (269,270). Un autre LncRNA de C. parvum (Cdg7_FLc_1000) aurait lui
aussi un roéle de répression, ciblant principalement des genes impliqués dans la migration et
I’'adhérence des cellules hotes, atténuant ainsi leur motilité (269-271). Les mécanismes de

ciblage par ces LncRNA seraient médiés par la formation de triplexes ARN ADN (269,270).

Chez N.bombycis, des LncRNA ont été identifiés et suggérés comme participant a un réseau

de régulations qui ciblerait des génes de défense et d’apoptose de I'hbte (272).
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Biogéneése et fonction des circRNA. Les circRNA sont issus d’un phénomene de backsplicing
des pré-mRNA. Le backsplicing consiste en un site d’épissage donneur qui se lie a un site
accepteur en amont de celui-ci. En résulte un ARN simple brin circularisé par une liaison
covalente. Les circRNA peuvent également étre produits a partir des lassos d’épissage. Les
circRNA peuvent étre liés a des protéines, jouer un role d’éponge a miRNA, étre traduits en
protéines, ou encore réguler I'expression de certains génes en se liant aux promoteurs.

(D’aprés Kim et al 2021 (273))




VI. LES CIRCRNA

VI.A. BIOGENESE DES CIRCRNA

Les circRNA sont des ARNNc circulaires produits a la suite d’'un phénomene de rétro-épissage
(back-splicing) de pré-ARNm aboutissant a une liaison covalente entre les deux extrémités du
transcrit (cf. figure 25). lls peuvent également étre issus des lassos d’épissage, ou des introns
libérés lors de la maturation des tRNA (273—-276). On distingue trois types de circRNA : les
circRNA composés d’exons (exonic circRNA ou ecircRNA), ceux composés d’exons et d’introns
(exon-intron circRNA ou EiciRNA) et les circRNA composés uniquement d’introns (intronic

circRNA ou ciRNA) (cf. figure 25) (273,274).

Les circRNA sont apparus comme des isoformes principaux d’une centaine de genes lors de
plusieurs études s’intéressant aux transcriptomes de divers types cellulaires humains (277).
Plusieurs roles leurs sont attribués (274,278), notamment dans la régulation de processus
immunitaires (279,280). Le premier mode d’action décrit serait celui d’éponge a miRNA ou a
protéines liant I’ARN, permettant dans certaines conditions physiologiques de réduire
I'impact de ces molécules (273,274). Ces ARNs peuvent aussi étre traduits, ou réguler

I’expression d’ARNm en se liant a leurs promoteurs (cf. figure 25) (273,274).

VI.B. LES CIRCRNA DANS LES INTERACTIONS HOTE-PARASITE

Les circRNA ont été décrits ou prédits comme ayant des réles lors des interactions hote-
parasite. Dans le cadre d’infections de différentes espéces d’abeilles par la microsporidie V.
ceranae, I’étude de circRNA a révélé chez I'abeille une expression différentielle de plus de 168
circRNA en réponse a l'infection 7 jours aprés inoculation, et de 306 a 10 jours. Certains de
ces circRNA seraient associés a des processus immunitaires (281). Des circRNA ont également
été prédits chez V. ceranae (282), et chez une autre espéce microsporidienne, N. bombycis
(parasite du papillon B.mori). lls réguleraient les miRNA du parasite mais également de son
hote (272). Enfin, des circRNA produits par le vers parasitaire Ascaris suum et libérés via des
vésicules extracellulaires exerceraient une régulation de miRNA impliqués dans I'immunité

cellulaire et I'inflammation chez son héte humain (283).
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CHAPITRE 2 : DIVERSITE EVOLUTIVE DES ARNNC ET DES PROCESSUS D’ARN INTERFERENCE

Bien que de nombreux aspects liés aux ARNnc soient conservés a travers le vivant, I'étude de
certains organismes modeles a révélé une grande diversité posant la question de la place de

I’ARNi dans I’évolution des organismes.

I. PERTE DE L’ARNI : L’EXCEPTION KILLER CHEZ SACCHAROMYCES CEREVISIAE ; LES CENTROMERES DE
USTILAGO MAYDIS ; C.GATTI ; T.CRUZI ; ET LES ENCEPHALITOZOON

Aujourd’hui le mécanisme d’ARN interférence a été étudié chez de nombreux organismes et
semble étre répandu et conservé (284). Il aurait été présent chez le dernier ancétre commun
des eucaryotes (285) et est ainsi largement retrouvé chez les mammiferes, les insectes mais
aussi chez les champignons (286—-288). Cependant, certaines espéces se démarquent, comme
la levure Saccharomyces cerevisiae, le pathogene de plante Ustilago maydis, le sous type VGII
de Cryptococcus gattii, T. cruzi, ou encore les microsporidies du genre Encephalitozoon, qui
ont toutes perdu le mécanisme d’ARNi (cf.figure 26) (284). Ces éléments soulévent de
nombreuses questions concernant la biologie de ces organismes, I’ARNi étant impliqué dans
la défense antivirale (185), la régulation de génes (168,193), la formation des centromeéres,
ou encore la régulation des ET (193,289) chez certaines levures et champignons comme S.
pombe ou Cryptococcus (193,290). La question qui demeure est : comment la perte de I’ARNi

a pu constituer un avantage sélectif ou étre sans effets délétéres pour ces organismes.

Chez S. cerevisiae, la perte de I’ARNi serait associée a |'apparition d’un virus a ARN double
brin nommé « killer » dans les populations de S. cerevisiae. Killer peut étre transmis
verticalement entre cellules meéres et filles, ou horizontalement par infection du zygote lors
de la reproduction. Ce virus induit un phénotype ou les cellules infectées inhibent la
croissance des cellules non infectées aux alentours (284,291,292). Ainsi, I'infection par le virus
confererait un avantage sélectif dans un environnement compétitif ol I'activité antivirale de

I’ARNi (vérifiée comme efficace contre killer (291)) se présenterait alors comme un
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Arbre phylogénétique d’especes de champignons visant a illustrer la perte d’ARNi dans
certains groupes. Les especes dont les noms sont en rouge ne sont pas capables d’ARNi
contrairement a celles indiquées en noir. Les especes qui ont fait I'objet de recherches

poussées sur I’ARNi sont en gras (284). (Adapté de Billmyre et al, 2013 (284)).




désavantage. Ceci aurait conduit a la disparition de I’ARNi de plusieurs lignées d’organismes
chez les champignons (291). Chez S. cerevisiae, I’ARNi peut étre rétabli par simple transfert
de protéines Dicer et Argonaute issues d’ascomycetes proches, indiquant la perte d’un

nombre restreint de protéines de la voie (284,293).

Dans le cas du sous-type VGII de C. gattii, la divergence avec le sous-type VGI dont les espéces
possedent encore I’ARNi semble s’étre faite il y a environ 12.4 millions d’années (284,294). La
perte de I’ARNi aurait ici favorisé I'activité des ET conduisant a un phénotype mutagene (ou
Mutator) favorisant I’adaptabilité de I'organisme a des environnements hostiles (284). C.gattii
est considéré comme tropical et subtropical, mais il a été responsable d’une épidémie dans
le nord-ouest américain dans les années 2010 (295). Ce profile Mutator I'aurait aidé a
s’adapter a ce nouvel environnement, initialement hostile pour lui. Un paralléle est fait entre
ce mécanisme d’adaptation et la réponse SOS chez les procaryotes, ou un phénotype
mutagene est activé transitoirement en réponse a un stress intense (284,296,297). Si chez les
bactéries ce processus est réversible (284,296,297), chez C. gattii VGII la perte des génes de

I’ARNi ne I'a pas été.

L'ARNi a également été montrée comme impliquée dans la formation et le maintien des
centromeéres chez certains champignons (290). Une étude comparative de la taille des
centroméres entre des especes de champignons capables ou non d’ARNi (critére basé sur la
présence ou non de protéines d’ARNi (290)), a permis d’observer une corrélation entre la
perte d’ARNi et la réduction de la taille des centromeéres. Ainsi, Ustilago maydis, une espece
ne possédant pas les protéines principales d’ARNi présentait des centroméres en moyenne 2
a 3 fois plus petits que ceux d’autres especes du méme genre, et capables d’ARNi (12 Kb pour

U. maydis contre 36 Kb et 27 Kb pour Ustilago hordei et Ustilago bromivora)(290).

A l'instar d’autres groupes d’étre vivants, les trypanosomatidés possedent un processus
d’ARNi, qui a cependant divergé ou été perdu a différent points de leur évolution dans
différentes lignées (298,299). La présence et le fonctionnement d’une machinerie ARNi chez
ces parasites ont été testés expérimentalement par Lye et al qui ont introduit des ARN

doubles brins dans le parasite pour en étudier les effets sur des genes rapporteurs. lls ont
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FIGURE 27 : CONSERVATION ET PERTE DE L’ARNI CHEZ LES TRYPANOSOMATIDES

Arbre évolutif consensus des trypanosomatidés. La longueur des branches correspond au
degré de divergence évolutive entre les organismes. Les lignées ne présentant pas d’activité
ARNi et/ou les génes associées a I’ARNi sont marquées aux extrémités avec les branches
colorées en rouge et celles présentant I'activité ARNi en bleu. La double coloration le long de
la branche de T. cruzi indique qu’il n’a pas été possible de définir a quel moment de son
évolution cette perte a eu lieu. Les symboles + ou - indiquent une présence ou perte de I’ARNi

au cours de I’évolution. (Adapté de Lye et al, 2010 (298)).




également recherché la présence de protéines tel que Dicer ou Argonaute (298). Les auteurs
concluent que malgré la présence d’'une machinerie ARNi chez la plupart des
trypanosomatidés, elle a été perdue chez une partie des Leishmania et chez T.cruzi lors d’une
bifurcation évolutive (cf. figure 27) (298,299). Les trypanomatidés présentent des protéines
Argonaute phylogénétiquement a part, définissant leur propre sous-famille, les
Trypanosoma-Argonaute (299). Il en existe deux types : les AGO-tryp et les PIWI-tryp (299).
De maniere intéressante, les deux types ne sont pas systématiquement retrouvés chez toutes
les especes de trypanosomatidés. Les AGO-tryp semblent co-sélectionnées avec la protéine
Dicer et semblent associées a I’ARNi en réponse aux ARN double brin exogénes (298—-300).
Les AGO-tryp ont également été associées a des ARN de 24 a 26 nt dérivés de
rétrotransposons et sont constitutivement exprimées chez T. brucei, suggérant leurs
implications dans la répression d’ET (301). Des expériences de délétion d’AGO-tryp chez T.
brucei ont montré une ségrégation aberrante des chromosomes et une viabilité réduite,
suggérant aussi une association avec les séquences répétées des télomeres (290,302). Les
PIWI-tryp quant a eux se distinguent par I'absence d’'un domaine PAZ, mais la présence d’un
repliement protéique qui permettrait tout de méme la liaison d’éléments oligo-
nucléotidiques (299,303). De maniére surprenante, bien que ne possédant pas d’AGO-tryp, T.
cruzi et L. major posseédent une protéine PIWI-tryp (303). Le role des PIWI-tryp et le type
d’ARN qui leurs sont associés ne sont pas connus mais le fait que cette protéine soit exprimée
a tous les stades de développement de T. cruzi suggéere un role tout au long du cycle de vie
du parasite (303). L'expérience de double Knockout de AGO-tryp chez T. brucei a montré

I’'absence d’un réle compensatoire de la protéine PIWI-tryp en ce qui concerne I’ARNi (302).

Les microsporidies sont un autre groupe ou l'on peut observer des disparités dans la
conservation de I’ARNi (119,304) (cf. figure 28). Cette perte semble s’étre produite a plusieurs
embranchements de leur phylogénie. Huang (304) a évalué la présence ou |'absence des
génes codant les protéines Argonautes et Dicer dans le génome de 21 microsporidies. Seuls
deux cas de figure ont été identifiés : I'absence ou la présence des deux genes. Ces résultats
iraient dans le sens d’une conservation liée a I’ARNi, processus dans lequel elles sont

impliquées conjointement (168,193). Notamment, la présence ou I'absence d’ET dans les
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Arbre phylogénétique de 21 microsporidies basé sur les séquences de 18 génes orthologues
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clad (Maximum clad credibility, MCC) avec I'outil Mrbayes (305). Les probabilités Bayesiennes
postérieures sont indiquées aux noeuds. L'espece Mitosporidium daphniae a été utilisée en

tant que groupe externe pour enraciner I'arbre. (Adapté de Huang, 2018 (304)).




génomes semblerait jouer un réle dans la conservation de Dicer et Argonaute car seules les

especes avec ces éléments dans leur génome ont conservé la machinerie d’ARNi (136,138).

Il. LES ARNNC DES PARASITES : APICOMPLEXES ET TRYPANOSOMATIDES

Les ARNNc assurent des réles importants dans la biologie des parasites (269). Alors que P.
falciparum ne semble pas encoder, ni de siRNA, ni de miRNA, ni de piRNA (269) ; des LncRNA
joueraient d’importants réles dans la régulation de [I'expression de ses génes,
particulierement de ses génes var, impliqués dans sa virulence et dans |'échappement
immunitaire chez 'Homme (40,269,306). Les géenes var ont une expression mutuellement
exclusive. lls sont composés d’un exon 1 variable et d’'un exon 2 conservé, séparés par un
intron (40,269). Cet intron contient un promoter bi-directionnel qui permettrait I’expression
de 2 LncRNA. Le premier LncRNA est antisens et complémentaire de I'exon 1 tandis que le
second est sur le brin sens et s’étend dans le deuxieme exon (307). Ces LncRNA seraient
transcrits par I'’ARN pol Il (308), coiffés d'une 7’-methyl-G mais non polyadénylés
(269,307,309). llIs seraient impliqués dans I'activation ou la répression du gene var qui les
contient (cf. figure 29). Des expériences d’expression ectopique du LncRNA antisens ont
montré une activation des génes var correspondants, en parallele de celui naturellement
exprimé par le parasite, outre-passant le mécanisme assurant I’expression mutuellement

exclusive des génes var (269,309,310).

Similairement, des ARNnc de 136 nt issus de régions riches en GC situées entre les clusters de
gene var internes aux chromosomes ont montré des réles de régulation sur I’expression des
génes var. (311)La surexpression de plusieurs de ces ncRNA induit I'activation de différents
groupes de génes var (311). Réciproquement, la répression transcriptionnelle des régions GC-
riches par interférence CRISPR (CRISPRi) conduit a une répression de I'ensemble des genes
var (269,312) (cf. figure 29). Le mécanisme général par lequel les ARNnc régulent |I'expression
des génes var n’est pas connu mais une hypothése suggere que les ARNnc seraient importants

dans 'adressage site-spécifique de certains modulateurs épigénétiques (269,306).
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Régulation de genes var par des LncRNA chez P.falciparum. Les LncRNA issus du premier
intron des genes var sont associés a leur répression. Les LncRNA issus des régions internes

riches en GC des géne var sont associés a leur activation. (D’apres Li et al 2020 (269))




Chez T. gondii, le facteur de réplication Rfa3 est impliqué dans le passage de la forme
proliférative tachyzoite a la forme de quiescence bradyzoite. La répression du locus Tg-
ncRNA-1, localisé en amont de Rfa3 et codant deux LncRNA (I'un de 2601 nt et I'autre de 940
nt) a été montrée comme perturbant le passage de tachyzoite a bradyzoite (269,313,314). La
fonction de ce LncRNA ainsi que sa relation éventuelle avec Rfa3 n’est cependant pas claire.
Il est possible que le LncRNA aide au recrutement de complexes de modification des histones

pour réguler I'expression de génes précis au cours de la formation du bradyzoite (269,315).

T. gondii, contrairement aux Plasmodium et Cryptosporidum possede les protéines
nécessaires a I’ARNi (269,316—318). Cette machinerie est composée d’une protéine Dicer
phylogénétiquement apparentée a celle des plantes et champignons, accompagnée d’une
protéine Argonaute apparentée a celles des métazoaires (269,318). Les miRNA produits par
T. gondii sont trés variés, avec parfois de fortes similitudes avec certains miRNA de I’'Homme
et de la souris (210,236,237). La plupart des miRNA de T.gondii ne sont pas conservés entre
isolats (210,236,237). Les siRNA de T. gondii seraient principalement associés a des séquences

répétées (269,318).

Chez T. brucei, un LncRNA nommé Grumpy a été décrit comme jouant un réle important dans
la différentiation du parasite vers sa forme quiescente (319). Cette activité semble se faire
grace a I'action d’un snoRNA présent a I'intérieur du LncRNA, qui ciblerait ’ARNm d’au moins

deux génes liés a la forme quiescente, stimulant leurs expressions (319).
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I11. LES ARNNC CHEZ LES MICROSPORIDIES

L'existence de petits ARN interférents endogénes a été évaluée chez certaines espéces
microsporidiennes présentant la machinerie d’ARNi, notamment V. ceranae et N. bombycis.
Plusieurs petits ARN nommés « miRNA-like » ont pu étre identifiés chez ces espéces

(238,239,241,272).

La premiere identification de ces miRNA-like s’est faite sur la base de séquencages haut débit
d’ARN en se focalisant sur les molécules de moins de 50 nt (ou small RNAseq (320)). Q Huang
et J D Evans (238) ont ainsi pu prédire 6 miRNA-like chez V. Ceranae avec I'outil de prédiction
de miRNA, miRDeep2. L'expression de ces miRNA a ensuite été confirmée par RT-gPCR
(238,321,322). Tirant partie de la mise a jour du génome de V. ceranae, trois miRNA-like
supplémentaires, toujours prédits avec miRDeep2 ont pu étre identifiés puis validés par gPCR
et clonage-séquencage (239). L'étude de la corrélation entre I’expression des miRNA-like et
I’expression des genes du parasite et de son hote a permis l'identification de cibles régulées
par ces miRNA-like (239,240). La majorité des cibles identifiées était chez le parasite et
concernait des genes de prolifération et de métabolisme, ce qui suggere que les miRNA-like
de V. ceranae aient principalement un role d’autorégulation du parasite (239,240). Certains
de ces miRNA-like présentaient également des cibles chez I'hGte, impliquées dans des

processus d’apoptose, de signalisation, et de prolifération cellulaire (240).

Des études fonctionnelles plus générales sur la machinerie RNAi de V. ceranae ont montré
qgue la répression par ARNi de la protéine Dicer de V. ceranae entrainait une baisse de la
charge sporale chez des abeilles infectées (323). Une autre étude a mis en évidence que la
répression de la protéine Dicer de V. ceranae entrainait également une dérégulation de 10%
des genes codant pour des protéines chez le parasite, et que les abeilles infectées par ces
spores présentaient des profils transcriptomiques similaires a des abeilles non-infectées
(324). Tous ces éléments laissent penser que I’ARNi de V. ceranae joue un réle important dans
I'infection de son hote (324). Des expériences similaires ciblant la protéine Argonaute du
parasite n’ont cependant jamais été effectuées. De nombreux LncRNA, circRNA et miRNA ont
été prédits chez N.bombycis par des approches basées sur du séquencage d’ARN mais aucune

validation biologique n'a été réalisée a ce jour. Des circRNA ont aussi pu étre identifiés dans
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des spores de V. cerane par une approche similaire (282). Les auteurs ont néanmoins validé
la prédiction de sept de ces circRNA par une RT-PCR divergente (282). Des études
complémentaires demeurent nécessaires afin de confirmer les roles biologiques associés a

ces différents ARNnNc.

Dans I'ensemble, les ARN non-codants semblent représenter un pan important de la
communication entre un parasite et son hote. Une grande diversité pour ces molécules
existe dans le vivant, et I'étude d’organismes variés permet une compréhension plus
compléte de leurs réles. Par leurs caractéristiques génomiques uniques, les microsporidies
se présentent comme un modéle de choix chez qui la caractérisation et I’étude des ARNnc
dans les interactions hote-parasite pourraient révéler des aspects fonctionnels et évolutifs

encore non décrits, ainsi que des mécanismes physiopathologiques uniques.
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PARTIE Il : OBJECTIFS DE LA THESE

Dans ce contexte, nous avons établi 4 objectifs pour ce projet de these :

OBJECTIF 1 VALIDATION D’UN PIPELINE D’ANNOTATION AUTOMATIQUE SPECIFIQUE DES GENOMES

MICROSPORIDIENS

Les génomes microsporidiens présentent des caractéristiques génomiques a part (fort niveau
de réduction des génes y compris des régions UTR ; introns rares et de faibles tailles ; trés
faible ou tres forte densité génique ; nombreux ET avec des séquences divergentes ; forte
vitesse d’évolution des séquences). Tout ceci rend I'annotation de leurs génomes difficile et
conduit parfois a des annotations peu fiables qui se retrouvent dans les bases de données
internationales. Afin de pouvoir mieux caractériser les génomes microsporidiens en vue
d’étudier leurs composantes non-codantes, un pipeline d’annotation automatisé spécifique

des génomes microsporidiens nommé MicroAnnot a été développé.

