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Figure 1. Observation cytologique d’un noyau de mésophile de cotylédon mature
d’Arabidopsis thaliana

Coloration de I'ADN au DAPI d’'un noyau de cotylédon d’A. thaliana faisant apparaitre les
différents chromocentres constituant I'hétérochromatine. L'euchromatine, moins condensée
occupe le reste du noyau.
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Figure 2. Organisation des régions hétérochromatiniennes

(A) Représentation schématique des cing chromosomes d’Arabidopsis avec la position des
régions centromériques, péricentromériques ainsi que 'ADNr codant les sous unités 45S et 5S
des ribosomes (Benoit et al., 2013). (B) Localisation sub-nucléaire des répétitions 45S et 5S par
FISH dans des noyaux de plantules de trois semaines. LADN est coloré au DAPI. D’aprés Vasquez
et Gadal (2010). Le schéma représente un chromocentre avec les régions condensées au centre
(ADNr en rouge et vert, centroméres en bleu et péricentroméres en violet) et les boucles
d’euchromatines émanant du chromocentre (gris) pour former des territoires chromosomiques.
D’apres Fransz et De Jong (2011).



Introduction

1. Organisation et fonction de la chromatine

Du fait de leur mode de vie principalement sessile, les plantes sont des organismes ne pouvant
échapper aux changements de leur environnement. Ces organismes disposent d'un trés haut niveau
de plasticité phénotypique leur permettant de s’adapter rapidement a des changements biotiques et
abiotiques tres variés. Cette plasticité provient de nombreux mécanismes d’adaptation physiologiques
et développementaux qui peuvent avoir lieu durant toute la vie de la plante, notamment lors des
transitions développementales, mais aussi a des stades végétatifs avec notamment une régulation
continue de la morphogenéese. La plupart de ces réponses adaptatives sont dépendantes de
changements de |'expression des genes nucléaires, mitochondriaux et plastidiaux. Ces adaptations
peuvent impliquer une reprogrammation profonde de |'expression du génome au cours de laquelle
différents mécanismes chromatiniens présents chez les plantes sont mis a contribution pour permettre
de moduler I'activité transcriptionnelle et optimiser les changements d'expression de génes (Pikaard

and Scheid, 2014).

1.1 Organisation nucléaire de la chromatine chez Arabidopsis

Chez tous les eucaryotes, ’ADN est associé a des protéines histones formant la chromatine,
elle-méme organisée fonctionnellement et structurellement au sein du noyau cellulaire. La
visualisation de I'ADN par coloration au 4’,6-diamidino-2-phénylindole (DAPI) dans des noyaux
interphasiques de I'espéce modele Arabidopsis thaliana met en évidence son organisation en trois
types de structures distinctes (Figure 1). Premierement, 8 a 10 chromocentres en surbrillance
caractéristiques de I'ADN trés condensé sont visibles a la périphérie du noyau et correspondent a
I’hétérochromatine. Deuxiemement, un marquage moins intense permet d'identifier I'euchromatine
qui correspond a de I'ADN moins condensé. Enfin, le nucléole contenant I'essentiel des génes
ribosomiques actifs apparait trés peu marqué (Fransz et al., 2002). De nombreuses analyses génétiques
et moléculaires ont permis de mieux caractériser la structure et |'activité de ces différents domaines
organisationnels (revu dans Fransz and de Jong, 2011; Meier et al., 2017). L’'euchromatine comprend
la majorité des genes codant des protéines, ceux-ci pouvant étre actifs, inactifs ou encore réprimés.
De maniere générale I'euchromatine présente des niveaux de condensation assez faibles et représente
le siege de la transcription (Figure 2A). Par opposition, I'hétérochromatine fortement compactée et
majoritairement répressive a la transcription, contient principalement les éléments répétés du
génome décrits ci-dessous :

- Les centromeéres, formés de courtes séquences répétées de 180pb

- Les régions péricentromeriques tres riches en éléments transposables (TE)

- Les régions télomériques formées de répétitions CCCTAAA



queues

histone

Figure 3. Le nucléosome

Représentation schématique d’un nucléosome. Loctamére d’histone est composé de deux
hétérodimeéres H2A/H2B (violet/vert), deux hétérodimeres H3/H4 (bleu/jaune) organisé en
tétrameéres autours duquel s’enroule ’ADN. D’aprés Graff et Mansuy (2008).
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- Les unités répétées d’ADN ribosomique (ADNr) 45S présentes dans les Régions Organisatrices
du Noyau (NOR) sur les chromosomes 2 et 4, ainsi que les copies d'ADNr 5S présentes au

niveau des régions péricentromériques des chromosomes 3, 4, et 5.

Le modele décrit par le Dr Paul Fransz et ses collaborateurs en 2002 (Fransz et al., 2002)
propose que certains éléments hétérochromatiniens, tels que des éléments transposables, servent de
points d'ancrage hétérochromatiniens dans les chromocentres, induisant ainsi la formation de boucles
d’euchromatine émanant des chromocentres (Figure 2B). Ce type de d’organisation participerait a la

formation de territoires chromosomique dans le noyau (Fransz and de Jong, 2011).

Chez les métazoaires, la membrane interne du noyau est tapissée par un maillage, appelé
lamina, qui s’associe avec certaines régions chromatiniennes et permet I'ancrage de différents facteurs
et régions chromatiniennes appelées Lamina-Associated Domains ou LAs (Strambio-De-Castillia et al.,
2010). Les plantes ne possédent pas de lamines, néanmoins plusieurs études récentes ont révélé
I'importance de la périphérie nucléaire chez Arabidopsis pour I'organisation du noyau. En effet, les
guatre membres de la famille de protéines CROWDED NUCLEI (CRWN1, 2, 3 et 4) pourraient accomplir
la fonction des lamines chez Arabidopsis et sont impliquées dans le contréle de la forme des noyaux
et l'organisation de I'hétérochromatine (Dittmer et al., 2007). La localisation de certaines des
protéines CRWN vers la partie interne de la membrane nucléaire suggere qu’elles pourraient participer

a positionner des chromocentres a la périphérie (revu dans Meier et al, 2017).

1.2 Marques et composition de la chromatine

L'unité de base de la chromatine est le nucléosome. Chaque nucléosome est composé de deux
hétérodimeres H2A/H2B et deux hétérodiméres H3/H4 organisés en tétraméres auxquels viennent
s'associer des histones de liaison H1 (Figure 3). L'octameére d’histones sert de support pour
I'enroulement de la molécule d’ADN ; chaque nucléosome est entouré de 147 paires de bases d’ADN
et est relié au suivant par un fragment d’ADN de liaison dont la taille varie généralement entre 20 et
90 paires de bases suivant I'état de compaction de la chromatine. Chaque nucléosome forme une
structure globulaire de laquelle émane les queues amino-terminales de chacune de ses histones
(Khorasanizadeh, 2004). De plus, des variants d’histones codés par des génes distincts peuvent étre
incorporés lors de la réplication ou de fagon indépendante a celle-ci, changer les propriétés locales de
la chromatine et ainsi influencer différents mécanismes nucléaires comme la transcription, la

réplication ou la réparation de I’ADN (Talbert and Henikoff, 2016).
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Figure 4. Modifications post-traductionnelles des histones d’A. thaliana
Représentation schématique des quatre histones H2A, H2B, H3, H4 et leurs PTMs, I'acétylation (ac)
I'ubiquitinisation (ub) et la méthylation (me) identifiées chez Arabidopsis thaliana
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Figure 5. Quatre états principaux de l'organisation de la chromatine chez Arabidopsis thaliana
(A) Tableau récapitulatif des quatre états chromatiniens principaux déterminés par
I'enrichissement d’'une douzaine de marques de la chromatine (B) Proportion relative de TEs,
génes et régions intergéniques présents dans chaque état chromatinien. (C) Représentation du
niveau d’expression de chaque type d’état chromatinien. D’aprés Roudier et al., (2011).
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De nombreux acides aminés de chaque histone, particulierement le long des queues N-
terminales, peuvent subir différentes modifications post-traductionnelles (PTMs) (Figure 4) (Rothbart
and Strahl, 2014). Ces marques de la chromatine comme l|'acétylation, peuvent induire des
changements physico-chimiques des histones et modifier directement la structure de la chromatine.
Elles peuvent aussi étre reconnues par d'autres protéines et influencer I'activité locale du domaine
chromatinien. La variation de I'ensemble de ces marques de la chromatine le long du génome forme
ainsi I’épigénome : un niveau d’information complémentaire qui se superpose a la séquence de I'ADN
et qui se différencie lors de la génération de différents types ou spécialisations cellulaires en réponse
a des signaux internes ou externes (Olins and Olins, 2003; Zhou et al., 2011). Les histones peuvent étre
sujettes a des dizaines de PTMs différentes et les mécanismes et implications fonctionnelles de
I'acétylation, la phosphorylation et la méthylation de résidus lysines, arginines et sérines des queues
N-terminales des histones ont été intensivement étudiés (Bannister and Kouzarides, 2011). La mono-
ubiquitination des histones H2A et H2B au niveau de leur partie globulaire (H2Aub, H2Bub) a
également été tres étudiée du fait de leur réle prédominant dans la répression ou l'activation
transcriptionnelle. Comme décrit plus en détail ci-dessous, I’ADN lui-méme peut étre modifié, par la
méthylation des cytosines (Revu dans Law and Jacobsen, 2010). Plusieurs de ces marques peuvent étre
présentes au niveau d’'un méme nucléosome ainsi que sur les nucléosomes adjacents et former ainsi
des unités fonctionnelles de taille variable caractérisées par une combinaison de marques et
s’associant préférentiellement a certaines catégories d’éléments génomiques et niveaux d’expression
(Kharchenko et al., 2011; Roudier et al., 2011; Sequeira-Mendes et al., 2014). Les marques d’histones
sont abrégées en écrivant d’abord I'histone modifié, puis le résidu modifié, ensuite le type de
modification et enfin le nombre de fois que cette modification est ajoutée. Par exemple, la tri-
méthylation de I'histone H3 sur la lysine 4 s’écrit H3K4me3 et la mono-ubiquitination de I’histone H2B
s’écrit H2Bub. Chez Arabidopsis, I'analyse de la distribution génomique d'une douzaine de marques
chromatiniennes a permis de définir quatre états chromatiniens principaux annotés signatures
chromatiniennes CS1 a CS4 qui couvrent plus de 80% du génome et sont caractéristiques des différents
états fonctionnels de la chromatine (Figure 5) (Roudier et al., 2011)

- CS1 est enrichi en H3K4me2/3, H3K36me3, H3K9me3, H3K56ac et H2Bub. Il est

caractéristique des genes exprimés.

- CS2 est enrichi en H3K27me3 et correspond a des genes réprimés par une activité de type

Polycomb.

- CS3 enrichi en H3K9me2, H3K27mel, H4K20mel et en méthylation de I’ADN dans tous les

contextes de séquence et est principalement présent sur les séquences réprimées telles que

les séquences répétées et les éléments transposables.
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Figure 6. Un cycle d’ubiquitination/déubiquitination de I’histone H2Bub au cours de la
transcription chez S. cerevisiae

(A) Lors de l'initiation de la transcription, le recrutement du complexe PAF1 va permettre a Rad6 et
Brel de déposer H2Bub. (B) La déposition d’'H2Bub permet ensuite au complexe COMPASS via sa
sous-unité Setl de déposer H3K4me3 sur le nucléosome +1. (C) Afin d’effectuer la transition entre
I'initiation et I'élongation de la transcription, le complexe SAGA est recruté et catalyse d’une part
I'enlevement d’H2Bub via sa sous-unité ubiquitine protéase Ubp8 et d’autre part l'acétylation des
histones H3 et H4 par la sous-unité GCN5. Le complexe SAGA suit I'ARN Pol Il lors de I'élongation,
créant un cycle de dépot et d’enlevement d’H2Bub favorisant la processivité de I'ARN polymérase.
D’aprés Weake et Workman (2008).
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- CS4 ne posséde aucune marque majoritaire et est fréquemment associé aux régions

intergéniques ainsi qu’aux genes peu exprimés.

Un type d’organisation de la chromatine trés similaire comprenant 5 états principaux a aussi
été proposé chez la drosophile (Filion et al., 2010). La répartition de ces états chromatiniens le long du
génome montre un découpage en domaines correspondant au statut fonctionnel des différentes
unités transcriptionnelles (Figure 5). Une analyse combinatoire affinée par la suite permis de distinguer
des sous-types d'états chromatiniens avec des distributions génomiques plus fines (Sequeira-Mendes

et al., 2014).

La définition de ces états chromatiniens obtenu sur des plantules entieres a permis d’établir
un épigénome de référence (Roudier et al., 2011; Sequeira-Mendes et al., 2014) mais la chromatine
est trés dynamique, le dép6t de chaque marque étant réversible par des mécanismes actifs
d'enlevement de la marque par I'éviction et l'incorporation de nouvelles histones, ou de fagon passive

lors de la réplication.

2. Mécanismes moléculaires impliqués dans le contrdle des états

chromatiniens

2.1 Dynamiques chromatiniennes associées a I'activité transcriptionnelle des génes
L'établissement de I'état chromatinien CS1 implique le dépdt réversible de nombreuses
marques chromatiniennes telles que H3K4me3, H3K36me3, H2Bub, et I'acétylation de H3 et H4 a
plusieurs résidus. L'établissement et le maintien de cet état chromatinien caractéristique des génes
exprimés impliquent différents mécanismes de dép6t mais aussi un équilibre avec les mécanismes

d’enlévement de la marque H2Bub, comme expliqué ci-dessous.

Etablissement d'un état CS1 : le réle des complexes COMPASS, SAGA et PAF1

La dynamique d'établissement de I'état de type CS1 et son lien avec la transcription ont été
caractérisés en détail chez I'espece modele de levure S. cerevisiae (Weake and Workman, 2008). Ce
qui a permis de montrer que |'établissement d'un état CS1 résulte de l'action séquentielle de
différentes activités de modification de la chromatine qui est initiée lors de l'activation de la

transcription suivant un modéle dynamique décrit ci-dessous (Figure 6).
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(acétylation)
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(déubiquitination de H2Bub)
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(coactivateur structural)

Module SPT
(assemblage du PIC)

Figure 7. Les quatre modules du complexe SAGA chez S. cerevisiae

Les 21 sous-unités du complexe SAGA de S. cerevisiae sont organisées en quatre modules
distincts indiqués par un code couleur : le module HAT (histone acetyltransferase), DUB
(deubiquitination), SPT (Suppressor of Ty element) et TAF (TATA binding protein-associated
factor). La position des différentes protéines entre elles s’appuie sur des données d’interactions
protéiques. D’apres Samara and Wolberger, (2011).
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L'initiation de la transcription par I’ARN polymérase Il induite par phosphorylation de la sérine
5 de son domaine C-terminal permet I'association du complexe Polymerase Associated Factorl (PAF1)
au site d’initiation de la transcription. PAF1 permet a l'ubiquitine E2 conjugase Rad6 et a I'E3 ubiquitine
ligase Brel de mono-ubiquitiner I’histone H2B sur sa lysine 123 (Figure 6A) (Hwang et al., 2003; Wood
etal., 2003). En effet, le dépot d'une ubiquitine, un peptide de 76 acides aminés, nécessite trois étapes.
Tout d’abord une activation ATP-dépendante de |'ubiquitine par une enzyme E1. Une enzyme de
conjugaison E2 prend ensuite en charge I'ubiquitine, et enfin une enzyme E3 ligase détermine la
spécificité du substrat et lie I'ubiquitine de maniere covalente a une lysine (Hochstrasser, 1996). H2Bub
permet dans un second temps le recrutement de COMplex of Proteins ASsociated with SET1
(COMPASS) pour déposer la marque H3K4me3 via sa sous-unité histone méthyltransférase Setl
(Ruthenburg et al., 2007), menant au recrutement d’autres facteurs impliqués dans la machinerie
transcriptionnelle (Vermeulen et al., 2007). De plus, le dép6t de H2Bub permet également a I'histone
méthyltransférase Dotl de catalyser le dépot de H3K79me3, une marque associée a la transcription
qui n’est pas présente chez Arabidopsis. Ainsi chez cette espeéce, le dép6t de H2Bub est un prérequis
a la triméthylation de H3K4 et de H3K79 (Figure 6B) (Sun and Allis, 2002). Ce crosstalk trans-histone
strict entre deux marques de la chromatine a donné naissance a la notion de code histone (Sun and

Allis, 2002).

Chez la drosophile, des homologues de ScSetl sont les histones méthyltransférases dSET1,
Trithorax (Trx) et Trithorax-related (Trr) capables de former trois complexes COMPASS-like distincts
capables de méthyler H3K4 (Mohan et al., 2011). Chez I'humain, les homologues de ScSetl sont
hSet1A/B et les protéines Mixed Lineage Leukemia 1 a 5 (MLL1-5), qui forment trois types de
complexes COMPASS-like (hSET1A/B, MLL1/2 et MLL3/4) (Eissenberg and Shilatifard, 2009). De
maniére intéressante, le cross-talk entre le dép6t de H2Bub et H3K4me3 est trés conservé chez
I’'humain (Shilatifard, 2006) et chez certaines lignées cellulaires de drosophile (Smith and Shilatifard,

2009).

Le dépbt de H2Bub est un éveénement transitoire dans le processus de transcription. En effet
le complexe Spt-Ada-Gcn5-acetyltransferase (SAGA) de S. cerevisiae est composé de quatre sous-
complexes qui possedent plusieurs fonctions dont deux activités enzymatiques de modification de la
chromatine, permettant in fine une activation et une élongation optimale de la transcription (Figure 7)
(Samara and Wolberger, 2011). SAGA est un complexe gigantesque qui est recruté au niveau du
promoteur des genes lors de la transition entre les phases d’initiation et d’élongation de la
transcription. Le module SPT (Suppressor of Ty element) permet d’organiser le complexe SAGA, le

module TAF (TATA binding protein-associated factor) est un co-activateur structural et le module de
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Figure 8. Structure du DUBm de S. cerevisiae

(A) Représentation de surface des différentes sous-unités du DUBm de SAGA et leurs
interactions. (B) Le domaine doigt de zinc (ZnF) d’Ubp8 (carré violet) interagit avec I'hélice N-
terminale de Sgfll (hexagone rouge) et le tout est encapsulé par Susl. Les ZnF de Sgfl1 (cercle
rouge) et de Sgf73 (cercle orange) sont nécessaires pour que Ubp8 puisse étre activé. D'apres
Kohler et al., (2010).
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déubiquitination (DUBmM) composé des protéines Sgfl1, Susl et Sgf73 et de la sous-unité catalytique
ubiquitine-protéase Ubp8 permet la déubiquitination de I’histone H2Bub (Henry et al., 2003; Kohler et
al., 2006; Lee et al., 2009). De la méme maniere que son dépot, 'enlevement de H2Bub est impliqué
dans la transcription des génes en recrutant notamment la kinase Ctkl qui phosphoryle I’ARN
polymérase sur sa sérine-2, modification associée a I’élongation de la transcription, Ubp8 accompagne
également I'ARN polymérase durant I’élongation (Figure 6C) (Wyce et al.,, 2007). Des cycles
d’ubiquitination/déubiquitination tout au long de la transcription faciliteraient la processivité de la
polymérase au travers des barrieres nucléosomales.

Pour finir, le module HAT (Histone AcetylTransferase) du complexe SAGA comprend I'acétyl-
transférase General Control Non-repressible 5 (GCN5) (Grant et al., 1999; Kuo et al., 1998).
L'acétylation des histones permet de modifier leur charge et de distendre leur interaction avec I'ADN,
favorisant ainsi un état décondensé facilitant a son tour le recrutement de I’ARN polymérase Il et le
dépot de la marque H3K4me3 (Govind et al., 2007). Ce module est conservé chez I’humain mais aussi
chez les plantes, organismes dans lesquels GCN5 est étudiée pour son implication dans la régulation
des genes lors de réponses adaptatives (Moraga and Aquea, 2015). Chez Arabidopsis, GCN5 cible
principalement H3 et H4 et dans une moindre mesure H2A et H2B (Earley et al., 2007). Des plantes un
mutantes hypomorphes pour GCN5 ont des niveaux réduits d’acétylation de H3 et H4 en particulier
sur les génes de réponse a la lumiére et I'expression de ces génes est réduite dans ce mutant

(Benhamed et al., 2006).

L'organisation du module de déubiquitination du complexe SAGA

Le DUBmM est composé de deux lobes : le lobe d’assemblage et le lobe catalytique organisés
respectivement autour d'un domaine en doigt de zinc et du domaine Ubiquitin Protease (UBP) d’'Ubp8
(Figure 8). Le lobe d’assemblage du module est formé par I'interaction du doigt de zinc d’"Ubp8 avec la
longue hélice N-terminale de Sgfll. Cette interaction est stabilisée par Sus1 qui encapsule I’hélice de
Sgfll a Ubp8. Le lobe catalytique est constitué du domaine UBP d’Ubp8 et du domaine en doigt de
zinc de Sgfll. Les 104 premiers acides aminés de la protéine Sgf73 sont situés entre les deux lobes,
avec un doigt de zinc lié au domaine UBP d’Ubp8. Le reste de la protéine Sgf73 permet de lier le DUBm

au complexe SAGA (Durand et al., 2014; Kohler et al., 2010; Lee et al., 2009; Samara et al., 2010).

L’activité de déubiquitination d’Ubp8 est dépendante de son association avec les trois autres
protéines du DUBm (Lee et al., 2005). En effet, I'analyse structurale de ce module par surexpression et
purification des différentes protéines de S. cerevisiae puis cristallisation avec et sans un peptide

ubiquitine (Figure 8) a révélé que chacune des quatre protéines interagit avec les trois autres pour
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Figure 9. La déubiquitination d’H2Bub par des complexes SAGA chez I’lhumain et la drosophile
(A) Tableau récapitulatif des composants du DUBm chez S. cerevisiae et leurs homologues
caractérisés chez I'Humain, la Drosophile et non déterminés (nd) chez les plantes. (B)
déubiquitination d’H2Bub chez la drosophile par la protéine Nonstop au sein du DUBm lié au
complexe SAGA. Contrairement a la levure, la perte de la protéine ATXN7 liant le DUB a SAGA
(homologue Sgf73 chez la levure) entraine la formation d’'un DUBm indépendant et actif. D’apres
Mohan et al., (2013). (C) Mécanisme de déubiquitination d’"H2Bub chez I"humain par USP22 au
sein du DUBm lié a SAGA et par USP27 et USP51, en compétition avec USP22 pour interagir avec
ATXN7L3 et ENY2 et former d’autres types de DUBm. D’aprés Atanassov et al., (2015).
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former un ensemble trés compact (Kohler et al., 2010; Samara et al., 2010). L'organisation et I’activité
de ce module sont donc centrés sur les différents doigts de zinc (ZnF) d’Ubp8 et de Sgf73, ce qui est
mis en évidence par |'observation que la délétion du ZnF d’Ubp8 perturbe I'assemblage de I'ensemble
du module (Kohler et al., 2010). Le domaine en doigt de zinc de Sgf11l permet le bon repliement des
deux lobes du module et interagit avec I’ADN nucléosomal permettant a Ubp8 de déubiquitiner H2Bub
(Koehler et al., 2014; Samara et al., 2012). Pour finir, le ZnF de Sgf73 est essentiel pour |'activité

enzymatique d’Ubp8 et agit en synergie avec le ZnF de Sgf11 (Kohler et al., 2010).

Implication fonctionnelle du DUBm de SAGA sur I'expression des génes en lien avec la
mono-ubiquitination de I'histone H2B

Alors que la poly-ubiquitination sert généralement de mécanisme d’adressage des protéines
au protéasome pour leur dégradation, la mono-ubiquitination a plutot une fonction de signalisation
et/ou de modification des propriétés physico-chimiques de la protéine cible (Sadowski et al., 2012).
L'ubiquitine a un poids moléculaire d’environ 8,5 kDa ce qui représente plus d’un tiers de celui d'une
protéine histone H2B. L’ajout d’une modification si imposante au sein du nucléosome inhibe la
compaction de la chromatine in vitro (Fierz et al., 2011) et facilite le réassemblage des nucléosomes
lors de I’élongation de la transcription (Batta et al., 2011; Fleming et al., 2008).Chez les espéces ou la
mono-ubiquitination de I’histone H2B a été étudiée, cette marque est présente sur la plupart des génes
transcrits (Bonnet et al., 2014). L'ensemble des machineries permettant des dynamiques de dépot et
enlévement de H2Bub est également conservée chez de nombreux eucaryotes (Figure 9A). Le DUBm
présent chez la drosophile est similaire a celui de S. cerevisiae (Figure 9B). L'ubiquitine protéase
Nonstop déubiquitine H2Bub au niveau des génes et interagit avec Sgfl1, E(y)2 et Atxn7, homologues
respectifs de ScSgfll, ScSusl et ScSgf73. De fagon paradoxale, chez cet organisme la perte de fonction
du gene codant Atxn7 conduit a une baisse du niveau de H2Bub. En effet, sans Atxn7 Nonstop reste
capable de déubiquitiner H2Bub et n’est plus limité aux cibles du complexe SAGA. Cette suractivité
conduit a des dégénérations neurales et rétinales, une réduction des mouvements et une mortalité

précoce chez la drosophile (Mohan et al., 2014).

Chez I’lhumain, les homologues d’Ubp8, Sgfl11, Sgf73 et Sus1 ont été caractérisés et portent les
noms respectifs de USP22, ATXN7L3, ATXN7 et ENY2 (Lan et al., 2015 ; Zhang et al., 2008b ; Zhao et al.,
2008). Une étude récente montre qu’a I'inverse d’un mutant de levure Aubp8, une mutation nulle
usp22 conduit également a une baisse du niveau global de H2Bub, ce résultat contre-intuitif est di a
la compétition entre diverses UBPs pour s’associer avec ATXN7L3 et ENY2 (Figure 9C). En effet, en plus

de l'association avec USP22 au sein du DUBm, ATXN7 et ENY2 peuvent s’associer avec USP51 ou
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Figure 10. Mécanisme de déposition d’H2Bub chez A. thaliana

UBC1 et UBC2 sont deux ubiquitine ligase redondantes. HUB1 et HUB2 forment une E3
ubiquitine ligase, fonctionnant en hétérotétrameére quiest responsable de la spécificité du
substrat. Ces protéines permettent donc la déposition de la molécule d’ubiquitine sur la lysine
143 ou une position homologue des différentes isoformes de I’histone H2B chez Arabidopsis.
D’apres Cao et al., (2008).
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USP27X indépendamment de SAGA pour déubiquitiner I'histone H2Bub et réguler I'expression de
génes. La perte de fonction du gene USP22 empéche la formation du DUBm, augmentant la
disponibilité de ATXN7L3/ENY2 pour USP51 et USP27X. Il est intéressant de noter que la surabondance
des complexes ATXN7L3/ENY2/USP27X/USP51 augmente la déubiquitination de H2Bub et produit une
baisse du niveau global de cette marque (Atanassov et al., 2016). Chez I’humain, le géne USP22 est
surexprimé dans plusieurs cancers trés agressifs et le ciblage de cette protéine est envisagé pour
permettre de ralentir le développement de nombreux cancers (Kim et al., 2017; Li et al., 2017; Zhang

et al., 2017).

Pour finir, il est important de noter que malgré I'activité d’enlevement de H2Bub du DUBm sur
la majorité des génes transcrits, des analyses transcriptomiques indiquent que I'expression de peu de
génes est altérée aprés perte de fonction de ces mécanismes chromatiniens. Par exemple chez S.
cerevisiae, une lignée Aubp8 affecte I'expression de seulement 34 genes (Gardner et al., 2005). De
méme, contrairement au role attendu sur la globalité des génes transcrits, seulement 987 génes sont
dérégulés dans un mutant nul nonstop chez la larve de drosophile et chez I'humain 1323 genes dans
une lignée cellulaire mutante usp22 (Atanassov et al., 2016; Weake et al., 2008). Il a été proposé que
ces mécanismes soient davantage déterminants lors du changement du niveau d'expression des génes,
comme suggéré au cours du développement de la drosophile par des comparaisons tissu-spécifiques

(Weake and Workman, 2011).

Dynamiques impliquant H2Bub et expression des génes chez les plantes

Le mécanisme de dép6t de la marque H2Bub est présent chez les plantes et particulierement
bien caractérisé chez A. thaliana et plus récemment chez le riz (Cao et al.,, 2015). Le génome
d’Arabidopsis code trois homologues de Rad6 qui sont les génes Ubiquitine Conjugase 1, 2 et 3 (UBC1/2
et 3) et la fonction d'ubiquitine ligase de Brel est portée par un hétéro-tétrameére formé des protéines
Histone UBiquitination 1 et 2 (HUB1/2) (Figure 10). La perte de fonction de UBC1 et UBC2 ou d’un seul
des deux génes HUB1 ou HUB2 entraine une perte totale de H2Bub (Cao et al., 2008; Liu et al., 2007).
Ce systéme est donc le seul responsable du dép6t de H2Bub chez Arabidopsis. Chez Arabidopsis, HUB1
est impliqué dans différentes réponses adaptatives telles que la résistance aux infections fongiques
nécrotrophiques (Dhawan et al., 2009). D’autre part, grace a un mutant nul pour HUBI, le laboratoire
a montré que le dépot de H2Bub est nécessaire pour la cinétique d’induction de centaines de génes
de réponse a la lumiere (Bourbousse et al., 2012). Le dépo6t de cette marque est également nécessaire

a la modulation de I'expression des genes centraux de I'horloge circadienne (Bourbousse et al., 2012;
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Himanen et al., 2012). D’autre part la protéine Dotl n’a pas d’orthologue chez Arabidopsis, ce qui est

cohérent avec I'absence de détection la marque H3K79me3 chez les plantes.

Contrairement aux mécanismes de dépo6t de H2Bub, la compréhension des voies d’enlevement
de H2Bub est encore fragmentaire chez Arabidopsis. A ce jour deux enzymes de dé-ubuiquitination
ont été identifiées, UBIQUITIN PROTEASE 26 (UBP26 ; Sridhar et al.,, 2007) et Otubain-Like
Deubiquitinase 1 (OTLD1; Krichevsky et al., 2011) mais ces deux protéines ne semblent pas impliquées
dans un mécanisme de type SAGA. UPB26 et OTLD1 ont été impliquées dans la déubiquitination de
H2Bub dans un contexte hétérochromatinien, mais alors que UBP26 possede un domaine
caractéristique UBP (Sridhar et al., 2007), OTLD1 peut déubiquitiner H2Bub via un domaine appelé
OTU (Ovarian tumor like ; Krichevsky et al., 2011). Leur activité est principalement liée a une répression
transcriptionnelle, et sera décrite ci-dessous dans la section 2.3 décrivant le controle des états
hétérochromatiniens. De facon générale, les mécanismes de déubiquitinaton de H2Bub en lien avec
I'activité de transcription des génes sont peu compris. Comme indiqué précédemment, la sous-unité
GCN5 de SAGA a été identifiée chez les plantes et son réle dans I'acétylation des histones a été bien
confirmé (Servet et al., 2010). Plusieurs sous-unités centrales d'un complexe de type SAGA telles que
ADA2 et ADA3 sont également conservées chez Arabidopsis (Hark et al., 2009; Srivastava et al., 2015).
En revanche, aucun homologue de Ubp8/USP22 n'a encore été caractérisé chez les plantes. Le génome
d'Arabidopsis code au moins 27 protéines possédant un domaine UBP responsable de l'activité
enzymatique (Yan et al., 2000). Des analyses phylogénétiques publiées au cours de ma thése ont
récemment permis d'identifier des orthologues d’Ubp8, Sgfll et Susl chez Arabidopsis (Moraga and
Aquea, 2015; Srivastava et al., 2015) et I'analyse de leur fonction ainsi que I'existence potentielle d'un

DUBm de type SAGA sont décrites dans les chapitres de résultats de cette thése.

