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Résumé 
 

 Chez les plantes comme chez les animaux, la taille des organes est une caractéristique 
cruciale dépendant de différents processus que sont la prolifération, la croissance, la 
différentiation et la mort cellulaires. Ces processus sont très précisément contrôlés et beaucoup 
de leurs régulateurs clefs sont fortement conservés chez les eucaryotes. Parmi eux, 
TRANSLATIONNALLY CONTROLLED TUMOR PROTEIN (TCTP), une protéine régulée 
lors de sa traduction, est connue pour jouer un rôle essentiel dans le développement des organes. 
En effet, la perte de fonction de TCTP entraîne une létalité embryonnaire à la fois chez la souris, 
la drosophile et Arabidopsis thaliana. Il a été montré que TCTP contrôle la progression du cycle 
cellulaire notamment au niveau de la transition G1/S. Chez les animaux, les voies d'action de 
TCTP sont bien décrites et notamment son inhibition du répresseur de tumeur p53. Au contraire, 
chez les plantes, les voies d'action de TCTP restent moins bien décrites. 
 Afin de comprendre plus précisément les mécanismes par lesquels TCTP contrôle la 
progression du cycle cellulaire chez Arabidopsis thaliana, une étude à laquelle j'ai participé a 
permis d'identifier CSN4, une sous-unité du complexe CONSTITUTIVE 
PHOTOMORPHOGENESIS 9 SIGNALOSOME (CSN), comme interacteur de TCTP. Le 
complexe CSN régule l'activité, l'assemblage et la stabilité des complexes CULLIN-RING 
UBIQUITIN LIGASES (CRL), une classe majeure d'E3-ubiquitine ligases. Les CRL sont donc 
impliqués dans la dégradation par la voie Ubiquitine/protéasome de nombreux substrats dont 
des régulateurs clefs du cycle cellulaire. CSN régule les CRL grâce à son activité enzymatique 
de déneddylation : il enlève le peptide NEDD8 (une modification post-traductionnelle) de la 
sous-unité CULLINE (CUL) des CRL.  
 De plus, l'étude à laquelle j'ai participé a montré que TCTP et CSN4 interagissent 
physiquement et génétiquement pour contrôler le développement des organes. En outre, le 
niveau de TCTP influe sur le niveau de neddylation de CUL1 chez A. thaliana mais également 
chez Drosophila melanogaster. Ainsi, un modèle a été établi, proposant que TCTP régule la 
progression du cycle cellulaire au niveau de la transition G1/S en inhibant l'activité de 
déneddylation de CSN de par son interaction avec CSN4. Ma thèse vise donc à préciser ce 
modèle pour clarifier la voie d'action de TCTP sur la progression du cycle cellulaire.  
 Dans une première partie, j'ai caractérisé l'interaction physique entre AtTCTP et 
AtCSN4 notamment par des approches de co-immunoprécipitation chez A. thaliana et de BiFC 
dans des feuilles de tabac. J'ai montré que celle-ci n’implique pas le domaine PCI de AtCSN4, 
domaine permettant son interaction avec les autres sous-unités de CSN. De plus, l'interaction 
AtTCTP/AtCSN4 est relativement spécifique et n'est pas étendue à tous les CSN. Chez A. 
thaliana,  elle se fait en dehors du complexe CSN puisque qu'elle ne concerne pas AtCSN5, la 
sous-unité catalytique. Au contraire, dTCTP (séquence de TCTP venant de D. melanogaster) 
interagit avec AtCSN5, laissant paraître une potentielle différence entre les voies de régulation 
végétales et animales.    
 Dans une deuxième partie, j'ai précisé l'impact de AtTCTP et AtCSN4 sur le 
développement chez A. thaliana, notamment sur le développement embryonnaire. Comme chez 
les mutants tctp, j'ai ainsi mis en évidence l'existence d'un délai embryonnaire non accompagné 
de défaut morphologique majeur chez les mutants csn4. Ce délai est moins important que celui 
des mutants tctp puisque les mutants csn4 parviennent à se développer et à atteindre la maturité. 
Les plantules csn4 présentent ensuite un phénotype pléiotrope et meurent une dizaine de jours 
après germination. Parmi les déficiences observées, se retrouvent des défauts de réponse à 
l'auxine qui ne sont pas présents chez les mutants tctp. Cela confirme que les effets de la perte 
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de fonction de AtCSN4 sont plus divers que ceux de la perte de fonction de AtTCTP et qu'ainsi 
la protéine AtTCTP ne régulerait qu'une sous-partie des fonctions de CSN. 
 Enfin, dans une troisième partie, j'ai cherché à préciser le rôle de l'interaction 
AtTCTP/AtCSN4 pendant la progression du cycle cellulaire. En étudiant le niveau d'expression 
de certains régulateurs clefs du cycle cellulaire, j'ai mis en évidence que les défauts associés à 
la dérégulation d'AtCSN4 sont variés et non limités à la transition G1/S contrairement à ceux 
liés à la perte de fonction d'AtTCTP qui touchent uniquement certains régulateurs de la 
transition G1/S comme CYCD7;1 et KRP6. De plus, l'activité kinase des CDK/CYC semble 
diminuée chez csn4 et tctp. Pour mieux comprendre le lien entre AtTCTP/AtCSN4, la 
neddylation et le cycle cellulaire, j'ai également étudié le niveau d'ubiquitination global des 
différentes lignées. Celui-ci est augmenté chez csn4-2035, en cohérence avec le rôle de CSN 
dans a déneddylation, et parait constant chez tctp. J'ai également mené une étude protéomique 
globale pour identifier les protéines dérégulées chez les mutants tctp et csn4-2035. Il est 
intéressant de noter un effet contraire, similaire à ce qui est observé au niveau de la neddylation 
de CUL1, avec un enrichissement de protéines impliquées notamment dans la traduction à la 
fois parmi celles surexprimées chez tctp-2 et celles sous-exprimées chez csn4-2035.   
 Les travaux durant ma thèse apportent de nouvelles connaissances sur les mécanismes 
par lesquels TCTP régule la transition G1/S du cycle cellulaire en association avec CSN4 et 
ouvrent sur de nouvelles questions et perspectives notamment sur l'implication de régulateurs 
clefs du cycle comme CYCD7;1 et KRP6 ou le lien avec la régulation de la traduction des 
protéines.  
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I- Introduction 
 

1- Croissance et développement chez les plantes 
 
 Chez tous les organismes multicellulaires, le développement de chaque cellule 
appartenant à un certain tissu doit être précisément régulé et coordonné pour aboutir au 
développement dudit tissu, de l'organe auquel il appartient et in fine de l'organisme entier. Cette 
régulation spatio-temporelle met en jeu différents mécanismes :  division, croissance, 
différenciation, mort et migration cellulaire. En fonction des organismes, ces processus 
prennent une importance différente : par exemple, aucune migration cellulaire n'est observée 
chez les végétaux car leurs cellules possèdent une paroi rigide empêchant tout déplacement. 
Une autre différence majeure entre animaux et végétaux est la part de l'embryogenèse dans 
l'établissement des différents organes. En effet, tous les organes des animaux sont mis en place 
dès l'embryogenèse. Au contraire, les végétaux possèdent des structures appelées méristèmes 
constitués de cellules indifférenciées et totipotentes permettant la formation continue d'organes 
pendant toute leur vie. La croissance des nouveaux organes se fait dans un premier temps par 
la croissance mitotique, c'est-à-dire par une augmentation massive du nombre de cellules due à 
la prolifération cellulaire, puis par élongation de ces cellules. Les plantes en général, et plus 
particulièrement la plante modèle Arabidopsis thaliana (A. thaliana) ou arabette des dames, 
sont donc un modèle intéressant pour étudier le développement et la morphogenèse des organes 
en général et la croissance mitotique en particulier : elles permettent de travailler à la fois au 
niveau de l'embryon et au niveau des différents méristèmes apicaux et racinaires chez la plante 
adulte. 
 