OBJECTIF 2 CARACTERISATION GENOMIQUE ET TRANSCRIPTOMIQUE D’ANNCALIIA ALGERAE

Notre modele d’étude pour ce projet a été la microsporidie Anncaliia algerae. Cette espece
présente une forte diversité d’ET dans son génome mais les mécanismes mis en jeu dans leurs
régulations sont inconnus. Pour étudier cette question, une premiére étape a été d’obtenir la
séquence compléte du génome de cette espéce par I'approche « Highly accurate long-read
sequencing » (HiFiseq) de PacBio qui, en permettant de traverser les régions répétées lors de
I’étape d’assemblage, permet d’obtenir les séquences chromosomiques d’un télomere a
I'autre. A partir de la séquence du génome ainsi obtenue, une étude génomique a pu étre
initiée et couplée a une étude de transcriptomique globale du parasite au cours de son cycle
infectieux. Ces études ont permis la caractérisation du répertoire en ARN non-codants mais
aussi de maniere plus spécifique, d’appréhender les mécanismes de régulation des ET chez

A.algerae.
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OBJECTIF 3 ETUDE DU ROLE DE PETITS ARNS NON CODANTS D’ANNCALIIA ALGERAE DANS

L’INTERACTION AVEC SA CELLULE HOTE

Le troisieme objectif de la thése visait a se focaliser plus spécifiquement sur les petits ARNnc,
afin de voir si des génes codant ces molécules étaient présents dans le génome d’A. Algerae
et comment ces petits ARNnc intervenaient dans le dialogue entre hote et parasite. Pour ce
faire, une approche de séquencage spécifique de ces molécules au cours d’un cycle infectieux

a été couplée aux données de séquencage Hifi du génome d’A.algerae.

OBJECTIF 4 ETUDE DE LA REPONSE TRANSCRIPTOMIQUE DE LA CELLULE HOTE FACE A UNE INFECTION

PAR ANNCALIIA ALGERAE

Le dialogue entre hote et parasite se traduit également par une modulation de I’expression
des génes de I’hote. Les données de séquencage transcriptomique que nous avions générées
nous ont fourni les ressources nécessaires pour évaluer ces changements d’expression chez
I’h6te, aussi bien au niveau des genes codants que des miRNA. L'objectif ici a donc été
d’étudier comment I’hdte réagissait a I'infection et comment A.algerae modulait I’expression

de certains de ses génes.
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expérimentales







SECTION B ETUDES EXPERIMENTALES

MODELE D’ETUDE ET METHODES GENERALES DE LA THESE

Pour répondre aux objectifs de ce projet, nous avons opté pour une approche in vitro, en vue
d’une étude fondamentale des mécanismes d’interaction hdéte-parasite médiés par les
ARNNC, a I’échelle cellulaire. Un modeéle d’infection de fibroblastes humains en monocouche

par la microsporidie A. algerae a été choisi.

A. algerae est une espece infectant 'Homme et présentant de nombreuses caractéristiques
génomiques et biologiques intéressantes, comme sa capacité a infecter deux espéces a la
physiologie trés différente (Homme et anophéles) ou encore la forte proportion d’ET présents
dans son génome (106,112). A. algerae présente également les protéines Argonaute et Dicer
dans son génome, qui sont des protéines clés des mécanismes d’ARN interférence (119,304).
Enfin, I'infection in vitro par A. algerae a fait |'objet de plusieurs publications dans la
littérature, et fait également I'objet d’'une expertise dans notre équipe de recherche. Les

spores d’A. algerae utilisées sont de la souche Undeen (325).

Les cellules humaines utilisées pour cette étude sont des Human Foreskin Fibroblasts (HFF)
obtenues via I'ATCC. Il s’agit de cellules primaires capables de se maintenir in vitro sur
plusieurs passages (326). L'utilisation de cellules primaires permet d’éviter des biais de
réponses cellulaires parfois retrouvés lors de l'utilisation de lignés cellulaires cancéreuses
(327). Les HFF sont également un type cellulaire classiquement retrouvé en infectiologie et
en parasitologie (328-330), ce qui peut permettre une mise en relation de nos futurs résultats
avec ceux issus d’autres expériences d’infectiologie. De plus, le modéle de culture de

microsporidies sur HFF a été exhaustivement décrit (331-333).

Point supplémentaire, dans un contexte d’infection microsporidienne naturelle, les
fibroblastes seraient probablement le deuxieme type cellulaire, aprés les cellules

endothéliales du tractus digestif (97,112), le plus en contact avec le parasite de par leur
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ubiquité dans les tissus humains (334). Les fibroblastes possedent également des réles

charniéres dans de nombreux processus physiologiques et pathologiques (335-338).

Enfin, nous avons essayé de choisir un type cellulaire dont les réponses ne seraient pas trop
fortement influencées par sa différentiation : les fibroblastes présentent I'avantage d’étre des
cellules relativement peu différentiées comme peut en attester leur utilisation pour la
production de cellules souches pluripotente induite (iPSC) en médecine régénératrice

(334,339-342).

Notre modele d’interaction héte-parasite établi, il a ensuite été étudié par des approches de
biologie cellulaire, biologie moléculaire, séquencage nouvelle génération (NGS), et diverses

méthodes d’analyses computationnelles.
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PARTIE | : PIPELINE D’ANNOTATION SPECIFIQUE DES GENOMES MICROSPORIDIENS : L'OUTIL

MICROANNOT

Pour permettre une étude plus approfondie des genes d’ARNnc chez Anncaliia algerae, des
ressources génomiques fiables sont nécessaires. Cela passe notamment par une annotation
sensible et spécifique des génomes. L’annotation manuelle bien que fiable, est trés
chronophage et donc peu adaptée a la quantité de données générée a I'ére génomique (343—
345). Des outils d’annotation automatisés ont donc été développés mais ceux-ci, perdent
drastiquement en spécificité et en sensibilité lorsqu’il s’agit d’annoter des génomes

eucaryotes moins conventionnels comme ceux des microsporidies (346).

Pour faire face a ces problématiques, un pipeline d’annotation dédié aux génomes

microsporidiens a été développé et validé : MicroAnnot.

* « Supplementary data » disponibles dans le preprint en ligne

#Article acceptée pour publication dans International Journal of Molecular Sciences, preprint :

https://doi.org/10.20944/preprints202310.1822.v1#
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MicroAnnot représente un apport important dans le domaine de la génomique
microsporidienne. Un tel outil permet d’envisager la gestion et la curation des bases de
données microsporidiennes et de promouvoir des ressources génomiques aux annotations
standardisées et fiables. L'outil est amené a étre amélioré encore d’avantage par I'ajout de
nouveaux génomes de référence mais également en implémentant de nouvelles approches
de machine learning, entrainées sur les données d’annotation haute-fidélité produites par
I’'approche comparative de I'outil. Dans le cadre de ce projet de these, il ouvre la voie a I'étude
plus approfondie du génome d’A.algerae et de son répertoire en ARNnc mais également en

éléments transposables que nous avons ensuite effectuée.
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PARTIE Il : ETUDE GENOMIQUE ET TRANSCRIPTOMIQUE GENERALE D’ ANNCALIIA ALGERAE

Par rapport a d’autres especes microsporidiennes, les ressources génomiques et
transcriptomiques disponibles pour A.algerae étaient relativement parcellaires. En effet, Le
génome d’ A.algerae est tres riches en éléments répétés (128), ce qui a rendu sa
reconstruction compléte difficile avec les approches de séquencage Sanger (138) et lllumina
(137). Ces dernieres années ont vu I'essor de nouvelles méthodologies de séquencage
génomique dont la technologie “Highly accurate long-read sequencing » (HiFi seq) mise au
point par la société PacBio. Le HiFi seq est caractérisé par de longs fragments permettant une
bonne résolution des séquences, méme dans les génomes avec de nombreuses régions
répétées ; et des taux d’erreur de seulement 1 nucléotide sur 100 000 (347). Le choix a donc
été fait de reséquencer le génome de la souche Undeen d’A.algerae en utilisant cette

méthodologie afin de permettre une étude plus fine de ses ET.

En paralléle, des donnés transcriptomiques des petits ARN et des ARN polyadénylés de I’hote
et du parasite tout au long d’un cycle infectieux, ont été générées par séquencage lllumina
Novaseq 6000. Le suivi de cette cinétique s’est fait sur 5 points du cycle de développement :
3h, 12h, 24h, 48h et 72h post-infection. Pour chaque temps, trois reliquats biologiques ont
été séquencés, ainsi que des échantillons de cellules non infestées (triplicat également) en

tant que controle.

L’'ensemble de ces ressources nous a permis de caractériser plus finement I'organisation, et
le répertoire de génes d’A.algerae. Nous avons également pu appréhender les mécanismes

de régulation d’ET chez cette espéce.

* « Supplementary data » disponibles dans I'annexe correspondante

#Article en préparation, soumission initiale prévue dans le journal Genome researchi#
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1. INTRODUCTION

Transposable elements (TEs) are mobile genetic sequences that can spread through and
between genomes (1,2). TEs are classified in two main categories: Class | retrotransposons
and Class Il DNA transposons which can be further divided into several subclasses and
numerous families (1). While retrotransposons are transcribed into RNA, exported to the
cytoplasm and retrotranscribed by reverse transcriptase to spread in the genome via a “copy-
paste” mechanism, DNA transposons can directly expand in the genome as DNA through
either a “cut-paste” or “copy-paste” mechanism (1). DNA transposons are also transcribed
however, mainly through internal promotors, to produce proteins such as the transposases

involved in their (3).

TEs have been described as important for the evolution of genomes and can be found
throughout the tree of life (4—6). Through the domestication process implemented by their
hosts, they have ensured the acquisition of various regulatory and biological functions in
eukaryotes (5,7-10). Despite their roles in genome evolution, TEs can also be the source of
genomic instabilities detrimental to the host species. For example, anarchic activation and
deregulation of TEs have been associated with enhanced mutation rates, infertility, and
cancer (11-15). Thus, TE regulation constitutes an important aspect in the biology of

organisms, and accordingly, several TE regulation mechanisms have been described (16—20).

SiRNA (small interfering RNA) and piRNA (Piwi interacting RNA) are the main actors of TE
regulation in eukaryotes (16). These molecules are small non-coding RNA, typically between
18 and 30 bases long that can repress TE activity in a sequence-specific manner (21). The
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regulation can be mediated by heterochromatin formation (for both DNA transposons and
retrotransposons) or post-transcriptional repression (mostly affecting retrotransposons), and
the small RNAs involved can vary between species (18,21,22). These RNA-dependant post-
transcriptional gene silencing (PTGS) or transcriptional gene silence (TGS) fall under the RNA
interference mechanisms (RNAi) (21,23). While different proteins may intervene, RNAi
typically involves a Dicer-like protein for small RNA maturation, and a protein from the
Argonaute family for the regulatory action (21). The proteins from the Argonaute family are
defined by the presence of two conserved domains in their sequences, the PAZ domain (PIWI-
Argonaute-zwille) involved in oligo-nucleic acid binding and the PIWI domain (P-element-
induced wimpy testis) which may display endonuclease activity (24). Argonaute proteins are
divided into four clades, the AGO-like family, the PIWI-like family, the WAGO family and the

Trypanosoma Ago family (24).

As suggested by their name, piRNAs associate with the proteins of the PIWI-like family. piRNAs
are absent from plants and fungi and only found in animal species (23). They are mainly
expressed in cells of the germline and are associated with TE regulation and silencing (18,25).
On the other hand, siRNAs can be found in numerous species including plants, and can be
associated with AGO, WAGO or Trypanosome Argonaute proteins, depending on the species
and the biological context (21,22,26). siRNAs possess several roles and can be involved in TE

regulation in the absence of, or in complement to piRNAs (21,22).

In Schizosaccharomyces pombe (fission yeast), TEs are regulated by siRNA generated from the
TEs themselves through the action of an RNA dependant RNA polymerase (RdRP) and a Dicer
protein. In this case, the transcription products of the TEs are processed by RdRP to form a

double-stranded RNA (dsRNA). Next, the Dicer protein recognizes and matures the dsRNA
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into siRNAs which, associated with Argonaute and the RISC complex, will regulate TE activity

(23,27).

In ciliates such as Paramecium and Tetrahymena, a macro and a micro nucleus exist (28). In
Tetrahymena, the maternal macronuclear genome is completely cleansed of TEs,
microsatellites, and internal eliminated sequences (IES) during meiosis (IES are thought to be
remnants of ancient TEs). This is done through a DNA elimination process mediated by
NcRNAs called scanRNAs (scnRNAs). The micro nucleus genome is fully transcribed from both
strands in a bidirectional manner by an RNA polymerase Il leading to the presence of
numerous dsRNAs which are then matured by a Dicer protein and loaded onto the Piwi
protein Twil. The Twil-scnRNA complex, with the help of several other proteins, is then
transferred to the macronucleus and exerts a sequence specific DNA elimination (20,28,29).
scnRNAs present strong bias for an Uracil nucleotide at their 5’ start and a weaker Adenosine
bias 3 bases from their 3’ end. These features are derived from base cleavage preferences of
the ciliate’s Dicer protein (28,30). In Paramecium, scnRNAs are processed by two Dicer
proteins with complementary functions and then loaded onto two different but highly similar

PIWI proteins though to exert similar roles (28).

TEs also present a form of self-regulation in their insertional bias (1). This bias for certain
insertion sites is largely influenced by the nuclease protein that catalyses TE integration in
genomic sequences. Different nucleases present varying affinities for chromosome
sequences, structures, and associated proteins (namely histones). While some TEs can insert
randomly, others target specific positions such as intergenic regions (31), promotor regions
(32), other TEs (1), or genes where insertions are unlikely to be detrimental to cell function

(i.e. ribosomal RNA genes (33), unessential genes (34)). Regardless, this would suggest that
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smaller eukaryotic genomes with reduced intergenic regions and fewer coding genes such as
microsporidia, could be more susceptible to TE induced genomic reorganizations and

mutations in the absence of robust TE regulatory mechanisms.

Microsporidia are obligatory intracellular parasites involved in the infection of several animal
species of both economic and environmental importance. Their host spectrum includes bees,
fish, shrimp, but also mammals including humans, making these parasites relevant in public
health concerns (35). Microsporidia are vastly present in food webs and freshwater

ecosystems and form a diverse group composed of over 1,600 different species (36,37).

Related to fungi, microsporidia exhibit several genomic and evolutionary traits that set them
apart from all other eukaryotes (38,39). First, Microsporidia have the smallest known
eukaryotic genomes with the species Encephalitozoon intestinalis having a genome of only
2.3Mb (40). This is in part due to the reduction of CDS lengths when compared with
orthologues (41). Non-coding genes such as rRNAs are also found shortened (42). Second, the
microsporidia phylum exhibits high sequence evolution rates leading to a strong diversity
even for proteins involved in conserved mechanisms within the group (38). For example, polar
tube proteins, constituents of the microsporidian infectious apparatus, can present strongly
divergent primary sequences between orthologous sequences (43). This high sequence
evolution rate also makes identifying non-coding RNA genes, such as snoRNA and snRNA,
particularly challenging. The identification of the U1l in the Encephalitozoon and Nosema
genera for example, seemed only possible through a dedicated, microsporidian specific,
comparative genomic approach (44). Finally, despite sharing several core processes, a large
diversity of genomic organisations is found within Microsporidia (37). This includes differing

nuclei shapes, numbers and differing ploidy between species (45,46).
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This genomic diversity is further enhanced by the numerous TEs found in some microsporidian
genomes. While the Encephalitozoon genus present no TE (44,47), other microsporidian
genera and species can present several hundreds of TE families in their genomes. Some of

these TEs seem derived from horizontal transfers with metazoan hosts (48).

The species Anncaliia algerae possesses a genome which contrasts with the typical genomic
compaction of microsporidian genomes and vyields a larger genome, with a light protein
coding gene density (49). Indeed, while its haploid genome is currently estimated at about 12
Mb (50), A. algerae is thought to harbour only about 2,075 protein coding genes, not much
more than in the 2.3 Mb genome of E. intestinalis that contains 1,833 predicted protein coding
genes (51,52). Despite this relatively small difference, several key molecular functions are
found in A. algerae but are absent from E. intestinalis. This includes, but is not limited to, RNA

interference (RNAI), associated proteins Argonaute and Dicer (40,51,53).

The A. algerae genome is also marked by the expansion of over 240 TE families (48) and an
uncharacterised ncRNA repertoire. Long non-coding RNAs (LncRNAs) are an heterogenous
group of ncRNAs involved in various biological processes (54). These molecules are suspected
to have derived from TEs and TE activity (7). As such, their high presence in A. algerae seems
likely. Taken together, all these factors may explain the size difference between the genomes

of A. algerae and E. intestinalis.

Overall, with its high diversity of TEs, relatively small genome, reduced number of coding
genes, and unknown ncRNA repertoire, A. algerae is an interesting model for the study of
genome evolution and adaptation to a strong TE diversity and the associated regulation
processes. Currently available genome assemblies of different A. algerae strains were

obtained using either Sanger (50) or lllumina sequencing methods (55,56). These assemblies
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present numerous contigs with suboptimal assembly of TE copies and non-coding regions.
This is most likely due to the high abundance of TEs and low complexity regions, combined
with the overall AT richness of the genomes (51). This makes it difficult to determine the
ploidy in A. algerae even though gene sequence polymorphism has been observed (51). The
lack of supporting transcriptomic data is also an issue that makes validation of non-coding

RNA genes more difficult.

In this study we applied long read-sequencing, and more specifically PacBio’s High Fidelity
(HiFi) sequencing approach (57), combined with RNA sequencing (RNAseq) data in the aim of
overcoming these constraints and highlight i) The genomic organisation of A.algerae, ii) the
ploidy of the species, iii) the TE diversity and distribution iv) the complete gene repertoire

(ncRNA and genes coding for proteins), and v) potential TE regulation mechanisms.

All in all, this work brings novel insight into the genomic organisation, ploidy, non-coding RNA
repertoire and transposable element dynamics in the microsporidian specie A. algerae and

proposes a TE regulation mechanism at play in the parasite.
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2. RESULTS

1. Genomic characteristics of Anncaliia algerae

1.1. Novel assembly and annotation of the A. algerae genome

The new sequencing effort of the A. algerae genome using HiFi sequencing yielded to an
assembly of 239 contigs for a total size of 43.96 Mb and a N50 of about 0.50 Mb. A haploid
genome of 17 contigs was predicted by Purge Haplotigs with a total size of 11.78 Mb and a
N50 of 0.73 Mb (table 1).

Telomere repeat regions, identifiable by TTAGGG short tandem repeats, were searched for
and found on 16 of the 17 contigs in our haploid assembly suggesting reconstruction at the
chromosomic scale (table 1).

BUSCO assessed the biological completeness of our complete genomic assembly at 81.9 %.
Of the missing 18.1% which corresponded to 109 genes without sufficient HMM profile
identity to be kept by BUSCO, 92 presented orthologous sequences in the BUSCO
microsporidia database when using BLASTN analysis (e-value < 1e-5). This would allow an
actual completeness of about 97% to be expected.

Annotation of the haploid genome assembly using MicroAnnot reported 2,916 protein coding
genes (with 73 duplicated and 2,554 single copy genes), 14 complete rRNA genes and 56 tRNA
genes (table 1, supplementary figure 3). The genome presented a gene density of about 235

genes per Mb (1 gene every 4 Kb). Genes had an average length of about 973 bp (table 1).
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Table 1: Summary of A. algerae Undeen genomic DNA assembly and annotation

A.algerae Undeen |Undeen Haploid
assembly genome
Number of contigs 239.00 17.00
Total assembled-genome length (bp) 43,961,032.00 11,783,317.00
Assembly N50 length (bp) 495,181.00 732,356.00
Longest contig 1,456,444.00 1,456,444.00
G+C content (%) 23.86 23.96
Number of N - -
Number of contigs with repeats on both
ends 9
Search for telomere reapeat regions Number of contigs with repeats on one
end 7
Number of contigs with no repeats found 1

Assembly on haploid genome mapping statistics

Percentage of contigs that mapped on the
haploid genome

222 (100%)

Microannot annotation

CDS duplication

Total number of protein coding genes 10,639.00 2,916.00
Mean gene length (bp) 964.00 973.00
Number of genes with introns - -
No of tRNA 210.00 56.00
No of complete ssU-LSU rRNA genes 34.00 14.00
Gene density / Mb 237.00 235.00
Busco completeness

(microsporidia_odb10) (%) 81.90 80.60
Nb of duplicated CDSs 73.00
Total nb of distinct CDS sequences 2,554.00




1.2. Comparison with the A. algerae reference strain PRA339

The Undeen genome was compared to the A. algerae reference strain PRA339 genome
assembly (56). This genomic comparison revealed strong conservation of sequences at the
nucleic level (supplementary figure 1A), which also came with conservation at the level of
protein sequences, with high synteny both in terms of CDS organization and orientation
(supplementary figure 1B). The BUSCO completeness percentage based on the MicroAnnot
coding genes annotations in Undeen and PRA339 (haploid genomes) revealed a value of 79%
for the Undeen genome and 75.5% for the PRA339 genome, reflecting a gain in genomic
information brought by the long read-sequencing approach. Looking at blast homologies
against the BUSCO microsporidiaodb10 database, we estimated 95.3% actual completeness
for Undeen’s haploid assembly and 93.8% for PRA339 (e-value < 1e-5).