2.2 Mécanismes moléculaires impliqués dans le contrdle des états de type
Polycomb : les activités PRC2 et PRC1

L’état CS2 est observé sur des genes réprimés et est caractérisé par un fort enrichissement de
la marque H3K27me3 au niveau de leur région promotrice et également le plus souvent de leur région
transcrite (Roudier et al., 2011; Zhang et al., 2007). La triméthylation de I'histone H3 sur la lysine 27
est effectuée par une activité de type Polycomb Repressive Complex-2 (PRC2). Les activités de type
Polycomb (PcG) ont initialement été mises en évidence chez la Drosophile par leur role dans la
régulation des genes homéotiques au cours du développement (Lewis, 1978). Le complexe PRC2 de
Drosophile est composé des protéines E(z) (Enhancer of zeste) qui catalyse la triméthylation, Su(z)12

(Suppressor of zeste 12) associée aux trois protéines Esc (Extra Sex Comb) et Nurf55 (ou P55
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Nucleosome-remodeling factor) (Czermin et al., 2002). Les génes codant ces protéines sont tres
conservés chez les plantes (Figure 11A) (Kim and Sung, 2014). Le génome d'Arabidopsis comprend trois
génes codant des protéines de type E(z) avec des profils d'expression tres distincts : CURLY LEAF (CLF),
SWINGER (SWN), et MEDEA (MEA), ainsi que pour Su(z)12 : EMBRYONIC FLOWER 2 (EMF2),
VERNALIZATION 2 (VRN2), FERTILIZATION INDEPENDENT SEED 2 (FIS2). Enfin, un géne de la famille
multigénique MULTI-SUBUNIT SUPPRESSOR OF IRA 1-5 (MSI1-5) est 'homologue de Nurf55 et
FERTILIZATION INDEPENDENT ENDOSPERM (FIE) est ’homologue d’Esc (Figure 11A) (Kim and Sung,
2014).

L’'ensemble des protéines PRC2 d’Arabidopsis permet de former trois types de complexes qui
different notamment par leur élément Suz(z) (Figure 11B). Les protéines MSI1 et FIE sont présentes
dans tous les complexes PRC2. FIS2 et MEA sont exprimées exclusivement dans le gamétophyte
femelle et la graine et sont impliqués dans le développement des graines, notamment en inhibant le
développement de I'endosperme avant la fertilisation (Kohler et al., 2003). Les complexes PRC2
contenant EMF2 ou VRN2 sont partiellement redondants et essentiels pour le développement des
plantes en participant notamment a la différentiation cellulaire (Bouyer et al., 2011; Lafos et al., 2011;
Schubert et al., 2005). On peut distinguer I'effet de EMF2 sur le développement du sporophyte et celui
de VRN2 sur la transition florale en réponse a la vernalisation via la répression du gene FLOWERING
LOCUS C (FLC) (De Lucia et al., 2008). L’'ensemble des complexes PRC2 permet un dépot de H3K27me3
variant en fonction du type cellulaire, au cours du développement et en réponse a des facteurs de

I'environnement (Hennig and Derkacheva, 2009; Roudier et al., 2011; Weinhofer et al., 2010).

Chez la Drosophile, le dépo6t de la marque H3K27me3 par PRC2 précéde généralement la
mono-ubiquitination de I'histone H2A par le complexe PRC1 (Kim and Sung, 2014). Le complexe PRC1
est composé des protéines Posterior sex combs (Psc), drosophila RING (dRING), Polyhomeotic (Ph), et
Polycomb (Pc). Les protéines Psc et dRING catalysent la mono-ubiquitination de I’histone H2A (H2Aub).
Comme vu précédemment pour H2Bub, cette ubiquitination ne mene pas a la dégradation
protéasomale de I'histone mais est en revanche associée a la compaction de la chromatine et une forte

répression de la transcription (Wang et al., 2004; Weake and Workman, 2008).

Chez Arabidopsis, les homologues de Psc et dRING sont respectivement les trois membres a, b
et c de la famille AtBMI1 et les membres a et b de la famille AtRING1 (Figure 11A). Ces différents
complexes de type PRC1 permettent également la mono-ubiquitination d’histones H2A, bien que cette
marque n'ait pas été détectée par spectrométrie de masse chez les plantes (Bratzel et al., 2010; Molitor

and Shen, 2013). A ce jour, les liens séquentiels et fonctionnels entre le dépo6t de H3K27me3 et celui
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Figure 12. Représentation schématique de la maintenance de la méthylation CG et CHG chez
Arabidopsis. D’aprés Woo et al., (2007).
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Figure 13. Représentation schématique du mécanisme moléculaire de la déposition de la
méthylation CHH chez Arabidopsis. D'aprés Law et Jacobsen, (2010).
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de H2Aub ne sont pas établis avec certitude chez les plantes et pourraient étre peu conservés, ou
varier selon les locus. En effet, des analyses d'un double mutant clfswn, dans lequel I'activité végétative
de PRC2 est essentiellement abolie, ont montré une perte massive de H3K27me3 mais pas de
changement de la quantité globale de H2Aub (Yang et al., 2013). Au vu d'analyses épigénomiques
récentes, ces deux mécanismes pourraient étre indépendants chez Arabidopsis et PRC1 pourrait

éventuellement aussi agir antérieurement a PRC2 (Zhou et al., 2017).

2.3 Mécanismes moléculaires impliqués dans le contréle des états
hétérochromatiniens

L’état CS3 est caractéristique de I’hétérochromatine et contient un fort niveau de méthylation
de I’ADN dans tous les contextes de séquences CG, CHG et CHH, ainsi que plusieurs marques d'histones

telles que H3K27me1/2, H4K20me1l et, H3K9me?2.

L'hétérochromatine présente un fort enrichissement en méthylation de I'ADN

Contrairement aux mammiféeres dont la méthylation de I’ADN est principalement en contexte
CG, la méthylation chez Arabidopsis est présente dans tous les contextes CG, CHG et CHH, avec H
pouvant étre A, T ou C (Law and Jacobsen, 2010). Concernant la méthylation symétrique en CG, la
réplication de ’ADN conduit a un état hémi-méthylé de I’ADN dont la maintenance sur le brin néo-
synthétisé est effectuée par I'ADN méthyltransférase Méthyltransférase 1 (MET1) associée a Variation
in methylation 1 (VIM1), cette derniére ayant une forte affinité pour ’ADN hémi-méthylé (Figure 12A)
(Kankel et al., 2003; Woo et al., 2007). L'essentiel de la méthylation en contexte symétrique CHG est
maintenu par la méthyltransférase Chromomethyltransferase 3 (CMT3) (Lindroth et al., 2001) dont
I'activité va de pair avec I'histone méthyltransférase Kryptonite (KYP). KYP catalyse le dépdt de
H3K9me2 en se liant a la cytosine préalablement méthylée en contexte CHG par CMT3, qui elle-méme
est recrutée au niveau des marques H3K9me2, formant ainsi une boucle de renforcement de |'état
hétérochromatinien (Figure 12B) (Du et al.,, 2012). La méthylation CHH est dite asymétrique,
impliquant que la maintenance de cette marque apres réplication doit se faire de novo (Figure 13). Ce
mécanisme de reconnaissance distinct implique des petits ARN guides, définissant une voie dite de
"RNA directed DNA methylation" ou RADM. L’ARN Polymérase IV spécifique des plantes est recrutée
sur les séquences cibles via la protéine SAWADEE HOMEODOMAIN HOMOLOG 1 (SHH1) qui, grace a
son domaine SAWADEE, reconnait H3K9me2 (Law et al., 2011). L’ARN simple brin résultant de cette
transcription est converti en double brin par une ARN polymérase ARN-dépendante (RDR2) avant
d'étre scindé en petits ARNs dit interférant (siARNs) de 24 nucléotides par la protéine Dicer-like 3

(DCL3). Ces siARNs peuvent migrer vers le cytoplasme ou ils sont pris en charge sous leur forme simple
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brin par une protéine Argonaute 4 (AGO4) formant un complexe RNA-induced silencing complex
(RISC). Ce complexe est relocalisé dans le noyau ou il va permettre de cibler des transcrits
complémentaires aux siARNs le composant, synthétisés par I’ARN polymérase V associée au complexe
DRR (DMS3, DRD1, RDM1). Ce mécanisme permet finalement le recrutement de DRM2 qui catalyse la

méthylation de ’ADN en CHH (revu dans Law and Jacobsen, 2010).

Comme pour les modifications des histones, la méthylation de I'ADN est réversible et plusieurs
protéines sont impliquées dans sa déméthylation. Chez Arabidopsis la déméthylase DEMETER (DME)
est nécessaire pour soumettre certains genes de I'endosperme a une empreinte parentale (Choi et al.,
2002). De plus, REPRESSOR OF SILENCING 1 (ROS1) est une permet de limiter I'hyperméthylation de
I’ADN de nombreux locus. Les mutants perte de fonction ros1 possédent donc une activité de silencing

importante (Gong et al., 2002; Ikeda and Kinoshita, 2009).

Différentes significations fonctionnelles de I'enlevement de H2Bub sur les génes et les
régions silencées

Comme indiqué précédemment, les ubiquitine protéases Ubp8, USP22 et Nonstop sont
impliquées dans I'enlevement de H2Bub au cours de la transcription en lien avec des activités de type
SAGA respectivement chez S. cerevisiae, I'hnumain et la drosophile. Ces organismes possedent d'autres
activités d'enlévement de la marque H2Bub avec des fonctions distinctes, voire opposées, sur la
transcription. Par exemple, chez S. cerevisiae, l|'ubiquitine protéase Ubpl0 fonctionne
indépendamment du complexe SAGA et a un role important au niveau des séquences télomériques et
des régions sub-télomériques afin de maintenir un faible niveau de H2Bub et de maintenir un état
répressif a la transcription. L'activité d’Ubpl10 est nécessaire aux protéines Sir2 pour silencer ces
régions (Emre et al., 2005). Ainsi, une lignée AUbpl0 entraine une dérégulation du profil de
I’expression des genes plus importante que la lignée AUbp8. Cet effet semble directement lié au réle
d'Ubp10 au niveau des télomeéres car les génes dérégulés sont principalement situés dans les régions
sub-télomériques (Gardner et al., 2005). De plus, la lignée AUbp8AUbp10 présentant un gain de H2Bub
supérieur a celui observé dans chacune des lignées AUbp10 et AUbp8. Cette additivité indique que ces
deux protéines ont des cibles génétiques différentes (Gardner et al., 2005). Enfin, une étude plus
récente de la distribution de H2Bub dans les lignées AUbp10 et AUbp8 a permis de proposer un modele
dans lequel les génes sont déubiquitinés par Ubp8 dans leur région 5’ ou la marque H3K4me3 est
présente. Pour les longs genes, Ubp10 déubiquitinerait H2Bub sur la partie en 3' du corps du gene
(Schulze et al., 2011). De fagon relativement analogue, on note que chez la drosophile, de la méme

maniére que Ubp10, la protéine Scrawny (SCNY) déubiquitine H2Bub pour permettre la répression de
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certains génes impliqués dans la différentiation cellulaire. Ainsi, il semble ressortir de ces études au
moins deux types de fonctions pour les activités de déubiquitination de H2Bub, selon qu'elle est
cyclique et co-transcriptionnelle par une activité de type SAGA ou selon qu'elle aboutisse a une
déplétion de marquage H2Bub pour prévenir la transcription. L'influence de I'action conjuguée de

Ubp8 et Ubp10 sur les régions 5' et 3' d'un géne reste encore peu comprise.

Chez Arabidopsis, la perte de fonction d’UBP26 s’accompagne de la réactivation de plusieurs
éléments transposables tels que les éléments Gypsy AtGP1 et AtMULE, un effet associé par un
mécanisme encore mal compris au silencing de transgénes via méthylation de I'ADN (Sridhar et al.,
2007). En effet, une mutation nulle dans le géne UBP26 a été obtenue par un crible suppresseur de
silencing impliquant ROS1 (Sridhar et al., 2007). Cette étude a montré qu'UBP26, via son activité de
déubiquitination de I’histone H2B, est nécessaire pour le dépot de H3K9me2 et la méthylation de I'ADN
en CHG et CHH dans un contexte mutant ros1 (Sridhar et al., 2007). De fagon moins intuitive, UBP26
est également impliquée dans la déubiquitination de H2Bub sur le gene PHERES1. Ce géne soumis a
I'empreinte parentale est réprimé par un systéme de type PRC2 au cours du développement (Luo et
al., 2008). La perte de fonction d'UBP26 induit a la fois une expression de PHERES1 dans les jeunes
siliques et une baisse du niveau de H3K27me2 sur son promoteur, ainsi qu'un phénotype semblable
au mutant fis (fertilization-independent) typiquement associé a un défaut d'activité Polycomb de type
perte de fonction MEDEA durant I'embryogénese. La perte de fonction du géne OTLD1 peut également
induire une réactivation de certains genes, possiblement en association avec des activités de dé-
méthylation H3K4me2/3 (Krichevsky et al., 2011) mais les mécanismes impliqués et son effet attendu

sur les mécanismes d'hétérochromatinisation restent a explorer.

Ainsi, comme chez d'autres eucaryotes, chez Arabidopsis I'enlevement d'un marquage H2Bub
peut donc aussi étre impliqué dans la répression transcriptionnelle. De maniéere similaire a ScUbp10,
la protéine UBP26 est impliquée dans I'enlevement de domaines H2Bub sur des séquences répétées.
Son action sur le gene PHERES1 suggere par ailleurs une capacité a favoriser I'établissement d'un
mécanisme répressif de type PRC2 (Luo et al., 2008). L'existence d'un homologue de ScUbp8 et de

Nonstop associé a une activité de type SAGA reste a explorer chez les plantes.
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3. Dynamiques chromatiniennes en réponse aux signaux lumineux chez les

plantes

L'ensemble des régulations des états chromatiniens, tels que le dépot et I'enléevement des
histones ou de leurs modifications contribue au controle dynamique de I’expression de nombreux
génes. Ces possibilités de changements sont fortement mises a contribution lors des transitions
développementales dont I'étude a gagné un intérét trés important ces derniéres années (Grimanelli
and Roudier, 2013). Notamment, la facon dont les voies de signalisation peuvent converger vers des
mécanismes de changements chromatiniens et leurs conséquences fonctionnelles a court ou long
terme sont sujettes a d'intenses efforts de recherche. Dans le cadre de ma thése je me suis plus
particulierement intéressé aux facteurs interconnectant perception des signaux lumineux et états
chromatiniens (revu dans Barneche et al., 2014; Perrella and Kaiserli, 2016). En raison de leur caractere
a la fois photosynthétique et immobile, la lumiere est cruciale pour les plantes comme source
d’énergie mais elle est aussi vitale en tant que source d'information sur leur environnement. Les voies
de perception de la lumiere et leur signalisation sont intimement coordonnées avec les processus
physiologiques et développementaux par de multiples mécanismes nucléaires et plastidiaux
permettant d’optimiser la captation de la lumiére. Les voies de signalisation lumineuses agissent a
I'échelle de la seconde sur la capacité photosynthétique, de la journée avec le contréle de I'horloge
circadienne et des saisons avec la longueur du jour (Jiao et al., 2007). La signalisation lumineuse est
nécessaire plus largement a l'échelle de la vie de la plante pour le contréle de transitions
développementales majeures telles que la germination, le dé-étiolement ou la floraison (Kendrick and
Kronenberg, 1994). Les études de photobiologie des plantes visant a la compréhension des
mécanismes et conséquences des voies de signalisation de la lumiére se sont particulierement
focalisées depuis plus de trente ans sur la photomorphogenése, I'adaptation rapide du développement
et du métabolisme de la jeune plantule a la premiere exposition a la lumiére qui induit la biogénése

des chloroplastes et I'acquisition de I'autotrophie (Chory et al., 1989).

3.1 Les voies des signaux lumineux convergent vers des mécanismes chromatiniens

De nombreuses voies de perception de la lumiére convergent vers des mécanismes de
régulation de I'expression du génome

Les plantes ont la capacité de détecter des changements de qualité, d’intensité, de longueur
d’onde, de direction et de durée de la lumiére grace a des récepteurs photosensibles qui sont divisés

en cinq classes :
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Figure 14. Le dé-étiolement et son impact sur le transcriptome

(A) Photos d’une plantule étiolée aprés 5 jours de germination a l'obscurité puis exposée a 1h et
6h de lumiere blance. (B) Représentation par heatmap de 8 expériences de RNA-seq de
cotylédons effectuées a différents temps d’illumination (Données de Yogev Burko et Johanne
Chory, Salk institute). Le heatmap représente les changements d’expression significatifs (en log2)
pour 7869 génes au cours des 12 heures de dé-étiolement par rapport au temps 0 a 'obscurité.

A I'obscurité
DDB1 RBX1 Degradation T 0L
CUL4 ubYb ~
HY5
CUL4-DDB1 CoP1 b

E3 ligase core SPA1 E2
DDB1 RBX1

COP1 cuL4

SPA1
CUL4-DDB1C0P1SPA1

The COP1-SPA1 HY5 E3ligase @ -----_
complex Transcription
factor
X
X
HY5 targets

Nucleus

DETH

DDB{ CoP10

cuL4

TTT-% cuL4-CDD

E3 ligase

RBX1

B

A la lumiere

Blue light

!
)

Blue light
receptor
)
COP1

SPA1

The COP1-SPA1 HYS
complex

Transcription

l factor

=—>—> Photomorphogenesis

. HY5

Nucleus HY5 targets

Figure 15. Implication des complexes CUL4-DDB1-COP1-SPA1 et CUL4-CDD au cours de la régulation
de la photomorphogenése chez Arabidopsis.
(A) A l'obscurité, de nombreuses protéines qui induisent la photomorphogenése comme le facteur de
transcription HY5 sont ubiquitinés par les complexes COP1-CUL4-DDB1-SPA1 et CUL4-DDB1-DET1 les
adressant au protéasome pour dégradation protéolytique. (B) A la lumiére, COP1 est exporté du noyau
et DET1 est théoriquement inactivé, permettant la stabilisation de HY5 et d’autres facteurs
photomorphogéniques et la photomorphogenése. D’aprés Lau et Deng, (2012).
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- Les cing types de phytochromes (PhyA a PhyE) percoivent le rouge et le rouge lointain
(Franklin and Quail, 2010; Rockwell et al., 2006). PhyA est instable et détecte le rouge lointain, les
autres phytochromes, de PhyB a PhyE, sont impliqués dans la détection du rouge et sont relativement
stables (Sharrock and Clack, 2002).

- Les deux types de cryptochromes Cryl et Cry2, ainsi que les deux phototropines Photl et
Phot2 et les membres de la famille Zeitlupe (ZTL, FKF1 et LKP2) sont trois classes de photorécepteurs
impliqués dans la détection du bleu et de I'UV-A (Ahmad and Cashmore, 1993; Kagawa et al., 2001;
Schultz et al., 2001).

- Ultraviolet-B Receptor (UVR8) est un photorécepteur atypique sans chromophore sensible

aux UV-B (Rizzini et al., 2011).

L'ensemble de ces photorécepteurs permet aux plantes d'intégrer de nombreux parametres
de l'environnement lumineux et ainsi de contréler des voies de transduction régulant I'activité de
facteurs de transcription et ainsi modifier I'expression des genes. En particulier, lors d'une germination
a l'obscurité, la skotomorphogenése correspond au développement d’une plantule en utilisant les
réserves accumulées dans la graine avec une élongation rapide de son hypocotyle permettant
d’atteindre une zone exposée a la lumiére. Le dé-étiolement se produit apres la premiére perception
de la lumiére et correspond a une transition photomorphogénique en stoppant I'arrét de I’élongation
de I'hypocotyle, déclenchant I'ouverture et I'expansion des cotylédons, ainsi que la biogénése de
chloroplastes (Figure 14A). Cette transition développementale est tres rapide et s’"accompagne d’une
reprogrammation d’environ un tiers des génes d’Arabidopsis (Ma et al., 2001; Tepperman et al., 2004
et données non publiées). Une représentation par heatmap de données de changements d’expression
des génes dans les cotylédons de plantules aprés différents temps d’illumination obtenues en
collaboration avec I'équipe de Johanne Chory (Salk institute) montre I'ampleur et la rapidité de cette

reprogrammation du génome avec plus de 7869 génes significativement régulés en 12h (Figure 14B).

La photomorphogenése est activement réprimée en absence de lumiére
Les différences phénotypiques entre la skotomorphogénése et la photomorphogénése ont
permis de développer des cribles génétiques afin de déterminer les composants des voies de
signalisation impliquées. Ainsi, des mutants appelés cop (constitutive photomorphogenic) (Deng et al.,
1991) et det (de-etiolated) (Chory et al.,, 1989) montrant un phénotype photomorphogénique
constitutif a I'obscurité ont été isolés et cela a permis d’identifier plusieurs complexes répresseurs de

la photomorphogénése agissant au sein de voies de dégradation de protéines (Figure 15).
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A l'obscurité, la protéine CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1), qui posséde une
activité E3 ubiquitine ligase via son domaine REALLLY INTERESTING NEW GENE (RING) s'accumule dans
le noyau ou elle s’associe avec des protéines SUPPRESSOR of PHYTOCHROME A (SPA) pour poly-
ubiquitiner des facteurs de transcription tels que HYPOCOTYL ELONGATED-5 (HY5) et HY5
HOMOLOGUE (HYH), induisant leur dégradation par le protéasome. La dégradation constante de ce
type de facteurs de transcription a |'obscurité aboutit a une inhibition de la photomorphogenese
(Figure 15A). Les protéines DE-ETIOLATED-1 (DET1), DAMAGED DNA BINDING PROTEIN 1 (DDB1) et
COP10 forment aussi un complexe de dégradation des protéines appelé CDD qui réprime fortement la
photomorphogenése en agissant conjointement avec I'E3 ubiquitine ligase CULLIN4-DDB1 (Bernhardt
et al., 2006; Chen et al., 2006; Yanagawa et al., 2004) (FIGURE 15B). Récemment, |'équipe de Vicente
Rubio a également identifié une petite protéine associée au complexe CDD : DET1 DDB1 ASSOCIATED
1 (DDA1) formant un complexe que nous appellerons C3D (Irigoyen et al., 2014). Les deux complexes
COP1-SPA et CDD ou C3D semblent s'influencer mutuellement afin de réprimer la photomorphogenese

(Chen et al., 2010).

En plus de ces mécanismes de répression de la photomorphogenése a l'obscurité, des
mécanismes sont a I'ceuvre pour activer la skotomorphogeneése. En particulier, la famille des facteurs
de transcription a domaine basic Helix Loop Helix (bHLH) Phytochrome Interacting Factors (PIFs)
comprend sept membres appelés PIF1/3/4/5/6/7/8 qui s’accumulent a I'obscurité (Leivar and Quail,
2010). Les PIFs sont hautement redondants, agissent sous forme d’hétéro-tétrameres, et seule une
quadruple mutation pif1/3/4/5 induit un phénotype de photomorphogenése constitutive a I'obscurité
(Leivar and Monte, 2014). PIF1 interagit avec SPA1 pour faciliter la dégradation d’HY5 en augmentant
son affinité avec COP1 (Xu et al., 2014). De fagon intéressante, les facteurs de transcription PIF et
HY5/HYH reconnaissent des motifs spécifiques de I'’ADN : les G-box (CACGTG Leivar et al., 2008), ou ils
peuvent avoir in fine un effet répresseur ou activateur de la transcription suivant les cibles et les
conditions (Leivar and Quail, 2010). Certains des PIFs tels que PIF1/3/4 et 5 sont directement stabilisés
par DET1 a l'obscurité (Dong et al., 2014) alors que, réciproquement, DET1 est requis pour la
dégradation de HY5 a la lumiére (Osterlund et al., 2000). Ces observations suggéerent ainsi un systeme
potentiel de recrutement de DET1 vers des séquences spécifiques par ces facteurs de transcription.
L'ensemble de ces mécanismes permet la maintenance de la skotomorphogeneése a I'obscurité via
d'une part une activité des facteurs de transcription PIFs et la dégradation concomitante d'autres
facteurs de transcription tels que HY5 et HYH par les complexes CUL4-DDB1-COP1-SPA1 et CUL4-DDB1-
CDD. Enfin, une étude récente a démontré que DET1 induit la dégradation des protéines DELLA

permettant a la voie des gibbérellines de stimuler I'accumulation des PIF a I'obscurité (Li et al., 2015).
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Figure 16. Mise en évidence de la dynamique d’H2Bub lors du dé-étiolement et de son role dans
I'induction des génes

(A) Visualisation de la distribution de la marque H2Bub sur d’une portion du génome aprés une
expérience de ChIP-ChIP sur des plantules ayant poussé a I'obscurité (obs) et aprés 1h et 6h de lumiere
(lum). Uencadré bleu met en avant un géne marué dans les trois conditions et I'encadré rouge un géne
dont le marquage apparait aprés une heure d’illumination. (B) Analyse du niveau d’induction du gene
de la chalcone synthase (CHS) lors du dé-étiolement chez des plantules sauvages (wild-type) et des
plantules mutantes hub1-3. D’apres Bourbousse et al., (2012)
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La perte de fonction de DET1 ou de DDA1 chez Arabidopsis est Iétale, montrant que les sous-
unités du complexe C3D ont une fonction lorsque la plante se développe a la lumiere qui va bien au-
dela de la répression de la photomorphogenése a I'obscurité (Irigoyen et al., 2014; Lau and Deng,
2012). DET1 régule ainsi la floraison a deux niveaux, tout d’abord en perturbant l'interaction entre
GIGANTEA (Gl) et le promoteur du gene de floraison FLOWERING LOCUS T (FT). Par ailleurs, DET1
interagirait et déstabiliserait MULTICOPY SUPPRESSOR OF IRA1 4 (MSI4), une protéine du complexe
CUL4-DDB1-MSI4 qui favorise le dép6t de H3K27me3 sur FLC au cours de sa répression
transcriptionnelle (Pazhouhandeh et al., 2011). DET1 contribuerait donc au maintien de I'expression
de FLC en perturbant sa répression de type Polycomb via MSl4, ce qui réprime la floraison (Kang et al.,
2015). De plus, DET1 est impliqué dans I’horloge circadienne, il est recruté sur le promoteur du gene
TOC1 a certaines heures de la journée par les régulateurs centraux de I'horloge CCA1 et LHY, induisant
sa répression par un mécanisme encore indéterminé mettant en avant le rble de répresseur

transcriptionnel de DET1 (Lau et al., 2011).

La transition skoto/photomorphogénique

Lors de la premiére exposition a la lumiére, I'activation de photorécepteurs PhyA, PhyB, Cry1,
Cry2 et UVRS8 induit une inhibition trés rapide de la répression de la photomorphogenése. En
particulier, l'interaction entre les photorécepteurs phyA/PhyB et les protéines SPA inactive
I"association COP1-SPA1. COP1 est également exportée du noyau vers le cytoplasme, stoppant ainsila
poly-ubiquitination et la dégradation de plusieurs facteurs de la photomorphogenése (Sheerin et al.,
2015). Les photorécepteurs actifs de type phytochrome et cryptochromes interagissent aussi
directement avec les facteurs de transcription PIFs, induisant leur phosphorylation puis leur poly-
ubiquitination et enfin leur dégradation par le protéasome. Cette courte voie de signalisation modifie
ainsi le niveau de transcription des genes cibles des PIFs initiant rapidement 'adaptation des plantes

a la lumiere (Leivar and Quail, 2010; Pedmale et al., 2016).

3.2 Dynamiques chromatiniennes associées a la photomorphogenése chez
Arabidopsis

Les changements a grande échelle d’expression du génome lors de la transition
photomorphogénique s'accompagnent de changements de I'état chromatinien de centaines de génes
(Bourbousse et al., 2012; Charron et al.,, 2009) et également d'un changement global du niveau
d’activité transcriptionnelle et de I'organisation du noyau entre obscurité et lumiére dans les cellules

des cotylédons (Bourbousse et al., 2015).
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Figure 18. Oscillation de la marque H2Bub sur deux génes centraux de I’horloge circadienne

Analyse par RT-qPCR et ChIP-gPCR du niveau d’expression et du marquage H2Bub sur la partie centrale
de deux geénes de I'horloge circadienne aprés entrainement de I’horloge pendant dix jours (obs/lum)
puis passage en jour continu (Lum continue). Rainieri et al., in prep.
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Dynamiques chromatiniennes au niveau des génes de réponse a la lumiére

Les études des changements chromatiniens lors du dé-étiolement, ont d’abord montré
I'importance de |'acétylation des histones dans I'induction de génes répondant a la lumiere (Benhamed
et al., 2006; Chua et al., 2001; Perrella and Kaiserli, 2016). La marque chromatinienne H3K27me3 est
aussi dynamiquement régulée sur des milliers de locus lors du dé-étiolement (Charron et al., 2009). Le
laboratoire a également montré que le profil de la marque H2Bub est dynamique lors du dé-étiolement
(Figure 16A). Le dé-étiolement étant trés rapide, les changements de marques de la chromatine
observés dans ces analyses sont le résultat de variations des états chromatiniens indépendants des
divisions cellulaires nécessitant un mécanisme d'enlevement ou de dépot actif. Bénéficiant d’un
mutant nul pour le gene HUBI, le laboratoire a isolé un set de 90 génes dont I'induction en réponse a
la lumiere nécessite I|'établissement d'un domaine H2Bub en moins de 6 heures (Figure 16B)
(Bourbousse et al., 2012). Il est intéressant de noter que parmi ces 90 génes, plusieurs sont impliqués

dans la régulation de I’horloge circadienne (TOC, PRR7, Gl et TZP) (Bourbousse et al., 2012).

Chez les plantes, I'horloge circadienne est basée sur les changements prévisibles de
I’environnement et coordonne de nombreuses fonctions biologiques au cours de la journée (McClung,
2011). Chez Arabidopsis, I'horloge circadienne régule de nombreux mécanismes comme |'ouverture
des stomates, les mouvements foliaires, la floraison et le métabolisme en général via la régulation de
I’expression de nombreux genes (Doherty and Kay, 2010; Harmer et al., 2001). L’horloge circadienne
implique un réseau de régulation génique complexe composé de 3 boucles de répression et
d’activation de genes : une boucle centrale, une boucle matinale et une boucle du soir (Figure 17). La
boucle centrale est composée de trois acteurs majeurs : CIRCADIAN CLOCK-ASSOCIATED 1 (CCA1), LATE
ELONGATED HYPOCOTYL (LHY) et TIMING OF CAB EXPRESSION 1 (TOC1). Les protéines CCA1 et LHY
sont exprimées le matin en anticipation de 'aube et répriment TOC1 qui est exprimé le soir en
anticipation de la nuit et réprime CCA1 et LHY. Ce systéme est dynamique, synchronisé dans toutes les
cellules a partir de la région apicale des plantes, et impacte des milliers de génes, ce qui en fait, un
outil de choix pour I'étude de la dynamique des marques de la chromatine. Suite a ces observations,
le laboratoire a exploré un potentiel réle de la dynamique de H2Bub dans la régulation de I’horloge
circadienne chez Arabidopsis et mis en évidence que l'oscillation de I'expression des genes circadiens
au cours de la journée s’accompagne d’une oscillation du niveau de la marque H2Bub (Figure 18). Par
ailleurs, I'analyse phénotypique du mutant nul hub1-3 a montré une altération de la phase de I'horloge

(Rainieri et al., in prep).
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gu’a l'obscurité (dark) pour 'ensemble des niveaux de ploidie. (D) Immuno-détection d’H2Bub dans la
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Dynamiques chromatiniennes en réponse a la lumiére a I'échelle du noyau
Il a été montré au laboratoire que lors du dé-étiolement, en plus de la reprogrammation
massive et rapide du profil transcriptomique de la plantule, des réarrangements massifs de

I’organisation nucléaire des noyaux de cotylédons ont lieu (Bourbousse et al., 2015).