A- L'embryogenèse chez les plantes 
 L'embryogenèse, chez les végétaux et les animaux est une étape clef du développement. 
L'embryon se forme par reproduction sexuée suite à la fusion d'un gamète mâle et d'un gamète 
femelle et se développe en un nouvel individu unique. Chez les Angiospermes spécifiquement, 
une double fécondation est nécessaire au développement du futur embryon (Dumas and 
Rogowsky, 2008). L'oosphère, gamète femelle, est contenue au sein de l'ovule dans le sac 
embryonnaire qu'elle forme avec sept autres cellules dont la cellule centrale possédant deux 
noyaux haploïdes (Figure I.1.A). Suite à sa germination sur le stigmate et à la croissance d'un 
tube pollinique, le grain de pollen achemine deux gamètes mâles au niveau du sac 
embryonnaire : un premier va fusionner avec l'oosphère donnant naissance au zygote principal, 
futur embryon et le deuxième fusionne avec la cellule centrale pour former un zygote accessoire 
triploïde, futur albumen (Figure I.1.A).  
 La formation de l'embryon se fait principalement par mitoses successives de l'oosphère 
fécondé et peut être divisée en trois phases principales : une phase de genèse et de spécification 
des tissus, une phase de croissance des organes et de stockage et finalement une phase de 
déshydratation préparant la dormance. Ces différentes étapes ont été précisément caractérisées 
et classifiées chez la plante modèle A. thaliana ((Bowman, 1994), Figure I.1.B). La première 
division du zygote principal est asymétrique et établit une polarité : la petite cellule apicale 
devient l'embryon tandis que la grande cellule basale produit le suspenseur qui relie 
physiquement l'embryon au tissu maternel et permet sa nutrition (Jeong et al., 2016). L'embryon 
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atteint tout d'abord le stade globulaire vers 3-4 jours après fécondation (JAF) par différentes 
divisions se succédant dans l'ensemble des cellules embryonnaires (Figure I.1.B). Les cellules 
en contact avec la surface de l'embryon, appelées protoderme, formeront l'épiderme, tandis que 
les cellules intérieures donnent les précurseurs du système vasculaire et du tissu fondamental 
((Hove et al., 2015), Figure I.2.A). En outre, suite à la division asymétrique d'une cellule à la 
base de l'embryon appelée hypophyse, la cellule fille apicale en forme de lentille forme le centre 
quiescent, centre organisateur du méristème apical racinaire (MAR) (Figure I.2.A). Le 
méristème apical caulinaire (MAC) est spécifié à partir des cellules les plus apicales du tissu 
fondamental. L'embryon passe ensuite de la symétrie radiale qui était la sienne à une symétrie 
bilatérale au cours du stade transition vers 5 JAF ((Jürgens, 1992), Figure I.1.B). Ensuite, 
pendant le stade cordiforme vers 6 JAF, les ébauches des deux premières feuilles appelées 
cotylédons émergent des deux côtés du MAC (Figure I.1.B). Vers 7 JAF, au stade suivant, 
nommé torpille, émerge une radicule portant le MAR (Figure I.1.B). Les structures ainsi 
formées continuent à se développer et la croissance progressive des cotylédons permet de 
différencier encore cinq stades : le stade cotylédons linéaires vers 8 JAF, le stade canne vers 9 
JAF où les cotylédons arrivent au niveau du haut de la graine, le stade cotylédons courbés vers 
10 JAF, le stade pré-mature vers 11 JAF où les cotylédons courbés arrivent au moins jusqu’au 
milieu de la graine et le stade mature vers 12 JAF où l'embryon occupe tout l'espace de la graine 
(Figure I.1.B). 
 L'albumen, provenant de la fécondation de la cellule centrale,  grandit premièrement 
grâce à un très grand nombre de divisions cellulaires incomplètes : les noyaux se divisent sans 
cytodiérèse formant ainsi un cœnocyte (Berger, 2003). Il s'agit d'un tissu de réserve, 
indispensable à la nutrition de l'embryon lors de l'embryogenèse.  Le devenir de ce tissu diffère 
en fonction des Angiospermes considérées. Chez A. thaliana, il se cellularise progressivement 
entre la fin du stade globulaire et le stade torpille (Berger, 2003). Les cellules centrales sont 
ensuite rapidement dégradées suite à une mort cellulaire programmée. Les réserves sont 
majoritairement stockées dans les cotylédons qui s'étendent de façon considérable. Au stade 
mature, l'albumen est restreint à sa couche la plus externe qui joue un rôle dans la régulation de 
la dormance et de la germination de la graine et stocke quelques réserves sous forme de lipides, 
nécessaires pendant la germination (Figure I.1.B). Ce type de graine est qualifié d'exalbuminé. 
Au contraire, les graines dites albuminées, celles de céréales par exemple, conservent leur 
albumen même à l'état mature et celui-ci aura un rôle majeur de tissu de réserve lors de la 
germination (Jean, 2014). Enfin, il existe également des graines à périsperme, par exemple 
comme les graines de quinoa, dont les réserves sont stockées dans un tissu de réserve d'origine 
maternelle : le périsperme, et parfois également dans l'albumen (Jean, 2014).    
 Le développement de l'embryon et de l'albumen sont fortement interdépendants, comme 
observable chez A. thaliana. Ainsi, les mutants pour zhoupi (zou), un facteur de transcription 
exprimé uniquement dans l'albumen, présentent des embryons petits et retardés 
morphologiquement bien que viables à la germination (Yang et al., 2008). Réciproquement, 
une mort précoce de l'embryon conduit à une absence de dégradation de l'albumen (Fourquin 
et al., 2016). La coordination du développement de ces deux compartiments implique la mise 
en place d'un dialogue. Cette communication peut se faire sous forme de signaux mécaniques 
comme la pression exercée par l'embryon qui semble être cruciale pour l'induction de la mort 
cellulaire dans l'albumen (Fourquin et al., 2016). Elle peut également passer par voie chimique 
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grâce à des hormones ou des peptides. Par exemple, l'auxine, hormone clef régulant la grande 
majorité des processus développementaux des plantes, est requise à la fois pour l'établissement 
de l'axe embryonnaire apico/basal (Friml et al., 2003), pour le développement du suspenseur 
(Robert et al., 2013) et pour la prolifération et la différenciation de l'albumen (Figueiredo et al., 
2015). Produite massivement dans l'albumen, elle semble également être transportée vers 
l'enveloppe de la graine, participant aussi à la coordination de la croissance des tissus fécondés 
et des tissus maternels (Figueiredo et al., 2016).  
  Ces différentes coordinations sont cruciales notamment pour permettre le flux de 
nutriments en provenance des tissus sources : tissu maternel et albumen vers l'embryon. En 
effet, de façon à stocker une quantité d'énergie conséquente sous forme de glucides, de lipides 
et protéines, l'embryon doit être approvisionné en divers nutriments organiques et inorganiques 
par les tissus alentours. Ce transport passe par deux voies : par le suspenseur ou par l'épiderme. 
Le suspenseur est attaché à sa base au tissu maternel (Bowman, 1994) d'où pourrait provenir 
directement une partie des nutriments. En outre, comme il est majoritairement entouré par 
l'albumen qui exprime un grand nombre de transporteurs de nutriments, il est probable qu'une 
majorité des nutriments proviennent de l'albumen pour ensuite être transportés à l'embryon via 
le suspenseur (Kawashima and Goldberg, 2010). Le suspenseur dégénère chez A. thaliana 
autour du stade cotylédons courbés ((Blanvillain et al., 2011), Figure I.1.B). Cela souligne la 
nécessité d'une autre voie, moins bien décrite, par laquelle l'embryon peut prendre des 
nutriments directement de l'albumen à travers son épiderme (Lafon-Placette and Köhler, 2014). 
Ces différents transports sont facilités par la présence de transporteurs transmembranaires 
d'export ou d'import sur les différentes interfaces concernées. Par exemple, les transporteurs de 
sucres bidirectionnels SWEET 11, 12 et 15 sont exprimés spécifiquement au niveau des cellules 
de l'albumen entourant l'embryon et sont impliqués dans la nutrition embryonnaire (Chen et al., 
2015). 
 