In terms of functional gene composition, gene ontology (GO) annotation did not reveal any
major differences between the two strains, whether in terms of cellular component,
biological process or molecular function Gene Ontologies (GOs) (supplementary figure 1C).
However, four, eighteen and seventeen GO terms associated with cellular components,
molecular functions and biological processes respectively, were only identified in Undeen
(Supplementary figure 1 C, supplementary table 1). These were probably due to differences
in sequencing methods and depth between the two assemblies and not due to strain
differences. Looking at the common PRA339 and Undeen cellular component level GOs,
dominant subcategories were “microtubules”, “proton transporting V-type ATPase”, “NATa

complex” and “CCATT-binding factor complex” (supplementary figure 2A). For the molecular

function
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GO, they were “cation transmembrane transporter activity”, “protein kinase activity” and
“GTPase activity” (supplementary figure 2B). And finally for biological processes GO, the main
terms were “intracellular transport”, “isoprenoid biosynthetic process” and “cation

transport” (supplementary figure 2C).

1.2. Characteristics of the A. algerae ploidy

The ploidy analysis performed with Genomescope2 reported tetraploidy for the A.algerae
genome (Figl A). Results were further corroborated by the Smudgeplot and nQuire programs,
and by the clustering and analysis of protein sequence homologues (Supplementary figure
3).

The four homologues for each A. algerae chromosome could not be fully reconstructed from
telomere to telomere as shown by the number of contigs and the N50 of the assembly data
(Table 1).

Sequence divergence and overall synteny between homologous contigs was analysed. This
revealed low overall sequence divergence (averages less than 3% divergence), with some
chromosomes like tig00000718 showing very strong similarity between homologous
sequences (less than 1% divergence). Other chromosomes like tig00000358 exhibited more
divergent sequences (about 3% divergence) (Figl B).

Finally, the evaluation of the synteny between the homologous contigs by an all-vs-all blast
approach using CDSs or 10 Kb DNA fragments as a query, both showed large conserved

sequence blocks, suggesting high degree of synteny (Figl C).

161




Table 2: Summary of the transposable element diversity identified in A. algerae Undeen
haploid genome.

Haploid genome

Family Copies Total Bp %of Genome
DNA/IS630 5.00 1,977.00 0.02
DNA/ISXO2 5.00 1,659.00 0.01
DNA/Mariner-Tc1 280.00 249,736.00 2.12
DNA/Merlin 2,409.00 | 1,636,698.00 13.89
DNA/Piggy-Bac 8.00 10,946.00 0.09
DNA/Unknown 47.00 17,067.00 0.14
DNA transposons 2,754.00 |1,918,083.00 16.28
LINE/Unknown 6.00 4,768.00 0.04
LINE transposons 6.00 4,768.00 0.04
LTR/Unknown 6.00 4,301.00 0.04
LTR/Ty3 2,206.00 881,971.00 7.48
LTR transposons 2,212.00 886,272.00 7.52
Total 4,972.00 |2,809,123.00 23.84
Low complexity regions 1,572.00 84,089.00 0.71
Satellite repeats - - -
Simple repeats 3,695.00 234,104.00 1.99
Unknown 81.00 45,815.00 0.39




2. Transposable element landscape: number, families, and distribution

2.1. Transposable elements represent about 25% of the A. algerae genome

TE analysis of the A. algerae haploid genome identified 4,972 TE copies corresponding to 260
TE families (table 2). These TE families account for 23.84% (in base pairs) of the genome, with
DNA transposons and LTR-retrotransposons being the most represented subclasses and
constituting 16.28% and 7.52 % of the haploid genome respectively. For DNA transposons,
while 15630, ISXO2, Mariner-Tcl, Piggy-Bac and other unknown DNA elements were
identified, the Merlin DNA transposon family with 2,409 copies (87% of the DNA transposon
copies), already accounted for 13.89 % of the genome sequences. For the LTR-
retrotransposon elements, the Ty3 family with 2,212 copies represented 7.48% of the
genome and 99.7% of the LTR-retrotransposons. Non-LTR retrotransposons were mainly
represented by LINE elements but with only six copies identified, accounting for 0.04 % of the
genome base pairs.

In addition to these TEs, some low complexity regions and simple repeat regions were also

identified. No satellite type repeats were observed however (table 2).
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Figure 2: Analysis of transposable element distribution and copy divergence in the haploid
genome of A. algerae

A. Proportions for each TE class along the 17 chromosomes of the A. algerae haploid genome.




2.2. Transposable elements are distributed throughout the A. algerae genome and present

various divergence levels suggesting past and present activity

TE distribution analysis revealed no insertional bias between chromosomes and/or regions of
chromosomes (Fig 2). Each chromosome presented similar relative TE family composition
(Fig2 A), and no specific positional bias within chromosomes was found (Fig2 B). The TEs
seemed evenly distributed between regions of varying CDS densities, with also some CDSs
identified inside TEs and some TEs inserted inside CDSs (Fig2 B).

TE activity in the genome was explored through analysis of the sequence divergence of TE
copies within each family. Recent (or non-divergent) TEs could be observed in the A. algerae
genome (Fig2 C). No preferential localisation of strongly or weakly divergent TEs was found
in our analysis, although a few small stretches of TEs with similar divergence levels could
sometimes be observed.

Focusing on the three most represented TE families (i.e. Merlin, Ty3 and Mariner-Tc1) and
their TE copy divergence profiles, two different dynamics could be observed (Fig2 D). For Ty3
the distribution showed few copies with more than 30% divergence, a higher number of
copies displaying from 20% to 30% divergence, a plateau between 2 and 20% divergence and
then a high number of almost non divergent copies. For the Merlin and Mariner-Tcl TE
families, a bimodal distribution can be observed, with a higher number of copies exhibiting a
divergence of more than 26% and between 0 and 6% respectively. A lesser number of TE
copies were observed between those intervals. These results suggested different TE dynamics
in the A. algerae genome depending on the TE family, and potential external constraints and
regulations to TE expansion in the genome, inducing non-linear TE divergence and/or

elimination from the genome.
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Figure 2: Analysis of transposable element distribution and copy divergence in the haploid
genome of A. algerae (continued)

D. Divergence profiles for the three most represented TE families (Ty3, Mariner-Tc1, and
Merlin).
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Table 3: Metrics of the assembled transcriptomes

Consensus_transcriptome |CDS transcripts TE_transcripts tRNA_transcripts rRNA_transcripts
Number of sequences 8433 2120 263 20 13
Number of sequences between 0-1kb 7017 1728 257 9 12
Number of sequences between 1kb-2kb 1200 341 6 2 1
Number of sequences between 2kb-3kb 162 42 0 0 0
Number of sequences between 3kb-4kb 33 7 0 0 0
Number of sequences between 4kb-5kb 19 2 0 9 0
Minimum length 104 201 200 104 225
Average length 634.6 666.8 374.6 2458.2 591
Maximum length 4835 4644 1965 4764 1142
GC(%) 28.73 28.59 30.46 46.8 28.14
Ql 289 326 230 428 301
Q2 461 522.5 310 1155 641
Q3 774 833.5 431 4719 805

Table 4: Newly identified ncRNA features through the A. algerae transcriptome analysis

Number of non coding
corresponding  |transcripts
Number of [Loci in A.algerae |identified by
transcripts |genome Rfam
Total LncRNA 5894 4777 0
LincRNA 764 670 0
AS_LncRNA 1611 1031 0
eRNA 3519 3076 0
5S rRNA 4 3 4
LSU rRNA fragments 34 31 34
SSU rRNA fragments 9 9 9
tRNA 20 17 20
U2 snRNA 2 2 2
RNase P nuc 2 2 2
RNase MRP 1 1 1
Unclassified < 200nt transcript sequences (sncRNA) 13 13 0




3. Characterization of the A. algerae transcriptome

3.1. Presence of a few very long transcripts in the A. algerae transcriptome and

identification of novel ncRNA genes

The consensus transcriptome assembled from all the transcriptomic data was composed of
8,433 different transcripts (table 3). GC percent in the consensus transcriptome was slightly
higher although in similar range to that of the genome (28.73% and 23.96% respectively). The
average transcript length including CDS, TE and all ncRNA transcripts was of 634.6 nt. CDS
associated transcripts displayed a similar average length of 666.8 nt, which is smaller than the
average CDS gene length in the genome (973 nt), suggesting the presence of smaller
transcripts corresponding to parts of CDSs. Interestingly, the longest transcript in the CDS
category displayed a size of 4,644 nt (TCONS_00014202), which is more than four times the
average CDS gene length (table 3). This transcript started 4150 nt upstream a CDS, covered it
completely, and ended 113 nt further downstream. This transcript did not intersect any other
annotated element. We evaluated the number of transcripts in size intervals of [0-1 Kb], [1
Kb-2 Kb], [2 Kb-3 Kb], [3 Kb-4 Kb] and [4 Kb-5 Kb] and found that while most transcripts were
less than 1000 nt long, several CDS transcripts could be found over this threshold. The number
of transcripts seemed to gradually decrease as we looked at larger sizes. Transcripts related
to TEs, tRNAs and rRNAs did not account for most of the transcripts in the transcriptome,
suggesting the presence of numerous other ncRNA transcripts. NcRNA transcripts were

annotated using the Rfam database which allowed us to predict previously
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unannotated ncRNA genes in the A. algerae genome (table 4). This included two overlapping
opposite strand U2 snRNA coding loci, two nuclear RNase P coding loci, one RNAse MRP
coding loci, and three 5S rRNA loci. Some transfer, rLSU and rSSU RNA fragment transcripts
were also identified. In the remaining transcripts Rfam could not annotate, those over 200 nt
long were classified as LncRNA and numbered 5,894 from 4,777 different loci. These were
subdivided in 764 LincRNAs (670 different loci), 1,611 AS-LncRNA (1,031 different loci) and

3,519 eRNA candidates (3,076 loci) (table 4).

3.2. Most of the bases from the A.algerae transcriptomes are associated with LncRNA

regardless of the infection kinetic timepoint

The gene composition of the A. algerae genome, the consensus transcriptome and the
timepoint specific transcriptomes were evaluated using all the added annotations (Fig 3).
About 28.3% of the haploid genome (in base pairs) was associated with LncRNA features.
Similarly, most of the bases in the transcriptomes could be associated with LncRNAs
regardless of the timepoint. TEs, while representing about a quarter of the genome, only
accounted for about 1% of the consensus transcriptome, and similar values were observed in
the timepoint specific transcriptomes.

Looking at the timepoint specific transcriptomes sensible variations in the spread of gene type
composition could be seen. For example, a higher proportion of rRNA associated transcripts
in the 3h transcriptome (15.4% of all nucleotides) was observed. Still another example in the

3h transcriptome, no DNA transposon associated transcript was found, while some LTR-
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Figure 4: A. algerae Argonaute, Dicer and RNA dependant RNA polymerase expression

throughout the infection cycle of HFF cells

Gene expression levels of A. algerae Argonaute, Dicer and RNA dependant RNA
polymerase throughout its infectious cycle. Data is derived from the polyA+ RNAseq data.
Counts are normalised using DEseq2. Stars indicate p_values <= 0.05 (Wilcoxon tests). All
three genes are expressed throughout A. algerae intracellular stages. Differential expression
between some timepoints suggests regulation of these genes throughout the

parasite development stages.




retrotransposon transcripts could be identified. Other gene types such as CDS, TEs and tRNA
seemed to present stable relative representation in the transcriptomes of each timepoint.

Values over 100% were observed on our stacked histograms suggesting nucleotides
attributed to several genes and thus transcripts fully overlapping multiple genes in our case.
Conversely, values less than 100% in some transcriptomes suggested the presence of un-
associated nucleotides and so transcripts that did not fully correspond to any annotated gene;
such bases were few, representing at most 15% of the transcriptome (48h post infection
transcriptome). In the genome, such nucleotides most likely corresponded to unexpressed,

intergenic regions.

4. Aspects of transposable element regulation in A. algerae

4.1. A minimal set of RNA interference related proteins is present and expressed in A.
algerae

The search for RNA interference and TE regulation related genes (supplementary table 2)
confirmed the presence of one Argonaute and one Dicer related protein and revealed the
existence of an RNA dependant RNA polymerase protein (RdRP) in the genome of A. algerae.
Several other proteins involved in canonical miRNA and piRNA biogenesis and activity such as
Drosha, DGCRS8, Loquacious, GW and Hen1 for miRNA and Zucchini, Vret and Yb for piRNA
were found to be absent.

Classification of the Argonaute protein using sequence similarity revealed its association with
the AGO clade, rather than with the PIWI clade (Supplementary figure 4). The A. algerae
Argonaute, Dicer and RNA dependant RNA polymerase genes were found expressed

throughout the parasitic cycle at variable intensities (Fig 4).
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Argonaute and Dicer genes were highly expressed throughout the parasite development cycle
with some variations between timepoints, while the RdrRP gene was found expressed at a
rather constant low-level rate throughout the cycle. In both cases this suggested regulation

for these genes as well as probable translation and activity during the A.algerae life cycle.

4.2. Transcript mapping to both strands can be found on most of the A. algerae genome

The strand specific expression profile of the A. algerae genome was assessed using the
consensus transcriptome, in search of opposite strand transcripts likely to form
complementary dsRNAs. Such transcripts were found throughout most of the genome (figure
5). This observation suggested either extensive transcription of both strands of the A.algerae
genome, or the presence of antisens transcripts possibly generated through the action of the

RdRP.

4.3. TE expression and number of associated small RNAs are negatively associated for
several TE copies

The number of small RNAs derived from transposable elements (TEsSRNA) was tested for
association with the expression level of the corresponding TE copie throughout the
intracellular cycle of A. algerae. This association was mostly negative (Fig 6 A).

We further tested correlation and most of the TE/TESRNA groups which significantly
correlated were indeed negatively associated (p value <= 0.05), regardless of the TE class and

family (Fig 6 B). When estimating the amount of TEs in each family that had expression levels
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negatively correlating with the number of associated TEsRNA (pvalue <=0.05), disparities
between TE families were revealed (Fig 6 C D). A similar observation was made when grouping
TE copies from each of the three most represented TE families (i.e. Mariner, Merlin and Ty3),
by divergence percentage (Fig 6 E). Overall, these observations hinted at the existence of a
small RNA mediated regulation of transposable elements in A.algerae, with varying efficacy

depending on the TE family and the TE copie’s sequence itself (sequence divergence).

4.4. Inversely correlating TEsSRNA are mostly between 25 and 27 nucleotide long, and

TEsSRNA present a bias for a U residu at the 5' end.

The size and sequence composition of the TESRNAs was investigated (Fig 7). Size distribution
of the negatively correlating TEsSRNAs was compared to that of the positively correlated
TEsRNAs (p<0.05) (Fig 7 A). Analysis showed a size range between 25 to 27 nt for most of the
negatively correlated TESRNAs, while the positively correlated TEsSRNAs were mostly in the 5-
7 nt range and may have corresponded to degradation products.

All TEsRNAs (regardless of correlation) presented a strong bias for a Uracil residue Uracil) as
the first nucleotide on the 5’ end. This could also be observed for all other TEsSRNAs studied
(both negatively and positively correlated) (Fig 7 B C D E F G). A slight bias for cytosine/uracil
at the 3' end was also observed for all 26 nt and 27 nt correlating TEsSRNA (Fig 7 CD, F G). On
the negatively correlated TEsRNAs, a slight bias for adenosine residues around bases 15 of the
27 nt long was also observed along with a TNNANNT pattern between bases 13 and 19 (Fig 7
D). For the positively correlating TEsRNAs no specific bias around bases 15 was found (Fig 7 E
F G), instead, adenosine nucleotides were enriched on bases 11, 20 and 23 of the 27 nt long

TESRNA (Fig 7 G).
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3. DISCUSSION

In this study, the use of PacBio HiFi sequencing proved crucial to overcome the challenges
that came with sequencing and studying an AT rich genome invaded by numerous repetitive
elements (38,48,57). The high fidelity long reads generated were able to cross repetitive
regions and yielded a new assembly of the genome of A. algerae at the chromosome scale.
Ploidy seems to be an important aspect of microsporidian biology as a recent study on
microsporidian genomes that polyploidy is widespread and variable in the Microsporidian
phylum. This study also suggested tetraploidy for A. algerae (58). We confirm this observation
with our data and interestingly, there doesn’t seem to be any specific link between ploidy and
the number of nuclei in microsporidia. Indeed, species with diplokaryon like A. algerae may
be tetraploid but may also be diploid like Vittaforma corneae. Similarly, monokaryotic
microsporidia like members of the Glugeida group may both be tetraploid like Pseudoloma
neurophilia or diploid like Cucumispora dikerogammari (58). Therefore, Ploidy appears to be
an evolutionary orientation rather than a consequence of the presence of two nucleus in
some microsporidian species (39,58).

The karyotype of A.algerae and its genome length have remained a question in the field given
difficulties assembling the genome and it’s repetitive elements (51,55,56). Here, we show a
genome assembly size of about 12Mb for A. algerae with 17 Haploid Contigs (or
chromosomes). Previous work on A.algerae tried to assess its karyotype using a Pulse Field
gel electrophoresis (PFGE) approach (50). The study suggested 30 chromosomes, with a
molecular band over 2.2 Mb for the largest one, which is almost one whole Mb bigger than
our longest assembled contig (50). Failing to assemble such a large contig in our study seems

surprising given the sequencing method and depth used (57). Also, the presence of TTAGGG
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telomere repeats on most of our haploid contigs is evidence of probable full chromosome
assembly. Rather, the results from PFGE could be explained by some bands of the molecular
karyotype being composed of several chromosomes of similar sizes, that the PFGE was not

able to separate.

The BUSCO analysis of our full-length and our haploid genome assemblies first revealed a
completion value of only about 80%. However, a comparative approach by BLASTN analysis
against the BUSCO microsporidia_odb10 database, showed that this value was in fact an
underestimation, most likely due to the high evolutionary rate of microsporidian sequences
(40,59). The actual completeness of the genomes was ultimately estimated at about 97%.
Several clade specific gain/loss of function and protein adaptations exist in microsporidia
(44,46,60). Due to these specific characteristics, assessing true completion of genome
assemblies using dedicated software like BUSCO (61) (which still represents a tool of choice
for this type of evaluation), is considerably challenging. And despite the large diversity of the
microsporidian phylum (more than 200 genera 1,600 species (37)), the current BUSCO
database (microsporidia_odb10 database) only contains information from 10 genomes,
among which four Encephalitozoon species and four Nematocida (61). This issue could also
be observed in phylogenetic analysis on Vairimorpha (Nosema) ceranae where
microsporidian genera absent from the database often presented lower BUSCO completion
scores (62). Orthologous sequences from the presented A. algerae genome will be added to
the MicroAnnot tool to further enhance its annotation sensitivity and specificity; it could also
be added to the BUSCO database to add more diversity to its pool of genomes. Several other
new genomic resources for diverse microsporidian species are also rapidly being generated

by colleagues in the field (47,63,64).
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In depth annotation of the A. algerae assembly was also carried out in this study. The high-
value annotation with the MicroAnnot tool, combined with our transcriptomic data allowed
the identification of some previously unannotated core ncRNA housekeeping genes in A.
algerae, namely, two U2 snRNA, two nuclear RNAse P, an RNAse MRP, and three 5S rRNA loci.
Nevertheless, several ncRNAs including snRNA or snoRNAs remain absent from the genome
annotation. Their identification remains a very challenging endeavour in microsporidia given
the high sequence evolution rate (40,59), and it would require comparative genomic
approaches with closely related microsporidian species similar to what has been done to
identify the Encephalytozoon cuniculi U1 snRNA (44). With A. algerae, even using the

somewhat close Nosema species, this identification was not possible.