D'une part, la formation de chromocentres dans les cotylédons au cours de la germination
concentrant I'essentiel de I'hétérochromatine comme présenté Figure 1 nécessite la perception de la
lumiére par des photorécepteurs et est inhibé par I'action de régulateurs de la photomorphogeneése
tels que DET1 et COP1. En effet, les noyaux de cotylédons d’Arabidopsis ayant poussé a |'obscurité
sont petits, possedent des ébauches de chromocentres avec des régions péricentromériques et
hétérochromatiniennes reldchées dans le nucléoplasme (Figure 19B). Lors du dé-étiolement, les
noyaux des cotylédons grossissent progressivement pendant plusieurs jours et les régions
hétérochromatiniennes se rassemblent en moins de 24 heures pour former les chromocentres. Cette
réorganisation de I'hétérochromatine aboutit au profil nucléaire typiquement observé dans des
noyaux de cellules de cotylédons "matures" ou de mésophile foliaire avec 8 a 10 chromocentres. Elle
intervient comme derniere étape de structuration du noyau apres des étapes préalables de
condensation et décondensation de I'hétérochromatine dans les cellules de cotylédons au cours de Ia
formation de la graine puis de la germination (van Zanten et al., 2011), qui sont initialement
indépendantes de la lumiére au cours des trois premiers jours de germination (Bourbousse et al.,

2015).

D'autre part, I'estimation du niveau global d'activité transcriptionnelle de I'ARN Polymérase |l
(ARN Pol Il) basé sur I'état de phosphorylation de ses sérines 2 et 5 indique 2 a 3 fois plus d'activité
dans des noyaux de cotylédons d'Arabidopsis exposés a la lumiere qu'a I'obscurité. Chacun des
mécanismes de réorganisation de I'hétérochromatine et de variation de I'activité ARN Pol Il globale est
indépendant des changements de niveaux de ploidie (Bourbousse et al.,, 2015). Ces différences
d'organisation et d'activité nucléaire suggerent que la premiéere perception de la lumiéere par le
cotylédon induit une transition entre un stade ol les noyaux sont dans un état quiescent a I'obscurité
vers un stade plus actif dans les cotylédons photomorphogéniques. De fagon peut-étre
fonctionnellement corrélée a ces observations, des expériences en cours au laboratoire montrent que
la quantité de H2Bub est plus importante chez des plantules ayant poussé a la lumiére par rapport a
celles ayant poussé a I'obscurité (Figure 19D). Ce gain global du contenu chromatinien en marque
associée a l'élongation de la transcription est en accord avec l'observation que les noyaux de
cotylédons sont davantage transcriptionnellement actifs a la lumiere que durant Ia

skotomorphogenése.
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Figure 20. Impact de DET1 sur H2Bub et UBP26

(A) Immuno-détection d’"H2Bub et H2B dans des extraits chromatiniens de plantules de 7 jours chez les
mutants indiqués. (B) Visualisation du profil de la marque H2Bub chez le mutant det1-1 par rapport a la
lignée de type sauvage analysée par ChIP-ChIP. (C) Boxplots représentant le niveau d’H2Bub sur les
genes et les TEs dans la lignée mutante det1-1 par rapport a la lignée de type sauvage Col-0. (D) Test
d’abondance de la protéine UBP26 par immuno-détection de la protéine endogéne dans des plantules
detl1-1 avec ou sans pré-traitement des plantules par des inhibiteurs du protéasome. Données du
laboratoire non publiées.
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3.3 Dynamiques chromatiniennes impliquant DET1 et H2Bub chez Arabidopsis

Une fonction chromatinienne de DET1

Comme indiqué précédemment, des mutations nulles de DET1 sont |étales, et des pertes de
fonction partielles induisent de nombreux probléemes développementaux, ainsi que le développement
ectopique des plastes a l'obscurité et dans la racine (Chory et al., 1989). D’aprés les données
transcriptomiques du laboratoire, plus de 2200 genes sont dérégulés dans le mutant perte de fonction
partielle det1-1. Plus tard dans la vie de la plante, la perte de fonction partielle de DET1 méne au
développement de plantes naines, peu fertiles, avec une floraison anticipée. A I'inverse des facteurs
COP, DET1 ne possede pas de domaine fonctionnel identifiable et ne semble pas étre capable de lier
I’ADN malgré le fait qu’elle agisse en répresseur transcriptionnel direct (Lau et al., 2011; Maxwell et
al., 2003). La fonction de DET1 restait donc inconnue jusqu’a la mise en évidence par le laboratoire de
I'interaction entre DET1 et la queue N-terminale de I’histone H2B non-acétylé in vivo et in vitro,
suggérant que DET1 peut se lier aux génes non transcrits (Benvenuto et al., 2002).

Comme DET1 peut lier H2B et est associé avec une activité d’ubiquitine ligase, le laboratoire a
étudié un potentiel effet de DET1 sur I'ubiquitination de H2B d’abord par immunoblot et observé une
forte baisse du niveau global de H2Bub dans le mutant det1-1 par rapport a la lignée sauvage (Figure
20A). Ce résultat a été confirmé par spectrométrie de masse d’histones purifiées dans des plantules
sauvages et det1-1 en collaboration avec la plateforme protéomique de l'institut Curie (Paris).

Pour comprendre le mécanisme de la baisse de H2Bub en absence de DET1, une expérience
de ChIP-chip avec un anticorps contre H2Bub a été effectuée sur des plantules sauvages et det1-1.
Cette expérience a mis en évidence d’une part une perte quasiment totale de la marque H2Bub sur la
moitié des genes dans det1-1 (Figure 20B) et un gain de la marque H2Bub sur certaines familles de TEs,
silencés et non marqués par H2Bub chez un sauvage (Figure 20C). L'analyse par RT-qPCR de
I’expression de ces TEs dans le mutant det1-1 a montré une dé-répression légére mais significative de
certains d’entre eux. DET1 a donc des effets antagonistes sur H2Bub selon les locus.

Des études menées au laboratoire ont montré qu’un double mutant det1-1hub1-3 montre une
suppression partielle du phénotype detl-1, suggérant que detl-1 affecte la biologie de la plante en
partie via H2Bub. De plus, aucune interaction n’a été détectée entre DET1 et les protéines HUB ou UBC
en charge du dép6t de H2Bub, en revanche une interaction entre DET1 et UBP26 a pu étre mise en
évidence. De plus la protéine UBP26 est moins abondante dans det1-1 suggérant que DET1 protege

UBP26 de la dégradation protéasomale (Figure 20D). Le manque d’UBP26 observable dans le mutant
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Figure 21. DET1 affecte le niveau d’H2Bub de fagon antagoniste selon les loci

Le répresseur transcriptionnel DET1 est capable de lier I’histone H2B et affecte le niveau d’"H2Bub sur
de nombreux genes via un mécanisme inconnu. D’autre part, DET1 stabilise UBP26 ce qui permettrait
de maintenir un bas niveau d’H2Bub, et un silencing efficace sur certains TEs via |'activité ubiquitine
protéase d’UBP26. Données non publiées du laboratoire.
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detl-1, pourrait expliquer le gain de H2Bub et la réactivation de certains éléments transposables. Un
schéma récapitulant les changements de H2Bub observés dans le mutant detl-1 par rapport au

sauvage permet de visualiser les résultats obtenus par le laboratoire (Figure 21)
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4. Objectifs de la thése

Cette these porte principalement sur I'étude des voies de déubiquitination de I’histone H2B mono-
ubiquitiné chez la plante Arabidopsis thaliana. Ce mécanisme n’est que partiellement caractérisé chez
les plantes alors qu’il est primordial dans de nombreux mécanismes fondamentaux liés a la
transcription et la régulation de I'expression des genes chez les eucaryotes. Dans le contexte des
mécanismes adaptatifs des plantes aux variations des conditions de lumiéere, les dynamiques
d'ubiquitination et déubiquitination de cette histone influencent la photomorphogenése et le
fonctionnement de I'horloge circadienne mais aussi de facon plus générale la transcription, la
répression des génes et la répression transcriptionnelle d’éléments répétés. Dans le cas de la
photomorphogeneése, les données obtenues dans ce travail et au cours des dernieres années indiquent
qgue le niveau de H2Bub est fortement variable et controlé en fonction des conditions de lumiere,
possiblement en lien avec I'état transcriptionnel de la cellule.

Dans une premiére partie, j’ai caractérisé une nouvelle UBP d'A. thaliana UBP22 et montré
gu’elle est 'homologue de ScUbp8 ayant un réle clé dans la déubiquitination de H2Bub au sein d'un
module de déubiquitination de type SAGA sur les génes transcrits. Le complexe formé par UBP22 avec
les protéines orthologues de ScSgfll et ScSusl a été caractérisé, ainsi que son impact sur H2Bub grace
a une lignée perte de fonction du gene UBP22. En collaboration avec I'équipe du Dr Rubio (CNB,
Madrid, Espagne), I’étude de |'effet direct de ce complexe sur la régulation a grande échelle des états
chromatiniens au cours de la photomorphogenése a révélé la régulation de la stabilité de ce module
en réponse aux conditions de lumiéere et par DET1 via un mécanisme de dégradation protéasomale.

Malgré leur activité enzymatique de déubiquitination commune de H2Bub, les deux protéines
ScUbp8 et ScUbp10 de S. cerevisiae ont des cibles génétiques et un impact différent sur la chromatine.
Dans la deuxieme partie de cette thése, j’ai étudié les possibles connections et spécificités de fonction
entre UBP22 et UBP26, I’'homologue potentiel de ScUbp10, chez Arabidopsis. Pour ce faire, j’ai utilisé
des plantes mutantes ubp22, ubp26 et généré un double mutant ubp22ubp26 afin de comparer
I'impact de ces pertes de fonction sur I'enlevement de H2Bub, le développement de la plante, sur
I’expression des génes et I'horloge circadienne.

La baisse globale de H3K27me3 observée dans la deuxieme partie, ainsi que son influence sur
la régulation par empreinte parentale du géne PHERES1 (Luo et al., 2008) laissaient supposer un lien
entre UBP26 et la répression de type Polycomb de certains génes. J'ai donc initié une étude de I'impact
d’UBP26 et UBP22 sur ce mécanisme dans la troisieme partie de ma these. Pour finir, I'impact d'un
mutant ubp26 sur la répression des éléments répétés et |'organisation de I'hétérochromatine a été

caractérisé a la fois a I'échelle génomique et cytogénétique.
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Figure 22. Recherche et organisation des domaines des orthologues d’'UBP8 et UBP10 de S.
cerevisiae chez Arabidopsis

(A) Analyse phylogénétique des séquences protéiques des 27 UBP d’Arabidopsis incluant ScUBP8 et
ScUBP10. (B) Représentation schématique des différents domaines identifiés dans le génome d’A.
thaliana par BLAST contre la base de données CDD (Conserved domain database) du NCBI
(National center for biotechnology information) avec leurs orthologues de S. cerevisiae. UBP :
ubiquitin protease ; ZnF : doigt de zinc ; UBL : ubiquitin-like.
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1. Caractérisation d'un module de déubiquitination de la marque H2Bub chez

Arabidopsis thaliana, régulé par la signalisation lumiére

Contexte

Le mécanisme de contréle ainsi que le réle de la déubiquitination de I’histone H2Bub sont peu
caractérisés chez les plantes. Comme indiqué précédemment, seules les ubiquitine protéases UBP26
et OTLD1 sont partiellement décrites (Sridhar et al., 2007 ; Krichevsky et al., 2011), UBP26 ayant un
role dans le silencing de certains éléments transposables ainsi que dans la répression du géne PHERES1
(dans I'accession Col-0) et I'induction de FLC (dans l'accession C24). Dans cette premiere partie, je
décris l'identification d'une nouvelle activité de déubiquitination de la marque H2Bub, UBP22, ainsi
gu'une recherche de ses partenaires et de son impact sur la chromatine. Je m'intéresse également a
sa régulation par la lumiére afin d'initier I'étude des contextes fonctionnels dans lesquels cette
machinerie moléculaire est impliquée, via les variations dynamiques de |'enrichissement en H2Bub

chez Arabidopsis.

1.1 Mise en évidence et caractérisation du module UBP22-AtSGF11-AtSUS1
d’Arabidopsis

Identification et description des composants d’'un DUBm chez Arabidopsis

Une analyse phylogénétique a été effectuée au laboratoire afin d’identifier, parmi les
protéines a domaine UBP d’Arabidopsis, quelles sont les orthologues d'Ubp8 et Ubp10. L’analyse est
basée sur la comparaison des séquences protéiques des 27 protéines d’Arabidopsis contenant un
domaine UBP prédit (Yan et al., 2000), incluant les séquences protéiques d’Ubp8 et Ubp10 impliquées
respectivement dans I'enléevement de H2Bub en lien avec la transcription et le silencing chez S.
cerevisiae (Henry et al., 2003 ; Emre et al., 2005) (Figure 22). L’arbre phylogénétique résultant de cette
comparaison met en évidence une forte proximité entre les protéines ScUbp8 et ScUbpl0 avec
respectivement AtUBP22 et AtUBP26. Un WU-BLAST de la séquence protéique d’UBP22 contre le
protéome de S. cerevisiae identifie Ubp8 en premiére position ce qui confirme I'orthologie de ces deux
génes. Le WU-BLAST d'UBP26 identifie Ubp10 en cinquiéme position, néanmoins la proximité entre
UBP10 et UBP26 est en accord avec leur role respectif dans la répression transcriptionelle. L’orthologie
entre UBP22 et Ubp8 a été confirmée par d'autres études in silico récentes (Morea et Aquea, 2015 ;

Srivastava et al., 2015). Le gene UBP22 et sa fonction n’étant pas encore caractérisés, c’est donc un
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Matrice de
similarité (%) AtUBP22 ScUbp8 hUSP22
AtUBP22 100 29 36
ScUbp8 29 100 31
hUSP22 36 31 100

Figure 23. Alignement des séquences protéiques des orthologues d’UBP22 chez I’'Humain et
S.cerevisiae

(A) Alignement des protéines sur Clustal Omega et coloration de I'alignement sur BOXSHADE. Le
trait rouge représente le domaine doigt de zinc d’'UBP22, le trait bleu son domaine UBP et les
traits jaunes les régions supplémentaires d’Arabidopsis par rapport a S. cerevisiae. Les résidus
conservés du doigt de zinc sont marqués par les étoiles rouges et les sites catalytiques du
domaine UBP sont marqués par les deux étoiles bleus. (B) Matrice de similarité en pourcentage
entre chaque protéine obtenue avec I'alignement sur Clustal.
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candidat tres intéressant pour I'étude de la déubiquitination en rapport avec la transcription chez

Arabidopsis.

L’analyse par BLAST de la séquence protéique d’UBP22 contre le protéome de I’humain révele
la protéine USP22 en premier candidat suivi de prés par les protéines USP51 et USP27X. La protéine
USP22 fait partie du DUBm lié au complexe SAGA de I'humain et est requise pour I'enléevement de
H2Bub et la transcription comme Ubp8 chez S. cerevisiae (Zhang et al., 2008). Les protéines USP51 et
USP27X forment aussi des DUBm qui sont indépendants de SAGA et enlevent H2Bub pour réguler
I’expression de certains génes (Atanassov et al., 2016). L'alignement des séquences protéiques
d’UBP22, Ubp8 et USP22 met en évidence la conservation des acides aminés importants pour le doigt
de zinc et I'activité du domaine UBP (Figure 23A). La similarité des séquences protéiques d’UBP22 et
UBP8 est de 29%, 36% entre UBP22 et USP22, et 31% entre Ubp8 et USP22 (Figure 23.B). Ces trois
protéines sont donc relativement similaires entres elles, la similarité étant inférieure a 40% il est a ce

stade difficile de conclure sur une potentielle homologie de fonction entre UBP22 et Ubp8 ou USP22.

Afin d’initier I'étude de la conservation potentielle de la fonction biologique entre les différents
orthologues ScUbp8/UBP22 et ScUbp10/UBP26, les domaines des protéines d’intérét ont été annotés
(Figure 1.B et 2.A). Les deux protéines sont de taille similaire, avec une conservation d'un domaine en
doigt de zinc connu chez ScUbp8. Ce domaine est primordial pour I'organisation du lobe d’assemblage
du DUBm chez S. cerevisiae (Kdhler et al. 2010). En effet, le doigt de zinc d’Ubp8 interagit avec I'hélice
N-terminale de Sgfll et le tout est encapsulé par Susl, ces interactions permettant d’organiser
I'assemblage du module de déubiquitination du complexe SAGA (DUBm) chez cette espéce (Kéhler et

al. 2010).

En plus de son domaine UBP, UBP26 possede un domaine ubiquitin-like (UBL). Ce domaine est
associé avec la régulation de la stabilité de la protéine elle-méme. En effet, le domaine UBL interagit
avec le protéasome et la dégradation est enclenchée si des régions désorganisées de la protéine sont
présentes (Yu et al., 2016). Les protéines contenant un domaine UBL et une région désorganisée
peuvent échapper a la dégradation si cette région est masquée par une interaction avec une autre
protéine, ce mécanisme permettrait a une protéine d’étre dégradée rapidement si elle excede son

intéractant (Yu et al., 2016).

UBP22 interagit avec AtSGF11 et AtSUS1 in vitro et in vivo.
Pour explorer la fonction d’UBP22 chez Arabidopsis, nous avons tout d'abord recherché ses
intéractants potentiels par une approche TAP-tag (Van Leene et al., 2015). La technique est utilisée par

le Department of Plant Systems Biology (VIB, Gent, Belgique) dans le cadre d’une collaboration avec
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Figure 24. Identification des Protéines interagissant avec UBP22 et SGF11

Schéma récapitulatif de la technique de TAP-tag (A) et de la construction utilisée (B) (Van
Leene et al., 2015). Immunodétection de UBP22 (C) et SGF11 (D) fusionnées a la GSrhino et
exprimées dans des lignées cellulaires d’Arabidopsis et détectées par un anticorps anti-SRB.
SDS-PAGE et coloration par bleu de Coomassie des protéines interagissant avec UBP22 (E)
et SGF11 (F) avant digestion in-gel et analyse des protéines par spectrométrie de masse. (F)
Séquences protéiques d’AtSUS1 et AtSGF11, les peptides identifiés par MS sont surlignés en
jaune. (G) Tableau récapitulatif des interactants d’UBP22 et SGF11 ainsi que leurs
identifiants et le nombre de réplicas pour chaque expérience.
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Geert De Jaeger. Cette méthode nécessite la fusion entre une protéine d’intérét (appat) avec une
étiquette de double affinité : la protéine G et un peptide liant la streptavidine. Ces deux étiquettes
sont séparées par un site de clivage par protéase rhinovirus 3C (Figure 24B). Cette construction est
amplifiée dans des cultures cellulaires d'A. thaliana puis purifiée et fixée a des billes IgG pour la
premiére étape de purification. La protéase rhino permet de détacher la construction et les protéines
intéragissant avec la protéine appat et le tout sera lié a des billes couvertes de streptavidine pour la
deuxiéme purification (Figure 24A). Pour finir, le complexe purifié est détaché des billes par lavage,
séparé par un gel SDS-PAGE et coloré au bleu de Coomassie avant digestion par la trypsine pour analyse
par spectrométrie de masse. J'ai cloné la séquence codante de la protéine UBP22 sans le codon stop
dans un vecteur Gateway en fusion C terminale a la double étiquette décrite précédemment (Figure
24CQ). Il est notable que la protéine UBP22-GFP est apparue partiellement soluble dans les conditions

d'extraction utilisées, nous conduisant a utiliser une extraction en présence de 1% de digitonine.

Les peptides enrichis de maniére significative avec UBP22 comme appat dans les deux réplicas
biologiques effectués correspondent sans ambiguité a deux protéines : AtSGF11 et AtSUS1 (Figure
24F). IL est important de noter a ce stade qu'une analyse similaire, effectuée de fagon concomitante
par I'équipe de Vicente Rubio (CNB, CSIC, Madrid), utilisant AtSGF11 comme appat a également mis
en évidence quatre intéractants sur un total de six réplicas biologiques : UBP22, AtSUS1, TON1A et
TON1B (Figure 24E). Ces analyses indépendantes utilisant des appats distincts valident donc
I'association en TAP-tag des trois protéines UBP22, AtSGF11l et AtSUS1. Une expérience de
fluorescence bi-moléculaire (BiFC) effectuée par cette équipe a permis de confirmer plusieurs de ces
interactions in vivo comme présenté Figure 25. En effet, apres co-expression de différentes
combinaisons de protéines fusionnées a des fragments complémentaires de la Yellow Fluorescent
Protein (YFP) dans I'épiderme de feuilles de tabac, la fluorescence visible indique une interaction in
vivo entre UBP22 et AtSGF11 ainsi qu'entre AtSGF11 et AtSUS1. Néanmoins dans cette expérience,
aucun signal n'est détecté entre UBP22 et AtSUS1. Ce résultat négatif peut suggérer que la
surexpression d’AtSGF11 est probablement nécessaire pour que les trois protéines forment un
complexe et ainsi générer un signal détectable. Afin de compléter ces analyses, des expériences de co-

immunoprécipitation sur des extraits de plantes d'Arabidopsis sont en cours.

Au vu de ces résultats, je me suis intéressé aux protéines AtSGF11 et AtSUS1. L'analyse par
BLAST contre les génomes de S. cerevisiae et de I’'humain de la séquence protéique d’AtSUS1 identifie
respectivement en premiére position les protéines SUS1 et ENY2, ces deux protéines sont homologues
et font partie des complexes SAGA respectivement chez la levure et I'humain comme indiqué
précédemment. La protéine d’Arabidopsis AtSUS1 a conservé le domaine EnY2 présent chez la levure

et ’lhumain (Figure 26A). De plus I'alignement des séquences montre une bonne conservation de cette
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Figure 25. Interaction in vivo entre les différentes protéines du DUBm

(A) Expérience de complémentation par fluorescence Bi-moléculaire (BiFC). Le signal YFP est analysé
dans des cellules de feuilles de tabac infiltrées avec différentes protéines fusionnées avec un fragment
de la molécule YFP. LU'interaction entre les deux protéines permet de restaurer la fluorescence la YFP.
(B) Tableau récapitulatif des constructions testées et des intéractions observées en incluant les
controles effectués. Données du laboratoire Rubio CNB Madrid
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Figure 26. Recherche et organisation des domaines des orthologues chez Arabidopsis d’'UBP8 et
UBP10 de S. cerevisiae

(A) Représentation schématique des différents domaines identifiés par BLAST contre la base de
données CDD (Conserved domain database) de NCBI (National center for biotechnology information)
chez AtSUS1, ScSusl, AtSGF11 et ScSgfll. (B) Alignement des protéines sur Clustal Omega et
coloration de I'alignement sur BOXSHADE. Le trait vert représente le EnY2 de AtSUS1, le trait rouge le
doigt de zinc d’AtSGF11 et les traits jaunes les régions supplémentaires d’Arabidopsis par rapport a
S.cerevisiae.
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protéine, on note néanmoins que la protéine de plante est plus longue que celle de levure, et celle de

I'hnumain est bien plus longue encore (Figure 26B).

De la méme maniere, I'analyse par BLAST de la séquence protéique d’AtSGF11 identifie les
protéines SGF11 et ATXN7L3 qui sont aussi deux homologues respectivement impliquées dans le
DUBmM du complexe SAGA chez la levure et ’humain. Le domaine en doigt de zinc est conservé chez
Arabidopsis. Chez S. cerevisiae, ce domaine est localisé prées du site actif d’Ubp8, capable de lier I’ADN
nucléosomal et est nécessaire pour maintenir la conformation active du domaine UBP, permettant la
déubiquitination de H2Bub (Kohler et al.,, 2010 ; Samara et al.,, 2012 ; Koehler et al.,, 2013). Ces
observations confirment la conservation structurale de certaines unités du DUBm Ubp8 chez

Arabidopsis.

Les interactions réciproques en TAP-tag entre UBP22 et les orthologues de ScSus1 et ScSgfll
(AtSGF11/AtSUS1) d'une part (nos résultats) ainsi qu'entre AtSGF11 et UBP22/AtSUS1 d'autre part
(données de V. Rubio) permettent de proposer qu'UBP22 soit associée avec ces deux protéines au sein
d'un module de déubiquitination similaire a celui qui comprend Ubp8, Sgfl1, Susl et Sgf73 chez S.
cerevisiae, encore non identifié chez Arabidopsis a ce jour, et potentiellement impliqué dans la
déubiquitination de H2Bub. Chez S. cerevisiae, ’humain et la drosophile, la protéine Sgf73/ATXN7 est
nécessaire pour former le DUBm et le lier au complexe SAGA (lee et al., 2009 ; Mohan et al., 2013), il
est intéressant de noter que lors des 9 expériences de TAP-tag réalisées avec UBP22 ou SGF11 comme
appat, cette protéine n'a pas été détectée. De fagon aussi intéressante, aucune autre protéine du cosur
ou des différents modules du grand complexe SAGA n'a été identifiée dans ces analyses d'association.
Ceci pourrait suggérer que UBP22, AtSGF11 et/ou le module ne seraient pas associés au complexe
SAGA d'Arabidopsis, ou interagiraient transitoirement avec celui-ci et l'interaction aurait été perdue
lors des étapes d'extraction ou de purification des protéines. Des analyses BLAST des séquences
protéiques de Sgf73 de levure et ATXN7 humaine contre le génome d'Arabidopsis et d'autres bases de
données de plantes n‘ont détecté aucun orthologue potentiel (données non montrées). Des études
phylogénétiques récentes confirment ces observations chez A. thaliana, 0. sativa et |la vigne V. vinifera
(Moraga and Aquea, 2015; Srivastava et al., 2015). La protéine Sgf73 est donc potentiellement absente
chez Arabidopsis, le complexe formé par UBP22, AtSGF11 et AtSUS1 pourrait donc fonctionner de
maniére indépendante du complexe SAGA chez les plantes. D’autre part, on peut noter que les
protéines composant le DUBm d’Arabidopsis sont globalement plus grandes que celles de levure

(Figure 23, Figure 26), ce qui pourrait potentiellement compenser |'absence de Sgf73.
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Figure 27. Analyse de la taille du DUB d’Arabidopsis
Immuno-détection d’UBP22-GFP dans différentes fractions séparées selon leur poids moléculaire
par chromatographie d’exclusion de taille d’extraits solubles de la lignée UBP22::UBP22-GFP.

A S./(cerevisiae 3M99

B A thaliana

Figure 28. Modélisation des sous-unités du module UBP22 d’Arabidopsis
(A) Visualisation de la structure du DUBm de S. cerevisiae 3M99, obtenue par diffraction des rayons
X (Kohler et al., 2010 ; Koehler et al., 2014). (B) Structure prédite du module d’A. thaliana basée sur
I'identification et la recherche d’homologues de structure par PSI-Blast de la structure secondaire
de chaque protéine contre la base de données du programme Phyre2. Les doigts de zinc sont
marqués en rouges et les acides aminés non modélisés sont représentés par des traits noir
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Par ailleurs, les analyses de TAP-tag de I'équipe de V. Rubio ont identifié une association de
AtSGF11 avec les protéines TON1A et TON1B (TONNEAU1-A/B) (Figure 24G). Ces protéines sont
impliquées dans le réarrangement des microtubules et des chromosomes précédant la division
cellulaire et elles n’ont pas été trouvées dans nos analyses utilisant UBP22 comme appat. L'interaction
entre TON1A/B et AtSGF11 est peut-étre transitoire, ou bien AtSGF11 est capable d’interagir
individuellement avec ces deux protéines indépendamment d’UBP22, ou enfin cette interaction

pourrait avoir été créée de fagon artefactuelle lors de la lyse des cellules et noyaux de plantes.

UBP22 est présente dans des complexes de plus haut poids moléculaire

Afin de rechercher si UBP22 est présente au sein d'un complexe protéique, j'ai effectué une
chromatographie d’exclusion de taille de la protéine UBP22 étiquetée par la GFP exprimée in planta.
Pour ceci, j'ai d'abord utilisé la lignée mutante ubp22 (décrite page 35) complémentée par le gene
UBP22 fusionné a la GFP en C-terminal sous contréle de son promoteur endogene
(ubp22/UBP22::UBP22-GFP ; voir les méthodes) (Figure 27). Aprés immuno-détection de la GFP dans
les différentes fractions, la protéine UBP22-GFP est détectée dans les fractions correspondant a sa
propre taille (aux alentours de 90 kDa) et également autour de 130 kDa, une taille correspondant a
celle prédite apres assemblage d’UBP22 avec AtSGF11 et AtSUS1. On remarque un signal de plus faible
intensité dans des fractions de trés haut poids moléculaire : les fractions 4 et 5 d’'une part et 7 et 10

d’autre part.

D'apres ces observations, UBP22-GFP pourrait s'associer avec AtSGF11 et AtSUS1 au
sein d'un module composé de ces trois protéines et, dans une moindre mesure, a des complexes de
plus grande taille. Pour compléter cette analyse, la construction UBP22::UBP22-GFP est en cours
d’introduction dans un fonds génétique mutant pour le géne AtSGF11 (décrite page 35) afin de
déterminer si la taille des complexes impliquant UBP22-GFP est impactée en 'absence de AtSGF11,
testant ainsi si AtSGF11 fait bien partie du complexe d'environ 130 kDa. La composition des complexes

de taille trés supérieure a ce DUBm potentiel reste a étudier.

Analyse de la structure du DUBm potentiel d’Arabidopsis

L'hypothése de la conservation d'une structure de type DUBm SAGA entre Arabidopsis et S.
cerevisiae a été étudiée grace a Phyre2, un programme qui permet la recherche de protéines
possédant une séquence protéique similaire par PSI-BLAST puis modélise les protéines en se basant
sur des structures connues. L'étude réalisée en collaboration avec Dr Cécile Breyton (IBS Grenoble), a

révélé par recherche PSI-BLAST que les trois protéines d’intérét UBP22, AtSUS1 et AtSGF11 forment
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une structure secondaire prédite trés similaire a la structure du DUBm de S. cerevisiae 3MHS
caractérisée par diffraction des rayons X (Samara et al., 2010). Les trois protéines d’Arabidopsis ont
donc été modélisées en se basant sur cette structure (Figure 28). Le module d’Arabidopsis ainsi
modélisé est similaire en tous points au DUBm de S. cerevisiae. De la méme maniére que chez S.
cerevisiae on observe deux lobes, un premier « d’assemblage » organisé autour du domaine en doigt
de zinc d’UBP22 qui interagit avec la longue hélice de AtSGF11 et AtSUS1 stabiliserait cette interaction
en I’encapsulant. Le deuxiéme lobe « catalytique » est composé du domaine UBP d’UBP22 et du doigt
de zinc d’AtSGF11, pourrait potentiellement correspondre au site de déubiquitination de I’histone

H2Bub chez A. thaliana.

Il est important de noter que le DUBm de levure possede la protéine Sgf73 au centre de sa
structure (Lee et al., 2009 ; Kélher et al., 2010). En effet, chez S. cerevisiae, les 104 premiers résidus de
Sgf73 sont situés entre les deux lobes du DUBm et la partie C terminale de ce fragment forme un doigt
de zinc participant a la formation du lobe catalytique, nécessaire a I'activité de déubiquitination
d’Ubp8. Les 553 résidus composant le reste de Sgf73 forment un domaine SCA7, qui permet la liaison
avec le complexe SAGA, juste a c6tés du module d'acétylation HAT (Durand et al., 2014). L'absence
d'orthologue de Sgf73 chez Arabidopsis pourrait peut-étre étre compensée par les acides aminés
supplémentaires présents en N- et C-terminal des protéines UBP22, AtSGF11 et AtSUSI. La taille et |a
localisation de ces fragments excédentaires sont représentés par les traits noirs sur la figure 28, et ne
sont pas modélisés par le programme en absence de structure de référence. Une analyse de I'évolution
des protéines d’Arabidopsis sera lancée pour déterminer si une autre protéine, ou le module, a évolué
pour compenser I'absence de cette protéine. La recherche d’orthologues par BLAST chez les plantes
n’ayant donné aucun résultat, une approche différente basée sur la recherche d’une structure

secondaire similaire a Sgf73 chez les plantes a été effectuée sans résultat concluant.