B- Organogenèse à l'âge adulte 
 Une fois l'embryogénèse complétée, la graine est prête à germer pour donner un individu 
adulte. Cet individu est capable de mettre en place de nouveaux organes tout au long de sa vie 
grâce aux méristèmes dont le fonctionnement est abordé ici à partir de l'exemple du MAR d'A. 
thaliana, source de tous les tissus souterrains. La racine se compose de plusieurs zones, listées 
dans l'ordre apico-basal : la coiffe qui protège extérieurement l'apex racinaire, une zone 
méristématique (le MAR) où se fait la croissance mitotique, une zone d'élongation cellulaire 
puis une zone de différenciation cellulaire (Figure I.2.B).  Plus précisément, le MAR est 
organisé de façon stéréotypée : les cellules souches appelées cellules initiales, entourent le 
centre quiescent composé de deux à quatre cellules se divisant très peu ((Gaillochet and 
Lohmann, 2015), Figure I.2.B). Les cellules initiales établissent, suite à des divisions 
asymétriques, des lignages cellulaires sous forme de files. Chaque file correspond à un futur 
devenir cellulaire : de l'extérieur vers l'intérieur de la racine, se trouvent les files de la coiffe 
latérale, de l'épiderme, du cortex, de l'endoderme, du péricycle et des tissus vasculaires (xylème 
et phloème) (Figure I.2.B). Côté apical au centre de la racine, une initiale donne naissance à la 
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A. Le méristème apical racinaire (MAR) est spécifié lors de l'embryogenèse suite à la division assymétrique de
l'hypophyse. Le centre quiescent est mis en place dans la cellule fille apicale où la signalisation des
cyotokinines (CK est forte). La voie des CK est inhibée dans la cellule fille basale par une importante
signalisation auxinique.
ARR-A : ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATOR de type A
B. La racine est composée de trois zones : une de division cellulaire appélée zone méristématique où se situe le
MAR, une d'élongation et une de différentiation. Les zooms sur chaque zones permettent de mettre en évidence
l'organisation en files cellulaires due à l'orentation des mitoses. Les cellules avec des points noirs sont les
cellules initiales à l'origine des files cellulaires.
C. L'expression de WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX 5 (WOX5) au niveau du centre quiescent permet le
maintien de l'état de cellule souche et donc celui du méristème. Elle est finement régulée par différentes voies
au niveau local dont celle de CLE40. Elle est également intégrée au niveau plus global notamment par
régulation hormonale via l'auxine et les CK.
CLE40 : CLAVATA 3/EMBRYO SURROUNDING REGION-RELATED 40, ACR4 : CRINKLY 4, CLV1 :
CLAVATA 1
D. La balance auxine/CK contrôle le passage de la zone méristématique à la zone d'élongation. Le dialogue
hormonal est intégré en partie par SHORT HYPOCOTYL 2  (SHY2).
ARR-B : ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATOR de type B
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Côté apical au centre de la racine, une initiale donne naissance à la columelle, tissu de la coiffe 
responsable du gravitropisme. Au fur et à mesure de l'éloignement du centre quiescent, se 
retrouvent des cellules qui, dans un premier temps, continuent à se diviser et gardent des 
caractéristiques méristématiques, puis commencent progressivement à s'allonger et à acquérir 
des particularités structurales et fonctionnelles et enfin ne se divisent plus et s'allongent 
rapidement quand elles atteignent la zone d'élongation (Figure I.2.B). 
 Cette organisation précise du MAR est mise en place par une voie moléculaire basée 
notamment sur la communication intercellulaire. Le centre quiescent se caractérise par 
l'expression de WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX 5 (WOX5), un gène codant pour 
l'expression d'un facteur de transcription à homéodomaine (Figure I.2.C). WOX5 est essentiel 
pour limiter les divisions cellulaires dans le centre quiescent (Forzani et al., 2014). Il participe 
également, de façon non cellulairement autonome, au maintien de l'état de cellule souche des 
cellules initiales voisines (Sarkar et al., 2007). L'expression de WOX5 est restreinte par la 
production dans les cellules de la columelle en différenciation du peptide 
CLAVATA3/EMBRYO SURROUNDING REGION-RELATED 40 (CLE40) (Stahl et al., 
2009). Ce peptide régule positivement l'abondance du complexe CRINKLY 4 
(ACR4)/CLAVATA 1 (CLV1) au niveau des membranes des initiales de la columelle qui, elle, 
régule négativement WOX5 ((Stahl et al., 2013), Figure I.2.C). Ce réseau est crucial pour 
permettre la maintenance du MAR. Il agit de concert avec de nombreux autres réseaux 
génétiques, non détaillés ici, pour arriver à une homéostasie tissulaire dans laquelle 
maintenance des cellules souches, prolifération et différenciation sont finement coordonnées 
(Drisch and Stahl, 2015).  
 Par ailleurs, la régulation de WOX5 peut intégrer de nombreuses signaux externes ou 
internes via différentes phytohormones comme l'auxine et les cytokinines (Figure I.2.C). Un 
maximum d'auxine est créé par biosynthèse locale et transport polarisé dans le centre quiescent. 
Il induit l'expression de WOX5 qui participe au maintien de ce maximum sur une zone restreinte 
((Gonzali et al., 2005), Figure I.2.C). Au contraire, les cytokinines, hormones dérivées 
d'adénine, régulent négativement WOX5 ((Zhang et al., 2013b), Figure I.2.B). Les facteurs de 
transcription ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATOR (ARR) de type B (ARR-B), activés par 
phosphorylation suite à la perception de cytokinines, régulent un transporteur d'auxine, AUXIN 
TRANSPORTER-LIKE PROTEIN 2 (LAX2). Les cytokinines régulent donc l'activité mitotique 
du centre quiescent au moins en partie par régulation de la distribution de l'auxine. Ce 
mécanisme met en lumière un des nombreux dialogues entre auxine et cytokinines qui 
permettent de réguler finement le développement du MAR en particulier et des plantes en 
général. Par ailleurs, le rôle du dialogue auxine/cytokinines est clef pour contrôler le passage 
des cellules de l'état méristématique à l'état différencié et par là, la taille du méristème. Ce 
contrôle est intégré au niveau de la protéine SHORT HYPOCOTYL 2 (SHY2) (Figure I.2.D). 
Cette protéine fait partie de la famille des AUX/IAA, des protéines dégradées en présence 
d'auxine et qui régulent négativement la signalisation auxinique (Tian et al., 2003). De plus, 
SHY2 est induit par des ARR-B et stimule la biosynthèse des cytokinines (Dello Ioio et al., 
2008). Ainsi, dans la zone de transition quand les cellules quittent le méristème, la présence de 
cytokinines active SHY2, ce qui renforce la voie des cytokinines tout en inhibant celle de 
l'auxine (Figure I.2.D).  
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Au contraire, dans le méristème, en présence d'un niveau élevé d'auxine, SHY2 est dégradée ce 
qui renforce la voie auxinique et inhibe celle des cytokinines (Figure I.2.D). 
 Un tel dialogue auxine/cytokinines est aussi particulièrement intéressant lors de 
l'embryogenèse pour la détermination et la mise en place du MAR (Müller and Sheen, 2008). 
Suite à la division asymétrique de l'hypophyse (partie I-1-A, Figure I.2.A), une réponse forte 
aux cytokinines est observée uniquement dans la cellule fille apicale qui détermine le futur 
centre quiescent du MAR. Malgré cette forte réponse aux cytokinines, cette cellule apicale 
n'exprime pas ARR7 et ARR15, deux ARR de type A (ARR-A), au contraire de sa cellule sœur 
basale. Cela est surprenant car les ARR-A sont des cibles transcriptionnelles directes des ARR-
B. Ils sont également activés post-transcriptionnellement par phosphorylation en présence de 
cytokinines et mettent en place une boucle de rétrocontrôle négatif en inhibant les gènes de 
réponse aux cytokinines. Ce résultat a mis en évidence l'existence d'une autre régulation des 
ARR-A. En effet, un niveau élevé d'auxine dans la cellule basale active la transcription des ARR-
A, inhibant ainsi la réponse aux cytokinines (Figure I.2.A). 
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2-  Le contrôle du cycle cellulaire 
 
 Comme évoqué précédemment, notamment à partir de l'exemple du MAR, la formation 
d'un nouvel organe implique la coordination de différents processus : croissance mitotique, 
élongation, différentiation et mort cellulaire. Le paragraphe suivant détaille les mécanismes 
impliqués dans le contrôle d'un de ces processus : la croissance mitotique. 
 