This work also identified a large LncRNA repertoire in A. algerae. These molecules have been
attributed epigenetic, regulatory, and genome integrity related roles (54). Plasmodium
falciparum’s LncRNA have been shown to regulate the expression of var genes, which are
crucial genes involved in the parasite’s infectious biology (65). Some LncRNA in
Cryptosporidium pavum have also been attributed important roles, as they can translocate
into the host-cell’s nucleus and induce epigenetic regulations of specific genes involved in cell
motility for example (65,66). The large diversity encoded by A. algerae could also suggest

important roles both in the parasite’s biology, and in host-pathogen interactions.

We also identified transcripts considerably longer than the average CDS size in our
transcriptome assemblies, despite the length of 5' and 3' UTR regions in microsporidia
typically being short (less than 30 nt, and sometimes only 10 nt long or even completely
absent for 5’ UTRs) (51). When looking at the longest CDS associated transcripts in detail, we

could observe it started 4150 nt upstream a CDS and ended 113 nt downstream that same
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CDS. Overrun (read-through, or overlapping) transcription has been described in yeast, plants
and humans (73-78) but also in numerous organisms with small genomes like the
cryptomonad Guillardia theta and the microsporidian species E. cuniculi and Antonospora
locustae (73,79,80). In the Microsporidian phylum, this phenomenon results from stochastic
recognition of the polyadenylation signal (AAUAAA) (78). Overrun transcription has been
proposed as a stress response to genomic stress (82) which could be consistent with TE
activity in the genome of A. algerae. It may also help in the expression of sORF-encoded
polypeptides (SEPs) (83). Unfortunately, overrun can induce artefactual assembly of
individual transcripts, if the sequence of one of them overlaps with the sequence of the gene
downstream. Nevertheless, the Trinity tool’s assembly method is intended to filter out low
level transcriptional read-through and noise when assembling a transcriptome.
Microsporidian proteomics studies and quantitative proteomics would greatly help in
understanding many of the transcriptional characteristics of these species (81). Direct
transcript sequencing approaches using nanopore could also be key in better understanding

this overrun phenomenon (84-86).

The TE diversity in the A. algerae genome was also analysed and was found amazingly high.
This is concordant with previous reports (48). Here, we were able to identify 20 additional TE
families in the genome, hence further illustrating this point. Comparing the PRA339 strain of
A. algerae with our Undeen strain revealed good conservation of coding gene order and
nucleotide sequence synteny, also suggesting strong conservation of TE insertion sites and
diversity between the strains. This high degree of synteny in microsporidia is not only found

between strains of the same species, but can also be found between species from the same
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genus, as it was shown in three different species of the Nosema genus whose genomes all
presented varying degrees of compaction (67,68). Strong coding gene order conservation has
also been highlighted in different genomes of the Nosema/Vairimorpha clade even though
the three species studied presented different levels of TE abundances when comparing (67).
Finally, synteny between distantly related species such as E. cuniculi, A. locustae and A.
algerae has also been reported, although with some CDS reorientations and intergenic
sequences of different lengths (49). A. algerae presents a low coding gene density with about
1 gene every 4 Kb but with a homogeneous spread of CDS throughout its genome, which
suggests a homogeneous lengthening of its intergenic regions throughout its evolution. TEs
have been shown to target accessible sites where insertion does not impair host fitness (1,69),
through this targeting, they also participate in the growth of intergenic regions, genome sizes
and ncRNA repertoires (5,6,69). Thus, the homogeneous insertion of TEs throughout the
genome of A. algerae may explain the conservation of synteny paired with the lengthening of
intergenic regions.

In view of the large number of TEs, we looked for potential mechanisms of TE regulation in A.
algerae. The adaptation of A. algerae to high TE content in its genome was most likely possible
thanks to the acquisition of the Argonaute, Dicer and RdRP proteins: Transcriptomic analysis
has shown widespread opposite strand complementary transcripts throughout the A. algerae
genome. Although some ciliates like Paramecium tetraurelia and Tetrahymena have been
described to almost fully transcribe both strands of their micronucleus genome as a way for
TE elimination (28,29), such a process seems to require distinct nuclei, and several other
cofactors and processes for the accurate elimination of TEs (28,29). Furthermore, these
processes require PIWI family proteins in ciliates, which have not been found in the A. algerae

genome. On the other hand, genomes like the one of S. pombe or C. elegans encode an RdRP
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protein that generates complementary transcripts (23,70). These double stranded transcripts
are then matured into siRNAs by Dicer, and by associating with Argonaute to form the RISC
complex, they ensure post-transcriptional regulation and chromatin mediated regulation of
TEs, repetitive sequences and coding genes (22,23). Dicer and Argonaute orthologue genes
have been identified in A. algerae (53). An RdRP gene has now also been identified in the
complete genome of A. algerae obtained in this study. This gene is present in several
microsporidian species according to microsporidiaDB data (71) but it seems absent from
genomes without TEs such as the ones of the Encephalitozoon. Based on our results and on
the absence of the gene encoding this protein in microsporidian genomes lacking ET, we
hypothesize that the RdARP protein is involved in the TE regulation process of A. algerae (41).
We were also able to establish a link between some TE mapping small RNAs (TEsRNAs) and
the expression of the corresponding TEs. Indeed, the expression levels of several TE copies
were negatively correlated with the number of TEsRNAs associated with that copy reinforcing
our general hypothesis.

The size the negatively correlated TEsRNAs centred around 25-27 bp, which is in agreement
with the typical small interfering RNA size range (21). Positively correlated TEsSRNAs were
mostly found to be between 5 and 7 bases long, which could suggest them to be degradation
products and/or randomly mapping RNA sequences. Finally, an uracil residue is found at the
5’ end extremity of the vast majority of TESRNA molecules was observed. This bias is typically

seen following Dicer dependant maturation and nuclease activity (21,30,72).

193







4. CONCLUSION

To conclude, we explored the A. algerae genomic and transcriptomic landscapes, and
investigated gene elements constituting this parasite adaptation to its high TE content. The
data generated represents valuable genomic and transcriptomic assets in the fields of
microsporidian studies and parasitology, which we hope will contribute to the community
effort of investigating microsporidian genomics, TE dynamics, and genome evolution in
eukaryotes. The genome assemblies and annotation files are available online as NCBI

Bioproject Accession number PRINA927239.

5. MATERIAL AND METHODS

Cell culture

A. algerae undeen isolates were cultured on confluent human foreskin fibroblast cells (HFF)
as described previously (87). Released A. algerae spores were harvested twice a week by
recovering the used media, until cells were completely lysed. The harvested spores were
centrifuged 10 minutes at 1 000 g and rinsed once in molecular biological grade water and
twice in PBS (1X). Lastly, Spores were resuspended in 10 mL of PBS (1X) and stored at 4°C until

DNA extraction.
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Genomic DNA extraction

Genomic DNA extraction was carried out on 250 million spores. Spores were treated twice
with 25 units of Dnase | (Qiagen) 15 minutes at 25°C under agitation to eliminate human host
cell DNA. Spores were collected by centrifugating 10 minutes at 1000 g and washed 2 times
in PBS (1X). Genomic DNA from clean spores was extracted using the “genomic DNA from soil
kit” (Macherey Nagel) according to the manufacturer’s protocol using SL1 buffer lysis and 165
uL of enhancer SX. Extracted DNA was eluted in 50 uL of molecular biological grade water.
DNA was quantified in a Qubit 3 Fluorometer Invitrogen and the purity was evaluated with a
nanodrop 2000 Thermo. The presence of unfragmented high molecular weight DNA
molecules was ascertained on an Agilent Tape Station system 4150 with genomic DNA screen-
tapes. The ratio of Human DNA contamination to A. algerae genomic DNA was measured by

qPCR.

Library preparation and sequencing

Single-molecule Real-time long reads sequencing HiFiseq was performed at Gentyane
Sequencing Platform (Clermont-Ferrand, France) with a PacBio Sequel Il Sequencer (Pacific
Biosciences, Menlo Park, CA, USA). The SMRTBell library was prepared using the SMRTbell
prep kit3, following the “procedure and checklist -preparing whole genome and metagenome
libraries using SMRTbell prep kit 3.0” protocol. Genomic DNA (3 pg) was not sheared. Single-
strand overhangs and any damage that may be present on the DNA bacKbone was repaired
through the kit’'s enzymes. An A-tailing reaction followed by the adapter ligation was

conducted to generate the SMRT Bell templates. After nuclease treatment, the sample was
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purified with 1X SMRTBell Clean Up Beads PB to obtain the final libraries with DNA fragments
around 10 Kb. The SMRTBell library was quality inspected and quantified on a FemtoPulse
(Agilent Technologies) and a Qubit fluorimeter with Qubit dsDNA HS reagent Assay kit (Life
Technologies). A ready-to-sequence SMRTBell Polymerase Complex was created using a
Binding Kit 3.2 (PacBio) and the Sequel Il primer 3.2. The PacBio Sequel instrument was
programmed to load a 90 pM library and sequenced in CCS mode on a PacBio SMRTCell 8M,
with the Sequencing Plate 2.0 (Pacific Biosciences), 2 hours of pre-extension time and

acquiring one 30-hour film per SMRTCell.

Assembly of the genomes

2.7 million CCS (circular consensus sequences), representing a total of 25 Gb Pacbio HiFi reads
were used to perform a de novo genome assembly using Hicanu v2.1 with parameters
minReadLength 3000, minOverLapLength 1000 (88). The assembled sequences were filtered
to exclude contaminating human sequences (GC content greater than 40%). The remaining
sequences were processed by Purge Haplotigs with default parameters and coverage
thresholds of 200, 550 and 875 (89) to obtain a non-redundant “haploid” genome. Sequences
classified as primary and haplotig by Purge Haplotigs were conserved. Sequences classified as
repeat were manually curated to eliminate possible chimeric sequences. Finally, a BLASTN
analysis against the nr database confirmed the absence of contaminating sequences in the

final data set (90).
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Genome assessment

The assembly metrics were computed by Quast (91). Complete assembly of A. algerae
chromosomes was manually investigated by looking for telomeric repeats. Overall genome
completeness was assessed using BUSCO (61) on the genome sequences with the

microsporidia_odb10 database (61).

Genome annotation

The A. algerae genome annotation was performed using the microsporidian specific
annotation pipeline MicroAnnot (92) which predicts protein coding genes and their putative

functions, ribosomal RNAs, transfer RNAs and CDS corresponding to TEs.

Gene duplication was assessed on the haploid genome assembly using CD-HIT (93) to cluster
homologous CDS based on at least 90% identity on 100% of the smaller sequence’s length

(Supplementary figure 3A).

Comparatives genomics quality control

To compare the A. algerae Undeen strain genome assembly to the one of A. algerae PRA 339
(GCA_000385875.2) considered as the current reference strain (56), annotation of PRA 339
using Microannot was performed. Next, MCscanX was used for synteny analysis between the
two genome assemblies (94), and the Gene Ontology enrichment analysis of the two strains

was computed and visualized using CirGO (95).

Genome ploidy analysis

The polyploid structure of the genome was estimated using GenomeScope v2 and smudgeplot

(96) with jellyfishv 2.2.1 (97) and KMCv 3.2.1(98). For these analyses, only reads that mapped
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on our final assembled genome with minimap2 v.22-r1122 were used (99). nQuire va990a88
was also used as extra validation (100). Cd-hit was also used on all the predicted CDS
sequences of the full genome assembly. Sequences with at least 90 % identity on 100% of the

smallest sequence length were clustered (supplementary figure 3B).

Sequence divergence between homologous contigs was estimated using minimap2’s long
assembly to reference mapping (parameters -ax asm20). Additional contigs in the full genome
assembly were mapped to the primary haploid genome, and the mismatch percentage was
calculated between the aligned contigs and the corresponding primary contig using the pafr
R library (101) on the alignment file in “.paf” format. Boxplots were generated with ggplot2

(102).

Finally, the synteny between the primary haploid chromosomes and the different haplotypes
was determined using MCscanX (94) (Blastp e-value <1e-10, and a syntenic block >= 10 CDS

or >= 10Kb for DNA sequence synteny).

Transposable element identification

Despite MicroAnnot allowing identification of predicted CDSs corresponding to TEs, a
dedicated approach was implemented to scan the complete genome and identify
unambiguously the complete repertoire of these elements. We compared the TEs identified
by MicroAnnot to the library of TE consensus previously published for this species (103).
Although most of the newly annotated TE sequences were present in the library, we identified
20 sequences corresponding to new TE families that we included in the library. The genome
sequence of A. algerae was then searched for TE insertions using RepeatMasker (Smit, AFA,
Hubley, R. & Green, P "RepeatMasker" at http://www.repeatmasker.org) using our custom

TE library.
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Transposable element divergence analysis

The main output file obtained from RepeatMasker was parsed using
One_Code_to_Find_Them_All (Bailly-Béchet, Mobile DNA 2014) to recover each copy and
their sequence divergence compared to the TE references, as well as the proportion of each
family and class on the different chromosomes.

TE and CDS annotation

The haploid genome assembly gff annotation file from MicroAnnot was converted to BED
format using the gff2bed tool (104). To avoid redundancy, TE annotation data generated by
MicroAnnot was discarded and only the annotation data from the de novo TE identification
were kept. TE descriptions (e.g. class, family, name) were included in the BED file.

Karyoplots were generated from the BED annotation file using the GenomicRanges and

Rkaryoploter R packages (105,106).

Transcriptome assembly

Transcriptomes were derived of RNA-seq data from NCBI bioproject accession number
PRJNA927239 (87). Data in this bioproject derives from a paired-end polyA+ and single-end
small RNA sequencing of RNA from HFF cells infected by A. algerae. The experiment covered
a full intracellular cycle of A. algerae with RNA extractions done in triplicates at 3h 12h 24h
48h and 72h post-infection. Detailed experimental design is available in Akossi et al. (87).
Assembly was done sample by sample using Trinity (107) on adaptor trimmed sequencing
reads aligned to the A. algerae haploid genome. PolyA+ and smallRNA reads were separated.
PolyA+ reads were aligned using “—very-sensitive” bowtie2 in paired-end mode with default
settings; and small RNAseq reads were aligned using “—very-sensitive” bowtie2

Trinity parameters used were --genome_guided _bam --genome_guided_max_intron 10.
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PolyA+ and smallRNA assemblies were fused for each sample and mapped to the haploid
genome once more using bowtie2 for ungapped alignment (same parameters as above were
used). The resulting BAM files were converted to BED format using bedtools (108) and
processed by gffcompare to generate a consensus transcriptome from all the samples
(parameters: —no-merge -D, to disable close exon merging and to discard duplicates
fragments in the query respectively) (109) This consensus transcriptome was consolidated by
running gffread (96) with the parameters -M to group together redundant transcripts.
Timepoint specific transcriptomes were generated similarly but by running gffcompare and
gffread on samples by timepoint.

The transcriptome metrics were computed using seqkit stats (110) on FASTA files of the
different transcriptomes or on the raw assemblies (Table 3 and Supplementary table 3
respectively). Timepoint specific transcriptome metrics were computed similarly and are
available in Supplementary table 3.

LncRNA identification and annotation

LncRNAs were defined as RNA transcripts over 200 nt (54) that do not correspond to coding
sequences, or any other type of gene. Thus, in the consensus transcriptome, all transcripts
that fully harboured or were fully harboured by any annotated regions in the annotation
Microannot+TE BED file and on the same strand were discarded (bedtools intersect,
parameters: -F 1 -e -f 1 -s).

The remaining transcripts were subjected to an Rfam analysis. Hit sequences were purged

from the data set and separately added to the annotation BED file.
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Remaining sequences less than 200 nt were discarded as “small ncRNA sequences” and
sequences more than 200 nt were considered “Long noncoding RNA” sequences.

Putative LncRNAs were further classified regarding their genomic localisation: transcripts
mapped on their whole length on the opposite strand of CDS features were classified as
antisens LncRNAs (AS LncRNA, bedtools intersect parameters -f 1 -S). As 5" UTR regions of
protein-coding genes are highly reduced (few nucleotides) or even absent in some
microsporidia (73), LncRNAs located on the same strand and up to 200 nt upstream of CDS
genes, and partially or not overlapping with that CDS gene, were classified as enhancer RNA
(eRNA) (111) (bedtools window with -1 200 -r 0 -sw and -u). Remaining transcripts were

classified as LincRNA (Long intergenic noncoding RNA).

Genome and transcriptome composition analysis

Overlapping same strand LncRNA coordinates were merged using bedtools merge (108) to
avoid redundancy and to identify corresponding loci. The same was done for the Rfam
identified transcripts. These annotated regions were then added to the Microannot+TE BED
file.

The number of bases of the transcriptomic sequences that were associated with each type of
annotation was calculated using bedtools intersect (108) on the reference transcriptome
haploid genome alignment bed files. Transcripts had to be fully contained by, or fully contain
a feature annotation to be associated with it (parameters: -F 1 -e -f 1 -s); in which case, all the
nucleotides of the whole transcript were counted. This was done to account for the fact we
do not know the exact function of the transcript, and that it might be involved in several of

them.
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PiRNA, siRNA and miRNA related protein identification
Orthologues for a custom list of several piRNA, siRNA and miRNA related proteins (17,22,112)
were searched for inside A. algerae genome based on their interpro conserved domain

annotations. (Supplementary table 3).

Argonaute, Dicer and RNA dependant RNA polymerase transcript expression analysis

The expression level of the Argonaute, Dicer and RNA dependant RNA polymerase genes from
A. algerae was estimated using count data, based on the polyA+ paired end RNAseq data
mapped to the haploid genome using hisat2 (--very-sensitive). Count matrix was generated
using featureCounts (113) and normalised with Deseg2 (114). Multimapping reads were
counted. (featureCount parameters: -s 1 -M --countReadPairs) and plots were generated

using ggplot2 (102).

Argonaute, Dicer and RNA dependant RNA polymerase phylogenetic analysis

A protein clad specific phylogenetic tree of Argonaute family proteins was generated based
on the amino acid sequence multiple alignment conducted using the Muscle algorithm (115)
in the MEGA software (116). Using as a query a manually assembled database of AGO and
Piwi clade proteins from various species and A. algerae Undeen identified Argonaute protein.
The phylogenetic tree was generated through MEGA.Other phylogenetic trees were
generated from A. algerae’s Argonaute, Dicer and RNA dependant RNA polymerase protein
sequences, based on amino acid sequence similarities but this time using PSI-Blastp (117)
against NCBI's nr database (or the clustered nr database for the RNA dependant RNA
polymerase). PSl-blast e-value threshold was set at 0.005 (default). Trees were generated

using NCBI blast tools online (results are available as supplementary figure 4).
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Analysis of the correlation between the expression level of TEs and the number of
associated small RNAseq reads.

For all infection kinetic point, the expression level of each TE copy (based on the polyA+
RNAseq data) and their number of associated small RNA reads were normalized using Deseq2
and a Spearman correlation test was performed.

Computation was done in R using the rcorr function and plots were generated using ggplot2
(102)

Correlated TEsRNA size distribution and weblogo

Correlated TESRNA were separated by size and plotted using ggplot2 (102). WeblLogos were

generated for each size group using the WeblLogo tool (118).
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A travers cette étude nous avons pu identifier la séquence des 17 chromosomes d’A.algerae
et montrer la tétraploidie de I'espéce. L’annotation de ce génome et son étude
transcriptomique a mis en lumiére 260 familles d’ET et un large répertoire de transcrits non-
codants. Des petits ARN correspondants a des séquences d’ET ont pu étre caractérisés et ils
pourraient jouer un rble dans la régulation de ces éléments. La caractérisation et la
confirmation de ce mécanisme de régulation demanderaient une étude complémentaire

dédiée.

Dans le cadre de ce projet de thése et par rapport aux données générées, nous nous sommes
ensuite intéressés aux autres types de petits ARNnc qui pourraient étre codés par A.algerae,

et quels roles ceux-ci pourraient jouer dans les interactions entre le parasite et sa cellule hote.
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PARTIE Il : ROLE ET ORIGINE DE PETITS ARNS INTERFERENTS D’ANNCALIIA ALGERAE DANS

L’ INTERACTION AVEC SA CELLULE HOTE

Les petits ARN non codants peuvent étre impliqués dans de nombreux processus biologiques
et certains d’entre eux ont été caractérisés comme impliqués dans les interactions entre
cellules hoétes et parasites (203,210,227,272,348). C’'est un groupe hétérogene composé de
plusieurs types de molécules aux mécanismes de maturation et d’action variés (168). Afin
d’assurer leur prédiction chez A. algerae une approche in silico basée sur la structure des locus
et leurs les profils d’expression a été mise en ceuvre. Le role potentiel des ARN interférent
identifiés a été exploré, en particulier dans le cadre des interactions directes avec la cellule

hote.