Conclusion

La protéine UBP22 a été identifiée comme un orthologue des protéines Ubp8 de S. cerevisiae
et USP22 humaine, et interagit comme elles avec les orthologues de ScSusl et ScSgfll. Ces trois
protéines ont la capacité de former un module similaire a celui décrit chez ces especes. La structure
prédite de ce DUBm est trés similaire a celui identifié apres cristallisation chez la levure. On note
néanmoins I'absence d'orthologue de la protéine Sgf73 chez Arabidopsis, qui pourrait représenter une
divergence structurale importante au regard de son réle clé pour l'intégrité du DUB module chez S.
cerevisiae (Kbhler etal., 2010 ; Durand et al., 2015). En accord avec ces interactions, UBP22 est intégrée

dans des complexes de poids moléculaire correspondant a I'assemblage prédit de ces trois protéines,
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Figure 29. Localisation sub-cellulaire des composants du DUBm d’Arabidopsis.
Visualisation des protéines surexprimées AtSGF11, AtSUS1 et UBP22 fusionnées a la GFP par
microscopie confocale sur des racines de 5 jours.
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Figure 30. Localisation subnucléaire des composants du DUBm d’Arabidopsis.
Immuno-détection de la GFP apres extraction de noyaux de cotylédons de 5 jours sur des
lignées surexprimant GFP-SGF11, GFP-SUS1 et la lignée complémentée UBP22-GFP par
microscopie confocale.
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et également dans des complexes de plus grande taille, qui pourraient correspondre a des agrégations
des protéines UBP22-GFP recombinantes, ou a I'association du module UBP22-AtSGF11-AtSUS1 avec

d’autres protéines, ou a un complexe de type SAGA.

1.2 Etude de la fonction d’UBP22 et du module de type SAGA chez Arabidopsis

Les protéines du module UBP22-AtSGF11-AtSUS1 sont nucléaires

Les expériences d’interaction ont montré la localisation nucléaire des protéines du DUBm qui
interagissent dans I'épithélium de feuilles de tabac. Afin de déterminer si ces protéines sont présentes
dans d’autres compartiments, I’équipe de Vicente Rubio et moi-méme avons visualisé, par microscopie
confocale de pointes racinaires de 5 jours, la fluorescence cellulaire de lignées surexprimant les
différentes protéines UBP22, AtSGF11 et AtSUS1 fusionnées a la GFP (Figure 29). Ces trois protéines
sont préférentiellement localisées dans les noyaux des cellules de la pointe racinaire. Ce résultat est

en accord avec un réle potentiel au niveau chromatinien.

Pour étudier la localisation sub-nucléaire de ces protéines, j’ai effectué une immuno-détection
de la GFP sur noyaux isolés de cotylédons de plantules de 5 jours (Figure 30). Le marquage est faible
pour UBP22-GFP qui est exprimée sous son promoteur endogene, et fort pour les deux autres
protéines exprimées sous un promoteur 35S. Apres acquisition des images par microscopie confocale,
les noyaux de la lignée ubp22/UBP22::UBP22-GFP ainsi que les lignées surexprimant GFP-AtSUS1 et
GFP-AtSGF11, ont tous un marquage typiquement euchromatinien excluant les chromocentres
hétérochromatiniens. En revanche, des analyses reproductibles montrent que la protéine GFP-AtSUS1
présente un signal recouvrant partiellement les chromocentres. Chez S. cerevisiae, la protéine Susl
fait non seulement partie du DUBmM SAGA mais aussi du complexe TREX-2 impliqué dans I'exportation
des ARN messagers. Ce complexe est enrichi vers la périphérie nucléaire, en étroite relation avec les
pores nucléaires (Navarro et al., 2004). Le complexe TREX-2 est partiellement décrit chez les plantes,
il est aussi localisé en périphérie nucléaire (Lu et al., 2010), néanmoins l'interaction avec AtSUS1 n’a
pas été rapportée. Ce marquage hétérochromatinien pourrait s’expliquer par la présence de GFP-

AtSUS1 dans un autre complexe que le DUBm de type SAGA, tel que TREX-2 par exemple.

Les protéines UBP22 et AtSGF11 impactent le niveau global de la marque H2Bub
Afin d’étudier I'impact du DUBm potentiel sur la déubiquitination de I'histone H2Bub chez

Arabidopsis, nous avons identifié une lignée mutante par insertion de T-DNA dans le géne UBP22
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Figure 31. Etude de I'influence d’UBP22 sur certaines marques de la chromatine

(A) Représentation schématique de la lignée mutante par insertion de T-DNA GABI_263H06-1394
impactant UBP22 avec la position des couples de primers RT1 et RT2 utilisés pour analyser par RT-
gPCR I'expression d’'UBP22 en amont et en aval du transgene (B) Représentation schématique de la
lignée mutante par insertion de T-DNA impactant SGF11. (C) Immuno-détection de I'histone H2B et
H2Bub sur extraits chromatiniens de plantules de 10 jours grace a un anticorps reconnaissant H2B.
Pour chaque génotype la quantité d’H2Bub relative a la quantité totale d’'H2B a été quantifiée
apres acquisition digitale du signal luminescent (D) Immuno-détection des histones H2Bub et H2B
grace a deux anticorps spécifiques sur des extraits de protéines totales de plantules de 6 jours.
Immuno-détection des marques H3K4me3 (E) et H3K9me2 (F) respectivement, sur extraits
chromatiniens de plantules de 7 jours utilisant H4 comme témoin de charge.
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(Figure 31A). Cette lignée ubp22-1 dont le nom est simplifié en ubp22 dans cette thése, ainsi que la
lignée mutante publiée ubp26-2, dont le nom est simplifié en ubp26 (Sridhar et al., 2007) ont été
utilisées pour effectuer une immuno-détection de I’histone H2Bub sur des extraits chromatiniens de
plantules afin d’étudier la présence globale de cette marque en absence de ces facteurs. La quantité
de H2Bub relative a H2B est trés supérieure dans le mutant ubp22 par rapport aux lignées Col-0 et
ubp26 (Figure 31C). Plusieurs réplicas indépendants ont montré un doublement de la forme
ubiquitinée de H2B dans le mutant ubp22, passant d'environ 9-10% chez les plantules col-0 a environ
18% chez le mutant. Ceci indique que UBP22 est un facteur majeur impliqué dans le maintien d’un bas
niveau de H2Bub, en accord avec son association au sein d'un module de type SAGA enlevant H2Bub

sur de nombreux genes.

Comme indiqué précédemment, le gene UBP22 fusionné a une séquence GFP C-terminale sous
contréle de son promoteur endogene a également été introduit dans la lignée ubp22. Une analyse par
immunoblot des histones H2B et H2Bub dans cette lignée comparée avec des plantules de type
sauvage a montré que ubp22 est complémenté de maniere efficace de |'effet de la mutation sur le
niveau de H2Bub (Figure 31C), démontrant que l'inactivation du géne UBP22 est responsable du gain
observé. En parallele, I'équipe de Vicente Rubio et moi-méme avons identifié une lignée d'insertion de
T-DNA pour le géne SGF11 (Figure 31B). L’analyse par immuno-détection de I'histone H2Bub par
rapport a H2B dans ces lignées met en évidence un gain de H2Bub important dans le mutant sgf11-1
(Figure 31D). Cette équipe a également généré des lignées surexprimant AtSGF11 étiqueté par MYC
sous un promoteur 35S dans un fonds sauvage ou sgf11-1. Le niveau de H2Bub est similaire a celui des
plantules de type sauvage dans la lignée sgf11-1 possédant une copie viable de AtSGF11, la mutation
étant donc également complémentée par surexpression de AtSGF11-MYC. Néanmoins, contrairement
a UBP22 (Figure 31C), la surexpression de AtSGF11 n’entraine pas de baisse globale du niveau de
H2Bub (Figure 31D), suggérant qu'il ne serait peut-étre pas un facteur limitant de I'enlévement de

H2Bub.

Finalement, j’ai étudié I'impact d’UBP22 sur les marques H3K4me3 et H3K9me2 par immuno-
détection sur les mémes extraits de chromatine (Figure 31E.F). Au niveau de résolution de cette
expérience, les lignées hub1-3 et ubp22 ont des niveaux globaux de H3K4me3 et H3K9me2 similaires
a ceux des plantules de type sauvage. Par conséquent, le dépo6t ou I’'enlevement de H2Bub impliquant
HUB1/HUB2 ou UBP22 n’affectent pas ou peu le niveau global de H3K4me3 chez Arabidopsis,
contrairement a S. cerevisiae ou le dép6t de H2Bub par Brel est un prérequis au dépot de H3K4me3

(Sun et Allis, 2002).
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Figure 32. Complémentation d’'un mutant de levure ubp84
Immuno-détection de I'histone H2Bub et H2B dans des extraits de protéines totales de
levures sauvages (WT), mutantes pour le génes ubp8 (ubp8A) et deux souches mutantes

transformées indépendamment et possédant la séquence codante d’UBP22 sous controle
d’un promoteur CYC1.
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Figure 33. Etude de I'abondance d’'UBP22-GFP et MYC-SGF11 dans différentes conditions

(A) Immuno-détection des protéines MYC-SGF11 dans des extraits de protéines totales de plantules
ayant poussé a l'obscurité (obs) ou a la lumiére (lum), RPT5 sert de témoin de charge. (B) Immuno-
détection d’UBP22-GFP dans des extraits de protéines totales de plantules ayant poussé a l'obscurité
(obs) ou a la lumiére (lum), I'actine sert de témoin de charge. (C) Immuno-détection de MYC-SGF11
dans des extraits de protéines totales de plantules mutantes det1-1 ayant poussé a I'obscurité (obs) ou
a la lumiere (lum). RPT5 sert de témoin de charge.
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UBP22 est ’lhomologue d’Ubp8

Pour tester si UBP22 a elle-méme une activité de déubiquitination de I'histone H2Bub et ainsi
déterminer 'lhomologie potentielle entre Ubp8 et UBP22, j’ai testé la complémentation d’une lignée
de S. cerevisiae mutante ubp8A en la transformant avec une copie viable du gene UBP22 (Figure 32).
Cette lignée mutante ubp8A présente un important excédent de H2Bub comparé a une lignée de levure
de type sauvage (Henry et al. 2003). Une immuno-détection des histones H2Bub et H2B aprées
extraction des protéines a l'urée confirme la présence de cet excés (Figure 32). De facon significative,
on observe que l'introduction du gene UBP22 dans le mutant ubp8A permet d'abolir cet excés de
H2Bub dans deux colonies indépendantes prises au hasard. Cette complémentation fonctionnelle
permet de démontrer I'activité de déubiquitinase d’UBP22 sur H2Bub, qui est conservée quand la
protéine UBP22 est introduite de facon exogéne chez S. cerevisiae. Combinés aux conclusions de la
section 1.1, 'ensemble de ces résultats révele que UBP22 est I'hnomologue fonctionnel d’Ubp8 chez

Arabidopsis.

Conclusion

Les protéines formant le DUBm d’Arabidopsis sont toutes nucléaires et enrichies dans
I'euchromatine, ce qui est en accord avec leur association au sein d'un module de type DUBm SAGA.
De plus, la complémentation d’un mutant de levure ubp8A a permis de montrer l'activité de
déubiquitination d’UBP22 sur H2Bub ainsi que son homologie avec Ubp8. Enfin, UBP22 et AtSGF11

sont impliquées dans le maintien d’un niveau globalement bas de I'histone H2Bub.

1.3 DET1 impacte le module UBP22-AtSGF11-AtSUS1 d’Arabidopsis

La stabilité des protéines AtSGF11 et UBP22 est régulée au cours de la photomorphogenése
Comme indiqué dans l'introduction, le niveau global de la marque H2Bub est nettement plus
élevé dans la chromatine de plantules photomorphogéniques que dans des plantules étiolées (Figure
19D). Ces différences globales pourraient s'expliquer par une régulation massive de la machinerie

contrélant les dynamiques de H2Bub, une marque impliquée dans I'élongation de la transcription.

L'analyse de l'expression des genes connus pour influencer I'homéostasie de H2Bub tels que
HUB1, HUB2, UBP26 et UBP22 dans des transcriptomes de plantules étiolées ou
photomorphogéniques, n'a pas permis de mettre en évidence de régulation de ces facteurs a ce

niveau. Cependant, I'’équipe du Dr Rubio a analysé le niveau de la protéine MYC-AtSGF11 exprimée

36



A { 120 B Q
S o0 Col-0 & quzo@
) kDa ® o
5 &0
% 60 25 . - @ s s | -H2BuUb
o
x
40 -
9 - e are ae -
=)
© 20
(0]
>
Z 0Ll———
Q
OO\, ‘0'\:-b Qq:b
4 ¥ o
<<<2’06'
)

Figure 34. Analyse de la surexpression d’UBP22-GFP

(A) Analyse par RT-gPCR sur des ARN de plantules de 10 jours, du niveau d’expression d’UBP22
dans les différentes lignées indiquées (B) Immuno-détection de I'histone H2B et H2Bub sur
extraits chromatiniens de plantules de 10 jours grace a un anticorps reconnaissant H2B.
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Figure 35. Interaction in vivo entre DDA1 et SGF11

Expérience de complémentation par fluorescence Bi-moléculaire (BiFC). Le signal YFP est analysé
dans des cellules de feuilles de tabac infiltrées avec différentes protéines fusionnées avec un
fragment de la molécule YFP. Linteraction entre les deux protéines permet de restaurer la
fluorescence la YFP. Données du laboratoire Rubio CNB Madrid
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sous un promoteur 35S dans des plantules cultivées a I'obscurité ou a la lumiere et traitées avec
I'inhibiteur du protéasome MG132 (Figure 33A). Ceci a montré que MYC-AtSGF11 est plus abondante
a la lumiere, par rapport a I'obscurité ou cette protéine est peu visible. L'incubation in vivo avec le
MG132 induit une augmentation de la quantité de MYC-AtSGF11 a la lumiére et a I'obscurité ou elle
devient fortement présente. Ceci indique que le pool de protéines AtSGF11 est partiellement dégradé

par le protéasome durant la skotomorphogenese.

Au vu de ces résultats, jai effectué une premiere expérience similaire sur des plantules
exprimant UBP22-GFP afin de déterminer sil’abondance de la protéine UBP22 est également controlée
au cours de la photomorphogenése. De la méme maniéere que pour AtSGF11, UBP22 est beaucoup plus
abondante a la lumiere qu’a I'obscurité (Figure 33B). Des expériences encore préliminaires réalisées
par I'équipe du Dr Rubio confirment cette tendance et montrent également que UBP22 est une
protéine poly-ubiquitinée. Ces analyses seront complétées afin de tester la sensibilité d'UBP22 aux
inhibiteurs du protéasome et ainsi déterminer si le pool de protéines UBP22 est activement dégradé a
I’obscurité, mais aussi a la lumiéere. L’évolution du niveau de H2Bub et des protéines AtSGF11 et UBP22
peut a premiere vue sembler contre-intuitif, car si les protéines constituant le module de
déubiquitination sont plus abondantes a la lumiére, le niveau de H2Bub devrait théoriquement baisser.
Néanmoins, comme indiqué précédemment, le passage de I'obscurité a la lumiére s’accompagne
d’une augmentation d'environ 3 fois du niveau de global de transcription par I'ANR Pol Il pour chaque
niveau de ploidie des noyaux (Bourbousse et al 2015) ainsi que de la marque H2Bub (Figure 19D).
L'hypothése retenue a ce stade est qu'il y a un besoin accru de complexes SAGA et de DUBm afin de
répondre a un besoin accru d'élongation de la transcription sur de nombreux génes aprés passage a la
lumiére. Ces nouvelles observations concordent ainsi avec un modéle déja proposé (Bourbousse et al.,
2015), dans lequel les noyaux a l‘obscurité seraient dans un état de faible transcription
potentiellement régulé a grande échelle par la signalisation lumiere au cours de cette phase

développementale.

La dégradation de AtSGF11 est influencée par DET1

Afin d’étudier un mécanisme potentiel permettant de cibler la dégradation de MYC-AtSGF11,
I’équipe de Vicente Rubio s'est focalisée sur un réle potentiel de DET1. En effet, DET1 et les complexes
CDD ou C3D auxquels il est associé sont impliqués dans la dégradation ciblée de protéines en réponse
aux signaux de lumiere (Yanagawa et al.,, 2004 ; Bernhardt et al.,, 2006 ; Chen et al., 2010). Cette
possibilité est intéressante au vu de nos observations décrites précédemment que DET1 a a une forte

influence sur le niveau global de H2Bub. L'équipe de V. Rubio a donc intégré la construction
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Figure 36. Modeéle de régulation du module UBP22 par DET1 et le complexe C3D

D’aprés nos résultats et ceux du Dr Rubio, le module d’Arabidopsis composé des protéines
UBP22, AtSUS1 et AtSGF11 interagirait avec le complexe C3D via les interactions entre DDB1,
DDA1 et AtSGF11. Cette interaction permettrait au complexe C3D de poly-ubiquitiner UBP22 et
AtSGF11 afin de catalyser leur dégradation par le protéasome, en particulier a 'obscurité.
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35S::AtSGF11-MYC dans la lignée mutante det1-1 par croisement afin de poursuivre I'analyse de la
stabilité de la protéine MYC-AtSGF11. Dans cette expérience, son abondance est élevée quelles que
soient les conditions, en particulier a I'obscurité et ceci méme en absence de MG132 (Figure 33C). La
protéine DET1 est donc nécessaire pour maintenir un bas niveau de MYC-AtSGF11 en amont de I'effet
du protéasome. Il reste nécessaire de tester si, de la méme maniere que pour AtSGF11, la dégradation
d’UBP22 est également dépendante de DET1. Afin de tester cette hypothése, j’ai récemment intégré
le transgéne UBP22-GFP dans un fonds mutant detl1-1. Les premiéeres analyses effectuées montrent
gue, comme pour SGF11, le niveau d’UBP22-GFP est plus élevé dans le fonds det1-1 (données non

montrées). Cette analyse préliminaire sera répétée.

Dans leur ensemble, les observations faites a ce stade permettent de proposer un modele pour
I'action large de DET1 sur H2Bub. D'une part, nous avons montré que l'abondance des protéines UBP22
et AtSGF11 ainsi que H2Bub est finement régulée par la lumiére. D'autre part, DET1 participerait a la
régulation de 'abondance du module de déubiquitination de H2Bub par dégradation protéasomale de
la protéine AtSGF11 et potentiellement aussi d’UBP22. Ainsi, la perte de fonction de DET1 induirait
une abondance et une activité exagérée d’UBP22 induisant un faible niveau de H2Bub dans ce mutant.
L'hypothése de I'effet dominant d'une surexpression d’'UBP22 sur la marque H2Bub a été testée. Pour
ceci, j'ai introduit le transgene UBP22::UBP22-GFP dans un fonds de type sauvage, menant a une
surexpression d’'UBP22 (Figure 34A). Dans cette lignée, le niveau de H2Bub est environ 2 fois plus faible
dans ces plantes par rapport aux plantules de type sauvage indiquant que UBP22 est un facteur limitant
de I'enléevement de H2Bub chez Arabidopsis (Figure 34B). En plus de ces résultats, I’équipe de V. Rubio
a identifié une interaction entre AtSGF11 et DDA1 dans un crible double hybride (Irigoyen et al., 2014)
et a confirmé cette interaction in vivo plus récemment par BiFC (Figure 35). Ces observations suggéerent
un lien direct entre le contrdle de I'abondance de la protéine UBP22 par la signalisation de la lumiere

impliquant DET1 avec un contréle du niveau global de H2Bub (Figure 36).

AtSGF11 et UBP22 sont des régulateurs positifs de la fonction de DET1 a I'obscurité

Au vu du modele ci-dessus, il reste nécessaire de tester l'influence fonctionnelle d’'UBP22 et
du module UBP22-AtSGF11-AtSUS1 sur les réponses des plantes a la lumiere, et en particulier sur la
photomorphogenése. Dans une premiere approche, I'équipe de Vicente Rubio a étudié I'effet des
mutations det1-1, sgf11-1 et ubp22 sur le phénotype photomorphogénique. Pour ceci, j'ai également
croisé les lignées ubp22 et det-1 et I'équipe de V. Rubio a fait de méme pour sgf11-1 et detl1-1. Pour
tester leur phénotype photomorphogénique, des graines ont été cultivées 3 jours a I'obscurité avant

de mesurer la longueur des hypocotyles, un marqueur quantitatif de la photomorphogenése
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Figure 37. Analyse de la longueur d’hypocotyle chez différents mutants et double mutants
(A) Photo représentative de plantules Col-0, sgf11-1, det1-1, det1-1/sgf11-1, ubp22/det1-1 et
ubp22 ayant poussé 3 jours a l'obscurité totale. (B) Graphique représentant la taille
d’hypocotyle de 30 plantules, 3 jours aprés germination dans l‘obscurité totale pour chaque
génotype étudié.
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(Fankhauser and Casal, 2004). Ceci a montré que les mutants ubp22 et sgf11-1 ont un phénotype étiolé
et une élongation de I'hypocotyle similaire aux plantules Col-0. Comme attendu, le mutant det1-1 est
marqué par un phénotype dé-étiolé a l'obscurité avec un hypocotyle trés court, des cotylédons
développés et ouverts (Figure 37). De maniére trés intéressante, les plantules det1-1sgf11-1 et det1-
1ubp22 sont encore plus affectées que le mutant det1-1, leur hypocotyle est d’environ 3mm contre 6-
7 pour detl-1 et 10 pour les autres génotypes. Ces résultats suggerent un effet synergique des
mutations ubp22 et sgf11-1 sur le phénotype de detl-1. Ainsi, ces deux génes agiraient a différentes
étapes du méme processus ou participeraient a des processus convergents pour controler I'élongation

de I'hypocotyle.

Conclusion

Nous avons donc montré que dans des plantules ayant germé a I'obscurité et étiolées, les sous-
unités AtSGF11 et UBP22 du module de déubiquitination de type SAGA d’Arabidopsis sont moins
abondantes et le niveau de H2Bub est plus bas qu'a la lumiére. Ces observations correlent avec la faible
activité transcriptionnelle de I'ARN Pol Il dans les noyaux de cotylédons étiolés. De plus, DET1 est
impliqué dans la dégradation de AtSGF11 et potentiellement aussi d'UBP22, influencant probablement
|'activité chromatinienne de ce module a I'obscurité, en accord a la fois avec la faible abondance de
H2Bub a l'obscurité d'une part et dans les plantules mutantes det1-1, et d’autre part avec I'observation
gue UBP22 est un facteur limitant de la déubiquitination de H2Bub. Une hypotheése raisonnable est
que la dégradation contrélée de ce module serait adaptée au programme transcriptionnel
skotomorphogénique a lI'obscurité, hypothése appuyée par le phénotype aggravé des doubles mutants

det1-1/sgf11-1 et det1-1/ubp22 par rapport au simple mutant det1-1.
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Photo représentative d’une plante de chaque mutant, comparée a une plante de type sauvage
de guatre semaines apres la germination dans des conditions de jour long (A) et jour court
(B). (C) Mesure du diametre de 20 plantes pour chaque génotype sauvage 4 semaines apres la
germination dans des conditions de jour long. (D) Dissection des feuilles d’'une plante
représentative pour chaque mutant comparée a une plante sauvage 4 semaines aprés la
germination. (E) Etude de I"évolution du nombre de feuilles sur 20 plantes pour chaque
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2. Analyse fonctionnelle des genes UBP22 et UBP26

Contexte

Apres avoir montré I'association d’UBP22 a un module de déubiquitination et identifié son
implication sur le contréle de H2Bub dans la premiére partie de ma thése, je me suis intéressé a
rechercher son influence sur la biologie de la plante et des possibles connections ou spécificités de
fonction par rapport a UBP26, une autre déubiquitinase de H2Bub encore partiellement caractérisée.
La présence d’UBP22 au sein d'un module de type SAGA et I'implication d’UBP26 dans le silencing
d'éléments transposables ne signifie pas pour autant que les fonctions de ces protéines soient
completement distinctes. Elles pourraient par exemple cibler des génes communs comme observé
pour Ubp8 et Ubp10 chez S. cerevisiae. En effet, une étude a montré qu'UBP26 dans I'écotype C24 est
impliquée dans l'induction du géne FLC (Schmitz et al., 2009) suggérant qu'UBP26 pourrait aussi agir
en tant que facilitateur de la transcription. Dans cette deuxieme partie j'ai recherché |'effet d'une perte
de fonction d’UBP22 et/ou d’UBP26 sur le développement, 'expression des génes et le dépo6t de
H2Bub au niveau génomique afin de préciser leur impact moléculaire sur la chromatine. L'analyse
d'une possible redondance fonctionnelle entre UBP22 et UBP26 a également été entreprise apres

génération d’un double mutant ubp22-1ubp26-2.

2.1 Effet synergique d’ubp22 et ubp26 sur la physiologie, la chromatine et
I'expression des génes

Le double mutant ubp22ubp26 est affecté dans son développement végétatif

Afin d’étudier les liens génétiques entre UBP22 et UBP26, j'ai croisé les lignées mutantes
ubp22-1 et ubp26-2 (sup32-2 ; Sridhar et al. 2007) et obtenu une lignée double mutante ubp22-
1ubp26-2 (annotée ubp22ubp26 dans la suite de cette thése). J’ai comparé le développement végétatif
des mutants ubp22, ubp26 et ubp22ubp26 avec la lignée Col-0 en condition de jour long (Figure 38A)
ou jour court (Figure 38B). D'aprés mes analyses, la mutation ubp22 n’a pas d'impact significatif sur le
développement végétatif au stade rosette, alors que le mutant ubp26 montre un développement plus
hétérogene avec certaines plantes possédant un diametre légérement plus faible 4 semaines aprés
germination. Le développement des plantes ubp22ubp26 est nettement plus affecté, avec un diametre
de la rosette visiblement plus petit en conditions de jour court ou long. La mesure du diametre de 20
plantes de chaque génotype confirme que ces différences sont significatives (Figure 38C), la rosette du
simple mutant ubp26 est légérement plus petite et celle du double mutant ubp22ubp26 qui est environ

20% plus petite que celle sauvage. La dissection de plantes de chaque génotype (Figure 38D) montre
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que les feuilles du double mutant sont plus petites que celles des autres génotypes. Un retard de
croissance pouvant potentiellement expliquer la petite taille des plantes, j'ai suivi I’évolution du
nombre de feuilles pour chaque génotype sans remarquer de différence par rapport a la lignée de type
sauvage (Figure 38E). De plus, aucune altération du temps de floraison n’est observée chez les mutants
par rapport a la lignée Col-0 en condition de jour court, le mutant hub1-3 affecté dans la mono-
ubiquitination de H2B servant de contréle de floraison précoce. L’aggravation significative du
phénotype tres léger des plantes ubp26 observée dans le double mutant indique un certain niveau de
redondance fonctionnelle entre UBP22 et UBP26, la fonction d’'un géne pouvant apparemment
compenser |'absence de l'autre pour la croissance des feuilles de rosette. La petite taille des feuilles
du double mutant pourrait étre la conséquence d’'une dérégulation du cycle cellulaire ou du

mécanisme d’endoréduplication.

Le double mutant ubp22ubp26 est affecté dans son développement racinaire

Le développement racinaire étant trés sensible aux variations du cycle cellulaire, I'’évolution
de la taille de la racine principale sur des plantules de chaque génotype a été mesurée. A partir de 7
jours apres germination, les plantules ubp22ubp26 possédent une racine principale significativement
plus longue que les plantules de type sauvage Col-0 (Figure 39). Afin de déterminer si cette différence
de taille est due a une différence de ploidie, les noyaux de racines de 7 jours ont été extraits pour
chaque génotype et leur quantité d’ADN déterminée par cytométrie de flux (Figure 39C). Aprés analyse
des populations de noyaux obtenues (plus de 11000 noyaux par génotype), on observe que tous les
génotypes présentent une ploidie jusqu’a 32C et que les proportions pour chaque niveau de ploidie
dans les racines des plantes ubp22ubp26 ne présentent pas de différences majeures. Ces résultats
préliminaires sont a reproduire afin de pouvoir effectuer une analyse statistique sur la ploidie des
noyaux et mieux caractériser ce phénotype de longueur racinaire. Une caractérisation du méristéme
racinaire sera également entreprise afin d’étudier un potentiel probleme de division ou de

différenciation cellulaire impactant la longueur de la racine principale dans le double mutant.

L’effet de la mutation ubp26 sur le développement de la graine est aggravé dans
ubp22ubp26

Le géne UBP26 a été caractérisé pour son effet sur le développement des graines. Comme
montré précédemment (Luo et al., 2008), environ 20% des ovules sont avortés, impactant la taille de

la silique. De plus, environ 60% des graines formées contiennent des embryons dont le développement
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Figure 41. Etude de lI'impact de la double mutation ubp22ubp26 sur différentes marques de la
chromatine

(A) Immuno-détection des marques H2B, H2Bub, H3K4me3, H3K27ac et H3K27me3 sur extraits
chromatiniens de plantules de 7 jours utilisant H2B et H4 comme témoins de charge. (B) Immuno-
détection de I’histone méthylé H3K9me2 sur extraits chromatiniens de plantules de 7 jours.
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s'arréte prématurément a différents stades. Cet effet n’est pas di a la qualité du pollen qui est

totalement viable, et n’est pas maternel sporophytique (Luo et al. 2008).

Contrairement aux plantes ubp26, les siliques du mutant ubp22 ont une apparence
parfaitement normale sans embryon avorté ni graines dont le développement est arrété (Figure 40).
Par ailleurs, les plantes ubp22ubp26 ont des siliques environ 20% plus petites que les plantes de type
sauvage (Figure 40A.B), un phénotype probablement également di a I'avortement d’embryons lors de
leur développement dans le double mutant comme pour ubp26. Aprés ouverture des siliques, on
remarque la présence de graines "froissées ou shriveled" dans les siliques des plantes ubp22ubp26
comme décrit précédemment pour ubp26, avec une certaine hétérogénéité entre chaque silique
(Figure 40C). Afin d’évaluer la production de graines viables, 20 siliques ont été collectées puis semées
sur des boites de pétri individuelles avant de compter le nombre de plantules capables de germer par
boite (Figure 40D). Alors que les plantes ubp22 produisent en moyenne environ 60 graines par silique
comme le type sauvage Col-0, le mutant ubp26 n’en produit que 16 et le double mutant ubp22ubp26
uniquement 4. Cette aggravation du phénotype d’ubp26 est une autre indication supplémentaire

d'une redondance fonctionnelle partielle entre UBP22 et UBP26.

Impact de la double mutation sur les marques de la chromatine

Apres la mise en évidence d’'une redondance fonctionnelle partielle entre les genes UBP22 et
UBP26, je me suis intéressé a |'effet de l'inactivation conjointe d’'UBP22 et UBP26 sur le niveau de
plusieurs marques chromatiniennes par immuno-détection sur extraits chromatiniens. Concernant
H2Bub, on observe un fort gain dans le double mutant ubp22ubp26, similaire a celui observé
préalablement dans ubp22 (Figure 41A). Aucun changement majeur n’est observé pour le niveau de
H3K4me3, le dépbt et l'enlevement de cette marque semble donc s'effectuer largement
indépendamment de I'enlévement de H2Bub dans les mutants étudiés, alors qu'une légére baisse de
la marque H3K27ac est visible dans les mutants ubp26 et ubp22ubp26. De fagon assez inattendue, les
plantules ubp26 montrent une diminution forte de la marque H3K27me3 qui semble légérement
aggravée dans le double mutant ubp22ubp26. L'effet de la mutation ubp26, et potentiellement aussi
de la double mutation ubp22ubp26, sur H3K9me2 est probablement trop subtil pour étre détectable
dans ce type d'analyse. Ces premiéres analyses seront a développer afin d’avoir une estimation plus
précise de I'impact des UBP sur I'acétylation de I’histone H3, potentiellement en interconnexion avec
I'activité d'acétylation du complexe SAGA. Egalement, l'influence d’UBP26 sur l'acquisition ou le
maintien d’un haut niveau de H3K27me3 met en avant un possible effet sur la répression polycomb
des genes. La protéine UBP26 est a ce jour connue pour son effet sur le silencing et le dépot de Ia

marque H3K9me2 au niveau de certains éléments transposables tels que AtMULE, AtGP1 et AtLINE1-
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Figure 42. Etude de I'expression des genes chez les différents mutants par séquengage d’ARN

(A) Tableau récapitulatif du nombre de génes dérégulés dans leur expression pour chaque mutant
(BHpval<0,05 ; -1>Log2(FC)>1). (B) Représentation par heatmap des changements d’expression de
I'ensemble des génes impactés chez au moins un mutant. Diagramme de Venn de montrant le
recouvrement entre les génes surexprimés (C) ou les génes sous-exprimés (D) chez les différents
mutants (BHpval<0,05 ; 1>Log2(FC)<-1).
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4 (Sridhar et al. 2007). A ce niveau de résolution, aucun changement majeur n’est observé pour

H3K9me2 dans les mutants étudiés (Figure 41B).