A- La progression du cycle cellulaire permet aux cellules de se diviser 
 Dans un organisme multicellulaire, chaque cellule peut se retrouver dans différents 
états : en division active ou en quiescence, elle-même sous-divisée en quiescence 
méristématique, dormance et différentiation terminale qui peut dans certains cas aboutir à la 
mort programmée ((Velappan et al., 2017), Figure I.3). Pour reprendre l'exemple précédent, les 
cellules du centre quiescent du MAR sont en quiescence méristématique, tandis que les cellules 
de la zone méristématique du MAR sont en division active et les cellules de la zone d'élongation 
entrent en différenciation terminale. Les cellules de la coiffe se desquament suite à une mort 
cellulaire programmée. Enfin, toutes ces cellules entrent en dormance à la fin de l'embryogenèse 
dans la graine déshydratée, en attente de la germination. Il serait possible de décrire également 
d'autres états comme la senescence ou la quiescence induite par un stress comme l'hypoxie mais 
dont le rôle n'est pas inscrit dans un contexte développemental. Chaque cellule doit donc 
pouvoir être orientée vers différents destins et notamment vers le fait de se diviser ou pas.  
 La division cellulaire peut se faire suivant deux modalités: la mitose, force majeure de 
formation et de croissance des organes, qui d'une cellule mère donne deux cellules filles 
identiques, et la méiose, permettant la reproduction sexuée, qui à partir d'une cellule mère donne 
quatre cellules filles de contenu chromosomique réduit de moitié. Les processus mis en jeu sont 
majoritairement conservés dans les deux types de division et chez tous les eucaryotes. Par la 
suite, ils seront décrits, sauf indications contraires, dans les mitoses de cellules végétales dans 
le cas de la plante modèle A. thaliana.  
 Avant de se diviser, une cellule passe par un certain nombre d'étapes, rassemblées sous 
le terme d'interphase, nécessaires pour la préparation de la dernière étape: la division stricto 
sensu. L'ensemble de ces étapes, appelé cycle cellulaire, est constitué pour l'interphase d'une 
phase G1 (pour Gap-1) de croissance, d'une phase S de réplication de l'ADN (passage d'une 
copie = 2n à deux copies = 4n) et d'une phase G2 (Gap-2) de croissance et de préparation de la 
mitose (Figure I.3). La mitose (M) se divise elle-même en différentes phases : la prophase 
pendant laquelle les chromosomes à deux chromatides identiques se condensent, la métaphase 
pendant laquelle ils s'alignent à l'équateur de la cellule, l'anaphase pendant laquelle les 
chromatides sœurs se séparent et commencent à migrer à un pôle opposé de la cellule et la 
télophase, phase de séparation des deux cellules filles (Figure I.3). La séparation des deux 
cellules filles, nommée cytodiérèse, se fait par la mise en place d'une nouvelle paroi, appelée 
phragmoplaste. Un grand nombre de vésicules golgiennes, riches notamment en pectines, 
s'accumulent au centre de la cellule, fusionnent, rejoignent les deux extrémités de la cellule et 
s'y raccordent à la paroi, séparant ainsi les deux cellules filles. Il est notable que ce processus 
est totalement différent dans les cellules animales où un sillon de division, formé par la 
contraction d'un anneau d'actine, permet la séparation des deux cellules filles.  
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Dans la pointe racinaire d'A. thaliana, un cycle complet dure environ 15h pour une phase S 
autours de 3h (Betsch et al., 2019). Il est important de noter qu'il existe également d'autres types 
de cycles, appelés endocycles (Matsunaga et al., 2013). Certains, appelés endoréduplications, 
sont caractérisés par l'absence de phase M et conduisent ainsi à un doublement de l'information 
génétique de la cellule (Figure I.3). Ce processus est assez répandu chez les plantes notamment 
au niveau de l'albumen, des trichomes et des cellules épidermiques foliaires (Matsunaga et al., 
2013). D'autres types d'endocycles, appelés endomitoses, consistent en la séparation des 
chromatides sœurs sans division nucléaire ni cytodiérèse, donnant ainsi naissance à une cellule 
au contenu génétique et au nombre de chromosomes doublés (Figure I.3). Les endomitoses 
peuvent également donner naissance à des cellules multinuclées lorsque la division nucléaire 
s'accomplit mais pas la cytodiérèse. Le processus d'endomitose a notamment été reporté dans 
l'albumen (Matsunaga et al., 2013). 

 
B- La progression du cycle cellulaire est contrôlée par des complexes CDK/CYC 

 L'enchaînement précis des différentes phases du cycle cellulaire requiert un contrôle 
moléculaire strict de sa progression, notamment au niveau des deux transitions clefs : G1/S et 
G2/M. Ce contrôle est dépendant de l'activité de protéines kinases appelées CYCLIN 
DEPENDENT KINASES (CDK) qui forment des complexes avec les CYCLINES (CYC). La 
succession de différents complexes CDK/CYC, qui phosphorylent un grand nombre de 
substrats au long des différentes phases, est indispensable à la progression du cycle cellulaire 
(Figure I.4.A). Historiquement, les complexes CDK/CYC ont été mis en évidence dans les 
années 1960 à partir d'ovocyte de Xénope (Maller et al., 1989). L'injection du cytoplasme d'un 
ovocyte II (en métaphase de 2e division de méiose) chez un ovocyte I (bloqué en prophase de 
1e division de méiose) provoque la maturation de ce dernier qui poursuit et finit sa première 
méiose et avance jusqu'à la métaphase de la 2e. Il y a donc une substance dans le cytoplasme de 
l'ovocyte II activatrice de la méiose. Cette substance, appelée MPF (pour Maturation Promoting 
Factor), a été caractérisée plus précisément par des expériences de fusions cellulaires qui ont 
montré qu'elle stimulait aussi l'entrée en mitose (Maller et al., 1989). Elle a été identifiée plus 
tardivement, en 1988, comme étant composée de deux protéines: une sous-unité CDK 
catalytique et une sous-unité CYC régulatrice (Maller et al., 1989).  
 Chez A. thaliana, 12 gènes codent pour des CDK, divisées en sept classes: CDKA à G 
(Menges et al., 2005). Seules les CDKA et B sont les régulateurs les plus directs du cycle 
cellulaire. Les CDKA, possédant un motif PSTAIRE typique et homologues des CDK1 
animales, sont nécessaires tout au long du cycle, notamment pour les transitions tant G1/S que 
G2/M (Figure I.4.A). Les CDKB sont spécifiques aux plantes et ne sont présentes qu'en G2 et 
en M où leur activité est maximale ((Porceddu et al., 2001), Figure I.4.A). Les CDKD 
(conservées entre plantes et animaux) et CDKF (spécifiques aux plantes), appelées CDK-
ACTIVATING KINASES (CAK), agissent en activant leurs substrats, dont font partie d'autres 
CDK, par phosphorylation ((Inzé and De Veylder, 2006), Figure I.4.B). Les CDKC, E et G ne 
semblent pas avoir de rôle direct dans le contrôle du cycle cellulaire. 
 Ces CDK s'associent avec différentes CYC en fonction des phases du cycle cellulaire. 
Les CYC d'A. thaliana sont nombreuses (une cinquantaine) et très diverses. Par analogies avec 
les CYC animales, ont été distinguées différentes classes: 10 CYCA, 11 CYCB, 10 CYCD et 
une CYCH. Au moins 17 autres gènes ont été trouvés et classifiés en types C, P, L et T (Inzé 
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and De Veylder, 2006). De façon générale, les CYCD participent à la régulation de la transition 
G1/S, les CYCA à celle des contrôles des phases S et G2 et les CYCB à celles de le transition 
G2/M et des contrôles intra-M (Figure I.4.B). Cependant, les faits précis sont bien plus 
complexes.  
 Les CYCD, régulatrices de la transition G1/S, semblent être assez redondantes entre 
elles, comme les mutants perte de fonction d'une CYCD spécifique ne semble présenter que des 
phénotypes mutants faibles. Par exemple, les mutants cycd6;1 ne présentent des défauts que sur 
un nombre très restreint de divisions cellulaires périclinales uniquement aux stades cordiforme 
et torpille des embryons (Sozzani et al., 2010). De plus, l'expression de certaines CYCD est 
influencée par des signaux environnementaux tels la disponibilité en saccharose pour CYCD2, 
CYCD3 et CYCD4;1 ((Nieuwland et al., 2009; Riou-Khamlichi et al., 2000), Figure I.4.A). 
Elles peuvent également être cruciales pour certaines réponses hormonales comme celles aux 
cytokinines pour laquelle la présence de la fonction CYCD3 semble requise dans le MAC et les 
feuilles en développement (Dewitte et al., 2007).  Enfin, au moins une partie des CYCD ont 
probablement un rôle étendu à d'autres phases (Figure I.4.A). En effet, par exemple, CYCD3;1 
présente un pic transcriptionnel en G2/M (Menges et al., 2005). Des kinases, comme celles 
associées aux CYCD3;3, sont également actives en G2/M (Nakagami et al., 2002).  De plus, 
l'expression ectopique de CYD3;1 dans des trichomes stimule l'entrée non seulement en phase 
S mais également en phase M (Schnittger et al., 2002). 
 Les CYCA peuvent être sous-classifiées en deux sous-types:  les CYCA3 dont le pic de 
transcription est en phase S et les CYCA 1 et 2 dont le pic d'expression est plus tardif en phase 
G2/M ((Menges et al., 2005), Figure I.4.A). Ces dernières pourraient donc plutôt participer au 
contrôle de de l'entrée en mitose, alors que le rôle canonique de contrôle de la phase S serait 
plus spécifiquement attribué aux CYCA3. Les CYCB possèdent toutes un profil 
transcriptionnel très proche présentant un pic d'expression en phases G2 et M ((Menges et al., 
2005), Figure I.4.A). 
 Le niveau protéique des CYC est aussi extrêmement finement régulé notamment par des 
mécanismes de dégradation (Figure I.4). Les CYCA et B contiennent une "boîte de destruction", 
D-Box, conduisant à leur dégradation par le protéasome (Genschik et al., 1998). Les CYCB 
sont dégradées pendant la phase M par une E3-Ubiquitine-ligase ANAPHASE PROMOTING 
COMPLEX/CYCLOSOME (APC/C) (Weingartner et al., 2003). Cette dégradation est cruciale 
pour la bonne progression du cycle cellulaire étant donné que l'expression d'une CYCB1 non 
dégradable perturbe la cytodiérèse (Criqui and Genschik, 2002). Par ailleurs, les CYCD 
possèdent un motif PEST qui conduit également à une dégradation par le protéasome (Planchais 
et al., 2004). Le mécanisme général de dégradation par le protéasome et son rôle particulier 
dans la progression du cycle cellulaire sera détaillé dans la partie I.3. 