Ainsi, leur transfert du parasite vers la cellule héte a été caractérisé par fluorescence in situ
hybridization (FISH), et des cibles potentielles ont été prédites en combinant une approche

de prédiction in silico et I'étude du profil d’expression des cibles tout au long de l'infection.

Ces ARN interférent représenteraient un mécanisme de régulation de fonctions de I'héte,

récemment acquis dans I’évolution du parasite.

* « Supplementary data » disponibles dans les annexes correspondantes

#Article en preparation#
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Introduction

Interfering RNA (iRNA) are small non coding RNA (ncRNA) molecules involved in the
epigenetic and post-transcriptional regulation of transcripts in eucaryotes (1). This regulation
is a sequence specific mechanism and is exerted through three main types of small ncRNA:
small interfering RNA (siRNA), microRNA (miRNA) and PIWI-interacting RNA (piRNA) (1). Each
of these molecules follows defined biogenesis and interacts with different protein partners
to exert their regulatory function (1,2). These small ncRNAs all require a type Il RNase for
their biogenesis (Dicer or Dicer-like proteins) and a protein from the Argonaute family to exert
their regulatory function. (1,3-5). The type Ill RNases process the ncRNA precursors into
smaller sequences typically between 18 and 30 nucleotides long with about 2 nucleotide
overhangs on each side (1,4,6). They present specific affinity for double stranded RNA and
preferentially cleave near uridine nucleotides (6). The Argonaute protein family is defined by
the presence of a conserved PAZ (PIWI-Argonaute-zwille) and a PIWI (P-element-induced
wimpy testis) domain. They link the matured small double stranded RNA through recognition
of the 3’ end overhang by the PAZ domain, and associate with other proteins to form the RNA-
Induced Silencing Complex (RISC) (7). One of the strands of the dsRNA will be released (the
star (*) RNA), and the RISC complex will keep the other strand (the mature iRNA) and go on
to exert sequence specific post-transcriptional or epigenetic regulation, in the cytoplasm or
the nucleus respectively (7,8). The type of small RNA, the Argonaute protein, as well as the
other proteins in the RISC complex all influence the regulatory action (4,9). Thus, piRNA RISC
complexes are typically involved in regulation of transposable elements (TEs) and repeat
elements at the epigenetic and post-transcriptional levels (4). miRNA RISC ensures the fine

regulation of numerous messenger RNA (mRNA) genes in various species and intercellular
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communication through extracellular vesicles (EVs) are ensured by miRNA (8,10,11). siRNA
can either be derived from exogenous or viral RNA or be endogenous (12). In both cases,
SiRNA RISC can be involved in various epigenetic and post-transcriptional regulation processes

(2,5,13,14).

Overlapping roles have been described between siRNA miRNA and piRNA in different
biological contexts and species (1). For example, piRNA are animal specific and are typically
found expressed only in germline cells (4). In animal somatic cells, and in organisms without
piRNA like the yeast Schizosaccharomyces pombe, some siRNAs have been observed to
regulate TE activity (13,14). Similarly, in species without canonical miRNA, miRNA-like
molecules and/or siRNA have been predicted to exert similar regulatory action on mRNA

expression (15-21).

In host parasite interactions, cross kingdom regulation by interfering RNAs have also been
described (22-24). While Plasmodium species do not code miRNA themselves, parasite
regulation by host miRNA have been described (25). The parasitic worm Schistosoma
Japonicum has been shown to release EVs containing small ncRNA with regulatory roles on
host macrophages (26,27). Similarly, Trypanosoma cruzi ncRNA have been shown to regulate
Hela cell in vitro (28,29) and Leishmania spp small ncRNA have been shown to control host

macrophage gene expression (21).

In microsporidia of the Nosema genera, miRNA-like molecules have been described
(17,30,31). These molecules have been predicted to be involved in host-parasite interaction.
In one instance, this interaction has been directly proven, with the miRNA-like molecule Nb-

milR8 able to regulate host peroxisome protein BmPEX16 during the infection of the butterfly
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Bombyx mori by the microsporidia Nosema bombycis. This interaction led to increased

parasite proliferation (31).

Microsporidia are obligatory intracellular parasites related to fungi (32). They represent a
large group composed of over 1600 different species separated into about 218 genera and 45
families (33). These species are diverse both in their genomic features, and their ecological
niches and host spectrums (32,33). Microsporidia exhibit different genomic characteristics
between genera and species. Some species like the Encephalitozoon have evolved into a
reduced and compact genome, exhibiting highly reduced intergenic regions, very few introns,
and smaller orthologous coding sequences (CDS) when compared to other unicellular
eucaryotes like baker’s yeast (34,35). This typically leads to species with smaller genomes and
currently, E.intestinalis harbours the smallest known eucaryotic haploid genome, with 2.3 Mb
(36). Some other microsporidia such as Anncaliia algerae or Edhazardia aedis contrast with
this trend and exhibit larger, gene sparse genomes (12Mb and 51.3Mb respectively) (37). It
should also be pointed out that the A. algerae genome is tetraploid (cf. previous chapter),
unlike the genome of the Encephalitoon species which are diploid (38) difference with the
Encephalitozoons seems to be linked to the expansion of (TEs but also of non-coding genes
(37,39-41). Recently, through an in-depth characterisation of A. algerae’s genomic and
transcriptomic content, our group highlighted the diversity of TE and LncRNA genes in A.
algerae (cf. previous chapter). This study reported 260 TE families in A. algerae but also a
large noncoding RNA (LncRNA) gene repertoire with 5894 LncRNA transcripts identified

during an infection kinetic.

The A. algerae specie is also remarkable for its adaptive abilities, which enable it to infect

distant human and anopheles species (32,42). In vitro, It has also shown the ability to
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develop in various cell types from various species (43). While some factors governing
microsporidian host range, host adaptation and host expansion are known (42, 44) several
aspects remain unclear (44). In this work, we hypothesised that some siRNA may exist in A.
algerae genome, and that some of these noncoding genes may have regulatory effects on

host cells and be involved in A. algerae adaptation to new hosts.

To better decipher iRNA processes and implications in A. algerae host-parasite interactions,
iRNA loci from the A. algerae genome were predicted using both complete genome
sequences obtained by PacBio HiFi sequencing (cf previous paper) and expression data of
small RNA molecules produced throughout an infectious cycle. We used a strategy combining
differential expression analysis and in silico target prediction to identify biologically relevant
iRNA-Targets pairs between A. algerae coded iRNA and host cell mRNA and verified the
localisation and transfer towards the host cell of the iRNA using fluorescence in situ

hybridisation (FISH).
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Results

Analysis of iRNA precursor loci

Out of the 2025 mirDeep?2 hits, 37 iRNA precursor sequences were selected. These precursors
encoded 11 different mature iRNA sequences and were named as iRNA-1 to iRNA-11. To
further differentiate iRNA precursor loci, a letter was added from A to Z. Three pairs of iRNA
precursor loci overlapped over more than 95% of their length (iIRNA-9A and iRNA-9E, iRNA-9B
and iRNA-9D, iRNA-9C and iRNA-9F). These precursors were fused and renamed iRNA-9A/E,
iRNA-9B/D and iRNA9C/F respectively. This made for a total of 34 different iRNA precursor
loci. The precursors presented sizes between 58 and 82 nucleotides, and the corresponding
mature iRNA sequences were all 25 nucleotides long, with an associated star sequence
between 24 and 27 nucleotides (table 1). Of the 11 mature iRNA, precursors for iRNA-1 were
by far the most represented in the genome with 14 loci. They were followed by iRNA-9 and
iRNA-2 precursors with 4 loci each, iRNA-8 precursors with 3 loci and iRNA-3 and iRNA-4
precursors with 2 loci each. The last 4 iRNA (iRNA-5, iRNA-6, iRNA-7 and iRNA-10) presented
a single precursor locus in the genome. All Mature iRNA sequences presented a bias for a
uridine residue at the 5' end. Some other biases were also observed on nucleotide positions
3, 6-7, 11, 17-18, 21-22 and 25 but were not present in all sequences (table 1). Using a
transcriptome of A. algerae as reference, we could identify that the iRNA-1 precursor
sequences mapped to a single transcript TCONS_00004172, which is 361 nt long and had been
annotated as a LncRNA transcript. A comparative analysis showed that all iRNA precursor
were found on the genome of the other A. algerae strains (PRA339 strain and PRA109 strain).

iRNA-7 also presented significant homology with sequences from Dictyocoela muelleri strain
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Fig 1 : Structure, genomic organization and expression profile of the 34 small interfering
RNA precursor genes

A. Position of the 34 iRNA precursor genes on the A. algerae haploid genome. Labels
correspond to the iRNA identifier with the letter indicating the mature sequence and the
letter the locus the precursor was found in. Coloured in red are iRNA precursor loci present
on the haploid genome and in blue those that correspond to homologous sequences in the
assembly that aligned at the given position.




Ou54, Tubulinosema ratisbonensis strain Franzen and Cucumispora dikerogammari strain Dv6
(table 1).iRNA precursor loci were plotted on the haploid genome of A. algerae (FiglA). A.
algerae is actually tetraploid so iRNA loci found on homologous chromosomes were indicated
where they would align on the haploid genome. iRNA precursors presented slight positional
shift between the chromosome in the haploid genome and its homologues. only iRNA 9

precursors was found perfectly aligned between all the homologue chromosomes.

iRNA loci were found on 10 of the 17 different chromosomes in A. algerae. Loci coding the
same mature iRNA sequence were found solely on the same chromosomes, except for iRNA-
1 loci which were found on 5 different chromosomes. Analysis of the gene environment of
the RNAI precursors showed that most of them localized in within 500 nt of TEs, with the
majority of them (iRNA-1, iRNA-5, iRNA-6, iRNA-7 and 10) even overlapping these TE
sequences on the opposite strand. For example, iRNA-1 precursors were found systematically
opposite strand of Ty3 retrotransposon elements mainly around the 3’ end of the TE. iRNA-
7_A and iRNA6_A were each present opposite strand of a strongly divergent Merlin DNA
transposon (over 20 % divergence), and in the middle of the TE sequence. All the other TEs
identified near iRNA loci had divergence percentages under 15% suggesting relatively recent
insertions. Only precursors for iRNA-8, iRNA- 9 and iRNA-11 lacked TE sequences within 500
nt of their loci. We looked at the sequence diversity between the iRNA precursors and found
that all the precursors coding the same mature iRNA could be grouped together (FiglB). iRNA-
1 sequences still formed two distinct subgroups suggesting slightly higher polymorphism for
the iRNA-1 precursors. Finally, the tree did not reveal any clear separation between iRNA
precursors that were opposite strand of DNA transposons and the precursors opposite strand

retrotransposons (FiglB).
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Fig 1 : Structure, genomic organization and expression profile of the 34 small interfering
RNA precursor genes (continued)

B.Genomic loci of iRNA precursors with surrounding genes. One representative precursor
locus is shown per iRNA. 500 nt upstream and downstream of iRNA precursor loci were
plotted and annotated. Annotations include transposable elements, coding sequences, rRNA
and tRNA. Transposable elements are coloured in shades of orange corresponding to their
divergence percentages. iRNA precursor loci are indicated in light blue.
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Fig 1 : Structure, genomic organization and expression profile of the 34 small interfering
RNA precursor genes (continued)

C. Unrooted, maximum likelihood tree based on sequence diversity of the iRNA precursors.
The tree is drawn with the length of the branches representing the number of substitutions
per site which was indicated next to the branches. Weblogos for the two groups of iRNA-1
identified are shown along with one of all iRNA-1 precursors. iRNA precursors that were

shown to overlap with TEs are indicated by a green rectangle for DNA transposons and an
orange rectangle for retrotransposons.
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Fig 2: iRNA expression and localization analysis

A. Expression level of each mature A. algerae RNAi sequence and its star RNAi sequence
assessed at different points in the infection kinetics of HFF cells. counts are derived from
miRDeep2 analysis and were normalized using Deseq2. Counts for mature iRNA are
represented in red and iRNA star counts are represented in blue. Different scales are used

between the upper plot and the lower plot.




Expression and localization of the mature iRNA

To further understand the identified mature iRNA in their biological context, we analysed
each of their expression throughout a 72h infection cycle of A. algerae in human foreskin
fibroblasts (Fig 2A).

Regarding expression levels at each kinetic point, iRNA mature sequences were
overrepresented compared to their corresponding star sequence. The mature RNAi-1 and it’s
14 precursor loci was by far the most highly expressed, it presented a peak in expression at
48h post infection, reaching over 500,000 counts before going back down to about 40,000
counts at 72h. iRNA-7 was almost expressed solely at 48h reaching 33,000 counts. and iRNA-
9 and iRNA-10 seemed to be upregulated only at 72h post infection.

The remaining 7 RNAI displayed counts under 4,000 through all timepoints but did exhibit
timepoint specific expression variations.

Given its strong expression levels, iRNA-1 was selected for FISH experiment to validate its
expression and analyse its location during the parasite cycle development (Fig 2B). Strong
fluorescence could be observed inside parasite stages, especially sporoblasts, meronts and
early sporoblasts. Small fluorescent spheres could also be observed and may correspond to
vesicles. Furthermore, probe staining was visible inside the perimeter of the host nucleus, and
a slight hue staining was visible in the host cytoplasm. No fluorescence was identified in
uninfected cells with the same acquisition parameters, except for strong fluorescence spots
related to experimental artifacts. Finally, after RNAse pre-treatment of infested cells,
hybridization with the probe fluorescence staining was destabilized and became more defuse,

suggesting that the probes had indeed hybridized to RNA molecules.
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Predicted targets of the mature iRNA and experimental validation

iRNA-target pairs were predicted with the miRanda tool in host 3’UTRs, and using the
expression data available, we filtered in all targets that showed downregulation every time
the corresponding iRNA was upregulated in kinetics (figure 3). Targets were successfully
identified for iRNA-1, iRNA-5, iRNA-6, iRNA-9, iRNA-10 and iRNA-11. Functional enrichment
of targets for each iRNA revealed iRNA-1's CECR2 target to be involved in apoptotic DNA
fragmentation processes (GO:0006309), chromatin remodelling (GO:0061640), cytoskeleton-
dependent cytokinesis (GO:0043044), and vesicle-mediated transport (GO:0007010). IRNA-5
and iRNA-6 ‘s target TOR1A was associated with positive regulation of clathrin-dependent
endocytosis (G0:2000370). iRNA 9 in small GTPase mediated signal transduction
(G0:0007264) and MAPK cascade (GO:0000165) and iRNA 11, which was predicted to have
the biggest impact on its target GRIK1, was associated with synaptic transmission,
glutamatergic (G0O:0035249), and IRNA-10 was enriched in targets involved in the activation
of protein kinase activity (G0O:0032147). 35 A. algerae CDSs and 25 A. algerae TEs were also
predicted as potential iRNA targets (list of targets and values for all iRNA targets available in

supplementary data 1).

Discussion

In this study we were able to identify 11 interfering RNA loci (iRNA) in the A. algerae genome.
Some of them could play a role in the control of host cell gene expression. We maintained the

term “iRNA” throughout this work as precaution, as the data produced does not
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unambiguously make the choice between siRNA and miRNA. Previous work had been done
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Fig 3 : iRNA-target interaction networks

Interaction network showing iRNA from A. algerae and the human target genes predicted by
our analysis. iRNA from A. algerae are colored in shades of brown. iRNA circles are darker the
more the iRNA is expressed over the infection cycle. The predicted target genes are coloured
in green. The bigger the circle, the bigger the associated impact score. Impact score was
calculated as mean expression value multiplied by fold change




interfering RNA in the microsporidia Vairimorpha ceranae (17,30,45) and Nosema Bombycis
(31). The term given to the small RNA identified in these studies was often “miRNA-like” or
“miRNA”, most likely since they had been predicted using the mirDeep2 software (46). We
argue that despite mirDeep2 being initially conceived to identify miRNA precursor loci, and
despite its proven efficacy for example to differentiate them from piRNA precursors, the
mirDeep2 approach allows the prediction of all genomic loci that can form stemloop
structures and that harbour a specific expression profile with a RNA strand (mature) over-
represented compared to the opposite strand (the star (*) sequence) (46). These
characteristics also correspond to endo-siRNA genes which have been shown to sometimes
derive from stem-loop structured loci rather than double stranded RNA (12). The question on
the nomenclature seems more and more secondary as several studies report overlapping
roles between different types of small interfering RNA, thus painting a more complex picture

of these molecules (1,27,47).

An important feature we were able to identify is the presence of a uridine residue on the first
5’ nucleotide of the predicted iRNA as well as a very standardized 25 nt length. All these
features have been described as hallmarks of Dicer protein maturation a key player in most
interfering RNA pathways (1,6). The conservation of Argonaute and Dicer proteins in the
microsporidian phylum has previously been characterised by Huang 2018 (48). He described
that both proteins were either conserved or lost within the microsporidian phylum. This
strongly suggests that in microsporidia these proteins were selected in regard to RNAI, as this
is the only known pathway involving both of these proteins. Furthermore, functional
experiments on V. ceranae have shown that knockdown of parasite Dicer protein negatively

impacts its intracellular growth and development, leading to reduced spore loads in infected
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bees (49,50). These further stresses the biological implications RNAi may have in

microsporidian biology.

Despite Argonaute and Dicer having most likely been inherited from a common ancestor, the
associated iRNA seem to have different origins and seem to be species specific. Recently, a
study on the silkworm microsporidian parasite Nosema bombycis, could confirm the role of a
parasite small RNA (Nb-milR8) in the sequence specific down-regulation of host peroxisome
protein BmPEX16 (31). The study also confirmed the importance of this regulatory process in
the development of the parasite: overexpression of the BmPEX16 protein allowed reduced
proliferation of N. bombycis while a reciprocal knockdown of BmPEX16 resulted in higher
parasite proliferation. Work on V. ceranae small RNAs highlighted their potential roles in
modulating metabolism and immune response in the host, but also showed that 79% of the
genes of V. ceranae itself were significantly correlated with the expression of one or more
parasite miRNA (45). Our work suggests that the apoptosis response of the host may be
partially impaired through iRNA activity during A. algerae infection. Similarly, Evans and
Huang 2018 (45) have identified one miRNA in V. ceranae targeting gene Br-c (Broad Complex)
which is involved in regulating developmental processes and apoptosis. Apoptosis
impairment has been reported in several microsporidian infections, and multiple processes
have been described (45,51-54). The parasite effectors initiating these processes are still
largely unknown although specific gene dysregulations have been associated with the
phenotypes (45,51-54). iRNA-1 seems to be an actor in the apoptosis inhibition during A.
algerae infection but the localisation of its genes in the genome may also represent a concrete

example of a TE derived sequence, conferring selective benefits in a microsporidian.
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In addition to iRNA-1, we observed that several of the iRNA precursor loci were located on
the opposite strand of transposable elements, from both class | and class Il. Those TEs
presented varying divergence levels suggesting different ages of insertion. The iRNA loci also
presented positional shifts between homologous contigs suggesting previous insertion
events. All these insertions appear to be recent in the evolutionary history of microsporidia,
visible by the fact that similar iRNA precursor sequences could only be identified in different
strains of A. algerae but not in other microsporidia (except for iRNA-7). In Botritis cinerea
small RNA from the pathogen have been proven to repress genes involved in the host plant’s

immunity (55). These small RNAs were also reported to derive from TEs for the most part (55).

On top of controlling gene expression level of their host, the different iRNA may also play
roles in A. algerae gene and TE regulation. Indeed, we identified 35 different proteins coding
genes and 25 different TEs potentially targeted by iRNA, but small impacts on their expression
level were predicted. A study on N. bombicys has aimed to characterise the complete
regulatory network of non-coding RNA in the parasite during infection and 284 miRNAs were
identified in the parasite, with targets predicted in both the host and the parasite itself (57).
However, the exceedingly high number of predicted miRNA and miRNA targets raises the
guestion of biological relevancy (58,59). Indeed, the main question is how many of these
identified miRNA and targets hold biological roles in the parasite. These are issues common
in RNA interference studies (58,59). It is often difficult to come to a definite conclusion on
small RNA biological impact given the high number of predicted interactions (58,59).
Thankfully, several solutions have been proposed like CLIP-seq for example, that can allow
high throughput identification of RNA binding protein binding sites (60,61). This can help in

validating interaction between iRNA and their targets (60,61). Yet, even with this method
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further questions remain, namely, 1) is the identified interaction enough to induce repression

of the target 2) if it is, does it also have a real biological and phenotypical impact.