Etude de I'expression des génes dans les lignées mutantes pour UBP22 et UBP26

Afin d'obtenir une premiére vision de I'impact général des pertes de fonction d’UBP22 et
UBP26 sur le profil d'expression des génes a un stade de développement donné, j'ai effectué un
séquencage des ARN des parties aériennes de plantules de 7 jours. Le nombre de génes
significativement dérégulés dans chaque génotype par rapport a la lignée de type sauvage Col-0 est
résumé dans un tableau Figure 42A. La premiére observation est que la perte de fonction d'UBP22
impacte I'expression d’environ 207 genes, un faible nombre comparé aux 684 et 951 genes dérégulés

respectivement dans les lignées ubp26 et ubp22ubp26.

En accord avec une activité d’'UBP22 de type SAGA qui favoriserait la transcription, une forte
distorsion dans la proportion des génes dérégulés est observée dans ubp22 : environ 80% des genes
dérégulés sont sous-exprimés (163 vs 44 genes). En considérant |'excés important de H2Bub dans les
plantes ubp22 et le réle potentiel d’UBP22 dans la transcription des genes, le nombre de 207 génes
dérégulés dans ubp22 parait cependant faible. Une analyse de catégorie de fonction indique que les
génes sous-exprimés dans ubp22 sont majoritairement impliqués dans des réponses a différents
stimuli comme l'auxine, les substances organiques et les signaux endogenes. A ce stade, on peut
émettre les hypotheses que 1) la perte de fonction d'UBP22 a un impact faible sur I'expression de
génes développementaux et que 2) dans des conditions de culture stables et optimales, I'absence
d'UBP22 n'est pas critique pour que la plupart des génes soient correctement exprimés. Au niveau
moléculaire, les plantes ubp22 seraient largement capables de s’adapter a I'absence d'enlevement de
H2Bub par UBP22, soit parce-que cette protéine participerait a un mécanisme facultatif, par exemple
d'optimisation des changements d'expression, comme montré pour le dépot de H2Bub (Bourbousse
et al, 2012), soit parce que d'autres ubiquitine protéases telles que UBP26 compensent au moins

partiellement son absence.

En revanche, de facon contre-intuitive, cette expérience montre que la majorité des génes
dérégulés dans ubp26 sont également majoritairement sous-exprimés (60%). De plus, malgré un effet
assez faible sur le niveau global de H2Bub, la perte de fonction d’UBP26 impacte un grand nombre de
génes. La protéine UBP26 semble donc impliquée dans différents processus chromatiniens avec un

impact plus fort sur la régulation des genes qu'UBP22.

Ces analyses comparatives des transcriptomes ont été affinées par croisement des listes de

génes dérégulés dans ces trois lignées. La représentation des résultats en diagramme de Venn permet
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CCR2 0,0 0,8 0,9
PRR9 -1,1 -1,1 -0,9

Gl 0,0 -0,4 0,0
RVES -1,1 -1,6 -2,3
NOX 0,0 -0,6 -0,7
LUX 0,0 0,5 0,9
PRR7 0,0 0,0 0,4
ELF3 0,0 0,0 0,4
PHYB 0,0 -0,5 -0,6

Figure 44. Changements d’expression de génes
de I’horloge

Tableau  récapitulatif des changements
d’expression de genes impliqués dans le
fonctionnement de [I'horloge circadienne
obtenus par RNA-seq (log2(FC)).
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tout d'abord d'observer un fort recoupement entre les différentes listes de génes dérégulés dans les
simples et le double mutant, en particulier entre ubp26 et ubp22ubp26 (Figure 42C.D). Ceci illustre un
certain niveau de spécificité de |'analyse, et potentiellement un ciblage commun de nombreux génes

par UBP22 et UBP26.

Le double mutant ubp22ubp26 est impacté de maniére plus importante que ubp26 en termes
de nombre de génes dérégulés que les mutants simples, indiquant des effets additifs et
potentiellement une certaine redondance fonctionnelle entre UBP22 et UBP26. Notamment, une
partie importante des genes surexprimés est commune a ubp26 et ubp22ubp26 (Figure 42C). Une
représentation par heatmap de I'amplitude du changement d’expression par rapport a la lignée Col-0
met en évidence la similarité des changements d'expression observés entre ubp26 et ubp22ubp26, le
mutant ubp22 étant visuellement relativement similaire mais avec une amplitude des changements

observés bien plus faible (Figure 42B).

De facon intéressante, I'analyse de catégorie de fonction des 271 génes surexprimés dans
ubp26 et des 355 surexprimés dans ubp22ubp26 monte une implication dans plusieurs processus
communs a ces deux mutants mais pas a ubp22, comme la localisation et le transport des lipides et
des macromolécules. Parmi ces genes, on trouve notamment SESA1, SESA2, SESA3, SESA4 (SEed
Storage Albumine) et OLEO4 qui sont impliqués dans la mise en réserve des lipides dans la graine et
sont surexprimés dans ubp26 et ubp22ubp26. La surexpression de ces genes en rapport avec le
transport des lipides dans la graine pourrait expliquer les probléemes de formation des graines dans ces
lignées (Figure 40). On observe également que 156 genes sont surexprimés uniqguement dans le double
mutant. La régulation de ces génes impliquerait donc potentiellement indifféremment UBP22 ou
UBP26, etils pourraient étre la cible d'une activité redondante d'UBP22 et d'UBP26. De fagon similaire,
235 genes sont sous-exprimés dans le double mutant uniquement. Concernant les quelques génes
sous-exprimées dans la lignée ubp22 (163), ils sont en majorité sous-exprimés également dans ubp26
et ubp22ubp26 (Figure 42D). L'expression de ces génes semble étre tres sensible a un excés de H2Bub
ou aux dynamiques d'enlevement de la marque, et nécessiterait donc a la fois les activités d’"UBP22 et
d’UBP26 pour une induction optimale, au niveau de résolution obtenu par analyse de plantules

entiéres.

La comparaison de la taille des génes sur/sous-exprimés dans chaque mutant comparée a la
taille moyenne des génes révele que pour chaque mutant, les génes sous-exprimés sont
significativement plus petits, en particulier pour ubp26 et ubp22ubp26 (Figure 43A). A l'inverse, les
génes surexprimés sont d’une taille similaire a la moyenne des genes. La position des genes dérégulés
situés sur le chromosome 4 pour chaque mutant ne montre pas de distribution spécifique, les genes

dérégulés sont en majorité localisés le long des bras chromosomiques (Figure 43B). Cette observation
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Figure 45. Visualisation de la marque H2Bub dans les différents génotypes

Utilisation de fichiers bigWig a la méme échelle et combinant les deux réplicas générés par Macs2 lors de
I'annotation des pics pour chaque génotype et des fichiers résultant de I'appel des pics (barres colorées).
En haut pour visualiser le chromosome 5 est montré en entier, puis zoomé sur une région d’intérét
déterminée par croisement des listes de génes marqués par H2Bub, dans laquelle plusieurs génes gagnent
un domaine H2Bub dans les mutants.
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contraste nettement avec l'impact de la perte de fonction de Ubp10 chez la levure S. Cerevisiae. En
effet, Ubp10 retire H2Bub dans les régions télomériques pour permettre le silencing des téloméres et
des régions sub-télomériques affectant ainsi un gradient de génes sub-télomériques (Emre et al.,
2005 ; Gardner et al., 2005). Si ce mécanisme est conservé chez A. thaliana, UBP26 et UBP22 n’y sont

pas impliquées.

L’expression des génes de I’horloge est affectée dans les mutants ubp22 et ubp26

L'expérience de séquencage des ARN des différentes lignées mutantes décrites ici n’est pas
spécifiquement adaptée a I'étude de l'expression des génes contrblés par I'horloge circadienne.
Néanmoins, les conditions de photopériode et de changements de température entre le jour et la nuit
utilisées ont permis d'entrainer I'horloge circadienne dans la plupart des cellules des plantules. Tous
les échantillons été récoltés en début d’apres-midi. Dans ces conditions non dynamiques, a un moment
de la journée ou de nombreux genes de I’horloge ne sont pas dans leur pic d’expression, plusieurs
génes de l|'horloge circadienne sont impactés (Figure 44). Dans ce tableau récapitulatif des
changements d’amplitude de |'expression des genes impliqués dans |'horloge circadienne, on
remarque que l|'expression de plusieurs genes comme LHY, CCA1 et RVES8 est particulierement
diminuée dans tous les mutants. Cette diminution est plus élevée, touche plus de genes dans ubp26
qgue dans ubp22, et est tres amplifiée dans le double mutant ubp22ubp26. Ces problemes d’expression
démontrent pour la premiere fois chez Arabidopsis un lien entre les mécanismes d’enléevement de
H2Bub et la dynamique de certains genes, de fagon analogue aux défauts d'expression de TOC1, CCA1
et LHY lors de la perte de dépo6t de H2Bub (Bourbousse et al, 2012 ; Himanen et al, 2012). Il est donc

possible que la dynamique de dép6t/enlévement de H2Bub sur ces génes implique UBP22 et UBP26.

Conclusion

Cette série d'analyses génétiques montre que les genes UBP22 et UBP26 présentent d'une part
des spécificités d'action et également un certain niveau de redondance fonctionnelle. Cette
redondance est visible au niveau du développement végétatif, racinaire, de la formation des graines,
et des genes dérégulés dans les plantes double mutantes ubp22ubp26 mais pas dans les mutants
simples. Au niveau de résolution obtenu par immunoblot, il semble que l'inactivation conjointe des
génes UBP22 et UBP26 n'induise pas de gain de H2Bub supplémentaire par rapport a la mutation
simple ubp22. Enfin, des analyses transcriptomiques ont permis de montrer que, de facon non corrélée
avec le phénotype d'accumulation de H2Bub, UBP26 impacte significativement de nombreux génes

par rapport a UBP22. |l est possible que dans un état de croissance de la plantule adulte en conditions
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Figure 46. Analyse du nombre et de la répartition des génes gagnant et perdant H2Bub

(A) Diagramme de Venn des genes marqués dans chaque mutant par rapport aux génes marqués dans
les plantules Col-0 et tableau résumant pour chaque génotype, le nombre de génes gagnant un
domaine H2Bub, perdant le domaine, ou le maintenant, par rapport a la lignée Col-0. Représentation en
diagramme de Venn des génes gagnant H2Bub (B) dans les mutants et de ceux perdant H2Bub (C).
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Figure 47. Analyse du nombre et de la répartition des génes
gagnant et perdant H2Bub

- N (A) Représentation schématique du chromosome 4 et de la
L position des génes qui gagnent et perdent H2Bub dans
= = chaque mutant. (B) Exemple représentatif d’'un gene gagnant
-~ H2Bub et d’'un géne perdant H2Bub dans les mutants, la
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de culture optimales, les plantes ubp22 développent des mécanismes d’adaptation permettant de
compenser le manque de déubiquitination de H2Bub. Par ailleurs, la baisse de la marque H3K27me3
dans le mutant ubp26 est probablement liée a un défaut de la répression de type Polycomb de certains
génes. Ce défaut chromatinien pourrait étre responsable davantage que |'excés de H2Bub du nombre
élevé de genes dérégulés dans ubp26 par rapport a ubp22 et également des défauts de germination
observés. Le lien entre UBP26 et la répression Polycomb des genes sera développé dans la partie 3.
Ensuite, les génes surexprimés dans les mutants sont plus petits, et les génes dérégulés du
chromosome 4 sont répartis équitablement dans les bras de ce chromosome. Pour finir, de nombreux
génes de I'horloge circadienne sont dérégulés dans les mutants, mettant en avant le lient entre

I’enlevement de H2Bub et les changements d’expression des génes chez Arabidopsis.

2.2 Etude des cibles génomiques de I’activité d’UBP22 et UBP26

Etude des génes gagnant et perdant H2Bub dans les différents génotypes

Afin d’étudier I'impact global d’"UBP22 et UBP26 sur le profil génomique H2Bub, j'ai effectué
une expérience de ChlP-seq sur des plantules des mutants ubp22, ubp26, ubp22ubp26 et du type
sauvage Col-0 en deux réplicas. D’apreés les résultats obtenus par immunoblot (Figure 41A), le gain de
H2Bub attendu est trés important, en particulier dans les plantules mutantes ubp22 avec un
doublement du niveau global de cette marque. L’appel des pics dans les différents réplicas de chaque
génotype par Macs2 a permis de visualiser la distribution de la marque H2Bub et des pics annotés
(Figure 45). Pour chaque génotype, les pics de H2Bub sont bien définis et I'appel des pics correspond

visiblement au marquage observé.

Dans un premier temps, j'ai analysé le nombre de génes gagnant ou perdant completement
H2Bub dans chaque mutant par rapport au type sauvage Col-0, en comparant les listes de genes
recouvrant un domaine H2Bub (marqués) dans chaque lignée (Figure 46A). Tous les mutants étudiés
ont de nombreux génes gagnant H2Bub : 3138 pour ubp22 et ubp22ubp26, et environ un tiers de moins
pour ubp26 (2216). Le nombre de genes perdant leur domaine H2Bub est de dix a quatorze fois plus
faible. Cette distorsion tres significative entre le nombre de genes nouvellement marqués et ceux

perdant la marque H2Bub est en accord avec un role d’UBP22 et UBP26 dans I'enlévement de H2Bub.

En étudiant la répartition des genes nouvellement marqués dans les mutants, on remarque
1876 genes communs aux trois lignées, plus 870 génes communs a ubp22 et au double mutant (Figure
46B). Ces résultats confirment le réle d’'UBP22 et UBP26 dans I'enlevement de H2Bub et le fait que ces

deux protéines ont de nombreux genes cibles en commun. Concernant le faible ensemble de génes
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Figure 48. Analyse du changement d’expression des génes gagnant H2Bub

Boxplot représentant le changement d’expression (Log2(FC)) des génes gagnant H2Bub dans chaque
mutant comparé au niveau des génes conservant H2Bub dans les plantules sauvages et mutantes .Le
nombre de gene considéré est indiqué pour chaque échantillon. **, Ttest pval < 0,05 et *, Ttest pval <
0,01.
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Figure 49. Analyse du niveau d’H2Bub sur différents ensembles de génes

Utilisation de fichiers normalisés a dix millions de reads pour chaque généotype afin de représenter la
densité de reads sous la forme de différents métagenes grace au logiciel segMINER. L'univers H2Bub
représente le niveau d’H2Bub pour chaque génotype, présent sur I'ensemble des genes marqués par
H2Bub identifiés lors de 'appel des pics et I'annotation dans au moins un génotype. Les différents pics
on étés séparés en sept clusters selon le profil de la marque et deux clusters d’intérét sont représentés.
(segMINER : YE et al., 2014)
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qui perdent H2Bub dans les mutants, 128 sont communs a tous les mutants et 79 perdent H2Bub

uniquement dans le double mutant.

L'analyse de catégorie de fonction des genes gagnant et perdant H2Bub dans chaque mutant
n’est pas significative concernant les génes qui perdent H2Bub dans les mutants. Quant aux nombreux
génes gagnant H2Bub, de par leur fort recoupement ils sont impliqués dans des mécanismes tres
similaires dans les trois mutants. Sont retrouvés préférentiellement des génes dans des procédés

métaboliques, en particulier celui de I'azote, ainsi que le développement post-embryonnaire.

Les trées nombreux genes gagnant H2Bub sont localisés de fagon apparemment homogéne le
long des bras du chromosome (Figure 47A). A l'inverse, le positionnement des génes gagnant et
perdant H2Bub sur le chromosome 4 met en évidence la localisation péricentromérique de la quasi-
totalité des genes perdant H2Bub. Cette localisation des génes perdant H2Bub est surprenante et apres
avoir étudié le profil de H2Bub sur ces génes, il s’avére qu’un bruit de fond Iégérement plus important
chez le Col-0 dans cette zone géneére |'appel de pics trés petits par MAcs2 qui, lorsqu’ils sont localisés
sur un geéne, créent cet effet de perte apparente (Figure 47B). La majorité des génes qui perdent H2Bub

dans les mutants sont donc artéfactuels, a I'inverse des génes qui gagnent la marque H2Bub.

J'ai ensuite étudié si le gain de H2Bub est lié au défaut d’expression des génes observé dans
les mutants. L'amplitude des changements d’expression des génes gagnant H2Bub dans les mutants
par rapport aux génes marqués dans les plantules Col-0 a été comparée (Figure 48). Le résultat montre
qgue les génes qui gagnent la marque H2Bub dans les mutants sont significativement sous-exprimés
par rapport a ceux qui sont déja marqués dans les plantules Col-0. L’enlévement efficace de H2Bub sur

ces génes par UBP22 et/ou UBP26 est donc nécessaire pour leur expression optimale.

Afin d'estimer I'effet des mutations sur la distribution de H2Bub sur les genes, j’ai généré une
série de métagenes, avec pour chaque génotype le niveau et la distribution de la marque H2Bub grace
au logiciel seqMINER (Ye et al., 2014) (Figure 49). Les fichiers utilisés sont normalisés a dix millions de
lectures et le premier métagéne nommé "Univers H2Bub" représente la densité de H2Bub chez les
mutants, comparée au Col-0 pour I'ensemble des génes marqués par H2Bub dans au moins un des
guatre génotypes. Le niveau de H2Bub des trois mutants sur ce premier métagene est trés supérieur
a celui observé pour le type sauvage Col-0. De facon inattendue, on observe également un net
déplacement du pic vers le site d'initiation de la transcription (TSS) dans le fonds génétique ubp26. De
facon surprenante, le niveau de H2Bub du double mutant ubp22ubp26 est inférieur a celui d'ubp22 et
ubp26. Le logiciel seqMINER permet de diviser I'ensemble des génes étudiés en différents cluster selon
leur profil de H2Bub. De cette maniére on peut isoler les génes sur lesquels le déplacement du pic du

mutant ubp26 est fortement présent (Cluster 1) d’autres clusters avec des profils différents (Cluster
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Figure 50. Test d’'une méthode de normalisation basée sur un facteur de correction

(A) Représentation par MA plot des domaines enrichis en H2Bub pour le mutant ubp22 comparé a
Col-0 en deux réplicas biologiques. Le graphique a gauche représente les données brutes, les
graphiques a droite représentent les mémes données aprés deux analyses statistiques différentes
: DESeq seulement (en haut) ou aprés application du facteur de normalisation (en bas). (B) Apercu
d’une région du génome et un tableau résumant pour chaque géne son changement d’amplitude
du niveau de la marque H2Bub moyenné des deux réplicas, comparé au type sauvage Col-0 ainsi
que la valeur statistique de ce changement.
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2). L'analyse de ces différents clusters permettra potentiellement d’identifier les génes sur lesquels

UBP22 et UBP26 ont des actions distinctes.

Normalisation des résultats du ChiP-seq

Les résultats du ChlIP-seq décris précédemment sont basés sur la comparaison des genes
associés a au moins un domaine H2Bub (ou marqués) dans les différents génotypes, ainsi que sur une
analyse du profil de H2Bub basée sur des fichiers normalisés sur dix millions de lectures. Afin d’étudier
I’évolution du marquage H2Bub des genes déja marqués dans les plantules Col-0, une analyse
différentielle est nécessaire. Ce type d'analyse présente une difficulté attendue dans les cas présentant
une augmentation ou baisse générale du niveau de la marque étudiée, en particulier si elle est souvent
présente sur des régions déja normalement enrichies chez le type sauvage, ce qui est typiquement
observé pour H2Bub sur le corps des genes dans les mutants Aubp8 et Aubp10 de S. cerevisiae (Schulze
et al., 2011). Dans ce type de cas, le ChIP-seq peut montrer des limitations des analyses différentielles.
Par exemple, la normalisation DESeq utilisée classiquement est basée sur I’hypothése que la majorité
des éléments considérés (ici les pics H2Bub) ont une couverture similaire. Ce programme harmonise
la hauteur des pics identifiés par rapport a une moyenne calculée sur I'ensemble des pics du génotype
de référence (Col-0 dans notre cas). Par conséquent dans le cas de changements globaux, la
normalisation peut aboutir a effacer le gain pour ramener le signal a I'échelle du génome a une valeur
similaire dans les deux échantillons comparés (Dillies et al., 2013). L'ajout de chromatine exogéne (ou
Spike-in) est une méthode récemment développée pour s'affranchir de ce type de biais. La méthode
consiste a ajouter dans chaque échantillon, avant immunoprécipitation, une quantité définie de
chromatine servant de référence interne a chaque ChIP. En fin de ChlP-seq, les séquences d'ADN
exogéne immunoprécipitées sont alignées sur le génome correspondant afin de déterminer un facteur
de normalisation basé sur les différences réelles d'enrichissement entre échantillons (Orlando et al.,
2014). Pour cette expérience de ChIP-seq chez les différents mutants, j’ai ajouté a la chromatine de
chaque échantillon 10% de protéines de chromatine de S. cerevisiae. Dans cette premiere série
d'expériences, le nombre de lectures correspondant au génome de S. cerevisiae obtenu aprées
séquencage était trop faible (191000, 460000, 384000 et 260000 respectivement pour les deux
réplicas combinés Col-0, ubp22, ubp26 et ubp22ubp26) pour |'utiliser comme un facteur de

normalisation fiable, et nos tentatives se sont révélées infructueuses.

La représentation par MA plot (Figure 50A) met en relation une valeur de changement (fold
change : M) pour chaque pic entre deux échantillons avec le comptage de lectures normalisé de ce pic

(A). Le MA-plot du ChlIP-seq H2Bub d’ubp22 avant normalisation permet de distinguer deux
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Figure 51. Visualisation des domaines changeant significativement de niveau d’H2Bub

(A) Représentation par MA plot des changements de niveau d’H2Bub significatif pour chaque
génotype aprées application du facteur de normalisation décris précédemment avant DESeq. (B)
Tableau résumant pour les deux mutants, le nombre de géenes hypo-marqués et hyper-marqués
par rapport a Col-0 chez ubp22 et ubp26 aprés application du facteur de normalisation et DESeq
(C) Diagramme de Venn représentant le recouvrement entre les génes marqués par H2Bub dans la
lignée sauvage Col-0 et les génes hyper-marqués chez les mutants ubp22 et ubp26.
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populations de pics, un important premier groupe positionné au-dessus d’un deuxieme en forme de
gaussienne. Si ces données sont normalisées de maniere classique par DESeq, on observe deux
importantes populations de domaines ol H2B est significativement hyper-ubiquitinée (en rouge au-
dessus de 0) ou hypo-ubiquitinée (en rouge au-dessous de 0) par rapport au type sauvage Col-0 (Figure
50A, plot en haut a droite). Cette répartition symétrique ne correspond pas au gain massif de H2Bub
observé dans nos analyses précédentes, comme anticipé du biais de la normalisation des niveaux
globaux entre échantillons. En étudiant ces données, j’ai remarqué que la totalité des pics du groupe
inférieur étaient situés dans les régions hétérochromatiniennes (Figure 50A, plot a gauche).
L'observation de leur profil le long du génome indique que ces régions sont marquées de facon
artéfactuelles significativement dans tous les génotypes. Nous avons donc déterminé un facteur de
normalisation arbitraire basé sur la moyenne de la couverture de ces régions hétérochromatiniennes
pour chaque génotype. Lorsque ce facteur est appliqué avant I'analyse statistique DESeq, on remarque
une importante population de régions hyper-marquées par H2Bub dans le mutant ubp22. Afin de
tester la validité de cette normalisation par rapport a la technique classique, j’ai observé une région
du génome intéressante en indiquant les résultats donnés par les deux techniques (Figure 50B). En
estimant visuellement les changements de H2Bub on remarque que le premier géne est apparemment
marqué de la méme maniére dans les deux génotypes alors que la normalisation classique I'estime
significativement hypo-marqué dans le mutant ubp22 (Figure 50B). De facon analogue, les deux génes
en 3' qui sont visuellement hyper-marqués ne sont considérés comme tel qu'apres application du
facteur de normalisation. La normalisation avec ce facteur de correction basé sur cette population de
domaines hétérochromatiniens semble donc donner un résultat cohérent. De plus parmi les 3138
génes gagnant H2Bub chez ubp22, 3079 sont inclus dans les génes hyper-ubiquitinés et seulement 6

génes perdant H2Bub le sont aussi.

L'analyse des MA-plot de chaque mutant comparé au Col-0 et normalisé grace au facteur de
normalisation arbitraire ainsi qu'une analyse statistique DESeq met en évidence les nombreux pics
hyper-ubiquitinés chez chaque mutant (Figure 51). En effet pour ubp22 et ubp26, la quasi-totalité des
domaines d’intérét sont hyper-marqué par H2Bub. A l'inverse une partie bien plus réduite de ces
domaines est hyper-marquée chez ubp22ubp26. Au final, plus de 10000 genes sont hyper-marqués par
H2Bub dans ubp22 et ubp26 (Figure 51B), ce qui correspond a la majorité des génes marqués par
H2Bub dans le type sauvage (Figure 51C). Néanmoins, I'analyse différentielle du double mutant grace
au facteur de normalisation ne montre que peu de génes hyper-marqués comparé a ubp22 et ubp26
ce qui ne correspond pas aux résultats observés par immunoblot. La validité de I'utilisation de ce
facteur de normalisation restant incertaine, il semble plus slr a ce stade de rester sur les conclusions

de I'analyse des domaines gagnant ou perdant la marque H2Bub.
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Conclusion

L'analyse de la distribution génomique de la marque H2Bub par ChIP-seq dans les différents
génotypes confirme le role d’'UBP22 dans I'enléevement de H2Bub a grande échelle, puisque cette
protéine impacte le niveau de cette marque sur plusieurs milliers de génes. Environ 3000 genes situés
sur les bras des chromosomes nécessitent UBP22 pour retirer compléetement H2Bub et s’exprimer
normalement. UBP26 montre un effet similaire a UBP22 sur 2000 génes, néanmoins le lien fonctionnel
avec une baisse du niveau des transcrits des genes correspondants est moins significatif que pour la
lignée ubp22. De fagon plus surprenante au vu des niveaux de H2Bub observés par immunoblot, I'effet
d’UBP26 sur H2Bub semble également treés vaste. De plus, la fonction de ces deux UBP semble
converger vers un grand nombre de cibles génomiques communes. Néanmoins, UBP26 a un effet plus
important en 5’ des genes d’apreés le profil de H2Bub observé par analyse métagene, suggérant une
fonction moléculaire souvent distincte de celle d’'UBP22. Pour finir le double mutant ubp22ubp26
semble présenter un profil épigénomique de H2Bub plutét similaire a celui d’UBP22, avec 3000 génes

gagnant H2Bub dans ce double mutant et un fort recoupement avec ceux gagnant H2Bub chez ubp22.
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Figure 52. Identification des protéines interagissant avec UBP26 et de la taille des complexes
comprenant UBP26

(A) Immuno-détection d’'UBP26 dans différentes fractions séparées selon leur poids moléculaire
par chromatographie d’exclusion de taille. (B) Immuno-détection d’UBP26 fusionnée a la
Gsrhino et exprimée dans des cultures cellulaires en utilisant un anticorps anti-SRB. (C) SDS-
PAGE et coloration par bleu de Coomassie des protéines interagissant avec UBP26, aprés
purification avec ou sans digitonine, avant digestion du gel et analyse des protéines par
spectrométrie de masse.(D) Tableau récapitulatif des interactants d’UBP26 ainsi que leurs
identifiants, le nombres de peptides identifiés pour chaque intéractant dans chaque expérience
et le nombre total de réplicas dans lesquels les intéractants ont été identifiés.
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3. Etude de l'influence d’UBP26 sur la répression transcriptionnelle

Contexte

Apres avoir identifié des interactions génétiques entre UBP22 et UBP26 sur le développement
et étudié leur impact sur les profils transcriptomiques et génomiques de la marque H2Bub, je me suis
intéressé plus particulierement aux liens entre UBP26 et les mécanismes de répression
transcriptionnelle. Comme indiqué précédemment, UBP26 est a la fois requise pour la répression de
certains éléments transposables, notamment AtGP1 et AtMULE (Sridhar et al., 2007), mais aussi la
répression soumise a I'empreinte parentale du géne PHERES dans un fonds Col-0 (Luo et al., 2008). Par
ailleurs, le fort phénotype d'avortement des graines ainsi que la formation autonome d’endosperme
apres émasculation pour 1% des ovules est un phénotype typique mais atténué de certains mutants
PRC2 comme fis, mea, fie et msil (Hennig and Derkacheva, 2009). D’apres les données de
transcriptomique obtenues dans la partie 2, le phénotype moléculaire d’'UBP26 sur le niveau de la
marque H3K27me3 et sur l'expression des geénes est plus prononcé qu'initialement attendu, et
nécessite donc d’étre caractérisé. En effet, les mécanismes moléculaires de déubiquitination de H2Bub
impliquant UBP26 seraient parfois associés a une répression transcriptionnelle et parfois a une
facilitation de la transcription comme pour UBP22 et restent difficiles a appréhender. Dans cette
derniére partie, je présente une caractérisation plus fine de I'effet d’'UBP26 sur la répression des genes

ainsi que son rdle sur la formation ou la stabilité de I’hétérochromatine.

3.1 UBP26 forme un ou plusieurs complexes de haut poids moléculaire

Afin de déterminer si UBP26 agissait seule ou en complexe comme UBP22, la lignée
UBP26::UBP26-GFP a été utilisée pour une analyse par chromatographie d’exclusion de taille suivie par
une immuno-détection en utilisant un anticorps anti-GFP (Figure 52A). La protéine UBP26-GFP est
présente dans des fractions correspondant a sa taille (environ 170 kDa sur gel SDS-PAGE) et également
de facon significative dans des fractions correspondant a des poids moléculaires trés élevés, allant de
400kDa a la taille d'exclusion (supérieure a 2000 kDa). Ces observations suggerent qu'UBP26 interagit

avec une ou plusieurs autres protéines et peut former différents complexes.

Afin d'identifier la composition de ces complexes, et rechercher si UBP26 interagit avec des
régulateurs de la transcription connus, une expérience de TAP-tag a été effectuée selon la méme
méthode que celle utilisée dans la section 1 pour UBP22. Celle-ci comprend une extraction des

protéines de cellules d’Arabidopsis transfectées en présence de 1% de digitonine. Contrairement a
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Figure 53. UBP26 impacte le niveau global d’H3K27me3

(A) Immunodétection d’H3K27me3 sur extraits chromatiniens de plantules de 7 jours. (B)
Représentation de la moyenne de 4 quantifications du marquage H3K27me3 par rapport au
témoin de charge pour chaque génotype (*=T.test<0,05). (C) Immunodétection d’"H3K27me3 sur
extraits chromatiniens de plantules de 7 d’une lignée complémentée par UBP26-GFP.
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UBP22, la protéine UBP26 est soluble en absence de détergent. L'expérience a donc également été
effectuée dans des conditions sans digitonine afin de maximiser les chances de conserver les
interactions protéine-protéine. Aprés contréle de I’expression de la protéine étiquetée (Figure 52B) et
du succes de sa purification TAP (Figure 52C), I'équipe de Geert de Jaeger a identifié les protéines
associées a UBP26 par spectrométrie de masse (Figure 52D). Dans les 4 expériences effectuées, (deux
réplicas avec ou sans digitonine), deux protéines apparaissent comme partenaires principaux. Elles
sont codées par les genes AT5G37400 et AT2G33000 encore non caractérisés. De fagon intéressante,
la protéine AT2G33000 contient un domaine Ubiquitin-Associated (UBA) trouvé chez plusieurs
protéines nucléaires des voies d'ubiquitination, et également impliqué dans lI'association aux

nucléoporines (Grant et al., 2003).