 
C- L'activité des complexes CDK/CYC est finement régulée 

 L'activité des complexes CDK/CYC dépend, bien évidemment, dans un premier temps 
de la présence de la CDK : les CDKA sont présentes tout au long du cycle alors que les CDKB1 
sont restreintes aux phases G2 et début de M et les CDKB2 à la phase M (Menges et al., 2005). 
En outre, les CDK ne sont enzymatiquement actives que lorsqu'elles sont associées aux CYC 
((Morgan, 2006), Figure I.4.B). Ainsi, un autre niveau de régulation de l'activité kinase est 
défini par la présence du partenaire CYC. Comme décrit précédemment (partie I.2.B), le niveau 
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des CYC est régulé à la fois transcriptionnellement et post-transcriptionnellement en fonction 
des différentes classes de CYC et des différentes phases du cycle. En outre, le choix du 
partenaire CYC joue également un rôle dans le contrôle de l'activité CDK. Les CYC s'associent 
aux CDK via le motif PSTAIRE de ces dernières (Figure I.4.B). De nombreux complexes 
peuvent ainsi se former, d'autant plus que différentes CYC peuvent interagir avec la même 
CDK. Des interactions préférentielles s'établissent entre les différentes protéines : les CYCB et 
les CYCA2 avec les CDKB, alors que les CYCD et les CYCA3 de phase S s'associent 
exclusivement avec CDKA ((Van Leene et al., 2011), Figure I.4.A). Cette étude recense au 
moins 92 complexes CDK/CYC différents. Cette grande complexité pourrait refléter le besoin 
de plasticité développementale des plantes qui doivent constamment s'adapter à leur 
environnement (Inzé and De Veylder, 2006). 
 En plus de ce premier niveau de complexité du contrôle du cycle cellulaire dû à une 
grande diversité des complexes CDK/CYC, il est important de souligner qu'un autre niveau de 
complexité est ajouté par la régulation fine de l'activité kinase des CDK. Une fois les complexes 
CDK/CYC formés, ils sont régulés par différentes phosphorylations qui peuvent être 
activatrices ou inhibitrices en fonction des sites (Figure I.4.B). Les CDK possèdent une 
Tyrosine dans leur partie N-terminale qui peut être phosphorylée. Pour les CDKA, il a été 
démontré que, en présence de cette phosphorylation, l'activité de CDKA est diminuée car la 
phosphorylation inhibe la liaison de l'ATP et la reconnaissance du substrat. C'est le cas 
notamment en cas de stress ou de dommage à l'ADN où la phosphorylation de cette tyrosine est 
catalysée par WEE1 ((De Schutter et al., 2007), Figure I.4.B). Les sites de phosphorylation 
inhibitrice sont conservés chez les CDKB mais aucune preuve biochimique de leur 
fonctionnalité n'a été réalisée (Inzé and De Veylder, 2006). Ces phosphorylations inhibitrices 
doivent être levées pour autoriser la poursuite du cycle cellulaire. C'est le rôle chez les animaux 
et levures de la phosphatase CDC25 (Morgan, 2006). Chez A. thaliana, il ne semble pas y avoir 
d'homologue de CDC25 (Vandepoele et al., 2002) même si cette fonction phosphatase doit être 
conservée ((Inzé and De Veylder, 2006), Figure I.4.B). Par ailleurs, il existe également des 
phosphorylations activatrices des CDK sur une thréonine de la partie C-terminale (Figure 
I.4.B). Ces phosphorylations sont catalysées par des CAK: 3 CDKD et 1 CDKF. De façon 
générale, les CAK participent à l'activation de la très grande majorité des CDK (Umeda et al., 
2005).  Les CDKD doivent s'associer à CYCH pour être actifs tandis que CDKF peut 
phosphoryler ses substrats sous forme monomérique (Figure I.4.B). En outre, CDKF est capable 
de phosphoryler les CDKD pour les activer (Shimotohno et al., 2004) mettant en place une 
cascade de phosphorylation qui pourrait être particulièrement importante pour le déroulement 
précis du cycle cellulaire en intégrant des signaux environnementaux et hormonaux. 
 Enfin, les complexes CDK/CYC sont également régulés par des familles de protéines 
inhibitrices, appelés CKI pour CYCLIN KINASE INHIBITORS, dont celle des sept KIP 
RELATED PROTEINES (KRP) (ou ICK pour Interactors of Cdc2 Kinase) qui se lient via leur 
domaine C-terminal aux CDKA et CYCD inhibant ainsi leur fonction ((Van Leene et al., 2011), 
Figure I.4). L'interaction entre KRP et CYCD est importante pour leur fonction comme le 
phénotype causé par une surexpression de KRP peut être complémenté par une surexpression 
de CYCD (Zhou et al., 2003a).  
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La surexpression de différents KRP a également permis de confirmer leur action inhibitrice in 
planta: les surexpressions de KRP 1, 2 ou 3 entraînent des phénotypes similaires caractérisés 
notamment par une inhibition de la croissance au niveau de la plante en général, des cellules 
moins nombreuses mais plus grandes et une baisse de l'activité des complexes CDK (De 
Veylder et al., 2001; Wang et al., 2000). En outre, la perte de fonction d'un seul ou de moins de 
quatre KRP n'entraîne pas de phénotype majeur, suggérant une redondance au moins partielle 
de leurs fonctions (Cheng et al., 2013). Néanmoins, la redondance est forcément limitée comme 
les KRP possèdent des profils d'expression différents que ce soit au niveau des spécificité 
spatiales ou temporelles. Mis à part KRP1 et 6 qui semblent être exprimés dans toute la plante, 
les autres KRP montrent un expression tissu-spécifique avec, par exemple, une forte expression 
de KRP4 dans les feuilles et KRP2 dans les fleurs, alors que KRP3 est très peu exprimé in planta 
mais très fortement dans des cellules en culture (De Veylder et al., 2001). Une expression 
différentielle a également été observée dans le MAC (Ormenese et al., 2004).  Ils sont également 
exprimés de façon différentielle au cours du cycle cellulaire, avec notamment KRP6 exprimé 
lors de la transition G1/S, KRP3 et 5 pendant la phase S, KRP1 à la transition G2/M et KRP4 
en début de phase M (Menges et al., 2005), suggérant des rôles spécifiques dans chacune des 
phases du cycle cellulaire. De plus, il est intéressant de noter que les KRP sont eux-mêmes 
régulés notamment en fonction de conditions environnementales ou en réponse à des 
phytohormones (Wang et al., 2008a).  
 Les plantes possèdent également une autre famille d'inhibiteurs de l'activité CDK/CYC : 
les SIAMESE (SIM)/SIM RELATED PROTEINS (SMR) composée de SIM et SMR 1 à 13 
chez A.thaliana (Van Leene et al., 2011). Ces protéines possèdent des motifs de fixation aux 
CDK et CYC permettant leur interaction avec différents complexes CDK/CYC: CDKA/CYCD 
pour SMR 3-6 et 8 et CDKB1/CYCB pour SIM, SMR 1, 2 et 11 ((Van Leene et al., 2011), 
Figure I.4). De façon similaire aux KRP, la surexpression de SIM conduit à un ralentissement 
du cycle cellulaire (Churchman et al., 2006). D'autre part, un rôle spécifique aux SIM/SMR par 
rapport aux KRP semble être l'inhibition des complexes formés par CDKB, en lien avec le 
contrôle de la phase M et de l'endoréduplication. Cela a été confirmé par l'étude de certains 
mutants qui présentent un phénotype de perte d'endoréduplication au niveau des trichomes pour 
sim (Walker et al., 2000) ou au niveau des cellules épidermiques géantes des sépales pour lgo-
1 et -2, deux mutants de SMR1 (Roeder et al., 2010).  
 Ainsi, la présence de différents CKI, KRP et SIM/SMR inhibe l'activité des complexes 
CDK/CYC par compétition avec leurs substrats. L'activation de ces complexes passe donc par 
la dégradation des CKI. 
 