To navigate these issues in this work, we used a custom prediction methodology with the aim
of reducing the number of potential iRNA targets to only the ones which exhibited
downregulation whenever the associated iRNA was upregulated throughout the infection
cycle. These targets were thus the most likely to have biological impact on their targets. This
was only possible through the presence of triplicates in our sSRNA seq and polyA+ seq dataset,
as well as a longitudinal study, where we had several timepoints of A. algerae’s infection
cycle. The roles of iRNA in host-parasite interactions can often involve very punctual activity
but that are crucial in the overall process, with this experimental design we could identify
such events. An example of this is the parasite Toxoplasma gondii, an apicomplexan with the
completely functional miRNA machinery (62). These parasites express some miRNA involved
in host cell differentiation and development at different phases of their infection (62—64).
Some T. gondii miRNA are homologous to human and rodent miRNAs (62), but strikingly,
others (99% miRNAs) are specific to T.gondii isolates (62—64). These miRNAs can represent 5-
8% of a given isolates pool of ncRNA (62,63). These further stresses the need for multiple

samples and conditions when predicting iRNA for parasites if we aim to identify them globally.

We were also able to reduce the number of iRNA-target pairs to explore thanks to our FISH
probing of the iRNA. Expression data gave us a hint, but this allowed us to confirm which iRNA

candidates were most interesting for future functional validation.
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The FISH experiment revealed transfer of parasite iRNA into host cells cytoplasm and nucleus.
This seems rather natural given the literature on host-parasite cross-talks. Dong et a/ (31) also
visualized host-parasite exchanges in their work on N. bombycis small RNA using a FISH
approach (31). They identified Nb-milR8 in both parasite and host cell cytoplasm. They did
not report any staining in the host cell nucleus suggesting transfer to the nucleus might not
be systematic for microsporidian small RNA (31). The plant parasite B. cinerea has also been
shown to transfer small RNA into host cells that resulted in repression of plant immunity (55).
The host plant as well, has been shown to transfer via extracellular vesicles small interfering
RNA that can repress some parasite genes (24). LncRNA from Cryptosporidium parvum have
been shown to be translocated into host cell nuclei and induce epigenetic repression of genes,
further suggesting parasite ncRNA targeting to host nucleus may be a widespread mechanism
of host subversion (67,68). In P. falciparum, some parasite genes are regulated by the host

cell miRNA and Argonaute, not only with detrimental effects to the parasite (65,66).

Studies on Caenorhabditis worms infected by microsporidian parasites of the Nematocida
genus, suggested that microsporidia infecting various species may exhibit similar
transcriptional expression profiles (69). Taking this information in the scope of A. algerae and
its adaptation to human cells, we can wonder if the iRNA we identified could also play a role
during Anopheles infection by the parasite. It would also be interesting to know whether the
targeted sequences belong to similar functional groups. This would require kinetic sequencing
of Anopheles infected by A. algerae and total RNA extractions but would be sure to yield
invaluable information on A. algerae host adaptation. Looking at all these interactions, small

interfering RNA seem without a doubt key player of host-parasite interactions.
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Material and methods

Data

Raw data used is available as NCBI Bioproject Accession number PRINA927239. Detailed
experimental design is described in Akossi et al (70). Briefly, Total RNA was extracted in
triplicate from A. algerae infected HFF cells at 3h, 12h, 24h, 48h, and 72h post infection. The
RNA was then used for both small RNAseq and PolyA+ RNAseq on each sample.

Genomic data used is described in previous chapter.

Prediction of iRNA candidates from small RNAseq data

A miRDeep?2 analysis was carried out on individual data set (46) with default parameters and
using the A. algerae genome produced by HiFiseq sequencing from previous chapter. Results
were filtered to conserve only mature iRNA candidates predicted in all triplicates of a given
timepoint. iRNA precursors where then named with numbers each corresponding to the
mature iRNA sequence they encoded. Precursor loci were then further differentiated by

adding a different letter to their name if they originated from different genomic coordinates.
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Genomic analysis of iRNA candidates and precursors

iRNA loci were plotted using the Karyoplotter R package (71). Loci that were on the haploid
genome were directly plotted. For the loci on homologue chromosomes their relative
positions were plotted on the haploid genome based on contig-on-contig alignments done
using minimap2 (72) with asm20 parameters as described in previous paper.

Annotation data from A. algerae genome (cf. previous chapter) were used to identify
surrounding genes on either side within 500 nt of the RNAi loci.

Mature sequence WeblLogos were generated using the WebLogo internet site from Berkeley

WeblLogo - Create Sequence Logos (berkeley.edu).

Mapping of precursor iRNA sequences on the consensus transcriptomes from the previous
paper was done using bowtie2 with -very-sensitive-local settings. Search for homologues
sequences in other microsporidian genomes was done through BLASTN analysis against
genomic sequences available from MicrosporidiaDB (73,74)

Multiple alignments and evolutionary analysis by Maximum Likelihood method

Multiple alignments were generated using the MEGA11 software, and the clustalW algorithm
available with default settings (75,76).

The evolutionary history was inferred using the Maximum Likelihood method with the
Tamura-Nei model (77). The tree with the highest log likelihood (-1363.32) was kept. Initial
trees for the heuristic search were obtained automatically by applying Neighbor-Join and
BioNJ algorithms to a matrix of pairwise distances estimated using the Tamura-Nei model.
The topology with superior log likelihood value then was selected. The tree is drawn with the
length of the branches representing the number of substitutions per site which was indicated

next to the branches. Evolutionary analyses were conducted in MEGA11 (75).
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Mature and star iRNA sequences expression analysis

Expression levels of mature RNAis and their respective star sequences were assessed using
MirDeep2 (46) and DEseqg2 (78). The number of reads for each mature iRNA sequence was
extracted from the mirdeep2 results and normalised using DEseq2 (78). The results were then

plotted using ggplot2 (79).

Fluorescence In situ hybridisation of mature iRNA and acquisition

Infected and non-infected HFF cells for Fluorescence In Situ Hybridisation (FISH) were cultured
following the protocol described by Akossi et al (70). Briefly, Human foreskin fibroblasts cells
(HFF) (reference ATCC SCRC-1041) were cultured in minimum essential medium (MEM)
supplemented with 50 pg/ml Gentamicine, 1% Amphotericine B, 1% Penicillin/Streptomycin,
1% Glutamine and 10% Foetal bovine serum at 30 °C in 5% CO2 atmosphere. All cells were
cultured in 60 mm petri dishes each containing about 10 circular 13 mm diameter glass slides.
For infection, cells were incubated at 30 °C for 1h with 1 ml of the supernatant from 7 days
Anncaliia algerae spore cultures, then rinsed with fresh media.

After 7 days of culture, cells were fixed for 15 mins using 4% Formaldehyde and stored in PBS
1X at 4°C until staining.

Staining was done using custom 3’ and 5’ digoxigenin labelled probes from Eurogentec
complementary to iRNA-1 (Probe sequence : 5’'TCCTCTTCCTCTTCGCTGGTCCAAAZ’). Slides
were first dehydrated by incubating them in 50, 80 and 95% (v/v) ethanol for 5 mins each.
They were then incubated in 1ml of saline-sodium-citrate (SSC) hybridisation buffer for 15

mins at room temperature. Slides were drained and incubated at 55 °C in pre-heated
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hybridisation buffer. Before use, the probe was denatured 5 mins at 95°C and later added to
the slides at a final concentration of 0.2 uM in hybridisation buffer. Hybridisation was done
for 25 mins at 55 °C.

Slides undergoing RNase treatment were treated before staining with in PBS 1X containing
bovine pancreas RNAse A from Roche at a final concentration of 100 pug/ml (5 U) for 15mins
at 55°C.

Anti-digoxin-rhodamine Fab fragments from Roche were used to reveal the digoxigenin
labelled probes. Briefly, slides were rinsed twice for 3 mins in probe free hybridisation buffer,
then incubated for 2*30 mins in MABT buffer (maleic acid buffer containing Tween 20). Next,
the slides were incubated in MABT buffer containing 2% BSA (blocking solution) for 1h.

After 1h, slides were drained and blocking solution containing a 1:200 dilution of the Anti-
digoxin-rhodamine Fab fragments from Roche was added. Slides were incubated for 1 h then
washed 3*10 mins in MABT buffer.

Finally, all slides were counter stained with 1X DAPI for 5 mins then rinsed 4 times in 1x PBS.
Acquisition was done on a ZEISS Axio Imager Apotome at X63 with emersion, and the same
laser and microscope parameters for each sample. The Zeiss software was used for post-

processing and ldentical visual parameters were applied to each image.

iRNA-target interaction network

iRNA targets were predicted in host 3’ UTRs, parasite TEs and CDS using miRanda and a
differential expression analysis strategy (DE). Targets kept were the ones predicted by
miRanda and that were always downregulated when the associated iRNA was upregulated
throughout the cycle. To account for confounding effects due to human miRNA targeting the

same genes as some iRNA candidates, the same target prediction strategy was used with host
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miRNAs, using Multimir R package (80) instead of miRanda as described in Akossi et al (70)

and all the targets identified were discarded.

Reporter assay validation of iRNA-1 - CECR2 interaction (Planification)

Before going any further into the implications of the iRNA interaction processes between A.
algerae and its host, we first aim to validate the interaction of iRNA-1 with its CECR2 target.
To do so, we plan on using a Luciferase reporter assay or a dual fluorescence reporter assay.
In both cases the luciferase/GFP gene would be modified to present the iRNA-1 target site
from CECR2 in its 3’"UTR. Different versions of the construct would exist, including a control
without any modification, one with the CECR2 sequence but with nucleotides in a scrambled
order; finally, a construct presenting several back-to-back copies of the CECR2 target site
instead of the standard 3’UTR. The constructs would also hold a second fluorescent protein
(Red fluorescent protein, RFP for example), this second protein would help estimate the
transfection efficacy of the cells. This experiment would be done on non-infected HFF cells
and 48h infected HFF cells (timepoint with the highest iRNA-1 expression observed), cultured
on 96 well plates. Measures would be done using a plate reader for both GFP and RFP
wavelengths; Or could use a fluorescence microscope identifying the shift in colour between
yellow (Red+green fluorescence) and red. In case of poor transfection efficacy, Hela cells have
been considered as a replacement for the HFF cells. Cells may also be cultured in plates with

larger wells (48 or 24) if needed.
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Nous avons pu mettre en évidence I'expression de petits ARN interférents par A.algerae. Ces
petits ARN sont codés par des génes propres a cette espece et non conservés chez les autres
microsporidies. lls seraient impliqués dans des mécanismes d’auto-régulation
transcriptionnelle mais également dans la régulation de la cellule héte, notamment par la
régulation de ses voies apoptotiques. Ces ARN ont pu étre observés comme transférés dans
le cytoplasme et le noyau de la cellule hote, et cette régulation participerait au phénotype
des cellules infectées et a la physiopathologie des infections a I’échelle cellulaire. Ces travaux

sont en cours et une validation biologique par géne rapporteur est prévue.

Ceci étant, le phénotype final des cellules infectées est dicté par I'action d’A.algerae mais
également par la réponse de la cellule héte. Nous nous sommes donc ensuite intéressés a
cette réponse cellulaire de I’h6te, en nous focalisant sur son transcriptome, en particulier ses

ARNmM et ses miRNA.
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PARTIE |V : ETUDE DE LA REPONSE TRANSCRIPTOMIQUE DE LA CELLULE HOTE FACE A UNE

INFECTION PAR ANNCALIIA ALGERAE

Chez 'homme, les microsporidies ont été décrites comme étant capables de moduler les
réponses immunitaires de leurs hétes (107). Cela semble parfois conduire a des infections
persistantes, bien que classiquement elles soient éliminées par le systeme immunitaire chez
les individus immunocompétents (349). La part que joue la réponse cellulaire dans ces
interactions n’est pas claire. Les miRNA humains pourraient également constituer un enjeu

important de ces interactions par leurs roles de régulateurs immuns et cellulaires (348,350).

Dans cette derniére partie de la thése, nous avons cherché a mieux caractériser la réponse
cellulaire de I'hote vis-a-vis de l'infection par A. algerae, en se concentrant sur la réponse
transcriptomique. La dynamique d’expression des miRNA et ARN messagers humains a été

étudiée tout au long du cycle infectieux d’A. algerae.

* « Supplementary data » disponibles dans la version en ligne

#Article publié dans Non-coding RNA research, Volume 8, Issue 3, September 2023, Pages 363-
375 https://doi.org/10.1016/j.ncrna.2023.05.003 #
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A travers cette étude nous avons pu observer les modulations transcriptomiques induites par
I'infection d’une cellule I’h6te par A. algerae. Ces modulations vont dans le sens de ce qui est

connu dans la littérature sur les infections microsporidiennes a savoir I'altération de

processus immunitaires et métaboliques.

Nous avons toutefois pu mettre en évidence une répression d’'une grande quantité de miRNA
de I'h6te tout au long de I'infection par A. algerae. Ce phénomene n’avait encore jamais été
décrit et souligne I'importance que peuvent avoir les miRNA dans les interactions héte-
parasite. Ceci souleve également la question du mécanisme sous-jacent a cette répression
généralisée, et les conséquences associées dans un contexte in vivo ou dans un contexte de

co-infection.
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SECTION C DISCUSSION GENERALE, CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

PARTIE | DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSIONS

Les objectifs de ce travail de thése étaient: i) La validation d’un pipeline d’annotation
automatique spécifique des génomes microsporidiens ii) La caractérisation génomique et
transcriptomique de la microsporidie A. algerae iii) L’étude du réle et de I'origine de petits
ARNs non codants d’A. algerae dans l'interaction avec sa cellule hote et iv) L'étude de la
réponse transcriptomique de la cellule hote face a une infection par A. algerae avec comme
objectif plus global d’explorer et de décrypter le r6le des ARNnc dans les interactions hote-

parasite.

Concernant I'outil d’annotation MicroAnnot (346); le développement et la baisse du coup des
technologies de séquencage haut débit a conduit a la production massive de données de
génomique, y compris pour les microsporidies (351). Cet immense flux de données nécessite
des méthodologies de traitement et d’annotation dédiées en raison de la spécificité que I'on
peut retrouver dans chaque phylum du vivant (343,345). En effet, 'usage parfois trop
systématique et non standardisé d’outils d’annotation « généralistes », ainsi que la difficulté
a paramétrer ces outils pour chaque espéce, a conduit a de nombreuses erreurs que I'on
retrouve dans les bases de données (352—354). Corriger ces erreurs et minimiser leur
survenue lors de l'annotation d’'un génome représente un enjeu majeur des études
génomiques contemporaines. Quelle que soit la spécificité d’un outil d’annotation, aucun
n‘est fiable a 100%. Néanmoins, pour tendre vers cette valeur, la combinaison d’une
annotation automatique s’appuyant sur les caractéristiques propres de chaque organisme et
d’une curation manuelle demeure le « gold standard » (344,345,355,356). MicroAnnot, par la
méthodologie utilisée présente une trés forte spécificité et sensibilité sur les génomes
microsporidiens. La réalisation lors d’'une premiére étape d’annotation d’une approche

comparative assure la construction d’un jeu de données qui peut étre considéré comme fiable
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et permet d’assurer le meilleur apprentissage possible au logiciel Glimmer pour |'étape
suivante d’annotation de novo (357,358). Cependant, I'approche comparative nécessite des
génomes aussi fiables que possible en référence, et c’est pour cette raison que les bases de
données utilisées par MicroAnnot ont été manuellement nettoyées avant d’étre
implémentées dans I'outil. Par la suite, de nouveaux génomes microsporidiens annotés par
MicroAnnot et curés manuellement pourront a leur tour étre ajoutés comme base de
référence a 'outil. Ainsi, de maniere dynamique la qualité des annotations s’"améliorera au
cours du temps. C'est notamment ce qui sera fait avec I'ajout des données issues du nouveau
séquencage du génome d’A.algerae. En effet, les données concernant cette espéce étaient
parcellaires en raison des problématiques d’assemblage liées aux régions répétées du
génome (138). Elles seront maintenant plus complétes et participeront a enrichir les bases de

données.

En plus de génes codants, MicroAnnot assure également la prédiction des CDS retrouvés au
sein des séquences d’ET ainsi que certains génes non-codants tels que les ARNt et les ARNTr.
Pour les ARNt, la prédiction se fait via I'outil tRNAscan-SE qui tire parti de modéles de
covariance basés sur les connaissances sur la structure des ARNt (359). En ce qui concerne la
prédiction des ET et des ARNr, celle-ci s’appuie la encore sur une approche comparative
utilisant des bases de données spécifiques et propres a MicroAnnot. Pour les ARNr la base de
données a été construite en utilisant des séquences des 10 clades microsporidiens (110),
permettant d’avoir une représentation de la diversité phylogénétique des microsporidies.
Concernant les ET, bien que les séquences microsporidiennes soient parfois trés divergentes,
la base de données que nous avons construite manuellement a partir de séquences issues de
différentes bases de données (128) s’est avérée particulierement efficace pour identifier ces

ET dans le nouveau génome d’A. Algerae.

L’'emploi de MicroAnnot sur le nouveau génome d’A.algerae Undeen généré par I'approche
HiFi seq de PacBio a permis d’identifier 2916 génes codant au sein du génome haploide, ce
qui est cohérent avec le nombre moyen de genes jusqu’a présent retrouvés chez les
microsporidies (119,137,138,360). Cette annotation nous a ensuite également permis de
confirmer la faible densité en gene codants de son génome (127), ainsi que d’étudier le
polymorphisme et la synténie entre chromosomes homologues. Bien que MicroAnnot puisse

identifier les CDS correspondant aux ET dans un génome, il n’est pas capable d’assurer
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I'identification de ceux ne contenant pas de CDS définis et notre base bien qu’étant la plus
exhaustive possible ne contenait pas I'ensemble des séquences d’ET retrouvées dans les
génomes microsporidiens. Nous avons donc opté pour une approche combinée entre
I'annotation MicroAnnot, et une prédiction de novo dédiée aux ET afin de caractériser plus
efficacement d’éventuelles nouvelles familles d’ET. Cette approche s’est avérée
particulierement pertinente en assurant I'identification de 20 nouvelles familles lesquelles

pourront également étre ajoutées a la base de données de MicroAnnot.

L’annotation des autres types de génes (ARNNc) est une problématique encore plus
complexe qui ne peut pas étre résolue en s’appuyant uniquement sur de I'analyse du fait de
la diversité de ces séquences et de leur faible degré de conservation entre especes (168,361).
Cette annotation est d’autant plus difficile chez les organismes les moins caractérisés et
présentant de fortes vitesses d’évolution des séquences, comme c’est le cas chez les
microsporidies. Nous avons donc combiné les ressources génomiques aux données de
transcriptomique générées sur le cycle infectieux du parasite pour I'annotation des génes
d’ARNnNc. Ceci nous a permis de mettre en évidence un grand répertoire de long ARN non
codants (LncRNA) chez A.algerae. Les roles décrits pour les LncRNA sont trés variés et certains
demeurent encore peu clairs (171,362). Cependant, un lien entre la présence d’éléments
transposables et les LncRNA a déja été suggéré (363). A I'issue de notre étude, nous avons
également proposé un mécanisme de régulation des éléments transposables chez A.algerae.
Ce mécanisme serait basé sur des ARNnc produits par I’action successive de trois protéines :
une RNA dépendante RNA polymérase (Rdrpl), une protéine Dicer, et une protéine
Argonaute. Ce processus tirerait parti de I'overrun transcriptionnel observé chez A.algerae
pour réguler les éléments transposables insérés suffisamment proche de ces genes, y compris
les éléments transposables a ADN. Ce phénomeéne d’overrun avait déja été décrit chez les
microsporidies, mais ses réles dans un contexte de régulation des ET n’avaient pas encore été

envisagés (131,364).

Un autre point intéressant concerne cette fois |'origine des protéines Argonaute, Dicer et
Rdrpl qui ne sont pas retrouvées chez toutes les microsporidies (119,304). En effet, I'étude de
leur phylogénie respective chez les espéces ou elles sont retrouvées semble décrire trois

origines distinctes, mais elles semblent tout de méme avoir été héritées de maniére
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ancestrale chez A.algerae (119,304) Cet aspect est particulierement intéressant lorsqu’on
integre le fait que les ET chez A. algerae semblent en partie issus de transferts horizontaux
provenant de métazoaires (128). Ces trois protéines pourraient avoir été maintenues
uniquement chez les microsporidies présentant des ET. Ces ET seraient possiblement dérivés
d’hotes abritant eux méme une forte diversité d’ET actifs. Cette caractéristique est retrouvée
chez de nombreux insectes dont les moustiques (162). Cette hypothéese est d’autant plus
séduisante qu’un lien a été établi entre le mode de transmission des microsporidies et
I’'abondance d’ET dans leur génome. Ainsi, les microsporidies capables d’étre transmises
verticalement (de parents parasités directement vers leurs progénitures) présenteraient une
plus grande proportion d’ET dans leurs génomes (129). Ceci est a mettre en lien avec le fait
que les ET soient connus pour étre particulierement actifs dans les cellules de la lignée
germinale (144,365). Dans ce modele, la conservation des protéines Argonaute, Dicer et
Rdrpl, ainsi que la production d’ARNnc associée, constitueraient une adaptation directe a la

forte présence d’ET dans le génome d’A.algerae et de certaines autres microsporidies.