Les quatre autres protéines interagissant de facon significative avec UBP26 ont été trouvées
dans une seule des deux expériences effectuées sans détergent, et pourraient donc interagir de
maniére plus transitoire ou moins forte avec UBP26 : 1) AT2G28450 est inconnue, et de facon
intéressante possede un doigt de zinc ; 2) KINESIN-LIKE PROTEIN FOR ACTIN-BASED CHLOROPLAST
MOVEMENT (KCA1) est une protéine permettant le mouvement des chloroplastes et leur association
avec la membrane plasmique (Suetsugu et al., 2010) ; 3) CHROMATIN-REMODELING PROTTEIN 11
(CHR11), est un facteur de remodelage de la chromatine impliqué notamment dans la prolifération des
noyaux haploides durant la megagametogenese et I’expansion cellulaire pendant la phase
sporophytique (Huanca-Mamani et al., 2005) ; et 4) CRWN1, une des quatre membres de la familles
des protéines CROWDED NUCLEI ayant un réle structurel de la périphérie nucléaire et influengant

I'organisation de I'hétérochromatine (Dittmer et al., 2007; Grob et al., 2014).

Conclusion

UBP26 interagit de maniére plus ou moins forte et stable avec plusieurs protéines et peut
s'associer avec des complexes de trés haut poids moléculaire. Du fait de leur lien avec la chromatine
et l'organisation du noyau, l'identité de plusieurs de ces protéines est trés intéressante. Il reste
nécessaire de confirmer les interactions détectées par I'approche de TAP-tag puis de rechercher leur
signification fonctionnelle. Une interaction directe entre UBP26 et CRWN1 a été testée par double
hybride de levure donnant un résultat négatif (données obtenues en collaboration avec Prof.
Christophe Tatout, Université de Clermont). Le lien potentiel indirect entre UBP26 et les membres de
la famille CRWN sera par conséquent testé prochainement par co-immunoprécipitation. Par ailleurs,
des lignées mutantes par insertion de T-DNA dans les genes AT5G37400 et AT2G33000 vont étre

étudiées, en recherchant notamment si elles sont affectées dans I'enléevement de la marque H2Bub.
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Géne ID ubp22ubp26 ubp26 ubp22

FIE AT3G20740 NS NS NS

MSI1 AT5G58230 NS NS NS

EMF2 AT5G51230 NS NS NS

PRC2 VRN2 AT4G16845 NS NS NS
CLF AT2G23380 NS NS NS

SWN AT4G02020 NS NS NS

RINGIA  AT5G44280 NS NS NS

RING1IB  AT1G03770 NS NS NS

EMF1 AT5G11530 NS NS NS

PRC1 BMlila AT2G30580 0,477 NS NS
BMI1b AT1G06770 NS NS NS

BMIic AT3G23060 NS NS NS

LHP1 AT5G17690 NS NS NS

Enlévement ELF6 AT5G04240 NS NS NS
H3K27me3 REF6 AT3G48430 NS NS NS

Figure 54. Résumé des changements d’expression des génes composant les complexes PRC1 et
PRC2 dans les mutants ubp22, ubp26 et ubp22ubp26

Tableau résumant pour chaque complexe PRC2 et PRC1 les genes le composant et les changements
de niveau d’expression (log2(FC)) par rapport au type sauvage Col-0 obtenu en RNA-seq dans chaque
mutant (BHpvalue<0,05 ; NS=Non Significatif).
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Figure 55. Potentiel mode d’action d’UBP26 sur H2Bub et H3K27me3

(A) Modeéle schématique représentant un potentiel mécanisme impliquant UBP26 dans I'enlévement
d’H2Bub précédent la déposition d’H3K27me3 par le complexe PRC2. (B) Immunodétection
d’H3K27me3 sur extraits chromatiniens de feuilles de rosettes chez différents mutants simples et les
mutants doubles ubp22ubp26 et hub1-3ubp26. RPTS5 sert de témoin de charge.
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Une possibilité intéressante serait que AT2G33000 et/ou AT5G37400 soientt nécessaires a l'activité

d’UBP26 ou qu'elles contribuent a la régulation de sa propre activité.

3.2 UBP26 influence positivement le dép6t ou le maintien de H3K27me3 a large
échelle

Un lien possible entre UBP26 et H2Bub avec I'établissement ou le maintien de
H3K27me3

Comme montré précédemment au chapitre 2.1, le niveau global de H3K27me3 détecté par
immunoblot est faible dans la lignée ubp26 par rapport au type sauvage Col-0 de facon reproductible,
alors qu'aucun changement n’est observé dans les lignées hub1-3 et ubp22. Cette baisse est aggravée
dans le double mutant ubp22ubp26 pour atteindre un niveau comparable a celui du mutant clf-29 dans
lequel la fonction PRC2 est fortement affaiblie au stade végétatif (Figure 53A). Une quantification des
niveaux de H3K27me3 sur plusieurs réplicas biologique montre une baisse de H3K27me3 de 30% pour
ubp26 et d'environ 50% pour ubp22ubp26 (Figure 53B). La complémentation du mutant ubp26 par
UBP26::UBP26-GFP permet de récupérer un niveau de H3K27me3 quasi-normal (Figure 53C). Ces
résultats permettent d'étendre |'observation préalable que le géne PHERES1 présente un niveau
anormalement faible de H3K27me3 (Luo et al., 2008) vers un effet beaucoup plus vaste du lien entre

UBP26 et les niveaux de H3K27me3.

En tant que déubiquitinase de la marque H2Bub, UBP26 pourrait théoriquement influencer le
dépot de H3K27me3 a plusieurs niveaux, y compris de fagon indirecte via I'expression de la machinerie
responsable du dépot de cette marque (PRC2 ou méme PRC1) ou de son enlévement par EARLY
FLOWERING 6 (ELF6) ou RELATIVE OF EARLY FLOWERING 6 (REF6). L'analyse de mes données de RNA-
seq au stade plantule indique que I'expression des genes codant ces protéines n'est pas affectée dans
les mutants ubp22, ubp26 et ubp22ubp26 mise a part celle de BMI1a qui est légerement surexprimé

dans le double mutant ubp22ubp26 (Figure 54).

L'hypothese de la dérégulation des genes PRC2 étant a priori écartée, un modele d’action
d’UBP26 sur la marque H3K27me3 dépendant de son activité sur H2Bub a été établi (Figure 55A). Dans
ce modele, UBP26 interviendrait lors de I'établissement d'un état réprimé d'un géne transcrit suite a
un signal endogene ou environnemental afin d'enlever les domaines H2Bub. Cet enlevement serait
nécessaire pour qu'une activité PRC2 puisse étre recrutée ou capable de déposer H3K27me3,
aboutissant a une répression stable du géne. Dans un mutant ubp26 ou I'’enléevement de H2Bub serait

aboli sur de nombreux domaines génomiques, le dépot de H3K27me3 serait affecté. Ce modele
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pourrait expliquer pourquoi UBP22, de par sa capacité a déubiquitiner H2Bub, pourrait compenser
partiellement le manque de déubiquitination de H2Bub sur certains locus. Afin de tester ce modéle un
double mutant hubl-3ubp26 a été obtenu. Dans ce mutant les histones H2B ne sont pas
monoubiquitinées, permettant de tester le niveau global de H3K27me3 dans un fonds ou l'activité
d’UBP26 n'est plus requise pour enlever H2Bub. Etant limité par le nombre de graines disponibles,
I'immuno-détection de H3K27me3 a été réalisée sur des extraits de chromatine de feuilles de rosettes
de chaque lignée mutantes (Figure 55B). Dans cette expérience, on observe que le niveau de
H3K27me3 est partiellement restauré dans le double mutant ubp22ubp26. Ce résultat est en accord
avec le modele proposé, suggérant que la stabilité de domaines H2Bub dans ubp26 affecterait le dépot

optimal de H3K27me3 a certains locus.

Profilage génomique du niveau de H3K27me3 par ChlP-seq

Afin d'identifier les régions génomiques ol le niveau de H3K27me3 est faible dans les
différentes lignées mutantes au stade plantule de 6 jours, j'ai effectué un ChlP-seq dirigé contre
H3K27me3 dans le type sauvage Col-0 et dans ubp22, ubp26 et ubp22ubp26. De la méme maniére que
pour H2Bub, les changements de H3K27me3 attendus sont importants, par conséquent une analyse
différentielle avec normalisation classique de type DESeq a été anticipée comme étant inadaptée a
cette expérience. J'ai donc introduit 10% de chromatine de drosophile dans chaque échantillon de
chromatine avant I'immuno-précipitation afin de servir de référence interne de type "spike-in"
(Orlando et al., 2014). Les nucléosomes marqués par H3K27me3 de plante et de drosophile ont été
immuno-précipités simultanément et I’ADN associé a été séquencé. Cette fois ci, le nombre de
fragments correspondant au génome de drosophile obtenus aprées séquencage a été largement
suffisant pour effectuer un alignement solide et calculer un facteur de normalisation qui sera appliqué

pour les analyses différentielles.

De nombreux génes perdent un domaine H3K27me3 dans ubp26 et ubp22ubp26

Comme effectué précédemment pour le profilage de H2Bub, I'analyse bioinformatique a
permis d'annoter les geénes associés a un domaine significativement enrichi en H3K27me3 (Figure 56).
Les génes marqués par au moins un domaine H3K27me3 dans la lignée Col-0 sont inclus a 88% dans
les données de marquage H3K27me3 chez Col-0 publiées précédemment (Roudier et al., 2011). La
comparaison des listes de genes marqués dans chaque lignée mutante avec le type sauvage Col-0
montre que le mutant ubp22 est faiblement affecté avec environ 150 génes gagnant et 260 perdant

un domaine H3K27me3 (Figure 57A). Les changements sont plus marqués dans les lignées ubp26 et
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Perte de Gain de Maintient de

Nombre de . ) .
anes domaine domaine domaine Total
9 H3K27me3 H3K27me3 H3K27me3
259 154 7095 7508
ubp22 3% 296 95% 100%
943 369 6411 7723
ubp26 12% 5% 83% 100%
1859 184 5495 7538
ubp22ubp26 25% 2% 73% 100%
B . C . .
Perte de domaine H3K27me3 Gain de domaine H3K27me3
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Figure 57. Analyse du nombre et de la répartition des génes gagnant et perdant H3K27me3

(A) Tableau résumant pour chaque génotype, le nombre de génes perdant un domaine H3K27me3,
gagnant un domaine H3K27me3, ou le conservant par rapport a la lignée Col-0. Résultats obtenus en
comparant les listes de génes annotés dans chaque mutant par rapport au Col-0. Représentation en

diagramme de Venn du recouvrement des génes gagnant (B) et perdant (C) un domaine H3K27me3
dans chaque lignée mutante.
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Figure 58. Analyse du nombre et de la répartition des génes gagnant et perdant H3K27me3
Représentation schématique du chromosome 4 et de la position des genes qui gagnent (en vert) et
ceux perdant (en rouge) un domaine H3K27me3 dans chaque lignée mutante.
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Figure 59. Métagéne H3K27me3 pour chaque génotype

Utilisation de fichiers normalisés a dix millions de reads pour chaque généotype afin de représenter la
densité de reads sous la forme d’un métagene grace au logiciel segMINER. L'univers H3K27me3
représente le niveau d’H2Bub pour chaque génotype, présent sur I'ensemble des genes marqués par
H3K27me3 identifiés lors de I'appel des pics et I'annotation dans au moins un génotype.
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Figure 60. Effet de la normalisation sur chromatine exogéne

MA-plot représentant les domaines marqués différentiellement (rouge) par H3K27me3 apres
normalisation par DESeq classique (A) ou normalisation par spike-in de chromatine exogene et
analyse statistique DESeq (B) pour chaque mutant étudié en comparaison avec la lignée de type
sauvage Col-0.
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ubp22ubp26, avec respectivement des pertes du domaine H3K27me3 sur 943 génes et 1859 genes et
des gains sur 369 et 184 génes. Pour chacune des lignées analysées, ces données a I'échelle du génome
sont en accord avec le niveau global de H3K27me3 observé par immuno-détection dans chaque

mutant.

Ce type de variation est observable sur un génome browser (Robinson et al., 2011), avec des
domaines H3K27me3 disparaissant complétement dans les lignées ubp26 et ubp22ubp26 alors que
d'autres génes ne sont visiblement pas affectés (Figure 56). L’analyse du recouvrement par diagramme
de Venn entre les génes perdant leur domaine H3K27me3 dans chacune des lignées mutantes met en
avant un large chevauchement entre ubp26 et ubp22ubp26 (n=160+751=911) : la quasi-totalité des
génes affectés dans ubp26 le sont dans ubp22ubp26 (Figure 57B). Toujours en accord avec
I'aggravation de la baisse du niveau de H3K27me3 dans le double mutant, un ensemble de 870 génes
perd la marque spécifiquement dans ubp22ubp26. La réciproque est moins claire, la distribution des
génes gagnant un domaine H3K27me3 dans les mutants analysés montre des chevauchements peu
importants, suggérant |'implication de davantage d'effets secondaires dans ce sens (Figure 57C). De
facon générale, ces distributions confirment I'effet prédominant d’UBP26 sur le niveau de H3K27me3
par rapport a UBP22, et confirment en méme temps une compensation partielle de la fonction

d’UBP26 par UBP22 sur cette activité.

De la méme maniere que pour H2Bub, j’ai représenté la distribution chromosomique des génes
gagnant ou perdant un domaine H3K27me3 pour chaque mutant (Figure 58). Ces geénes sont
principalement localisés dans les bras du chromosome, il ne semble pas y avoir d'effet positionnel
évident ni d’effet artefactuel dans la région péricentromérique comme pour H2Bub. Ces analyses

seront poursuivies ultérieurement sur des listes de genes ciblées.

Afin d’estimer l'influence de chaque mutation sur la distribution génique de H3K27me3, j'ai
généré un métagene figurant 'ensemble des genes marqués dans au moins un génotype (Figure 59).
Le profil de la courbe de chaque mutant est trés similaire, I'amplitude de la courbe étant maximale
pour le type sauvage Col-0 puis diminuant respectivement dans les mutants ubp22, ubp26 puis
ubp22ubp26. Les baisses d’amplitude correspondent aux différents niveaux de H3K27me3 attendus
mais sont probablement minimisées car les fichiers utilisés pour créer ce métagene sont normalisés a

10 millions de lectures pour chaque génotype et non par normalisation sur chromatine de drosophile.
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Figure 61. Description de la variation d’H3K27me3 chez ubp22, ubp26 et ubp22ubp26

(A) Tableau résumant pour chaque lignée mutante, le nombre de génes hypo-marqués ou hyper-
marqués par H3K27me3 par rapport au type sauvage Col-0 aprés analyse DESeq?2 utilisant un facteur
de normalisation déterminé par Spike-in de chromatine exogéne (Padj<0,05 et -1>log2(FC)>1).
Représentation en diagramme de Venn de la répartition des génes hyper-marqués (B) ou hypo
marqués (C) par H3K27me3 entre les deux lignées mutantes ubp26 et ubp22ubp26
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L'analyse différentielle des niveaux de H3K27me3 montre que des milliers de génes sont
hypo-marqués dans les lignées ubp26 et ubp22ubp26

Afin de déterminer de facon plus quantitative les variations d'enrichissement en H3K27me3
dans chaque lignée mutante par rapport au type sauvage, une analyse différentielle de type DESeq2 a
été entreprise. Celle-ci a été effectuée de fagon classique ou en utilisant les lectures de séquencage
s'alignant sur le génome de drosophile. Les résultats globaux sont représentés par MA-plots dans la
Figure 60. Selon chacune des deux méthodes, le mutant ubp22 est trés peu affecté dans son niveau de
H3K27me3 car aucun point rouge représentant les domaines marqués par H3K27me3
significativement enrichis ou appauvris n'est visible (Figures 60A et 60B panels de gauche), en accord
avec les observations par immunoblot. Concernant ubp26 et ubp22ubp26 dans lesquels des
changements massifs sont attendus, la normalisation classique met en évidence un ensemble de
domaines hypo et hyper-marqués important, répartis de fagon égale le long d'une valeur normative
déterminée comme invariable par la méthode DESeq2. Ce profil logique ne correspond pas aux
résultats expérimentaux précédents, que ce soit les analyses par western-blot ou la détection des
domaines enrichis dans chaque lignée décrite ci-dessus. De facon plus informative, I'utilisation d'un
facteur de normalisation déterminé expérimentalement par I'alignement des lectures de drosophile
met en évidence un ensemble trés important de domaines hypo-marqués chez ubp26 qui s'amplifie
dans le double mutant ubp22ubp26. Cette seconde approche plus adaptée permet donc d'une part de
valider la baisse importante du niveau de la marque H3K27me3 dans ces lignées et d'identifier ces

domaines.

L’analyse des données normalisées sur chromatine exogéne révéle qu’aucun géne n’est affecté
significativement par une hypo- ou hyper-méthylation dans la lignée ubp22. A I'inverse, les lignées
ubp26 et ubp22ubp26 présentent une trés forte tendance a la baisse du niveau des domaines
H3K27me3, avec respectivement environ 3400 et 7227 génes hypo-marqués dans ces deux lignées
(Figure 61A). De facon remarquable, comme pour la hausse du niveau de la marque H2Bub vue
précédemment, la quasi-totalité des génes hypo-marqués dans ubp26 sont inclus dans ubp22ubp26
(Figure 61B). Comme vu précédemment pour les listes de génes perdant un domaine H3K27me3, le
nombre de genes affecté par une baisse significative de H3K27me3 double dans la lignée ubp22ubp26
par rapport a ubp26, suggérant ainsi que UBP22 parviendrait a compenser |'effet positif d’UBP26 sur

H3K27me3 sur de nombreux génes.
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Geénes hyper-marqués par Genes hypo-marqués par
H2Bub dans ubp26 H3K27me3 dans ubp26

Geénes marqués par H3K27me3
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Figure 62. Etude de la proportion de génes gagnant H2Bub aux dépends d’H3K27me3 dans ubp26
Diagramme de Venn représentant le recouvrement entre les génes hyper-marqués par H2Bub
(Padj<0,05 log2(FC)>1), les génes hypo-marqués par H3K27me3 (Padj<0,05 log2(FC)<-1) dans le
mutant ubp26 et les génes marqués par H3K27me3 dans la lignée sauvage Col-0.
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Une absence de lien évident entre défaut de déubiquitination de H2Bub et perte de
H3K27me3

D’aprés le modéle hypothétique proposé Figure 55A, le maintien de domaines enrichis en
H2Bub sur certains génes dans le mutant ubp26 pourrait empécher le dépot optimal de la marque
H3K27me3. Par extension, la baisse du niveau de H3K27me3 devrait théoriquement porter sur des
domaines normalement ciblés par UBP26 pour I'enlévement de H2Bub et non-marqués par H2Bub
dans le type sauvage. Afin d’explorer cette hypothése, j'ai croisé la liste de génes hyper-marqués par
H2Bub avec celle des genes hypo-marqués par H3K27me3 dans le mutant ubp26 et celle des genes
marqués par H3K27me3 dans la lignée sauvage Col-0 (Figure 1-62). De facon surprenante, seulement
40 genes présentent les trois caractéristiques, indiquant qu'a I'exception de ces 40 génes, les trois
ensembles de génes sont globalement trés significativement distincts (test de représentativité). Ainsi,
cette observation contre-intuitive suggere qu'au stade développemental étudié, UBP26 aurait exercé
une activité de déubiquitination sur des sites différents de ceux qui sont affectés pour I'enrichissement
en H3K27me3. Ces études récentes et encore préliminaires seront affinées pour tenter de mieux
comprendre les implications de cette exclusion. De plus, le modele pourra étre testé dans des
conditions dynamiques de transitions développementales ou le dépot de H3K27me3 est primordial
pour la répression active de genes spécifiques au cours du développement ou en réponse a des signaux

de I'environnement.

Conclusions

Les analyses de profilage de la marque H3K27me3 dans les différentes lignées mutantes
montrent qu'UBP26 est nécessaire pour atteindre ou maintenir un niveau optimal de H3K27me3 sur
des milliers de génes. L'utilisation d'une technique de normalisation basée sur une référence interne
aprés immono-précipitaion simultanée (spike-in) de chromatine de drosophile s'est révélée essentielle
pour détecter les changements massifs d'enrichissement en H3K27me3 sur des milliers de génes dans
les mutants ubp26 et ubp22ubp26. Ces variations ne semblent pas aboutir a des profils de marquage
génique aberrants, mais plutot des pertes quasi-totales sur plusieurs centaines de genes et des baisses
d'enrichissement distribuées le long de nombreux autres genes. UBP22 semble étre capable de
partiellement compenser I'absence d’UBP26 sur cette fonction. L'impact de la perte de fonction
d'UBP26 sur le profil génomique H3K27me3 ne semble pas étre di a une dérégulation de I'expression
des genes codant des sous-unités des complexes PRC2 ou PRC1. Un modéle mécanistique est proposé,
dans lequel I'enléevement actif de domaines enrichis en H2Bub est nécessaire lors d'une transition
entre état transcrit et état réprimé par PRC2 pour le dép6t de H3K27me3. Ce modele est supporté par

la suppression partielle de la baisse du niveau global de H3K27me3 dans le double mutant hubl-
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Figure 63. Etude de la proportion de génes marqués par H3K27me3 et dérégulés dans les mutants
Diagramme de Venn représentant pour chaque mutant le recouvrement entre les genes dérégulés dans
le RNA-seq (Padj<0,05 -1>log2(FC)>1) et les génes marqués par H3K27me3 dans Col-0. (*= test de
représentativité p<0,01)
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Figure 64. Visualisation de la variation d’H3K27me3 sur les génes différentiellement exprimés dans
les lignées mutantes

Heatmap représentant le groupement hiérarchisé de la variation d’"H3K27me3 déterminée par ChlP-seq
pour les génes surexprimés (A) ou sous-exprimés (B) d’aprés les RNA-seq des lignées indiquées
(Padj<0,05 1<log2(FC)<-1).
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3ubp26 suggérant que le défaut de H3K27me3 dans le fonds ubp26 est lié a la présence de la marque
H2Bub. Les locus ciblés directement par UBP26 influant sur la marque H3K27me3 restent a préciser.
En effet, contrairement a nos premieres hypotheses, les genes hyper-marqués par H2Bub présentent
une forte tendance a ne pas étre affectés eux-mémes par un hypo-marquage H3K27me3 dans le
mutant ubp26 ou méme par un marquage H3K27me3 dans la lignée sauvage Col-0, indiquant que les
génes sur lesquels H2Bub est déubiquitiné par UBP26 sont en majorité distincts de ceux sur lesquels
une baisse de H3K27me3 est observée. Une sous-liste de 40 genes dont le marquage évolue suivant

nos hypotheses a pu étre identifiée, et servira de support pour la poursuite de ces études.

3.3 Etude du lien entre la perte de H3K27me3 et les changements d’expression des
genes dans les lignées ubp26

De nombreuses études génétiques et moléculaires chez les plantes et d'autre organismes
eucaryotes ont montré que la marque chromatinienne H3K27me3 est caractéristique de nombreux
génes réprimés par PRC2 (Roudier et al., 2011 ; Zhang et al., 2007). Il a donc semblé intéressant de
tester si la baisse de marquage H3K27me3 dans les lignées ubp26 et ubp22ubp26 était reflétée par
une altération de l'expression des genes correspondants. Dans un premier temps j'ai étudié la
proportion de génes marqués par H3K27me3 parmi les genes dérégulés dans chaque lignée mutante
afin de déterminer si ces génes sont normalement ciblés par I'activité PRC2 (Figure 63). Les génes
dérégulés dans les 3 lignées mutantes sont effectivement fréquemment marqués par H3K27me3 dans
le type sauvage Col-0. En effet, le marquage affecte 33% des génes dérégulés dans ubp22 et augmente
jusqu’a 44% et 40% respectivement pour ubp26 et ubp22ubp26. Ces proportions sont
significativement différentes de la proportion attendue par hasard d’aprés un test de représentativité,
indiquant une corrélation entre le ciblage de ces genes par PRC2 et |la dérégulation de genes dans ces
lignées. Cette proportion est particulierement élevée pour les génes dérégulés dans ubp26 pour

lesquels 44% des génes dérégulés sont ciblés par PRC2 dans le type sauvage.

Une analyse de groupement hiérarchique représentée par heatmap de la variation de
H3K27me3 pour les geénes dérégulés ou sous-exprimés dans chaque lignée mutante permet d'observer
pour environ 2/3 des surexprimés (Figure 64A) et 1/3 des génes sous-exprimés (Figure 64B) une
association entre changement d'expression et un hypo-marquage par H3K27me3. Réciproquement,
cette analyse ne permet pas de mettre en évidence une tendance pour les genes hyper-marqués. Par
conséquent, j'ai réalisé une analyse des variations d'expression par rapport au type sauvage pour
I'ensemble des genes perdant ou gagnant un domaine H3K27me3 dans chaque lignée mutante (Figure
65). Aucun changement significatif n’est présent chez ubp22. A l'inverse, I'ensemble de génes gagnant

un domaine H3K27me3 chez ubp26 (n=326) ou chez ubp22ubp26 (n=162) est trés significativement
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Figure 65. Analyse du changement d’expression des génes gagnant et perdant un domaine
H3K27me3

Boxplot représentant le changement d’expression (Log2(FC)) des genes gagnant/perdant un
domaine H3K27me3 dans chaque mutant comparé aux genes conservant H3K27me3 dans les
plantules sauvages et mutantes. Le nombre de gene considéré est indiqué pour chaque échantillon
(*=Ttest pval < 0,01).
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Figure 67. Analyse de la variation d’expression en fonction de la variation d’H3K27me3 pour

chaque lignée
Scatter plot représentant, pour chaque mutant, le changement d’amplitude des genes dérégulés

(Padj<0,05 -1>log2(FC)>1) en fonction de leur variation de niveau d’H3K27me3
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sous-exprimé par rapport aux genes conservant leurs domaines H3K27me3. Ce résultat est cohérent
avec un role de |'établissement de la marque H3K27me3 par PRC2 dans la répression des genes. En
revanche, aucun changement d’expression significatif n’est observé pour les genes perdant un
domaine H3K27me3 chez ubp26 ou ubp22ubp26 par rapport aux génes maintenant leur domaine
H3K27me3 (Figure 65, b et B ainsi que c et C). Ce résultat suggere que la perte du domaine H3K27me3

n’impacte pas de fagcon générale I'expression des génes a ce stade de développement.

Cette derniere analyse ne considérant que les génes perdant ou gagnant globalement un
domaine H3K27me3, il reste possible que d'autres genes puissent conserver un certain niveau de
marquage H3K27me3 dans ubp26 ou ubp22ubp26 (génes hypo-marqués, par exemple marqués dans
certaines cellules dans les plantes ubp26) avec une certaine conséquence en termes d'expression. J'ai
donc analysé a un niveau plus global I'effet des différents mutants sur la régulation des génes PRC2 en
comparant les changements d’expression des génes marqués H3K27me3 chez la lignée sauvage Col-0
dans chaque mutant (Figure 66). Sous I'hypothése que de par son effet tres limité sur polycomb, les
génes marqués par H3K27me3 dans le mutant ubp22 ne changent globalement pas d’expression, on
remarque que les génes marqués par H3K27me3 dans le sauvage sont globalement significativement
surexprimés chez ubp26 et ubp22ubp26. Afin d’effectuer une analyse plus fine des niveaux de
méthylation, par exemple en individualisant les génes, une représentation en scatterplot de
I'ensemble des genes dont I'expression varie dans chaque mutant en fonction du changement de
marquage H3K27me3 a été générée (Figure 67). Cette analyse permet en effet d'identifier des
tendances fortes pour certains genes. Pour ubp22 les variations de marquage H3K27me3 et de niveaux
de transcrits sont minimes et de trés faible amplitude. A l'inverse, dans ubp26 une population de génes
est a la fois fortement surexprimée et hypo-marquée par H3K27me3 (cercle rouge). Cette population

est encore plus démarquée dans le double mutant ubp22ubp26.

Conclusion

L'intégration des données transcriptomiques obtenues par RNA-seq et épigénomiques sur la
marque H3K27me3 a permis d'observer d'une part une forte tendance des génes dérégulés dans les
mutants perte de fonction d'UBP26 a étre des genes marqués par H3K27me3 dans le type sauvage.
D'autre part, qu'ils soient sous- ou surexprimés, environ un tiers ou deux tiers des génes présentent
respectivement une baisse du marquage H3K27me3. Une corrélation significative entre I'acquisition
d'un domaine H3K27me3 et un faible niveau d'expression apres perte de fonction d'UBP26 a pu étre
identifiée. Ainsi qu’une légere mais significative dé-répression globale des genes ciblés par PRC2 dans

les mutants ubp26 et ubp22ubp26. Une sous-population de génes présentant une hypo-méthylation
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TE TE
L L Total
surexprimés sous-exprimés
ubp22 4 (50%) 4 (50%) 8
ubp26 61 (79%) 16 (21%) 77
ubp22ubp26 69 (78%) 20 (22%) 89

TE surexprimés

ubp22- ' (Lubp26

ubp22ubp26

Figure 68. Etude des changements d’expression des TEs dans les différentes lignées

(A) Tableau récapitulatif du nombre de TEs impactés dans leur expression pour chaque lignée
mutante. (B) Diagramme de Venn de montrant le recouvrement entre les listes de TEs
surexprimés dans les différents mutants (Padj<0,05 et log2(FC)>1)



TAIR10 TEs surexprimés dans ubp26

Superfamille nombre % nombre %
DNA/MuDR 5410 17 5 8
LTR/Copia 1781 9 15
DNA 1829 6 0 0
DNA/Mariner 151 0 0 0
DNA/En-Spm 941 3 9 15
LTR/Gypsy 4181 13 18 30
DNA/HAT 1035 3 1 2
DNA/Pogo 344 1 0 0
DNA/Harbinger 379 1 10 16
LINE/L1 1366 4 3 5
RC/Helitron 12945 42 1 2
SINE 131 0 1 2
DNA/Tcl 95 0 0 0
RathE1_cons 213 1 0 0
RathE2_cons 74 0 0 0
RathE3_cons 104 0 0 0
Unassigned 129 0 4 7
LINE? 81 0 0 0
total 31189 61

Figure 69. Détermination des superfamilles de TEs affectées dans ubp26

Tableau récapitulatif du nombre et de la proportion relative des principales familles de TEs dans
le génome d’Arabidopsis (source, TAIR10) et ceux surexprimés dans ubp26 (Padj<0,05 -
1>log2(FC)>1)

Chr TE surexprimés bras chromosomique région péricentromérique
1 15 4 11
2 12 4
3 16 9
4 8 2
5 10 2
total 61 21 40

Figure 70. Proportion de TEs hétérochromatiniens surexprimés chez ubp26

Tableau récapitulatif du nombre de TEs surexprimés pour chaque chromosome, ainsi que le
nombre de TEs positionnés sur les bras chromosomiques ou dans les régions
péricentromériques.
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et fortement surexprimés dans les lignées ubp26 a également été mise en évidence. Ceci indique que
la diminution du niveau de la marque H3K27me3 corréle avec une surexpression du locus
correspondant a ce stade de développement, mais cet effet serait généré par une minorité de génes.
Les génes influencés par ces changements ainsi que leurs profils d'expression, notamment durant la
formation de la graine et au cours du développement de la plantule, seront étudiés plus en détail dans

de futures analyses afin d’identifier un potentiel lien fonctionnel.

3.3 UBP26 affecte I'organisation et la régulation de régions hétérochromatiniennes

De nombreux TEs péricentromériques sont dérégulés en absence d'UBP26

Considérant |'effet de la perte de fonction d'UBP26 sur les éléments transposables AtMULE,
AtGP1 et AtLINE1-4 identifié préalablement (Sridhar et al, 2007), j'ai utilisé les données RNA-seq pour
caractériser ce phénotype a l'échelle du génome. Les parameétres utilisés pour l'alignement des
lectures RNA-seq utilisés ici pour I'étude des différentes lignées mutantes sont tres sélectifs. En effet,
les lectures correspondant a plusieurs séquences du génome ont été assignées de fagon aléatoire a
une seule de ces positions. Dans ces conditions, I'’étude des éléments transposable est fiable et évite
de "créer" de l'information en multipliant les matchs identiques, bien que les effets observés soient
potentiellement réduits. On observe que seulement 8 TEs sont dérégulés chez ubp22, contrairement
a la lignée ubp26 pour laquelle 77 TEs sont dérégulés, en majorité surexprimés (Figure 68A). Un
nombre similaire de TEs est surexprimé dans le double mutant ubp22ubp26, ces TEs étant en majorité
partagés avec ubp26 (Figure 68B). Ces observations confirment et étendent la description préalable
qu'UBP26 est requis pour la répression de certains TEs (Sridhar et al., 2007), probablement du fait de

la perte de déubiquitination sur ces éléments.