D- Les cibles des complexes CDK/CYC permettent la progression du cycle cellulaire 
 Se basant sur ce qui précède, il est possible de préciser comment se déroule la 
progression entre les différentes phases du cycle cellulaire. La transition G1/S est stimulée par 
la formation des complexes CDKA/CYCD puis son activation suite à sa phosphorylation par le 
complexe CDKD/CYCH, lui-même activé par CDKF (partie I.2.C, Figure I.5). Il faut 
également que les inhibitions par liaison aux KRP et SIM/SMR soient levées (partie I.2.C, 
Figure I.5). Une fois actif, CDKA/CYCD peut à son tour phosphoryler ses substrats dont 
RETINOBLASTOMA-RELATED (RBR) ((Inzé and De Veylder, 2006), Figure I.5).  
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À l'état non phosphorylé, RBR interagit avec le facteur de transcription E2 PROMOTOR-
BINDING FACTOR (E2F)/DIMERIZATION PARTNER (/DP) et bloque son activité, ce qui 
conduit à la répression des gènes régulés par E2F. Une fois phosphorylé, RBR est dissocié de 
E2F/DP menant à une activation des gènes E2F-dépendants. Chez A. thaliana, il existe 2 E2F 
activateurs : E2Fa et E2Fb qui et s'associent à DPa et fonctionnent comme activateurs 
transcriptionnels en absence de RBR (Figure I.5). Les gènes dont ils stimulent l'expression sont 
des gènes d'entrée en phase S comme les gènes ORIGIN REPLICATION COMPLEX (ORC), 
PROLIFERATING CELL NUCLEAR ANTIGENE (PCNA) ou RBR. 181 cibles putatives de 
E2Fa et E2Fb ont été identifiés parmi lesquelles une majorité de gènes codant pour des protéines 
impliquées dans la régulation du cycle cellulaire, la réplication de l'ADN et la dynamique de la 
chromatine (Vandepoele et al., 2005). Il existe également une forme tronquée de E2F, E2Fc, 
qui n'a pas de fort domaine activateur transcriptionnel. E2Fc interagit avec DPb et réprime les 
gènes d'entrée en phase S, régulant ainsi négativement la transition G1/S (Inzé and De Veylder, 
2006), Figure I.5). Cette inhibition est levée pour passer à la phase S par la dégradation sélective 
de E2fc, suite à sa phosphorylation par CDKA/CYCD, par la E3-ubiquitine-ligase SCFSKP2A 
((del Pozo et al., 2002b), Figure I.5). Un processus semblable est en jeu pour les régulateurs 
négatifs DP-E2F-LIKE 1 (DEL1, = E2Fe), DEL2 (= E2Fd) et DEL3 (= E2Ff) qui ne possèdent 
pas non plus de domaine activateur de transcription mais deux domaines de liaison à l'ADN: ils 
peuvent donc réprimer les gènes cibles en indépendamment de DP et pourrait jouer un rôle pour 
réguler finement un sous-ensemble des gènes E2F-dépendants (Inzé and De Veylder, 2006). 
 La transition G2/M met en jeu des mécanismes similaires. Les facteurs de transcription 
R1R2R3-MYB-LIKE (MYB3R) sont considérés comme les acteurs majoritaires du 
déclenchement de cette transition ((Magyar et al., 2016). Ils sont cruciaux pour réguler 
positivement (Act-MYB) ou négativement (Rep-MYB) l'expression d'un grand nombre de 
gènes spécifiques aux phases G2 et M (Figure I.6). Il a été démontré chez le tabac que des Act-
MYB sont activés suite à leur phosphorylation par un complexe CDK/CYC de phase M ((Araki 
et al., 2004), Figure I.6). Au contraire, les Rep-MYB sont cruciaux pour la répression des gènes 
spécifiques à la transition G2/M en dehors de celle-ci et sont dégradés en fin de phase G2 par 
la voie du protéasome suite à leur phosphorylation par des CDK/CYC ((Chen et al., 2017), 
Figure I.6). Les complexes CDK/CYC de la transition G2/M peuvent être composés à la fois 
des CDKA ou B et des CYC A, B voire probablement D (partie I.2.C, Figure I.4.A). Comme 
détaillé précédemment, pour être actifs, ces complexes CDK/CYC doivent être phosphorylés 
par les CAK et perdre à la fois l'inhibition par phosphorylation par WEE1 grâce à l'action d'une 
phosphatase encore inconnue et celles dues à une potentielle interaction avec des KRP ou 
SIM/SMR (Figure I.6). L'activité des complexes CDK/CYC de phase M permet l'entrée de la 
cellule en phase M. Le déroulement de la phase M est ensuite dépendant de l'E3-Ubiquitine 
ligase APC/C qui initie la séparation des chromosomes. APC/C cible la SECURINE, une 
protéine qui interagit avec la SEPARASE, inhibant son activité protéase. Suite à la dégradation 
via APC/C de la SECURINE, la SEPARASE est enzymatiquement active et capable de 
dégrader la COHESINE qui maintient les chromatides attachées. L'anaphase est ainsi initiée 
((Morgan, 2006), Figure I.6). La sortie de mitose est permise par un autre rôle crucial d'APC/C 
qui cible les CYC mitotiques pour dégradation, désactivant ainsi les complexes CDK/CYC de 
phase M (partie I.2.B, Figure I.6). 
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E- Les points de contrôle du cycle cellulaire 
 La progression phase par phase du cycle cellulaire n'est pas automatique et dépend 
notamment de l'intégrité de l'ADN cellulaire, contrôlée tout au long du cycle. Suite à un 
dommage à l'ADN, la cellule peut alternativement, en fonction de la gravité, activer des 
mécanismes, via des points de contrôle du cycle cellulaire, provoquant le délai ou l'arrêt du 
cycle cellulaire de façon à réparer l'ADN voire induire la mort cellulaire si les dégâts sont trop 
importants (Kaufmann and Paules, 1996). Ces mécanismes ont été regroupés sous le terme DNA 
damage response (DDR). Les points de contrôle concernent à la fois l'intégrité globale de 
l'ADN (DNA Damage Checkpoint) qui peut être vérifiée tout au long du cycle et provoquer des 
arrêts en G1, S ou G2 et les erreurs de réplication de l'ADN (Replication Checkpoint) 
conduisant à un arrêt en phase S ou G2. De façon schématique, la kinase ATAXIA 
TELANGIECTASIA MUTATED (ATM) répond aux lésions double brin de l'ADN tandis que 
ATM-AND-RAD3-RELATED (ATR) répond aux lésions simple brin notamment dans le cas 
de stress de réplication ((Culligan et al., 2004; Culligan et al., 2006), Figure I.7). Suite à leur 
activation, elles mettent en place une cascade de signalisation pour répondre à ces dommages, 
initier leur réparation ou la mort de la cellule.  
 Il est important de souligner que même si les mécanismes sont semblables chez les 
animaux, ceux-ci possèdent un intégrateur clef, souvent appelé "gardien du génome" : p53 qui 
n'a pas d'homologue chez les plantes. p53 est l'intégrateur majeur de la DDR chez les animaux 
qui est activé différentiellement en fonction du niveau de dommage perçu notamment par ATM 
et ATR (Levine, 1997). En fonction de son niveau d'activation, p53 peut orienter la cellule soit 
vers un arrêt en G1/S en stimulant l'expression de p21, un inhibiteur des CDK/CYC, et la voie 
de réparation de l'ADN, soit vers la mort cellulaire par apoptose (Levine, 1997). Un homologue 
fonctionnel de p53 chez A. thaliana pourrait être SUPPRESSOR OF GAMMA RESPONSE 1 
(SOG1), un facteur de transcription dont l'activation, possible à la fois par ATM et ATR, est 
requise pour la plupart des réponses aux dommages à l'ADN comme l'arrêt du cycle cellulaire, 
la réparation de l'ADN, la mort cellulaire programmée et l'endoréduplication ((Mahapatra and 
Roy, 2020), Figure I.7). Concernant l'arrêt du cycle cellulaire, SOG1 a des effets multiples :  
activation de la transcription de la kinase WEE1 suite à un stress réplicatif conduisant à 
l'inhibition des CDK/CYC (De Schutter et al., 2007), activation de la transcription des 
inhibiteurs du cycle SMR 5 et 7 (Yi et al., 2014), dégradation de CDKB2;1 (Adachi et al., 2011) 
et accumulation des Rep-MYB (Takahashi et al., 2019), menant à un arrêt des cellules en phase 
G2 (Figure I.7). Il est possible d'ajouter à ces effets l'induction de la cycline CYCB1;1 (Weimer 
et al., 2016). Cette cycline, surexprimée de façon majeure en présence de dommages à l'ADN, 
participe à la réponse au dommage de l'ADN en association avec CDKB1. En effet, parmi les 
cibles de CDKB1/CYCB1, se trouve RADIATION SENSITIVE 51 (RAD51), un des acteurs 
principaux de la réparation par recombinaison homologue suite à des lésions double brin de 
l'ADN (Figure I.7).    
 Par ailleurs, il existe un autre point de contrôle, plus localisé au niveau de la métaphase 
(Spindle Assembly Checkpoint, SAC) qui vise à vérifier le bon alignement des chromosomes 
sur la plaque équatoriale de la cellule. Chez les animaux, ce point de contrôle a été décrit avec 
précision.  
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Figure I.8. Régulation de l'entrée et de la sortie du cycle cellulaire.