Dans la suite de notre étude, I'analyse des données transcriptomiques a également permis
I'identification de 34 génes a l'origine d’ARN interférents impliqués dans la régulation de
transcrits chez A.algerae, mais aussi chez son hote humain. Le transfert vers la cellule héte de
I’'un de ces ARNi a pu étre mis en évidence par une approche d’hybridation in situ du transcrit,
révélant de petits amas sphériques marqués dans le cytoplasme de la cellule héte, pouvant
rappeler des vésicules. Une libération directement dans le cytoplasme de la cellule hbte est
également une hypothése plausible. De plus, les marquages observés dans le noyau des

cellules hotes soulévent la question d’une activité sur I'épigénétique de I’hote (192).

De maniére intéressante, ces ARN interférents réprimeraient des génes associés a I'apoptose
ainsi qu’au trafic intracellulaire. L’inhibition de I'apoptose suite a des infections
microsporidiennes a été décrite chez plusieurs especes, et plusieurs mécanismes ont été
proposés pour celle-ci (107,366—368). Une validation biologique de I'effet anti-apoptotique
de I'iRNA-1 d’A.algerae reste nécessaire afin de pouvoir valider notre hypothése. La

méthodologie que nous avons mise en place, avait pour but de sélectionner les ARNi et leurs
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cibles potentielles chez I’hote, impliquées dans des voies cellulaires aux phénotypes visibles,
en vue de cette validation. Si le processus de régulation inter-espéce que nous suggérons
s’avérait réel, la question de son acquisition se poserait alors. En effet, Les génes encodant
les iRNA identifiés chez A.algerae ne sont pas retrouvés chez d’autres espéces
microsporidiennes. Ces genes sont pour la plupart retrouvés a proximité d’ET pouvant
témoigner d’un lien probable entre les ET et I'apparition de ces génes. Chez le pathogene de
plantes B. cinerea des ARNi issus d’ET avaient été montrés comme ciblant et réprimant des
génes de 'immunité de la plante (203). Ces observations pourraient figurer une acquisition
récente de ces génes de maniére fortuite par évolution de séquences non codantes et d’ET.
Ces génes auraient alors été conservés par rapport au bénéfice qu’ils apporteraient au
parasite (369,370). Les ET représenteraient dans cette hypothése un moyen d’évolution et
d’acquisition rapide de nouvelles séquences non-codantes impliquées dans les interactions

hote-parasite (168).

Enfin, nous nous sommes intéressés a la réponse transcriptionnelle de cellules hotes
humaines infectées par A.algerae (371). Cette étude a révélé une surprenante répression
généralisée des miARN humains. Au cours du cycle d’infection, le nombre de miRNA sous-
exprimé semblait corréler avec un grand nombre de génes du parasite. Cette dérégulation
pourrait en fait étre corrélée a l'activité transcriptionnelle méme d’A.algerae, ou a sa
prolifération et ainsi étre une conséquence directe de son développement. A.algerae pourrait
donc utiliser les petits ARNnc de la cellule h6te comme ressource énergétique, soit en
important et dégradant ces molécules, soit en stimulant leurs catabolismes au niveau du
cytoplasme de I'hGte et en utilisant ensuite les nucléotides produits a son profit. Ce dernier
point pourrait étre en accord avec une étude ayant décrit une stimulation métabolique des
cellules hote infectées par des microsporidies mais avec maintien d’'une homéostasie de I’ATP
(372). Les auteurs observent une augmentation de métabolites liés a la glycolyse et au cycle
de Krebs. Ils suggerent également que les métabolites identifiés puissent stimuler la synthese
de nucléotides, d’acides gras et d’acides aminés par I’hGte. Tout ceci avec un maintien de
I’'homéostasie de I’'h6te en ATP. Les microsporidies possedent de nombreux transporteurs a
ATP conservés dans le phylum (119,123), et sont dépourvues de réelles mitochondries méme

si un reliquat subsiste (100). Cela suggére une dépendance vis-a-vis de I’'h6te pour 'ATP (373).
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De plus, les microsporidies expriment des protéines NTT a leur surface (NucleoTide Transport
proteins) par lesquels elles importeraient divers nucléotides (373,374). Cette stimulation
métabolique pourrait ainsi étre une conséquence de I'import de ressources par le parasite
qui entrainerait une surproduction d’ATP compensatrice, utilisant peut-étre les miRNA

comme substrats.

En ce qui concerne les ARNm au cours de l'infection par A.algerae, aucune dérégulation de
I'expression de génes associés a la maturation ou a I'action des miRNA n’a été observée.
Cependant, des dérégulations de génes métaboliques et de nombreux génes de sumoylation
ont été identifiées. La sumoylation est un processus de modification post-traductionnelle des
protéines qui assure de nombreux roles physiologiques chez I’homme (375). Un de ces roles
concerne la mise en cargo des miRNA dans les transports intra et intercellulaires par des
vésicules (376). En plus de celle des génes de sumoylation, nous avons pu mettre en évidence
une dérégulation d’autres transcrits associés au transport intracellulaire. Certains iRNA
d’A.algerae ont également été prédits comme ciblant des genes associés au trafic
intracellulaire. Ces problématiques de transport semblent particulierement importantes dans
la biologie infectieuse d’A.algerae et il est possible que suite a ces perturbations, des vésicules
produites par la cellule héte et contenant des miRNA soient mal adressées : vers |'extérieur
de la cellule ; vers des systemes de dégradation comme les lysosomes ; ou encore vers le
parasite. Dans les trois cas, une réduction de la quantité de miRNA dans les cellules hotes
serait alors induite. Plusieurs mécanismes de subversion (ou Hacking) parasitaire des
ressources de I’hote ont été décrits chez les microsporidies (105,377). Dans le cadre de notre
derniere hypothése, les miRNA humains, loin de leur réle de régulation transcriptionnelle,
représenteraient une ressource énergétique ou un substrat de base pour permettre au

parasite de réaliser son cycle de développement intracellulaire.

Pour conclure, I’étude du réle des ARNNnc dans les interactions hote-parasite via un modéle
d’interaction entre la microsporidie Anncaliia algerae et des cellules humaines a permis : i)
d’illustrer et caractériser d’avantage la diversité des ARNnc parasitaires et leurs
implications dans les interactions avec I’hote ii) de proposer un mécanisme de régulation
transcriptomique inter-espéce chez les microsporidies, ainsi qu’'un modéle de son
acquisition au cours de I’évolution, et enfin, iii) de souligner encore d’avantage la place des

ARNnNc dans I'étude et la compréhension des interactions entre hotes et parasites.
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PARTIE || PERSPECTIVES

Les différents travaux menés et les résultats obtenus ouvrent des perspectives qu’il serait
pertinent d’étudier afin de continuer a élucider les nombreux mécanismes mis en jeu par les

microsporidies lors de leurs cycles infectieux.

Tout d’abord, le large répertoire de LncRNA identifiés chez A.algerae pose la question de leurs
roles. De plus, les LncRNA sont de plus en plus décrits comme pouvant coder de petits
peptides et l'identification de petites protéines ou smORF-encoded polypeptide (SEPS)
appartenant jusqu’alors au « dark proteome » serait primordial pour considérer I’ensemble
des acteurs moléculaire de ce dialogue hote-pathogene. En effet, a I’heure actuelle seule une
fraction de ces petits peptides, représentant la pointe de ce nouvel iceberg de la biologie, a
donné lieu a des études visant a appréhender leur diversité et leur hétérogénéité
fonctionnelle. Ces petits peptides seraient des régulateurs importants de I'activité d’autres
protéines influencant leurs conformations et leurs interactions (378). Dans ce sens, un projet
de recherche a été initié dans I’équipe IHP, et viserait a identifier et caractériser ces peptides

au cours d’infections, par des approches de protéomiques.

Concernant les processus d’ARNi chez A.algerae, la validation biologique de l'interaction
entre I’ARNi-1 d’A.algerae et de son gene cible prédit CECR2 dans des cellules humaines est
en cours. Si cette expérience conforte les prédictions, elle validerait un exemple fort
d’interaction hbéte-parasite médiée par les ARNnc et ayant des conséquences physiologiques
probantes. Cela inviterait a tester I'action des autres ARNi identifiés sur les genes cibles
prédits par notre approche, mais également a étendre la recherche de nouveaux ARNi a

d’autres espéces microsporidiennes.

La réalisation d’anticorps spécifiques des protéines Argonaute, Dicer et RdRP d’A. algerae a
également été initiée. Pour cela, des fragments de ces trois protéines ont été clonés et
exprimés dans un systeme bactérien afin d‘assurer la production de peptides recombinants
en vue d'une immunisation de souris. La fabrication d’hybridomes a également été
considérée afin d’avoir une source pérenne et reproductible de ces anticorps. A terme, ces
anticorps permettraient une étude plus poussée des mécanismes d’ARNi mis en jeu dans

I'interaction entre A. algerae et sa cellule héte. Cette approche permettrait de répondre a de
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nombreuses questions : lorsque A. algerae transfert de petits ARNi vers sa cellule hoéte, ces
ARNi sont-ils libres ou complexés a des protéines ? Sont-ils liés a une protéine Argonaute,
celle du parasite ou une de I'h6te ? La protéine Dicer d’A. algerae présente-t-elle des affinités
de clivage particulieres? La RdRP nécessite-t-elle une signature spécifique pour

complémenter un transcrit ?

Il serait également intéressant de caractériser plus précisément les complexes associés a ces
trois protéines en termes de taille, de diversité et d’abondance. Cela pourrait étre effectué
par des approches d'immunoprécipitation (IP) et de spectrométrie de masse (379,380). Ces
deux approches pourraient également étre combinées a du séquencage RNAseq afin de
mieux caractériser les ARNnc liés a ces trois protéines, favorisant ainsi I'identification de

motifs communs ou de modifications post-transcriptionnelles propres a ces ARNnc.

Le développement d’approches d’hybridation in situ et de CLIP-seq (381) serait également
pertinent afin de localiser ces protéines au cours du cycle d’A. algerae et de caractériser des

interactions entre ARN interférent et cible.

Pour une étude approfondie des processus génomiques et post-génomiques chez A. algerae,
de nombreuses autres méthodes de séquencage seraient intéressantes a développer tel que
le Riboseq, le Chipseq ou encore I'’ATACseq (382-384), afin de mieux caractériser
I’organisation de la chromatine et d’appréhender certaines modifications épigénétiques chez
A. algerae voire de caractériser la diversité de ces modifications. Le riboseq pourrait
également aider dans la meilleure caractérisation du phénomene d’overrun transcriptionnel,
ainsi que dans la détection des petits ORFs. Des technologies de séquencgage directe de 'ARN

se développent également de plus en plus ces derniéres années (385).

Des approches de séquencgage de cellule isolée (single-cell) ouvriraient la voie a des études
plus précises du polymorphisme chez A. algerae, et permettraient une étude plus fine des
dynamiques d’ET au sein du génome de ces parasites. Sur I'aspect transcriptomique, ces
approches en cellule isolée offriraient des suivis de dynamiques populationnelles et de
diversité physiologique et fonctionnelle du parasite. Ces approches demanderaient une mise
au point considérable et des méthodologie dédiées, A. algerae étant un parasite
intracellulaire. Cependant elle permettrait de s’affranchir de nombreux biais liés a I'étude

d’une culture entiere, ol toutes les cellules ne sont pas forcément infectées ni toujours au
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méme stade de développement. Les méthodes computationnelles disponibles permettraient

de différentier les stades et méme d’identifier les phénotypes de transition entre stades.

Les nouvelles ressources de génomique et de transcriptomique produites au cours de ce
projet de thése pourraient enrichir les connaissances sur les microsporidies et peuvent servir
de base pour promouvoir des études comparatives entre especes microsporidiennes. Cela
conduirait a une meilleure connaissance des espéces retrouvées dans ce phylum et
permettrait de mettre en évidence les mécanismes clés derriere son évolution et sa diversité

(132,351).

De nombreux autres mécanismes d’interaction existent n’impliquant pas les ARNnc. Des
approches intégrées « multi-omics » clarifieraient surement d’avantage la place qu’occupent

les ARNNc et les autres types de molécules au sein des interactions entre hote et parasite.

Enfin, il a été décrit des interactions antagonistes lors de co-infections entre des
microsporidies comme microsporidia MB et des Plasmodium dans I'anophéle (386). Les
mécanismes sous-jacents a cette interaction demeurent inconnus. Nous pouvons nous
demander s’ils sont médiés par le métabolisme, 'immunité, d’autres process, ou encore, par

des ARNNc.

La diversité des modes d’interactions du vivant continue de se révéler a la science et aux
Hommes. L’émerveillement que procure I'observation et la compréhension du monde qui
nous entoure continuera, je I'espére, a nous guider vers une paix et une harmonie joyeuse

avec ce QUI nous entoure.
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Supplementary figure 1: Contig correspondence, synteny and similar completion between the PRA339 the

Undeen genomes

Comparison between A. algerae Undeen Haploid genome assembly and A. algerae PRA 339 reference assembly:
Synteny graph results after All versus All blastn analysis (results for two of Undeen’s contigs are shown as an
example) A. Nucleotide sequence synteny (alignments >= 2.5Kb are shown). B. CDS synteny. C. Graphical
representation of the distribution of the different GO terms assigned to genes, in the three categories, cellular
component, molecular function, biological process.
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Supplementary figure 2: GO term annotation comparison between Undeen and PRA 339 strains

A. Pie chart representing the common 30 first categories Go term between PRA 339 and Undeen strains at the
cellular component level, generated using CirGO software (387). The inner circle contains the main GO group,
while the outer represents the subordinate GO groups. B. Pie chart representing the common 40 first categories
Go term between PRA339 and Undeen strains at the molecular functions level, generated using CirGO software
(387). The inner circle contains the main GO group, while the outer represents the subordinate GO groups. C.
Pie chart representing the common 40 first categories Go term between PRA339 and Undeen strain at the

biological process level, generated using CirGO software (387). The inner circle contains the main GO group,
while the outer represents the subordinate GO groups.
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A. Pie chart representing the common 30 first categories Go term between PRA 339 and Undeen strains at the
cellular component level, generated using CirGO software (387). The inner circle contains the main GO group,
while the outer represents the subordinate GO groups. B. Pie chart representing the common 40 first categories
Go term between PRA339 and Undeen strains at the molecular functions level, generated using CirGO software
(387). The inner circle contains the main GO group, while the outer represents the subordinate GO groups. C.
Pie chart representing the common 40 first categories Go term between PRA339 and Undeen strain at the
biological process level, generated using CirGO software (387). The inner circle contains the main GO group,

while the outer represents the subordinate GO groups.

343




Biological process

m= GO1 intracelluiar transport, 9.6%
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Supplementary figure 2: GO term annotation comparison between Undeen and PRA 339 strains

A. Pie chart representing the common 30 first categories Go term between PRA 339 and Undeen strains at the
cellular component level, generated using CirGO software (387). The inner circle contains the main GO group,
while the outer represents the subordinate GO groups. B. Pie chart representing the common 40 first categories
Go term between PRA339 and Undeen strains at the molecular functions level, generated using CirGO software
(387). The inner circle contains the main GO group, while the outer represents the subordinate GO groups. C.
Pie chart representing the common 40 first categories Go term between PRA339 and Undeen strain at the
biological process level, generated using CirGO software (387). The inner circle contains the main GO group,

while the outer represents the subordinate GO groups.
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Kmiers pairs

L5300
877000
702000
526000
2351000
175000

&

[0
o

M of tusiers

1800

delat Log-likelihood

744

1234567 891011121314

4,20E+04
4,10E+04
4,00E+04
3,90E+04
3,80E+04
3.70E+04

3,60E+04

Diploid

et
200 164
]-':1(\1-1-113'_-3'_:(.' 11 000
o i

Triploid

Tetraploid

Graph of the number and size of clusters formed after the clustering of CDS sequences using cd-hit with 90%
homology on 100% of the length of the smaller sequence. A. Results for A.algerae haploid genome assembly. B.
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_{wIQ&:JFﬂAOOI MOUSE Protein argonaute-3 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ago3 PE=2 SVa2

$PIQIHIGTIACOS HUMAN Protein argonaute-3 OS=Homo sapiens OX=9606 CN=AGO3 PE=1$Va2

p|QECIGIACOT MOUSE Protein arg te-1 OSaMus lus OX=10050 GN=AQOT PE=1 SVs2
"l pIQIULISIACO T HUMAN Protein argonaute-1 OSsHomo saplens OX«9606 GNsACO 1 PE«15Ve3
_{ spIQBCIFEJACO4 MOUSE Protein argonaute- OS«Mus musculus OX=10090 CN=AGO4 PE2 SVe2

$PIQIHCOXSIACOS HUMAN Protein argonaute< OS=Homo sapiens OX=9606 CN=AGO4 PE=15V=2
_{wmoucouwoz MOUSE Protein argonaute-2 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ago2 PE=1 SV=3{2)
— ' p|QECIGOIAGO2 MOUSE Protein argonaute-2 OSaMus musculus OX=10090 GNeAgo2 PE=1 SVl
trlADATSAH TD2|ADAISAM D2 ANOGA Argonaute 1 OSsAnopheles gamblae OX«7165 PE«3I SVl

trlADA1S4PIA1JADA154PIA 1 DUFNO Protein argonaute-2 (Fragment) OS=Dufourea novacangliae OX=178035 GN=WNS5S 02824 PE=3 SV=1
trJTITHIPUTITH PENJP Argonaute 1 isoform B OS=Penaeus [aponicus OX=27405 CN=ago-1 PE=2 SV=1
tr|D2XYXS|D2ZXYXA PENJP Argonaute 1 OSsPenaeus japonicus OX=27405 GN=AGO1 PE=2 SVl
Lr|JNOSTIIN0ST PENJP Argonaute 1 isoform C OS«Penaeus japonicus OXe27405 GNeago-t PE«2 SVe1
{ triAGA286QZOHADAZB6QZ 04 MACRS Argonaute-2 OSwMacrobrachium rosenbergli OX«79674 PE#2 SVal

triVSTFSS]VSTFS8 PENMO Argonaute? OS=Penaeus monodon OXs6687 GN=AQO2 PE=2 SV=1

UAGASSIZ 118JADA4SIZ 118 ANOCGA Argonaute 2 OS=Anopheles gambilae OX=7165 PE=3 SV=1

LrPWSISFIWSISF 3 ANODA Argonaute 2 OSsAnopheles daclingi OX=43151 GN=AND 000883 PE=) SV=1

trJADAZASEBNTIADAAIEBNT APICC Protein argonaute-2 OS«Apis cerana cerans OX«94128 GN«APICC 00429 PE3 SVa1(2)
trlADAZAZEBNT|ADAAIEBNT APICC Protein argonaute-2 OS=Apis cerana cerana OX+94128 CN=APICC 00429 PE3 SVl
UrJAGATVIXASTJADATVIXAST FACAR Protein argonaute-3-lke (Fragment) OS=Tropilaclaps mercedesae OX=418985 GN=BIW11 01667 PE=3 SVa1
o ArQonaute Ncevanae
Anncaliia algerae argonaute protein PRAIY9

Anncalila algerae Argonaute protein Undeen -

E splOT4957JACO 1 SCHPO Protein argonaute OSsSchizosaccharomyces pombe {strain 972 / ATCC 24843) OX=284812 GNeago 1 PEx1 SVal

triSHPWCA|SHPWEA SCHOY Argonaute OSe=Schizosaccharomyces octosporys (strain y¥S286) OX=483514 GN=SOCG 03759 PE=3 SVal
UISIVUZEISIVUZE6 SCHCR Argonaute OS=Schizosaccharomyces cryophilus (strain OY26 / ATCC MYA-44595 / CBS 11777 / NBRC 106824 / NRRL Y48651) OX=653667 GN=SPOG 03478 PE=3 SVa1
_C SplO6227S|WAGOS CAEEL Argonsute protein wago-d OSsCaenorhabditis elegans OX=6239 GNewago-4 PE«1 SVal f
spiQ21770{WAGO 1 CAEEL Argonaute protein wago-1 OS«Caenorhabditis elegans OX«6239 GNawago-1 PE«1SVal

trlADA1S4H 1DDJADA 154H 1D0 ANOGA Piwi OS=Anopheles gamblae OX=7165 PE=3 SVa1

trJADA 182K0P2JAQA 182KOP2 9DWPT Protein piwl OS=Anopheles christyl OX=43041 PE=3 SV=1