Les éléments transposables dé-réprimés en absence d'UBP26 fonctionnel, ont été regroupés
par famille pour analyser leur représentativité (Figure 69). On remarque que trois familles sont
surreprésentées : les DNA/EN-Spm, les LTR/Gypsy et les DNA/Harbinger, en accord avec l'identification
de AtGP1 dans I'étude de Sridhar et al (2007). Le mécanisme dans lequel UBP26 est impliqué est donc
relativement spécifique a quelques types de TEs. L'analyse de leur distribution chromosomique indique
qu'ils sont répartis sur les cinqg chromosomes (Figure 70). Cependant, I'analyse de leurs coordonnées
génomiques indique qu'environ deux tiers sont situés dans les régions péricentromériques
hétérochromatiniennes d’apres les coordonnées génomiques données dans Bernatavichute et al.,
(2008) (Figure 70). J'ai ensuite étudié si un potentiel marquage par H2Bub ou H3K27me3 de ces TEs
était affecté dans les mutants. En accord avec leur localisation hétérochromatinienne, les TEs

surexprimés dans ubp26 ne sont marqués ni par H2Bub ni par H3K27me3 dans le type sauvage Col-0,
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TE surexprimés TE marqués par H2Bub TE surexprimés TE marqués par H3K27me3
chez ubp26 chez ubp26 chez ubp26 chez ubp26

TE marqués par H2Bub TE marqués par H3K27me3
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Figure 71. Etude du marquage des TEs surexprimés chez ubp26

(A) Diagramme de Venn représentant le recouvrement entre les listes de TEs surexprimés chez
ubp26, les TEs marqués par H2Bub chez ubp26 et ceux marqués par H2Bub chez le type sauvage
Col-0 (B) Analyse similaire au diagramme A avec le marquage H3K27me3.
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Figure 72. Etude de I'organisation de I'hétérochromatine dans la lignée ubp26
(A) Image représentative de noyaux de cotylédon matures isolés de plantules de 7 jours pour chaque
lignée indiquée et colorés au DAPI. (B) Quantification sur 50 noyaux par génotype des chromocentres
nucléolaires et périphériques apres isolement de noyaux et coloration au DAPI.
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Figure 73. Visualisation de la méthylation de I’ADN dans la lignée ubp26

Immuno-détection de la méthylation de I’ADN chez le type sauvage Col-0 et dans la lignée ubp26 sur des
noyaux de cotylédons isolés de plantules de 7 jours. Une combinaison montre le DAPi en bleu I'ADN
méthylé en vert.
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et on observe que pour I'immense majorité d'entre eux ce n'est également pas le cas dans ubp26

(Figure 71).

L’organisation nucléaire est affectée chez ubp26

Les analyses transcriptomiques ci-dessus indiquent qu'UBP26 influence la répression
d'éléments répétés de facon spécifique aux régions péricentromériques, qui représentent une large
part de I'hétérochromatine chez Arabidopsis. Afin de tester si ce phénotype est associé a un défaut
d'organisation de I’hétérochromatine, jai effectué un marquage de I'ADN au DAPI sur des noyaux
d’Arabidopsis isolés de cotylédons de plantules de 7 jours et observé leur architecture nucléaire par
microscopie confocale (Figure 72A). La lignée de type sauvage Col-O et le mutant ubp22 ont une
architecture nucléaire similaire qui correspond au profil attendu avec typiquement un regroupement
de I'nétérochromatine ainsi définie cytologiquement en 8 a 10 chromocentres (Fransz et al., 2002). A
I'inverse, les noyaux de cotylédons des mutants ubp26 et ubp22ubp26 présentent trés peu de
chromocentres visibles. La quantification de deux catégories de chromocentres sur cinquante noyaux
de chaque génotype confirme ces observations, avec différents effets suivant leur localisation
nucléolaire, connue pour contenir les unités ADNr 45S silencieux (Fransz and de Jong, 2011) ou
périphérique, (Figure 72B). Les chromocentres périphériques contenant de nombreux éléments
transposables sont quasi indétectables. Ce phénotype est trés marqué et également homogene dans
la population de noyaux. Une analyse par immunofluorescence utilisant un anticorps anti-5-
methylcytidine montre que I'ADN fortement méthylé est principalement concentré au niveau des
chromocentres dans le type sauvage et le mutant ubp22 comme attendu alors que dans le mutant
ubp26 la méthylation est toujours présente mais largement dispersée dans le nucléoplasme (Figure
73). Dans l'ensemble, ces analyses montent que UBP26 a une fonction non seulement dans la
régulation de I'expression de TEs péricentromériques, mais plus particulierement dans I'établissement

ou le maintien de régions hétérochromatiniennes condensées et silencieuses.

Conclusion

UBP26 est impliquée dans la répression de plusieurs dizaines d'éléments transposables en
majorité hétérochromatiniens qui ne sont typiquement pas marqués par H2Bub ni par H3K27me3. Les
nombres de TEs dé-réprimés apres perte de fonction d’UBP26 sont peut-étre sous-estimés, et des
analyses complémentaires seront effectuée afin d’étudier plus en détail I'impact d’UBP26 sur la
transcription de ces TEs et le lien potentiel avec un effet plus général d'UBP26 dans I'organisation de

I'nétérochromatine. Ainsi, ces analyses ont révélé qu'UBP26 est nécessaire pour la mise en place ou la
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maintenance d’une hétérochromatine structurée au sein de chromocentres périphériques chez
Arabidopsis, potentiellement en association avec des facteurs de la périphérie nucléaire comme par

exemple la famille des protéines CRWN identifiée par TAP-tag.
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4.1 Un module de déubiquitination de type SAGA-DUBm atypique chez A. thaliana

Les travaux effectués pendant cette thése sur l'espéce Arabidopsis thaliana ont permis
d'identifier la protéine UBP22 comme étant un homologue de l'ubiquitine protéase Ubp8 de S.
cerevisiae. UBP22 est capable de complémenter un mutant de levure perte de fonction pour Ubp8,
démontrant ainsi son activité de déubiquitination de I'histone H2B in vivo, probablement en formant
un module de déubiquitination fonctionnel chez cette espece. Comme Ubp8, UBP22 s'associe
physiquement avec AtSUS1 et AtSGF11, les orthologues de Sus1 et Sgfll de S. cerevisiae au sein d'un
module nucléaire. La modélisation de la structure secondaire de ce module de trois protéines indique
gu'elle est trés similaire a celle identifiée par cristallographie pour le DUBm de S. cerevisiae, avec une
conservation des lobes d’assemblage et catalytique ainsi que des trois domaines doigts de zinc, qui
chez S. cerevisiae, sont nécessaires a I'assemblage et 'activité enzymatique du module. La perte de
fonction d'UBP22 aboutit a un gain global de la marque H2Bub d'environ deux fois, essentiellement au
niveau de régions transcrites des genes, indiquant que UBP22 participe au maintien d’un faible niveau
de H2Bub chez Arabidopsis. Ces observations confirment que le SAGA-DUBmM de la levure et son
activité de déubiquitination de H2Bub, trés conservés chez d’autres especes comme I’humain et la
drosophile, le sont aussi chez Arabidopsis. De plus UBP22 serait la seule déubiquitinase impliquée dans
ce module. En effet, il a été montré ici par TAP-tag que UBP22 est la seule UBP interagissant avec

AtSGF11 et également la seule présentant une structure tridimensionnelle prédite similaire a Ubp8.

Plus inattendu, un géne codant pour Sgf73 ou ATXN7, le quatrieme composant du SAGA-DUBm
respectivement chez S. cerevisiae ou ’"humain et la drosophile, n’est pas identifiable dans le génome
d'Arabidopsis. De plus, aucune sous-unité potentielle du complexe SAGA n’a été détectée lors des
expériences de TAP-tag utilisant UBP22 comme appat, mais également utilisant AtSGF11, qui fait partie
de SAGA dans tous les autres organismes étudiés : seules les trois protéines UBP22, AtSGF11 et AtSUS1
ont pu étre co-purifiées. L’absence de potentiel homologue de Sgf73 pose plusieurs interrogations sur
le fonctionnement de cette voie de déubiquitination de H2Bub chez Arabidopsis. En effet chez S.
cerevisiae Sgf73 est essentiel pour I'activité catalytique du module via son doigt de zinc et sert de pont
pour l'associer au gigantesque complexe SAGA. Cette protéine est donc primordiale pour I'activité du
module chez cette espéce (Durand et al., 2014; Kohler et al., 2010). Il est intéressant de noter qu'en
revanche, chez la drosophile, le module reste fonctionnel malgré la perte de fonction d’Atxn7, et dans
ce cas il fonctionne indépendamment du complexe SAGA (Mohan et al., 2014). Chez I'"humain
également, les protéines ATXN7L3 et ENY2 (respectivement orthologues de ScSgfll et ScSusl)
peuvent interagir avec deux autres ubiquitine protéases, USP51 et USP27X, et déubiquitiner H2Bub
indépendamment de SAGA. Ces éléments suggerent que le module UBP22-AtSGF73-AtSUS11 serait

potentiellement capable d'étre actif de fagcon indépendante de Sgf73 et du complexe SAGA chez
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Arabidopsis. Si le module caractérisé dans cette these est indépendant de SAGA, un nouveau
mécanisme d’adressage de ce complexe pourrait étre présent chez Arabidopsis. Dans de futures
analyses, la détermination des dynamiques d'acétylation portées par le complexe SAGA dans un fonds
mutant ubp22 permettra peut-étre d'apporter des informations sur la coopérativité entre les deux
activités enzymatiques d'acétylation des histones H3/H4 et de déubiquitination de H2B normalement
portées par le complexe SAGA. Par ailleurs, I'étude de la coévolution de la structure des composants
des DUBm pourrait peut-étre permettre d’expliquer comment certains modules peuvent étre

enzymatiquement actifs sans Sgf73/ATXN7 alors que d’autres ne le peuvent pas.

L'analyse par chromatographie d'exclusion de taille a montré que la protéine UBP22-GFP
s'associe a un complexe ayant approximativement la taille prédite pour un module UBP22-
GFP/AtSGF11/AtSUS1, mais cette protéine est aussi détectée dans des complexes de haut poids
moléculaire. Ces complexes pourraient soit apparaitre de facon artéfactuelle par agrégation de la
protéine durant l'analyse de chromatographie, soit correspondre de facon significative a un
assemblage de haut poids moléculaire. Pour tester si AtSGF11 fait également partie de ces différents
complexes, I'expérience de chromatographie d’exclusion de taille sera répétée apres avoir introduit
UBP22-GFP dans un fond mutant sgf11-1, permettant ainsi de tester la formation ou la stabilité du
module en absence de cette protéine chez Arabidopsis. Le phénotype de gain de H2Bub global dans le
fonds mutant sgf11-1 montre déja a ce stade une influence essentielle de ce second composant sur
I'activité de déubiquitination de H2Bub, probablement portée par UBP22. D’autre part, des
expériences de co-immunoprécipitation utilisant UBP22-GFP comme appat suivies d’analyses par
spectrométrie de masse pourraient éventuellement permettre d'identifier d'autres partenaires

d’UBP22 dans des conditions moins stringentes que celles utilisées pour I'approche TAP-tag.

L'analyse de la distribution subnucléaire des trois composants UBP22, AtSGF11, AtSUS1 et
également de DDA1 par immunofluorescence a montré une localisation euchromatinenne excluant les
chromocentres, a lI'exception de AtSUS1. Sa localisation partiellement hétérochromatinienne suggere
gue AtSUS1 pourrait étre impliquée dans un autre mécanisme que celui avec UBP22 et SGF11. Chez S.
cerevisiae, Sus1 fait partie du complexe TREX-2 qui interagit avec les pores nucléaires et est impliqué
dans I'exportation des ARN messagers (Garcia-Oliver et al., 2012). Les principaux composants de ce
complexe et son interaction avec les pores nucléaires sont conservés chez Arabidopsis, néanmoins
I'implication d’AtSUS1 reste hypothétique (Lu et al., 2010). L'analyse des protéines partenaires de cette
petite protéine permettrait potentiellement de déterminer si elle est impliquée dans le complexe

TREX-2 ou un autre complexe chez Arabidopsis.
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Figure 74. DET1 agit de maniére antagoniste sur le DUBm et UBP26

Le complexe C3D catalyse la poly-ubiquitination d’AtSGF11 et potentiellement d’UBP22 menant a la
dégradation protéasomale du module UBP22-AtSGF11-AtSUS1 et a I'accumulation d’H2Bub. Dans le
mutant det1-1, I'accumulation du module entraine une dé-ubiquitination excessive et une baisse du
niveau d’H2Bub sur de nombreux génes. A l'inverse DET1 est requis pour la stabilité d’UBP26
permetant une dé-ubiquitination et le silencing efficace de certains TEs. Le mutant detl-1 est
probablement limité en quantité d’UBP26, créant une accumulation d’H2Bub sur ces TEs, et la
réactivation partielle de certains d’entre eux au niveau des régions hétérochromatiniennes
péricentromériques.
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4.2 La régulation du DUBm par la signalisation lumiére

Différentes analyses réalisées au cours de cette these et de fagcon concomitante par I'équipe
du Dr Vicente Rubio (CNB, Madrid) ont montré que l'abondance des protéines UBP22 et AtSGF11 est
dramatiquement plus élevée dans des plantules poussées a la lumiére qu'a I'obscurité. Le mécanisme
régulateur impliqué est apparemment indépendant d'une régulation transcriptionnelle, les niveaux de
transcrits des deux genes étant similaires dans ces deux conditions (données non montrées). |l s'agit
certainement d'un mécanisme de dégradation protéolytique controlé par poly-ubiquitination d’UBP22
et AtSGF11. Une poly-ubiquitination de chacune des deux protéines dans des extraits de plantules a
I'obscurité a été observée par analyse d'affinité a une résine P62 (Rubio et al, données non montrées).
Les analyses en cours permettront de tester si DET1 est directement impliqué dans le contréle de la

poly-ubiquitination et de dégradation d’"UBP22, de facon similaire a AtSGF11.

Pendant longtemps, le mécanisme par lequel DET1 influence de facon globale le niveau de
H2Bub sur des centaines de genes identifiés au laboratoire est resté trés obscur. Il était difficile
d’expliquer un effet de perte d'enrichissement dans la marque H2Bub aussi large sur les genes dans
les plantules mutantes det1-1, coincidant par ailleurs avec un gain de H2Bub sur de nombreux TEs
(Figure 21, données non publiées). La mise en évidence par I'équipe du Dr. Rubio de I'interaction entre
DET1-DDB1 et DDA1 (Irigoyen et al., 2014) ainsi que le travail collaboratif auquel j'ai participé nous
permet aujourd’hui de mieux aborder ces questions. Plus précisément, la protéine AtSGF11 interagit
in planta et en double hybride de levure avec la protéine DDA1, établissant ainsi un lien physique entre
le module UBP22 et le complexe C3D composé des protéines COP10-DDB1-DET1-DDAL. Par ailleurs,
AtSGF11 exprimée sous le contréle d'un promoteur 35S est également beaucoup plus abondante dans
un fonds mutant det1-1. En absence de régulation transcriptionnelle du gene correspondant (données
non montrées), la suraccumulation de AtSGF11 dans le mutant det1-1 met en évidence sa dégradation
protéasomale via le complexe C3D, en particulier dans les plantules skotomorphogéniques. Des
expériences sont en cours pour déterminer si les autres éléments du DUBm, en particulier UBP22, sont

aussi dégradés par le complexe C3D.

Ce nouveau lien entre DET1 et le module UBP22 permet d’expliquer d’une part comment DET1
agit sur H2Bub, et d’autre part la perte de H2Bub observée sur de nombreux genes dans le mutant
det1-1 (Figure 74). Dans ce modele, la stabilité du module UBP22-AtSGF11-AtSUS1 est controlée par
DET1 via la protéine de liaison DDA1, de facon a réguler de facon globale la capacité de
déubiquitination de I'histone H2Bub . Cette hypothese est appuyée par la diminution du niveau global
de H2Bub aprés surexpression d’"UBP22-GFP. Le fait que le répresseur transcriptionnel DET1 participe,
via la dégradation de AtSGF11 et possiblement aussi d’'UBP22, a controler le niveau global d’une

marque de la chromatine caractéristique des éléments activement transcrits peut a priori sembler
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Figure 75. Schémas récapitulatif de plusieurs facteurs dont la quantité differe entre les
développements skotomorphogénique et photomorphogénique

A l'obscurité les noyaux skotomorphogéniques montrent un faible niveau d’H2Bub, une
faible transcription et une forte dégradation du module UBP22. A l'inverse, les noyaux
photomorphogéniques ont une forte activité transcriptionnelle, ont plus d’H2Bub, le
module UBP22 est plus abondant et la photosynthése est active.
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contre-intuitif. Ce mécanisme met en avant le réle positif de la déubiquitination de H2Bub et par
extension du cycle d’ubiquitination/déubiquitination de I’histone H2B dans la facilitation de
I'élongation de la transcription observé chez d'autres espéces (Weake et Workman 2008). En
perturbant ce cycle co-transcriptionnel via la dégradation de sous-unités du module UBP22,
I'accumulation de H2Bub aurait tendance a affecter le niveau de transcription de nombreux génes.
Cette corrélation a été mise en évidence par intégration des données de RNA-seq et de ChlIP-seq qui
montrent effectivement une baisse tres significative du niveau des transcrits des génes gagnant un

domaine H2Bub dans les plantules ubp22 par rapport au type sauvage.

L'ensemble de ces observations permet de proposer un modéle selon lequel la signalisation
lumineuse, via DET1 et le complexe C3D, contrdle la production d'une machinerie intimement liée a
I'activité de transcription lorsque les conditions d'obscurité ralentissent son développement (Figure
75). Dans le cadre de la photomorphogenese, le contréle de la dégradation du module UBP22 par le
complexe C3D correle avec un faible niveau de transcription observé dans les noyaux
skotomorphogéniques pour chaque niveau de ploidie (Bourbousse et al.,, 2015). La signification
fonctionnelle de ce type de controle global reste a appréhender plus en détail. Une possibilité serait
que la plante fasse coincider I'expression de la machinerie de modification de la chromatine associée
a la transcription avec l'activité transcriptionnelle de la cellule, régulant ainsi le métabolisme des ARN
messagers en fonction des besoins cellulaires. Afin de mieux comprendre la part de I'accumulation du
module UBP22 dans les phénotypes affectant detl-1, il serait intéressant de mieux caractériser les
lignées surexprimant UBP22-GFP dans lesquelles le niveau de H2Bub est globalement moins important
qgue chez le type sauvage. Dans ces lignées, I'effet d’accumulation du module pourrait étre découplé
d'autres mécanismes impactés dans detl-1, permettant ainsi de rechercher si d'autres facteurs
chromatiniens liés a la transcription voire a I'ARN Pol 2 elle-méme sont régulée par la signalisation

lumiére dans des conditions extrémes comme |'obscurité totale.

Un deuxiéme aspect chromatinien intéressant de la photomorphogenése abordé dans cette
these porte sur I'augmentation progressive de la taille des noyaux et la formation rapide de
chromocentres contenant I'essentiel de I'hétérochromatine (Bourbousse et al., 2015). Les protéines
de la famille CRWN sont des protéines spécifiques des plantes servant a l'organisation de la lamina
nucléaire en absence de lamines chez Arabidopsis (Meier et al., 2017). Elles sont impliquées dans la
structure de la périphérie nucléaire et la condensation de I’hétérochromatine (Dittmer et al., 2007;
Sakamoto and Takagi, 2013), et pourraient jouer un réle dans le mécanisme de réorganisation de
I'nétérochromatine durant la photomorphogenése (données non publiées). Les résultats de
I'expérience de TAP-tag obtenus sans détergent ouvrent donc la possibilité qu'UBP26 soit un facteur

de modification et de maintien des états hétérochromatiniens lié a I'organisation de la périphérie
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nucléaire. Ceci est en accord avec la présentation dans le chapitre 3 qu'UBP26 est requis pour la
formation ou le maintien des chromocentres périphériques. L'association UBP26 et CRWN1 ne semble
pas étre directe d'apres des tests en double-hybride de levure, mais ces protéines pourraient
cependant s'associer au sein d'un complexe. En effet, il a été observé ici qu'UBP26 fait partie d'un
complexe de tres haut poids moléculaire. Considérant I'intérét de cette association potentielle, des
expériences de co-immunoprécipitation de protéines fusion UBP26-GFP suivies d'analyse des

protéines associées par spectrométrie de masse sont actuellement en cours.

Il reste nécessaire d'entreprendre une analyse fonctionnelle des autres partenaires d’UBP26,
en particulier les deux génes AT2G33000 et AT2G2840 dont les protéines ont été purifiées avec UBP26
méme en présence de digitonine. La fonction de ces protéines pourra étre caractérisée par |'utilisation
de lignées T-DNA potentiellement nulles (données non montrées), en se focalisant notamment sur leur
phénotype en termes de développement, d'organisation nucléaire, d'expression des TEs et du niveau
des marques chromatiniennes H2Bub et H3K27me3 afin de déterminer rapidement si ces genes sont
impliqués avec UBP26 dans ces différents mécanismes régulateurs. Une possibilité parmi d'autres
serait que ces protéines influencent I'activité ubiquitine protéase d’UBP26, notamment AT2G33000
par son domaine UBA. Enfin, la confirmation de l'association d'UBP26 avec CRWN1 et/ou d'autres
protéines de la famille CRWN ouvrirait la voie a l'identification d'un nouveau lien direct entre
mécanismes moléculaires de modification de I'épigénome et régulation de |I'organisation spatiale de

la chromatine dans le noyau.

4.3 La redondance fonctionnelle partielle entre UBP22 et UBP26

L'apparition d’un défaut de développement racinaire ainsi que |’aggravation des problemes de
croissance et de fertilité du mutant ubp26 dans le double mutant ubp22ubp26 ont été les premiers
éléments montrant une redondance fonctionnelle partielle entre ces deux déubiquitinase de I'histone
H2Bub. L'origine de ces défauts développementaux n’a pas été clairement identifiée. Des expériences
portant sur la quantification de la taille moyenne des cellules épithéliales ainsi qu’une mesure de
I'efficacité de la photosynthése pourraient apporter des éléments de réponse a la petite taille des
feuilles de la rosette du double mutant. De plus, une analyse du méristéme racinaire, par coloration
des cellules de la pointe racinaire et visualisation au microscope confocal, permettra de déterminer si

le double mutant est affecté dans la division ou la différenciation de ces cellules.

Au niveau des marques chromatiniennes, la redondance fonctionnelle partielle entre UBP26
et UBP22 est visible au niveau de la forte diminution du niveau de H3K27me3 observé par immunoblot

sur des extraits chromatiniens d'ubp26, qui est aggravée dans le double mutant ubp22ubp26. Cette
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Figure 76. Schémas récapitulatif des loci dé-ubiquitinés par Ubp8, Ubp10, UBP22 et UBP26

Résumé des loci dé-ubiquitinés chez S. cerevisiae par Ubp8 et Ubp10. (D’aprés Emre et al., (2005);
Gardner et al., (2005); Schulze et al., (2011)) ainsi que des loci dé-ubiquitinés par UBP22 et UBP26
identifiés dans cette théese.
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observation a été confirmée de fagon solide par une analyse a I'échelle du génome utilisant une
normalisation par spike-in de chromatine exogéne. Elle pourrait étre a l'origine de plusieurs des
phénotypes développementaux observés chez le double mutant, en particulier les défauts de fertilité
et de longueur racinaire, comme le résultat d'une moindre répression dans le double mutant de génes
normalement régulés par PRC2. L'aggravation de la perte globale de H3K27me3 est donc
potentiellement liée a la dérégulation de 391 génes uniquement dans le double mutant ubp22ubp?26.
Ces genes, leur lien potentiel avec la répression médiée par PRC2 ainsi que leur implication dans les

différents phénotypes qui affectent le double mutant nécessitent des analyses plus détaillées.

Les analyses immunoblots et ChIP-seq de la marque H2Bub effectuées dans cette these
montrent que UBP22 et UBP26 enlevent H2Bub sur de trés nombreux genes, nombre d'entre eux étant
communs. Cette observation est en accord avec le gain de H2Bub similaire observé par immunoblot
entre les mutants ubp22 et ubp22ubp26 et contraste avec |'effet nettement moins visible par
immunoblot de la perte de fonction d’UBP26 sur le niveau de H2Bub. La combinaison des analyses
immunoblot et ChIP-seq indique donc qu'UBP22 impacte la distribution de H2Bub sur davantage de
génes qu'UBP26. L'analyse des profils du marquage H2Bub par métagéne a montré une activité
d’UBP26 sur H2Bub plus importante en 5’ sur de nombreux genes. Ces genes seront étudiés plus en
détail dans de futures analyses, notamment leur taille, leur position dans le génome et leur fonction,
afin de déterminer un potentiel critére de recrutement spécifique d’'UBP26 par rapport a UBP22. Il est
intéressant de noter que contrairement a S. cerevisiae, ol Ubp8 et Ubp10 déubiquitinent des locus
différents (Weake et Workman, 2008 ; Schulze et al., 2011 ; Gardner et al., 2005), cette séparation
semble beaucoup moins nette pour les genes d’Arabidopsis. De facon générale, la distinction de
fonction évidente entre UBP22 et UBP26 est qu'UBP22 mais pas UBP26 s'associé a un module de type
SAGA, alors qu'UBP26 impacte a la fois des génes transcrits comme UBP22 mais influence aussi des
mécanismes de répression de type PRC2 sur les genes et de type hétérochromatiniens sur certains TEs
péricentromériques (Figure 76). Pour étudier plus en détail la redondance fonctionnelle entre UBP22
et UBP26, une expérience de ChIP-seq de la distribution génomique de ces protéines étiquetées par la
GFP permettrait de déterminer les cibles génomiques directes de ces protéines et mettre en évidences
des potentielles différences d’adressage entre ces deux protéines dans des conditions dynamiques

telles que le dé-étiolement.

4.4 UBP22, UBP26 et la régulation de I'expression des génes
L’analyse transcriptomique effectuée sur des plantules de 6 jours cultivées dans des conditions

optimales a mis en évidence un nombre de génes dérégulés relativement faible dans le mutant ubp22
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(44 génes surexprimées contre 163 genes sous-exprimés). Ce résultat est en accord avec des
observations similaires faites dans des lignées perte de fonction de Ubp8 chez S. cerevisiae ou de
ATXN7 chez ’humain (Gardner et al., 2005 ; Atanassov et al., 2016). Comme dans ces especes, malgré
la perte importante de I'activité de déubiquitination induisant un gain important de marque H2Bub,
les plantules présentent de faibles phénotypes moléculaires et physiologiques. Dans une condition
stable et un stade de développement durant lesquels de nombreux organes ne font plus de divisions
cellulaires, les plantes semblent capables de compenser une potentielle perte d’efficacité de la
transcription. Afin de mettre en évidence un potentiel défaut d’activation des génes affectant ubp22,
j’ai tenté de soumettre des plantules a un stress chaud et un stress lumineux appelé photo-
blanchiment induit aprés une longue période d'obscurité. En effet, les plantes ubp22 ne présentent
pas de phénotype visible mais leur transcriptome montre que plusieurs genes de réponse a la chaleur
sont dérégulés (données non montrées). Malgré plusieurs essais, des problemes d’homogénéité du
stress chaud ainsi que des problemes de reproductibilité des expériences de photo-blanchiment m'ont
empéché d’apporter une réponse claire quant a la capacité de réponse du mutant ubp22 dans ces
conditions. D’autre part, j'ai effectué plusieurs expériences de dé-étiolement pour étudier si
I'induction des génes était affectée dans le mutant ubp22, comme le laboratoire I'a démontré pour le
mutant hub1-3 dans lequel la marque H2Bub est indétectable (Bourbousse et al., 2012). Néanmoins,
la faible reproductibilité des résultats sur les génes candidats étudiés, dans ces expériences tres
sensibles, ne me permet pas de conclure a ce jour. Cet aspect de la régulation des génes par UBP22
lors de transitions développementales ou dans des environnements stressant sera repris dans les

analyses futures.

Enfin, plusieurs genes codant des éléments centraux de I’horloge circadienne sont dérégulés
dans les trois mutants ubp22, ubp26 et ubp22ubp26. Ce résultat prometteur suggere I'implication
d’UBP22 et UBP26 dans ce mécanisme de dynamique d'oscillation trés précise et quotidienne de leur
expression et des marques chromatiniennes associées a un état permissif a la transcription. En effet,
le laboratoire a montré que la marque H2Bub varie rythmiquement au cours de la journée de facon
concomitante sur I'ensemble des genes des boucles principales du cceur de I'horloge. Par conséquent
il est possible d'imaginer que le cycle d’ubiquitination/déubiquitination de H2Bub impliquant ces
ubiquitine protéases est probablement actif lors de la phase de transcription, mais que lors de la phase
de répression un mécanisme de déubiquitination actif impliquant principalement UBP26 enléve le
domaine H2Bub. J'ai récemment initié I'analyse de I'oscillation de la marque H2Bub sur des plantules
d'une lignée sauvage et des trois mutants aprés entrainement de I'horloge pendant 10 jours. Ceci
devrait permettre de déterminer si I'oscillation et le niveau global de H2Bub de certains des genes de

I'norloge circadienne sont affectés dans ces mutants. Les résultats préliminaires sont prometteurs, la
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plupart des génes étudiés présentant une oscillation de H2Bub perturbée mais un réplica biologique
est nécessaire avant de conclure sur ces résultats. En complément de ces expériences de ChIP-qPCR,
une analyse de I'expression des genes correspondants par RT-qPCR sera effectuée pour étudier I'effet

de la perte de 'oscillation de H2Bub sur I'oscillation du niveau de leurs transcrits.

4.5 UBP26 et la répression des génes via une activité Polycomb

A l'inverse d’UBP22, UBP26 affecte I'expression de nombreux génes. De fagcon a priori non
anticipée UBP26 semble impliquée dans la régulation de génes ciblés par une activité PRC2. Cette
observation étend largement I'effet décrit d'UBP26 sur le niveau de la marque H3K27me3 sur le géne
PHERES1 et sa régulation par empreinte parentale (Liu et al., 2008). De plus il a été observé un
recouvrement enrichi des génes normalement marqués par H3K27me3 chez des plantules sauvages
parmi les genes dérégulés dans les plantules ubp26 (44%). L'analyse globale des genes pour lesquels
un domaine H3K27me3 apparait dans ubp26 montre en effet une baisse du niveau de transcrits. Par
opposition, la perte massive d'un domaine H3K27me3 sur plusieurs milliers de genes induit
globalement un gain d’expression, probablement via la forte surexpression d'une sous-population de
génes. La régulation spatio-temporelle au cours de la formation de la graine et du développement de
la plantule reste a décrypter pour spécifier ce lien causal entre perte de répression PRC2 et

surexpression.

Par opposition a UBP22, on peut supposer que c'est I'influence d’UBP26 dans un mécanisme
de répression des génes de type Polycomb qui mene a la fois a une plus forte perturbation du
transcriptome et a des phénotypes plus marqués dans le mutant ubp26 que chez ubp22. En particulier,
les phénotypes de faible fertilité, de formation de graines fripées ou le léger phénotype de type fis (liu
et al., 2008) ainsi que l'accumulation de transcrits de génes de réserve lipidique (nos analyses RNA-
seq) peuvent résulter de ce type de défaut chromatinien. Autrement dit, la baisse du niveau de
H3K27me3 observée sur des centaines de genes dans le mutant ubp26 et son aggravation dans
ubp22ubp26 corréle avec une dérégulation des genes et les phénotypes affectant ubp26 et
ubp22ubp26. Ainsi, la recherche d’un lien plus spécifique entre UBP26 et la répression de type

Polycomb est prometteuse.