Le maintien de l'état de quiescence dépend de plusieurs facteurs dont l'inhibition des CYCLIN 

DEPENDENT KINASE (CDK)/CYCLINE (CYC) de phase G1 par WUSCHEL-RELATED 

HOMEOBOX 5 (WOX5). La sortie du cycle pour entrer en différentiation terminale est 

fortement favorisée par l'endoréduplication. Celle-ci est sous le contrôle de nombreux facteurs 

dont les complexes CDK/CYC des phases G2 et M qui l'inhibent fortement.

Les flèches vides indiquent la dégradation par la voie Ubiquitine/Protéasome. La phase dans 

laquelle chaque complexe CDK/CYC est actif est indiquée entre parenthèse.

APC/C : ANAPHASE PROMOTING COMPLEX, CCS52A : CELL CYCLE SWITCH 52A, 

DEL : DP-E2F-LIKE, E2Fc : E2 PROMOTOR-BINDING FACTOR c, KRP : KIP RELATED 

PROTEIN, SMR : SIM RELATED PROTEIN
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Il met notamment en jeu la protéine MAD2 qui, en présence de kinétochore(s) mal attaché(s) 
peut lier le complexe APC/C inhibant son activité et ainsi la dégradation de ses substrats dont 
la SECURINE qui empêche la dissociation des chromatides sœurs (Morgan, 2006). Chez A. 
thaliana, même si l'architecture moléculaire est légèrement différente, un tel point de contrôle 
existe et permet le délai du cycle cellulaire si le fuseau mitotique est perturbé (Komaki and 
Schnittger, 2017). De façon spécifique aux plantes, la réponse SAC est limitée dans le temps et 
ne reste pas active plus de 2h, conduisant à une remise à zéro du cycle cellulaire et donc à un 
passage directement en G1 sans division (Komaki and Schnittger, 2017). Cette spécificité 
végétale permet probablement des duplications de génome de façon plus aisée que chez les 
animaux.      
 

F- Intégration du contrôle du cycle cellulaire lors du développement 
 Au-delà du fonctionnement classique du cycle cellulaire (Partie I-2-B,C et D), la plante 
doit pouvoir s'adapter et adapter la progression de son cycle cellulaire à différentes conditions 
environnementales ou internes. Il a déjà été souligné à plusieurs reprises que certains 
régulateurs, comme les CYCD et les KRP, pouvaient être sensibles aux variations 
environnementales ou phytohormonales permettant ainsi un ajustement du cycle cellulaire. Un 
autre exemple déjà abordé est l'adaptation aux dommages à l'ADN (Partie I-2-E) qui peut 
entraîner un arrêt du cycle cellulaire voire le passage vers la différenciation par stimulation de 
l'endoréduplication ou enfin la mort cellulaire programmée. Ces exemples soulignent 
l'importance pour la plante de pouvoir passer d'un état de division à un autre et donc de pouvoir 
entrer et sortir du cycle cellulaire. Les cellules en dehors du cycle cellulaire peuvent être dans 
différents états de quiescence ou en dormance (Partie I-2-A, Figure I.3).  La phase de quiescence 
est souvent notée G0 mais il est encore mal défini si elle correspond à un état distinct ou s'il 
s'agit d'un prolongement de la phase G1 (Velappan et al., 2017). L'existence d'une phase G0 
distincte est plus communément admise chez les animaux où la présence d'un point de 
restriction précoce en phase G1 orienterait les cellules soit vers le stade de quiescence G0 soit 
vers la poursuite du cycle (Pardee, 1974). La présence d'un tel point de restriction n'est pas 
encore démontrée chez les plantes. 
 L'état de quiescence méristématique, retrouvé par exemple dans le centre quiescent du 
MAR et dans le centre organisateur du MAC, est atteint grâce à un certain nombres de 
régulateurs décrits en partie précédemment pour le MAR (partie I-1-B). Il est intéressant de 
souligner ici que WOX5 maintient l'état de quiescence en réprimant transcriptionnellement les 
CYCD ((Forzani et al., 2014), Figure I.8). Un niveau faible de RBR est requis pour préserver 
l'état des cellules souches et inhiber leur différentiation (Wildwater et al., 2005). Un autre acteur 
majeur serait le complexe APC/C : son association avec CELL CYCLE SWITCH 52A 2 
(CCS52A2) au niveau des cellules quiescentes est indispensable au maintien de l'état de 
quiescence ((Vanstraelen et al., 2009), Figure I.8) même si les cibles dégradées ne sont pas 
encore totalement élucidées. De plus, le couplage entre oxydation des antioxydants ascorbate 
et glutathion et maximum d'auxine dans le centre quiescent est également important pour l'arrêt 
de ces cellules en G1/G0 ((Velappan et al., 2017), Figure I.8). 
 Les régulateurs de l'état de quiescence suite à la différentiation terminale sont différents. 
La différentiation est souvent liée au passage à l'endoréduplication où la cellule continue à 
doubler son contenu chromosomique sans se diviser ((De Veylder et al., 2011), Figure I.8). 
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Une baisse de l'activité CDK mitotique semble nécessaire ((De Veylder et al., 2007), Figure 
I.8). En effet, augmenter expérimentalement le niveau d'activité de CDK par la surexpression 
de CYCA ou CYCD conduit à une inhibition de la différentiation des cellules foliaires (Dewitte 
et al., 2003; Imai et al., 2006), tandis que sa diminution par l'expression de mutants CDK 
dominant-négatifs ou de KRP provoque une sortie précoce du cycle cellulaire (Boudolf et al., 
2004; Verkest et al., 2005). Un régulateur clef pourrait ainsi être CDKB1 qui est G2/M 
spécifique : sa perte totale ou partielle entraîne un passage précoce vers des endocycles 
((Boudolf et al., 2004), Figure I.8). Certains KRP et SIM/SMR ont également été directement 
reliés à l'endoréduplication ((De Veylder et al., 2011), Figure I.8), ainsi que E2Fc ((Pozo et al., 
2006), Figure I.8) et les DEL ((De Veylder et al., 2007), Figure I.8). D'autres modulations sont 
en jeu comme celles par les espèces réactives de l'oxygène ((Considine et al., 2017), Figure I.8) 
et par le complexe APC/C associé à CCS52A1, lui-même régulé par les cytokinines. 
APC/CCCS52A1 cible notamment les CYCA mitotiques, conduisant à leur dégradation par le 
protéasome ((Boudolf et al., 2009), Figure I.8). Ces deux exemples de quiescence montrent 
comment la machinerie du cycle cellulaire peut être modulée lors du développement de la plante 
pour permettre la croissance des organes et leur coordination. 
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A. Représentation schématique des différentes étapes de la voie Ubiquitine/Protéasome. L'ubiquitine (Ub) 
est d'abord activée par l'enzyme E1 (Ub-ACTIVATING ENZYME, UBA) puis conjuguée à l'enzyme E2 
(Ub-CONJUGATING ENZYME, UBC) avant d'être transférée au substrat grâce à l'enzyme E3 Ub-ligase. 
Le substrat polyubiquitiné est reconnu par le protéasome, ce qui conduit à sa dégration et au recyclage de 
l'Ub.