LIAGATB2I0PSIAQA 182.20P5 SDIPT Protein piwl OS=Anopheles atroparvus OX=41427 PE=3 SV=1

LW SIHHEIWSJHHE ANODA PIWI OSsAnopheles darlingl OXs43151 GN=AND 006051 PE«3 SVa1

trlADAZA3EDJT|ADAZAIEDJT APICC Protein piwl OS«Apis cerana cerana OX+94128 GNwAPICC 03384 PE#3 SVl
trlADAIS4PIS2|ADA 1 54P1S2 DUFNO Protein piwl OS=Dufourea novaeangliae OX=178035 GN=WNS55 03585 PE=4 SV=1

LrJAQASASNGUSIADASAINGUS PENMO Piwi2 OS=Penaeus monodon OX=6687 PE=2 SV=1

LrIWSISNBIWSISNS ANODA PIWI OS=Anopheles darlingi OX=43151 GN=AND 008631 PE=3 SV=1

LriAOAISEZ 1 BOJADAISSZ 186 PENMO Piwil1 OSsPenseus monodon OXa6487 PE«2 SVa1

$PIQSTCSHPIWL2 HUMAN Piwi-ike protein 2 0S+Homo saplens OX«9606 GN=PIWIL2 PE«1 SVa1

$PIQBCDGPIWL2 MOUSE Piwilike protein 2 OS=Mus musculus OX=10090 GN=PIwil2 PE=1 SVa2

SPIQTZIZA|PIWLA HUMAN Piwilike protein 4 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PIWILS PE=15Ve2

SpIQSCCTEPIWLAE MOUSE Piwilike protein 4 OSaMus musculus OX=10050 GN=Piwils PE=1SVs3

spQIGISMPIWLY HUMAN Piwl-ike protein 1 0S«Homo sapiens OX«9606 CN«PIWILY PE«1 SVe1

$PIQIIMBTIPIWL 1 MOUSE Piwi-like protein 1 OSaMus musculus OX=10050 GN=Piwill PE=1SVal

Supplementary figure 4: A.algerae Argonaute, Dicer, and RdRP of A.algerae phylogenic trees

A. Phylogenetic tree of A. A.algerae’s Argonaute protein with AGO and Piwi clad proteins from various
species. multiple alignments of Amino acid sequences were carries out with Muscle algorithm using MEGA).
AGO clad proteins, WAGO proteins and Piwi clad proteins were represented in red, orange, and purple
respectively. A.algerae Argonaute protein clusters with the AGO clad of Argonaute proteins. B. Phylogenetic
trees of A.algerae Argonaute, Dicer and RNA dependant RNA polymerase based on PSI-BLASTP against NCBI nr
database or clustered nr database for the RNA dependant RNA polymerase. PSI-blast e-value threshold used was
0.005.
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Supplementary table 1: List of Undeen specific GO term annotations

G0:0019829

ATPase-coupled monoatomic cation
transmembrane transporter activity

Cellular component Molecular functions Biological Process
GO terms \ component GO terms \ function GO terms \ process
G0:0005847 mRN‘A_ c.leavage and polyadenylation G0:0001054 RNA polymerase | activity G0:0006032 chitin catabolic process
specificity factor complex
G0:0016035 zeta DNA polymerase complex G0:0001056 RNA polymerase III activity G0:0006261 DNA-templated DNA replication
G0:0005685 U1 snRNP G0:0003950 NAD+ ADP-ribosyltransferase activity| GO:0006376 mRNA splice site recognition
’ proton-transporting two-sector : . L . deadenylation-dependent decapping
G0:003178 ATPase complex, catalytic domain G0:0003896 DNA primase activity G0:0000290 of nuclear-transcribed mRNA
G0:0004105 choline-phosphate ~ G0:0006657 CDP-choline pathway
cytidylyltransferase activity
G0:0004568 chitinase activity G0:0006895 Golgi to endosome transport
ribonucleoside-diphosphate retrograde transport, endosome to
G0:0004748 reductase activity, thioredoxin G0:0042147 ol ? port,
disulfide as acceptor 9
G0:0004809 {RNA (guanine-N2-)- G0:0006233 dTDP biosynthetic process
methyltransferase activity
G0:0008047 enzyme activator activity G0:0044571 [2Fe-2S] cluster assembly
G0:0008374 O-acyltransferase activity G0:0016998 cell wall macromolecule catabolic
process
G0:0004844 uracil DNA N-glycosylase activity G0:0018342 protein prenylation
G0:0004865 protein serine/threonine phosphatase |~ .1 gqg5 translesion synthesis
inhibitor activity
G0:0016799 hydrolase activity, hydrolyzing N- G0:0032515 negative regu!atlon of »
glycosyl compounds phosphoprotein phosphatase activity
G0:0030623 U5 snRNA binding G0:0043085 positive regulation of catalytic activity
G0:0051087 protein-folding chaperone binding G0:0071786 positive regulation of catalytic activity
0:0004017 adenylate kinase activity 0:1902751 positive regulation of cell cycle G2/M
phase transition
G0:0004798 thymidylate kinase activity G0:1990426 mitotic recombination-dependent

replication fork processing




Supplementary table 2: Summary of the Transposable element diversity identified in A.algerae Undeen’s culture metagenome

assembly

Full genome assembly

Family Copies Total Bp % of Genome
DNA/IS630 14.00 5,531.00 0.01
DNA/ISXO2 19.00 6,301.00 0.01
DNA/Mariner-Tcl 1,054.00 933,846.00 2.12
DNA/Merlin 9,084.00 6,175,063.00 14.05
DNA/Piggy-Bac 27.00 39,689.00 0.09
DNA/Unknown 180.00 67,557.00 0.15
DNA transposons 10,378.00 7,227,987.00 16.44
LINE/Unknown 22.00 30,985.00 0.07
LINE transposons 22.00 30,985.00 0.07
LTR/Unknown 26.00 19,083.00 0.04
LTR/Ty3 8,266.00 3,122,226.00 7.10
LTR transposons 8,292.00 3,141,309.00 7.15
Total 18,692.00 10,400,281.00 23.66
Low complexity regions 5,839.00 313,816.00 0.71
Satellite repeats - - -
Simple repeats 13,762.00 903,698.00 2.06
Unknown 279.00 143,311.00 0.33
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Supplementary table 4: Metrics of timepoint specific

transcriptomes

Number of | Total Min Average | Max

sequences |length length | length |length [Q1 | Q2 Q3 |GC(%)
Consensus_3h_transcriptome | 705 319320 (200 452.9 2193 |250(336 |48736.21
Consensus_12h_transcriptome | 3953 2182280 | 105 552.1 4330 |282 (415 |648|30.25
Consensus_24h_transcriptome | 4567 3054963 | 104 668.9 4764 |310 (504 |827|29.46
Consensus_48h_transcriptome | 5103 3208030 | 189 628.7 4724 (12951479 |775|29.7
Consensus_72h_transcriptome | 6096 3916035 | 135 642.4 4835 |297 |476.5|794 |28.78
Consensus_transcriptome 8433 5351464 | 104 634.6 4835 (289|461 |[774)28.73
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Supplementary table 5 : Table of a few miRNA, piRNA and siRNA associated proteins ,their Interpro conserved domains, and their presence in A.algerae’s haploid genome assembly
Domains where mostly taken from C.elegans homologue when possible, in parenthesis are the names of said homologues in the species used

Common name (and name in species used) Interpro domains/families associated CDS found in A.algerae 's genome and identified interpro domains/families




ANNEXES SECTION B PARTIE Il

Supplementary data 1: iRNA-target Interaction network tables

*NbLinkCases indicates the number of times in the kinetics where the iRNA was upregulated and the target was

accordingly downregulated. Only targets downregulated everytime the iRNA was upregulated were kept.

A. iRNA targets in host cell

TARGET baseMean |log2FoldChar|padj Impact SOURCE SiExpression |NbLinkCases
INVS 16.3919462| -1.742077| 0.01025022| 2.87115134|AaiRNA-6 809.933333 4
TOR1A 14.2459771| -1.9473824| 0.01373734| 2.03214558|AaiRNA-6 809.933333 4
STX16 7.94494521| -3.6690212| 0.01986864| 0.20260737|AaiRNA-6 809.933333 4
NEK1 5.28597632| -3.8134042| 0.01474324| 0.11667688|AaiRNA-6 809.933333 4
THADA 43.0112765| -2.4122018 9.52E-07| 3.85457421|AaiRNA-5 1099.06667 4
TOR1A 14.2459771| -1.9473824| 0.01373734| 2.03214558|AaiRNA-5 1099.06667 4
GRIK1 31.6782792| -1.3155587| 0.01441169| 8.50005408 |AaiRNA-11 | 374.533333 3
RASGRP3 7.08392454| -1.6278438| 0.00208472| 1.39094631|AaiRNA-9 3369.4 2
PLCG1 7.38947357| -0.6878954| 0.03769676| 3.71419181|AaiRNA-10 6221.2 2
MAP3K19 3.19609908| -1.8389165| 0.00801077| 0.50814652|AaiRNA-10 6221.2 2
CECR2 12.2895398| -1.0025329| 0.01571908| 4.50963192|AaiRNA-1 84016.7333 3

Supplementary data 1: iRNA-target Interaction network tables (suite)

353




B. iRNA targets in A.algerae CDS

TARGET baseMean |log2FoldCharpadj Impact SOURCE SiExpression |NbLinkCases

tig00000668:177520-178483_CDS 2004.31137| -0.2557271| 0.01618128| 1552.04501 |AaiRNA-5 1099.06667

tig00000358:112925-113747_CDS 1685.21394| -0.4002079| 0.00017608| 1129.39786|AaiRNA-5 1099.06667

tig00000281:320439-321492_CDS 1762.14653| -0.2425348| 0.00097522| 1382.64436|AaiRNA-8 1468.2
tig00000278:73739-74909_CDS 1603.633| -0.1430281)| 0.00820063| 1389.9164|AaiRNA-11 | 374.533333
tig00000157:90724-91606_CDS 1234.27989| -0.145141| 0.0129851| 1067.5291|AaiRNA-11 | 374.533333
tig00000281:335347-336772_CDS 1102.32025| -0.1562327| 0.01511744| 942.880766|AaiRNA-11 | 374.533333
tig00000718:7983-9099_CDS 1608.67837| -0.1182207| 0.00636429| 1429.31058|AaiRNA-9 3369.4
tig00000313:425568-426030_CDS 449.901088| -0.1639891| 0.02436602| 381.854131|AaiRNA-9 3369.4
tig00000157:825700-827155_CDS 1917.18232| -0.1030416| 0.02509058| 1729.46997 |AaiRNA-10 6221.2
tig00000146:583629-584448_CDS 701.37999| -0.1763563| 0.03762014| 587.980341|AaiRNA-10 6221.2
tig00000313:425568-426030_CDS 449.901088| -0.1639891| 0.02436602| 381.854131|AaiRNA-10 6221.2
tig00000157:1268258-1273109_CDS | 4456.15118| -0.1174719| 0.00784794| 3962.25602|AaiRNA-2 31.4666667
tig00000343:69167-69704_CDS 596.390104| -0.2476079| 0.00704345| 465.581475 |AaiRNA-2 31.4666667
tig00000143:332694-333165_CDS 3111.00031| -0.2690478| 0.00021574| 2377.13626 |AaiRNA-3 89.8666667
tig00000146:65222-66950_CDS 2282.8516| -0.1726889| 0.00275937| 1920.78976|AaiRNA-3 89.8666667

tig00000157:711305-712532_CDS 2066.98182| -0.1479313| 0.00244782| 1782.75182 |AaiRNA-3 89.8666667

tig00000146:138240-139377_CDS 1965.32204| -0.1562216| 0.00387203| 1681.07673|AaiRNA-3 89.8666667

tig00000146:62372-63518_CDS 1013.10511] -0.2129943| 0.00018096| 818.751814|AaiRNA-3 89.8666667
tig00000146:679133-680183_CDS 921.871542| -0.1528448| 0.01880291| 791.208195 |AaiRNA-3 89.8666667
tig00000597:219125-219539_CDS 464.64438| -0.2438399| 0.02305093| 364.101407|AaiRNA-3 89.8666667

tig00000278:134261-135440_CDS 1843.19009| -0.1496127| 0.0254053| 1587.06293|AaiRNA-4 592.666667

tig00000313:410533-411637_CDS 1533.23115| -0.1571266| 0.00902344| 1310.29306|AaiRNA-4 592.666667

tig00000143:160352-161285_CDS 1137.87332| -0.1530534| 0.01035105| 976.390776|AaiRNA-4 592.666667

tig00000668:238295-239219_CDS 1110.74716| -0.1653798| 0.00671767| 941.437897|AaiRNA-4 592.666667

tig00000278:523622-524330_CDS 988.766388| -0.2224206| 0.00179714| 791.585197 |AaiRNA-4 592.666667

tig00000668:188373-189381_CDS 843.674706| -0.2224261| 0.00991214| 675.424178|AaiRNA-4 592.666667

tig00000718:66115-66958_CDS 792.775414| -0.2288441| 0.00724732| 630.615186|AaiRNA-4 592.666667
tig00000718:78614-79265_CDS 594.347497| -0.1528739| 0.03614567| 510.091572|AaiRNA-4 592.666667
tig00000282:215290-215698_CDS 547.25936| -0.201048| 0.03069907| 447.588758 |AaiRNA-4 592.666667

tig00000278:410207-410735_CDS 824.213556| -0.6811287 2.10E-06| 417.089543 |AaiRNA-4 592.666667

tig00000146:339439-339868_CDS 466.731998| -0.2126569| 0.04299616| 377.321781|AaiRNA-4 592.666667

tig00000303:174444-174837_CDS 412.103479| -0.2622762| 0.00497437| 317.03058|AaiRNA-4 592.666667

tig00000143:619232-620498_CDS 2605.63869| -0.1316942| 0.00907665| 2284.12627|AaiRNA-1 84016.7333

tig00000278:134261-135440_CDS 1843.19009| -0.1496127| 0.0254053| 1587.06293 |AaiRNA-1 84016.7333

tig00000313:410533-411637_CDS 1533.23115| -0.1571266| 0.00902344| 1310.29306|AaiRNA-1 84016.7333

tig00000143:160352-161285_CDS 1137.87332| -0.1530534| 0.01035105| 976.390776|AaiRNA-1 84016.7333

tig00000668:238295-239219_CDS 1110.74716| -0.1653798| 0.00671767| 941.437897|AaiRNA-1 84016.7333

tig00000281:391623-392466_CDS 968.421252| -0.1896944| 0.00557747| 801.089537|AaiRNA-1 84016.7333

tig00000278:523622-524330_CDS 988.766388| -0.2224206| 0.00179714| 791.585197|AaiRNA-1 84016.7333

tig00000718:66115-66958_CDS 792.775414| -0.2288441| 0.00724732| 630.615186|AaiRNA-1 84016.7333
tig00000718:78614-79265_CDS 594.347497| -0.1528739| 0.03614567| 510.091572|AaiRNA-1 84016.7333
tig00000157:68279-68813_CDS 563.993733| -0.2217699| 0.02129461| 451.815209|AaiRNA-1 84016.7333

tig00000632:386026-386329_CDS 511.266814| -0.2464445 0.017693| 399.593226 |AaiRNA-1 84016.7333

NININIININININININININININININININININININININININDNININININININIBIEAINDNINDNINIDNIN/WIWW|O|A|D

tig00000146:339439-339868_CDS 466.731998| -0.2126569| 0.04299616| 377.321781|AaiRNA-1 84016.7333
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Summary

Microsporidia are a family of obligate intracellular parasites that can infect a wide variety of hosts
ranging from invertebrates like bees to vertebrates such as fish or even humans. Despite their
innocuity in most immuno-competent hosts, their ability to infect various cell types and species has
placed them as potential emergent threats.

Given their obligate intracellular lifestyle, microsporidia constantly and vastly interact with their host
cells to assure their survival, proliferation, and nutrition. As parasites, they use various mechanisms
such as signalling interference and metabolic pathway hijacking to alter host behaviour and maintain
their presence.

In recent years, thanks to the advent of next generation sequencing techniques, the role of noncoding
RNA as major cell regulatory molecules has emerged. They have important roles in normal cell
behaviour, immunity, physiopathology, and cell-pathogen interactions. This raises the question of
their potential roles in host-parasite crosstalk during infection by a parasite.

Microsporidia are a great model to study this. On top of their large host spectra, this family has evolved
in a genome reducing pattern which can be seen by their small genomes (from 2.3Mb to 51.3 Mb) ;
small number of protein genes (~¥2000-3000); the reduction of all coding regions when compared to
orthologs in other eukaryotes; and the high level of gene compaction with intergenic spaces that can
be reduced to a few nucleotides. Although the low number of genes comes with the loss of numerous
cellular and metabolic pathways in microsporidia, an RNA interference machinery has been identified
in more than half of the sequenced microsporidian genomes. In all the genomes harboring this
machinery, transposable elements have also been highlighted suggesting a role of the RNA
interference process in the regulation of TE in microsporidia.

In this work we focus on the specie Anncaliia algerae which can infect both Humans and the
phylogenetically distant anopheles, and which presents a striking diversity of transposable elements
inside its genome.

We show that noncoding RNA play important roles in microsporidian infection and biology, both from
the host, and the parasite’s perspectives. This knowledge serves to better understand interactions
between parasites and their hosts and may contribute to the conceptualisation of novel strategies
against intracellular parasite infections, in humans, but also animals.

Keywords : Host-parasite interactions ; non-coding RNA ; Microsporidia ; Anncaliia algerae ;
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Résumé

Les microsporidies sont une famille de parasites intracellulaires obligatoires qui peuvent infecter une
grande variété d'hotes, allant des invertébrés comme les abeilles, aux vertébrés comme les poissons
ou méme I'Homme. Malgré leur innocuité chez la plupart des hétes immunocompétents, leur capacité
a infecter divers types de cellules les présente comme un risque émergent.

Compte tenu de leur mode de vie intracellulaire obligatoire, les microsporidies interagissent
constamment avec leurs cellules hdtes pour assurer leur survie, leur prolifération et leur nutrition. En
tant que parasites, elles utilisent divers mécanismes de subversion afin de maintenir leur présence
dans leurs hotes.

Ces dernieres années, grace a I'aveénement des techniques de séquencage de nouvelle génération, un
roéle majeur des ARN non codant (ARNnc) dans les processus d’interactions cellulaires a émergé. Les
ARNNC jouent un role important dans la physiologie cellulaire, I'immunité, la physiopathologie et les
interactions entre cellules et pathogénes. Cela souléeve la question de leur role potentiel dans les
interactions hote-parasite lors d’une infection.

Les microsporidies sont un excellent modeéle pour étudier ces aspects. En plus de leur large spectre
d'hétes, ces organismes ont évolué selon un schéma de compaction génomique visible par leurs petits
génomes (de 2,3 Mo a 51,3 Mo) ; leur nombre réduit de genes codants des protéines (~ 2 000 a 3 000)
; la réduction de la taille de ces génes par rapport a d’autres eucaryotes ; et leurs espaces
intergéniques pouvant étre réduits a quelques nucléotides.

Ces réductions s'accompagnent de la perte de nombreuses voies cellulaires et métaboliques dans les
microsporidies, cependant, une machinerie d'interférence d'ARN a été identifiée dans plus de la
moitié des génomes séquencés. Dans tous les génomes hébergeant cette machinerie, des éléments
transposables (ET) ont été mis en évidence suggérant un role du processus d'interférence ARN dans
la régulation des ET chez les microsporidies.

Dans ce travail nous nous sommes concentrés sur l'espece Anncaliia algerae qui peut infecter aussi
bien 'Homme que les anophéles, et qui présente une diversité frappante d'éléments transposables a
I'intérieur de son génome.

Nous montrons que les ARN non codants jouent un role important dans la biologie des microsporidies
et dans leur processus infectieux, tant au niveau de I'h6te que du parasite. Ces connaissances
permettent de mieux comprendre les interactions entre les parasites et leurs hétes et pourraient
contribuer a la conceptualisation de nouvelles stratégies contre les infections parasitaires
intracellulaires, chez I'Homme, mais aussi chez I'animal.

Mots clés : Interactions hote-parasite ; ARN non-codants ; Microsporidies ; Anncaliia algerae ;