Un mécanisme par lequel UBP26 permet |'établissement ou le maintien de domaines enrichis
en H3K27me3 est inconnu. La redondance fonctionnelle partielle avec UBP22 et la récupération d’un
niveau de H3K27me3 global similaire a celui du Col-0 dans des feuilles de rosette double mutant hub1-
3ubp26-2 appuient un modele selon lequel I'activité d'UBP26 est requise pour celle de PRC2 a un

certain stade de développement. Ces observations nous ont permis d'élaborer un modeéle théorique
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selon lequel I'enléevement de domaines H2Bub favorables a la transcription favorise I'établissement
d'un état répressif par PRC2. Ceci expliquerait en partie |'expression dans les plantules ubp26 de génes
normalement réprimés lors du développement de la graine ou au cours de la germination. Cependant,
ce modele reste théorique a ce stade. En effet, |'observation que I'enrichissement en H2Bub et la baisse
en H3K27me3 sont visiblement opérés sur des sets de génes distincts au stade plantule met un doute
sur |'étendue possible d'un lien fonctionnel entre déubiquitination H2Bub et triméthylation de H3K27.
Ces expériences de profilage par ChIP-seq ont tout de méme permis de mettre en évidence un set de
40 génes se comportant selon le modéle proposé. Ce nombre est extrémement faible considérant le
nombre de génes hyper-marqués par H2Bub et hypo-marqués par H3K27me3 dans les plantules
ubp26, suggérant une anti-corrélation. Le double mutant hub1-3ubp26-2 a récemment été amplifié et
sera utilisé pour des analyses plus précises du niveau de H3K27me3 lorsque H2Bub ne représente
aucun frein au dépo6t de H3K27me3. Un phénotypage de ce nouveau double mutant sera aussi utile
pour étudier d’éventuelles aggravations/améliorations de certains phénotypes affectant ubp26 en
absence de ce potentiel frein a des transitions de génes actifs vers la leur répression. Par ailleurs,
I'analyse du phénotype de plantes issues du croisement récemment effectué entre ubp26 et le mutant
PRC2 clf-29 sera également utile pour tester les relations génétiques entre perte de fonction de
déubiquitination de H2Bub par UBP26 avec une baisse de fonction de triméthylation de H3K27 par
CLF.

Par ailleurs, il n’est pas exclu que UBP26 puisse réguler I'abondance de certaines protéines
non-histones telles que, des composants de complexes PRC2 stabilisés par déubiquitination. Ce
mécanisme hypothétique alternatif permettrait d’expliquer la baisse de H3K27me3 par manque de
complexe PRC2 dans un mutant ubp26. Enfin, méme si le modeéle proposé ne semble pas étre pertinent
a ce stade de développement, il est possible qu’il le soit a d’autres étapes de la vie de la plante, les
complexes PRC2 impactant de nombreuses étapes de développement. Ce concept est assez attractif
dans ce cas, au vu de l'impact clair d’'UBP26 au cours de I'embryogénese observé par des études

préalables (Liu et al., 2008) et nos analyses transcriptomiques.

Le profil de H3K27me3 observé sur l'univers des génes marqués dans au moins un génotype
ne permet pas de distinguer une différence du profil en métagene. Une étude plus approfondie des
différents clusters d’intérét pourra potentiellement permettre d’isoler des sous-ensembles de génes
montrant des profils de H3K27me3 atypiques. A ce stade, il semble que l'effet d’'UBP26 sur la
distribution génique de H3K27me3 soit homogene le long de la région transcrite. De facon générale,
la recherche de lien entre la perte d’enrichissement H3K27me3 et la dérégulation des genes aprées
perte de fonction UBP26 doit étre approfondie. Il sera notamment possible d’isoler des listes des génes

pour lesquels la perte de cette marque est liée avec une surexpression. L'étude de ces génes dont la
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répression est trés sensible au niveau de H3K27me3 et de leurs caractéristiques pourrait permettre de

mieux comprendre la répression Polycomb en lien avec UBP26.

4.6 UBP26 et I’'hétérochromatine

Une analyse RNA-seq trés restrictive sur les lectures répétées a permis d'identifier qu'environ
77 TEs sont dé-réprimés dans le mutant ubp26, représentant essentiellement des éléments
hétérochromatiniens localisés dans les régions péricentromériques. Ces résultats sont en accord avec
des données publiées montrant un réle d'UBP26 dans le silencing de quelques éléments candidats
(Sridhar et al., 2007). L'intégration des données de ChIP-seq H2Bub et H3K27me3 dans ces analyses
m'a permis d'observer que les TEs sur-exprimés ne présentent pas de changement détectable du
marquage en H2Bub ou H3K27me3. A ce stade, il est difficile de conclure de facon absolue sur un lien
de cause a effet entre un défaut de déubiquitination de I'histone H2B sur ces TEs et leur expression,
notamment du fait de leur nature répétée pouvant aboutir a la perte de signal en ChIP-seq si seulement
guelques-uns des éléments répétés du génome sont a l'origine des transcrits. Des analyses plus
spécifiques restent donc nécessaires pour s'affranchir de la perte d’information potentielle due au
placement aléatoire de chaque lecture correspondant a plusieurs régions du génome. Enfin les TEs
dérégulés dans un fonds ubp26 et ceux dont le marquage par H2Bub augmente seront comparés aux
TEs dé-réprimés et marqués par H2Bub dans le mutant det1-1 afin de déterminer si DET1 influence la

répression de certains TEs de fagon indirecte via la stabilisation d’UBP26.

D’autres part, la distribution des profils H2Bub et H3K27me3 dans chacune des trois lignées
ubp22, ubp26 et ubp22ubp26 mutantes sera étudiée de facon similaire a l'analyse effectuée sur les
génes. Des perturbation de I'enrichissement H3K27me3 et/ou de H2Bub pourraient amorcer la levée
d’un premier "verrou" de répression de certains éléments transposables péricentromériques. Ainsi, le
modele proposé pour des génes pour lequel I'enlevement de H2Bub par UBP26 est nécessaire pour le

dépot de H3K27me3 pourrait également étre adapté a certains TEs.
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4.7 Conclusions

L'ubiquitine protéase UBP22, homologue de ScUbp8, déubiquitine H2Bub au sein d’'un module
atypique composé par UBP22-AtSUS1-AtSGF11 agissant probablement de facon indépendante du
complexe SAGA. Ce module agit a tres large échelle sur des milliers de genes transcrits, probablement
dans les mécanismes basaux de la transcription. La protéine UBP26 déubiquitine H2Bub de facon
partiellement redondante au module UBP22 sur de nombreux genes mais est aussi plus
spécifiquement impliquée dans des mécanismes de répression transcriptionnelle impliquant un
mécanisme de type Polycomb sur des génes qui reste a déterminer. UBP26 joue également un réle
dans la répression de certains éléments transposables péricentromériques ainsi que dans

I'organisation nucléaire de ces régions hétérochromatiniennes.
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- Matériel végétal
L'ensemble des lignées utilisées dans cette these sont dans le fond génétique Columbia (Col-

0). Les lignées mutantes ubp22-1 et ubp26-2 sont annotées respectivement ubp22 et ubp26 dans le

texte.

Mutant Identifiant type Origine Référence

ubp22-1 GABI_263H06-1394 Mutant d’insertion Gabi-kat

sgfii-1 SAIL_856_F11 Mutant d’insertion NASC

ubp26-2 SALK_024392.40.25.X Mutant d’insertion ABRC stock Sridhar et al., (2007)

det1-1 CS6158 Mutant EMS ABRC stock Chory et al., (1989)

hubi-3 GABI_276D08 Mutant d’insertion Gabi-kat

clf-29 SALK_021003.55.50.x Mutant d’insertion ABRC stock Bouveret et al., (2006)

swn-7 SALK_109121 Mutant d’insertion ABRC stock Farrona et al., (2011)
Lignée tansgénique Vecteur utilisé Origine
35S::GFP-UBP22 pB7GWF2 Laboratoire
35S::35S-UBP26 pB7GWF2 Laboratoire
Col-0/pUBP22::UBP22-GFP pB7WG,0 Laboratoire
Col-0/pUBP26::UBP26-GFP pB7WG,0 Laboratoire
ubp22/pUBP22::UBP22-GFP pB7WG,0 Laboratoire
ubp26/pUBP26::UBP26-GFP pB7WG,0 Laboratoire
35S::GFP-SGF11 pGWB6 V. Rubio
35S::GFP-SUS1 pGWB6 V. Rubio

- Conditions de culture

La culture en terre s’effectue apres traitement du terreau avec un larvicide (Trigard 0,49 g.L-
1) et passage des graines a -20°C pendant 24-48h. Les plantes sont cultivées en chambre de culture en
conditions de jour long : 16h de lumiére a 23°C (100 pumol.m2.s-1)/8h d’obscurité a 19°C. Le
phénotypage en jours courts est effectué en incubateur de culture (Percival) avec une photopériode
8h de lumiére a 23°C (100 pumol.m2.s-1)/16h d’obscurité a 19°C. La culture in vitro a partir de graines
stérilisées s’effectue dans un incubateur de culture (Percival) en conditions de jour long. Les graines
sont stérilisées en surface dans une solution d’éthanol a 70% et de triton a 0,05% pendant 3 min, puis
lavées dans de I’éthanol a 90%, avant d’étre déposées, une fois seches, sur un milieu MS solide (avec

0,9% d’agar). Les bofites sont transférées en incubateur aprés une stratification de 3 jours a 4°C.
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5.2 Méthodes

Phénotypage

- Maesure du diamétre des plantes et dissection

Apres deux jours a -20°C, les graines sont semées en terre, les pots sont randomisés puis mis
a pousser, en conditions de jour long dans la chambre de culture ou jour court en incubateur de
culture. Apres quatre semaines, le diametre de 20 plantes de chaque génotype est mesuré. Les feuilles
d’une plante représentative de chaque génotype ayant poussé en jour long est ensuite sélectionnée,

disséquée, alignée avec les autres sur une feuille noire et pris en photo.

- Mesure de I’évolution du nombre de feuilles
Apres deux jours a -20°C, les graines sont semées en terre, les pots sont randomisés puis mis
a pousser, en conditions de jour long. Le nombre de feuilles de 20 plantes de chaque génotype est

compté apres 10, 14, 18 et 22 jours.

- Maesure du temps de floraison

Apres deux jours a -20°C, les graines sont stratifiées en tubes a -4°C puis semées en terre, les
pots sont randomisés puis mis a pousser en conditions de jour court en incubateur de culture. Le temps
de floraison est évalué en comptant le nombre de feuilles de rosette au moment de la sortie du bouton

floral, sur 12 a 16 plantes par génotype.

- Mesure de la longueur de la racine et de la ploidie

Apres stérilisation a I’éthanol, les graines sont stratifiées dans I'eau a -4°C pendant trois jours.
Elles sont ensuite semées une par une sur deux niveaux dans des boites de pétri carrées contenant du
milieu MS solide avec 1% de sucrose et mises a pousser verticalement. Apres 5 jours et 7 jours, les
boites sont scannées et la taille de la racine est mesurée grace au logiciel Imagel. Les racines sont
ensuite découpées finement avec une lame de rasoir dans une boite de pétri sur la glace afin d’extraire

les noyaux qui sont ensuite coloré au DAPI et analysés par cytométrie de flux.

- Phénotypage des siliques et de la germination.

5 siliques au méme niveau de développement sont prélevées sur 4 plantes pour chaque
génotype. Les 20 siliques par génotypes sont scannées et mesurées grace au logiciel Imagel. Des
siliques surnuméraires représentatives de chaque mutant sont ouvertes et prises en photo. Aprés

plusieurs jours de séchage dans un tube Eppendorf contenant une silique, les graines de chaque silique
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sont placées a -20°C deux jours et semées sans stérilisation in vitro. Apres 7 jours, le nombre de

plantules par boite est décompté pour chaque silique de chaque génotype.

Analyses d’expression

- Extraction d’ARN

Les ARN totaux sont extraits de plantules entieres a I'aide du kit NucleoSpin RNA Plant
(Macherey-Nagel), qui comprend un traitement a la DNase sur colonne, selon les indications du
constructeur. Apres dosage au spectrophotomeétre Nanodrop, les ARN sont analysés sur gel d’agarose

2% pour vérifier leur pureté.

- RT-PCR quantitative

1ug d’ARN purifiés sont utilisés par réaction de rétrotranscription. Pour éviter toute
contamination d’ADN génomique, ils sont préalablement traités avec 1U de DNase | (Invitrogen) a
température ambiante pendant 15 minutes. Puis la réaction est arrétée par ajout d’EDTA
(concentration finale 2,5 mmol.L-1) et incubation a 65°C pendant 10 min. La réaction de RT est alors
réalisée avec le kit High Capacity cDNA RT (Applied Biosystems) en association avec des
oligonucléotides « aléatoires ». Pour exclure une éventuelle contamination des échantillons par de
I’ADN génomique, une PCR est réalisée avec des amorces situées de part et d’autre d’un intron du
géne ACT2 (Fermentas) et la taille des amplicons obtenus est analysée sur gel d’agarose 2%. La PCR
guantitative est réalisée en utilisant 1 uL d’ADNc avec le mélange de réactifs SYBR Green Master Mix,

selon les indications du fournisseur, sur un appareil LightCycler 480 (Roche).

Analyse des modifications d’histones

- Fixation des plantules
Pour les expériences de ChlIP, les plantules de 7 jours subissent une étape de crosslink par une
infiltration de 15min dans une solution de formaldéhyde a 1%. La fixation est stoppée par ajout de

glycine a une concentration finale de 125mM. Les plantules sont alors rincées, séchées et congelées.

- Extraction de la chromatine

Les tissus sont broyés et la poudre obtenue est homogénéisée dans le tampon EB1 (30 mL pour

1 g de poudre). L'ensemble est filtré deux fois sur un tissu de polyester (Miracloth, Calbiochem) (pores
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de 25 um). Apres centrifugation a 4000 rpm pendant 20 min, le culot est lavé dans un tampon EB2,
puis repris dans un tampon EB3 a 1,7 mol.L-1 de saccharose. Le culot repris est déposé en coussin sur
un volume équivalent de tampon EB3, puis I’'ensemble est centrifugé 1h a 13200 rpm. Ce dernier culot

est finalement repris dans le tampon NLB, donnant ainsi |’extrait de chromatine.

- Immuno-précipitation de la chromatine (ChIP)

L’échantillon de chromatine est soniqué grace a un sonicateur (Bioruptor, Diagenode) pendant
12 min et I'efficacité de la sonication est vérifiée sur gel d’agarose sur une fraction de la chromatine.
Apres élimination des débris par centrifugation, la concentration en protéines est déterminée par la
méthode BCA (BCA Protein Assay, Thermo Scientific). 50ug de chromatine mélangée a 5ug (10%) de
chromatine soniquée de drosophile en cas de spike-in, sont utilisés pour I'immunoprécipitation et une
partie est conservée pour constituer I'input. L'immuno-précipitation est réalisée en présence de billes
magnétiques couplées a des protéines A ou G (ChIP Adembeads, Ademtech). Avant
immunoprécipitation, 5 ug d’anticorps sont incubés avec 50 puL de billes (couplage) et la chromatine
est incubée avec 20uL de billes magnétiques (pré-clearing) pendant 3h a 4°C. La chromatine pré-
clearée est alors incubée une nuit a 4°C avec les billes couplées aux anticorps. Les billes sont ensuite
lavées dans des solutions de salinité croissante (tampons LSW, HSW, LiCIW) puis dans du TE. Les billes
ainsi que les inputs sont repris dans 500 pL de tampon d’élution, puis sont ajoutés 10 uL d’EDTA a 0,5
mol.L-1, 20 plL de Tris-HCl a 1 mol.L-1 (pH 6,5) et 10 pL de protéinase K a 10mg.mL-1. Apres une
incubation de 2 heures a 37°C, le surnageant des billes (IP) est récupéré. Tous les tubes (inputs et IP)
sont incubés sur la nuit a 65°C dans du NaCl 100 mmol.L-1 final afin d’annuler le crosslink. L’ADN des
inputs et des échantillons aprés immuno-précipitation est finalement extrait par traitement au
phénol/chloroforme puis précipitation a I'éthanol et est resuspendu dans 100 puL d’eau. Les anticorps
utilisés pour ces expériences sont : anti H2Bub (Millipore 05-1312) et anti H3K27me3 (Millipore 07-
449).

- Test de complémentation de levure AUbp8

La lignée AUbp8 (UCC6992) nous a été généreusement fournie par I'équipe de Richard
Gardner. La partie codante d’UBP22, a été amplifiée par PCR avec I'enzyme AccuPrime (Thermo
Scientific) puis a été inséré dans un plasmide pCM185. Les lignées de levures ont ensuite été
transformées en suivant les instructions du manuel Clontech pour les protocoles de levure
(www.clontech.com). Les protéines totales sont ensuite extraites grace au mélange d’un tampon
urée/SDS avec des billes, suivit par des étapes de chauffage et de vortex. Aprés une centrifugation, le

surnageant est récupéré et utilisé pour I'immuno-détection de H2Bub.
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Cytologie

- Extraction de noyaux et coloration DAPI ou immuno-détection

Des plantules de 7 jours ayant poussé in vitro sont fixées dans un tampon PEM avec 4% de
formaldéhyde sous cloche a vide. Apres plusieurs lavages, les cotylédons sont finement hachés avec
une lame de rasoir et conservés dans un tampon Galbraith avant d’étre filtrés a travers un maillage de
45um. Les noyaux sont ensuite déposés sur une lame APTES/glutaraldéhyde et aprés séchage, une
goutte de vectashield contenant 2ug/ulL de DAPI est déposée sur la lame puis une lamelle est ajoutée
et scellée avec du vernis. Dans le cas d’'une immuno-fluorescence, la lame est bloquée avec une
solution de PEMSB pendant 2h puis incubés tout la nuit avec I'anticorps primaire. Le lendemain, apres
plusieurs lavages, |'anticorps secondaire ALEXA488 est incubé sur la lame pendant 2h, et le vectashield

avec DAPI est ajouté avant de sceller la lame avec une lamelle.

- Immuno-détection de la méthylation de ’ADN

Pour cette immuno-détection, les plantules sont fixées dans un buffer Carnoy puis lavées dans
un citrate buffer et digérées avec une solution de digestion combinant cellulase, cytohelicase,
pectolyase a 0,5%. Les plantules sont ensuite rincées et squashées entre lame et lamelle avant d’étre
plongées dans |'azote puis la lamelle est retirée et la lame est mise a sécher. La lame est incubée
d’abord avec une solution de RNAse A a 100ug/mL pendant 1h a 37°C puis rincée dans un tampon SSC
et post-fixée avec une solution de PBS contenant 1% de formaldéhyde. Apres plusieurs ringages, les
lames sont placées trois minutes a 80°C avec 20ulL de HB50, lavées a I'éthanol, bloquées avec une
solution de PBS 1% BSA, rincées, puis incubées avec I'anticorps anti 5-meC pendant deux heures et

I’anticorps secondaire ALEXA488 30min.

5.2.5 Tandem affinity purification (TAP) d’aprés Van Leene et al., (2015)

Cette expérience de TAP a été faite a partir de deux litres de cultures de cellules surexprimant
les protéines UBP22 ou UBP26 fusionnées a la double étiquette en C terminal. Les protéines sont
extraites par broyage dans I'azote liquide avec le tampon d’extraction puis centrifugées deux fois a
16000g pendant 10min a 4°C et un dosage bradford des protéines (BioRad Protein Assay Kit) permet
de déterminer leur concentration. La premiére étape de purification est effectuée grace a une résine
« 1gG Sepharose FF » (GE healthcare) puis la résine est incubée avec la protéase « Rhinovirus 3C
protéase » (GE healthcare) a 4°C et la deuxiéme étape de purification sur une résine « Streptavidine
Sepharose » (GE healthcare) qui nécessite la desthiobiotin pour I'élution.

Les protéines présentes dans I'éluat final sont séparées sur un gradient NUPAGE Bis-Tris

(Invitrogen), suivit par une digestion a la trypsine et les peptides sont analysés grace au systéme nano-
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LC, connecté a un spectrometre de masse LTQ Obitrap Velos (Thermo Fischer) et identifiés grace a la
base de données TAIRplus et le software MASCOT (matrix science). Ces analyses ont été effectuées en

collaboration avec I'équipe du Dr. Geert de Jaeger (VIB Ghent Belgique).

Analyses bio-informatiques

Les expériences de RNA-seq ont été effectuées par la plateforme de génomique de I'IBENS
(Paris). Les ARN messagers (polyA+) ont été purifiés a partir d’lug d’ARN totaux par oligo(dT) et les
banques préparées en utilisant le kit brin spécifique TruSeq stranded mRNA (Illumiona). Le séquencage
single end read end de 50 pb a été effectué sur le Hiseq 1500 (Illumina).

Les résultats de séquencage ont été analysés par Sophie Lemoine en utilisant le pipeline
Eoulsan, la quantification des lectures a été réalisée par FeatureCounts, les lectures plus courtes que
40 bases, les queues poly-N ainsi que les lectures dont la qualité est inférieure a 30 (lllumina quality
filter reads) ont été retirées avant I'alignement. Les lectures restantes ont été alignées sur le génome
d’Arabidopsis thaliana par le programme STAR (version 2.5.2b), et les lectures alignées sur plusieurs
endroits du génome ont été placées aléatoirement a un seul de ces endroits. L'annotation du génome
GFF3 de la base de données ARAPORT11 a été utilisée pour annoter les génes et les régions se
recouvrant ont été analysées par featureCounts. L'analyse différentielle a été réalisée en utilisant
DESeq2 1.8.1.

Les données de ChIP-seq ont été générées a la plateforme IGBMC (Strasbourg). Les banques
ont été générées grace au kit MicroPlex (Diagenode) (12 cycles d’amplification) et séquencées en single
end 1x50 bases par lllumina Hiseq 2500. Les données ont ensuite été analysées par Tao Ye (IGBMC
Strasbourg). L’alignement des lectures a été effectué par Bowtie avec les parametres -k 1 --best -y -S -
| 40 -p 8. La détection des différents pics a été effectuée par Macs2 avec I'option narrow peak et seuls
les pics présents dans les deux réplicas ont été gardés. L’annotation des pics a des genes et des
éléments transposables a été effectuée séparément (-250pb TSS => TTS), un pic peut étre associé a
plusieurs génes et un géne peut contenir plusieurs pics.

Pour le projet H3K27me3, la normalisation est basée sur le « spike in » de chromatine de
drosophile menant a nombre de lectures alignées sur le génome de drosophile obtenues aprés
séquencage et le facteur de normalisation est calculé selon la méthode utilisée dans Orlando et al.
(2014). DESeq2 a été utilisé pour I'analyse statistique des deux projets apres application des différents
facteurs de normalisation. Pour la normalisation du projet H2Bub, I"approche avec spike in de
chromatine de levure n’ayant pas marché, un set de pics présent dans tous les inputs a tout d’abord
été déterminé. La couverture moyenne sur ces pics aspécifiques a été calculée pour chaque IP et a
servi de facteur de normalisation. L’ensemble des boxplots, scaterplots, heatmaps et MA plots ont été

effectués grace au logiciel R (www.r-project.org)
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5.3 Buffers

-ChiP
Extraction Buffer 1 (EB1)
sucrose 0,4 mol/L
Tris-HCl pH 8 10 mmol/L
MgCI2 10 mmol/L
BME 5 mmol/L
PMSF 0,1 mmol/L

Inhibiteurs de protéases (Complete, Roche) 1 tablette/50 mL

Extraction Buffer 2 (EB2)

Sucrose 0,25 mol/L
Tris-HCl pH 8 10 mmol/L
MgCI2 10 mmol/L
Triton X-100 1%

BME S5mmol/L
PMSF 0,2mmol/L

Inhibiteurs de protéases (Complete mini, Roche) 1 tablette/10 mL

Extraction Buffer 3 (EB3)

sucrose 1,7 mol/L
Tris-HCl pH 8 10 mmol/L
Triton X-100 0,15%
MgCI2 2 mmol/L
BME 5 mmol/L
PMSF 0,1 mmol/L

Inhibiteurs de protéases (Complete mini, Roche) 1 tablette/10 mL

Nuclei lysis buffer (NLB)

Tris-HCl pH 8 50 mmol/L
EDTA 10 mmol/L
SDS 1%

Inhibiteurs de protéases (Complete mini, Roche) 1 tablette/10 mL

ChlIP Dilution Buffer (CDB)

Triton X-100 1,1%

EDTA 1,2 mmol/L
Tris-HCl pH 8 16,7 mmol/L
NaCl 167 mmol/L

Elution Buffer
SDS 1%
NaHCO3 0,1 mol/L

Low Salt Wash Buffer (LSW)

NaCl 150 mmol/L
SDS 0,10%
Triton X-100 1%

EDTA 2 mmol/L
Tris-HCl pH 8 20 mmol/L
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High Salt Wash Buffer (HSW)

NaCl 0,5 mol/L
SDS 0,10%
Triton X-100 1%

EDTA 2 mmol/L
Tris-HCl pH 8 20 mmol/L

LiCl Wash Buffer (LiCIW)

LiCl 0,25 mol/L

NP-40 1%

sodium deoxycholate 1%

EDTA 1 mmol/L

Tris-HCl pH 8 10 mmol/L

TE Buffer

Tris-HCl pH 8 10 mmol/L

EDTA 1 mmol/L
-Cytologie

2X PEM

- PIPES pH7.3 (KOH) 100 mM 5 ml at 1M

-MgS04 10 mM 0.5 mlat 1M

-EGTApH 7.1 (KOH)10mM 1 mlat0.5M

-H20 to 50 ml

PEMSB

- PEM 1X 25 ml at 2X

- Saponin 0.05% 5 mlat 0.5% (10X Stock = 0.05g in 10 ml H20)

- BSA 2% 1g

-H20 to 50 ml

Galbraith buffer (50ml)
45mM MgCI2

20mM MOPS

30mM Sodium Citrate
0,3% triton X-100

pH 7 with NaOH,

-TAP
Tampon d’extraction
Tris-HCl pH 7.6,
MgCl2,

NaCl,

p-nitrophenyl phosphate,
B-glycerophosphate,
NP-40,

Na3vo4,

NaF,

PMSEF,

E64,

2,25 mL of 1M stock
2mL of 0,5M stock
3ml of 0,5M stock
0,75ml of 20% stock

25 mM
15 mM
150 mM
15 mM
60 mM
0.1%
0.1 mM
1mM
1mM
1uM
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Complete EDTA-free Ultra Tablet, 1/10 mL

ethylene glycol

5%

benzonase 2500 units
Pour UBP22 : digitonine 1%
5.4 Primers

UBP22_ RT2_Fwd TTCCGCCTAAACATGTCTCC RT-PCR
UBP22_ RT2_Rev CCACAACCCTTTAAGCCTCA RT-PCR
UBP22_ RT1_Fwd GTCCGCGAGGATTTCATTT RT-PCR
UBP22_RT1_Rev TTGCATCGTTGAAGCATCTG RT-PCR
ubp26-2 F CCACAGATTGGCTTCGTCTATGG génotypage
ubp26-2 R GACACAACCATGCGAGCACC génotypage
hub1-3 F TCCAAGCATCTTTGTCCTCTC génotypage
hub1-3 R ATTCGAAGGGGAGCTAGAGG génotypage
UBP22-1 F GCAGCTTTTTGGTTTGGGTA génotypage
UBP22-1 R TGTTGACCACTCAACCAAAAG génotypage
GABI 8409 ATATTGACCATCATACTCATTGC génotypage
LB3 TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATACAC génotypage
Lbb1 GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT génotypage
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Les plantes disposent de mécanismes rapides d'adaptation de leur physiologie et de leur développement a des conditions
environnementales changeantes. Leur mise en ceuvre dépend largement d’une capacité de reprogrammation de l'expression des génes
qui implique généralement des changements continus de 1'épigénome. Chez de nombreux organismes, différentes voies d’enlévement
de la monoubiquitination de I’histone H2B (H2Bub) participent d'une part a faciliter la transcription des génes par I'ARN polymérase
II et d'autre part a éviter 1'établissement d'un état permissif a la transcription par enlévement de domaines enrichis en H2Bub sur des
régions répétées telles que les séquences télomériques. Cette thése a porté sur I’étude des voies régulant la marque chromatinienne
H2Bub chez les plantes, dont la connaissance des mécanismes de contrdle dynamique est trés fragmentaire. Une nouvelle ubiquitine
protéase de l'espece Arabidopsis thaliana a été identifiée comme étant un homologue fonctionnel de Ubp8, une protéine associée a
I'¢longation de la transcription au sein d'un module de déubiquitination d'H2Bub du complexe SAGA chez S. cerevisiae.
L'identification et la caractérisation fonctionnelle de trois composants de ce module chez A. thaliana a révélé qu'il agit sur des milliers
de genes, suggérant son implication dans des mécanismes basaux de la transcription. Dans une seconde partie, il a été observé que
l'abondance de deux sous-unités de ce module est régulée au cours de la photomorphogenése par DET1, un acteur central de la
signalisation de la lumiére. Cette transition développementale permet 1'adaptation du métabolisme et de la morphologie de la plante
en réponse a la premiére exposition a la lumiére, notamment via 1'établissement de 1'activité photosynthétique. La régulation post-
traductionnelle du module de déubiquitination de I'histone H2B pourrait permettre d'ajuster son activité aux changements d'activité
transcriptionnelle de la cellule au cours de cette transition. Une approche génétique a également permis d'identifier une redondance
fonctionnelle partielle entre 1'activité du module de déubiquitination et UBP26, une seconde déubiquitinase d'H2Bub connue pour
son implication dans la répression des génes PHERESI et FLC par une activité Polycomb ainsi que de certains éléments
transposables. Ces analyses ont permis de révéler une influence positive de UBP26 sur I'établissement d'un état répressif a la
transcription sur des centaines de génes et également dans certains contextes hétérochromatiniens. Collectivement, ce travail a permis
de disséquer les spécificités et les redondances fonctionnelles de deux voies de déubiquitination de 1'histone H2B portées par des
complexes protéiques distincts.

Title: Functional characterization of histone H2B deubiquitination pathways in Arabidopsis thaliana
Keywords: H2Bub, deubiquitination, photomorphogenesis

Plants utilize rapid mechanisms to adapt their physiology and development to changing environments. Their triggering depends
greatly on gene expression reprogramming leading to important changes in the epigenome. In numerous organisms, different
pathways remove monoubiquitination of histone H2B (H2Bub) to facilitate gene transcription by RNA polymerase II, with H2Bub
removal on repeated genomic regions, such as telomeres, prohibiting establishment of a transcription permissive state. This thesis
aims to better characterize the pathways that regulate the chromatin mark H2Bub in plants. A new ubiquitin protease from
Arabidopsis thaliana was identified as a potential homolog of Ubp8, a protein associated with transcription elongation within a
deubiquitination module of the SAGA complex in S. cerevisiae. 1dentification and functional characterization of the three
components of the deubiquitination module in A. thaliana reveals its action on thousands of genes, suggesting a role in basal
transcription mechanism. Secondly, it was shown that the quantity of two subunits from this module is regulated during
photomorphogenesis by DET1, a central protein involved in light signaling. This developmental transition allows adaptation of
metabolism and morphology of the plant in response to the first light exposure, notably during photosynthesis establishment. The
post-translational regulation of the histone H2Bub deubiquitination module may allow its adjustment to changes in cell transcription
needs during this transition. A genetic approach identified a partial functional redundancy between the deubiquitination module
activity and UBP26, a second H2Bub deubiquitinase known to repress the genes PHERES! and FLC by a Polycomb activity and
certain transposable elements. These analyses revealed a positive influence from UBP26 on establishing a repressive transcriptional
state on hundreds of genes and on some heterochromatinian contexts. Collectively, this work dissected specificities and functional
redundancies of two H2Bub deubiquitination pathways driven by distinct protein complexes.
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