B. Exemple de deux types d'E3-Ubiquitine ligase appartenant à la classe des ligases CULLIN-RING 
(CRL). L'E3 ligase (entourée en noir) est composée de plusieurs sous-unités permettant son interaction 
avec le substrat et l'enzyme E2 de conjugaison de l'ubiquitine. Les complexes CRL1 aussi appelés SCF (S-
PHASE KINASE ASSOCIATED PROTEIN (SKP)/CULLIN (CUL)/F-BOX CONTAINING) sont 
composés de CUL1, d'une protéine de liaison SKP, d'une protéine RING-BOX1 (RBX1) interagissant avec 
E2 et d'une protéine F-box qui est l'adaptateur spécifique du substrat. Les complexes ANAPHASE 
PROMOTING COMPLEXE/CYCLOSOME (APC/C) sont composés de APC2 (de la famille des CUL), 
APC 11 (une protéine RING), de la sous-unité adaptatrice CELL DIVISION CYCLE 20 (CDC20), et de 7 
à 10 autres sous-unités (en gris).  
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3- Dégradation des protéines par la voie Ubiquitine protéasome 
 
 Comme évoqué plus haut (partie I-2), la régulation de la progression du cycle cellulaire 
passe par des mécanismes très divers. Il est cependant important de noter la place cruciale 
qu'occupe la régulation post-traductionnelle en général et la dégradation des protéines en 
particulier de ces processus. Parmi les différents mécanismes, le système 
Ubiquitine/Protéasome (Ub/Pr), très bien conservé chez les eucaryotes, est mis en jeu pour 
dégrader non seulement des protéines anormales ou endommagées mais également des 
protéines clefs du développement dont le taux est finement contrôlé.   
 

A- Présentation générale du système Ub/Pr 
 De façon globale, le système implique deux étapes : le marquage de la protéine cible 
par une ou plusieurs molécules d'Ub puis son adressage et sa dégradation par le protéasome. 
L'Ub est un petit peptide (8,5 kDa) qui peut se lier de façon covalente sur un ou plusieurs résidus 
de lysine des protéines ciblées. La manière dont l'Ub est attachée sur son substrat conditionne 
le devenir dudit substrat. De façon générale, l'Ub peut être attachée sous forme monomérique 
conduisant à des protéines monoubiquitinées ou multi-monoubiquitinées si elles possèdent 
plusieurs sites modifiables. Ces marques ont majoritairement été associées à l'activation des 
gènes d'immunité et au renouvellement des protéines transmembranaires (Miricescu et al., 
2018). Cependant, certains cas de multi-monoubiquitination, notamment de protéines petites et 
désordonnées, amènent aussi à leur dégradation (Dimova et al., 2012; Saeki, 2017). L'Ub peut 
aussi former de longues chaînes conduisant à différentes formes de polyubiquitination des 
substrats. Le cas le plus classique est la formation de longues chaînes par ubiquitination de la 
lysine 48 (K 48) de Ub qui est reconnue par le protéasome et mène à la dégradation des cibles 
(Saeki, 2017). Ce signal est le plus canonique concernant la dégradation via le système Ub/Pr, 
mais d'autres types de chaînes comme les longues chaînes en K29, les chaînes courtes multiples 
(K11, K48 et K63) ou les chaînes branchées (K11/K48, K48/K63) catalysées par APC/C 
mènent également à la dégradation protéosomale (Saeki, 2017). Enfin, les longues chaînes de 
polyubiquitine en K63, en plus de participer au système Ub/Pr, ont été plus particulièrement 
associées à des signaux de dégradation dépendants des lysosomes et des vacuoles (Miricescu 
et al., 2018). 
 L'Ub est exprimée comme une répétition d'unités d'Ub ou en fusion N-terminale avec 
d'autres protéines : classiquement avec des protéines ribosomales ou, spécifiquement chez les 
plantes,  avec le petit peptide RELATED TO UBIQUITIN (RUB)/NEURAL PRECURSOR 
CELL EXPRESSED DEVELOPMENTALLY DOWN-REGULATED 8 (NEDD8) (Miricescu 
et al., 2018). S'ensuit le clivage de ces précurseurs par des enzymes de déubiquitination (DUB) 
(Figure I.9.A). Ces étapes pourraient être un moyen d'établir un "contrôle qualité" sur les 
monomères d'Ub (Amerik and Hochstrasser, 2004). La conjugaison de l'Ub sur les protéines 
cibles est réalisée par trois enzymes consécutives : l'enzyme d'activation de l'Ub E1 (ou Ub-
Activating enzyme, UBA), l'enzyme de conjugaison de l'Ub E2 (ou Ub- conjugating enzyme, 
UBC) et l'Ub-ligase E3 (Figure I.9.A). E1 active un peptide Ub en ajoutant un groupement 
adényle à sa partie C-terminale grâce à son activité ATP-hydrolase. Le peptide Ub se lie ensuite 
de façon covalente par son groupe carboxylate C-terminal à la cystéine du site actif de E1 ((Haas 
et al., 1982), Figure I.9.A).   
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Il est ensuite transféré sur la cystéine du site actif de l'enzyme E2 (Figure I.9.A). Après cela, il 
est directement attaché à la lysine de la protéine cible via l'activité catalytique de E3 qui assure 
la spécificité de la réaction ((Hershko et al., 1983), Figure I.9.A). 
 Une fois la protéine ubiquitinée, elle peut être reconnue par différents types de protéines 
possédant un domaine de liaison à l'Ub (Ub Binding Domain, UBM). Cette reconnaissance 
permet la discrimination entre les différents types d'ubiquitination et ainsi l'orientation des 
protéines ubiquitinées dans les différentes voies cellulaires. Pour le cas de la voie Ub/Pr, la 
reconnaissance se fait par le protéasome 26S (Figure I.9.A). Celui-ci est composé de 
nombreuses protéines (au moins 66) (Bedford et al., 2010). Ces protéines forment un cœur 
catalytique 20S et un ou deux complexes régulateurs 19S dont les rôles sont les suivants : la 
liaison de protéines ubiquitinées, leur dé-ubiquitination menant au recyclage de l'Ub, leur 
dénaturation et l'ouverture du canal du protéasome pour permettre leur translocation dans le 
cœur 20S où se fait ensuite la dégradation (Figure I.9.A). L'assemblage du protéasome est un 
processus nécessitant un enchaînement précis de diverses étapes notamment pour permettre la 
maturation du site actif protéolytique (Bedford et al., 2010). Son fonctionnement est complexe 
et utilise de l'énergie sous forme d'ATP.  
 

B- Le rôle crucial des E3 Ub-ligases pour la spécificité des dégradations  
Les E3 Ub-ligases contrôlent la spécificité de la réaction d'ubiquitination en assurant la 
reconnaissance des protéines cibles. Il existe ainsi une grande diversité d'enzymes E3 : chez A. 
thaliana, plus de 1400 gènes ont été identifiés comme codant des composants de ligases E3 
(Lee and Kim, 2011). Ces E3 peuvent être divisées en trois familles par rapport au domaine 
permettant leur interaction avec les enzymes E2 : les ligases E3 à domaine HECT (Homology 
to E6-AP C-Terminus), à domaine RING (Really Interesting New Gene) et à domaine RING 
finger-like U-box (Chen and Hellmann, 2013). Les E3 plus particulièrement impliquées dans 
le contrôle du cycle cellulaire appartiennent à une sous-famille de ligases à domaine RING : les 
ligases CULLIN-RING (CRL) dont font partie les ligases CRL1 (aussi appelées SCF pour S-
PHASE KISASE ASSOCIATED PROTEIN (SKP)/CULLIN (CUL)/F-BOX CONTAINING) 
et les APC/C (Teixeira and Reed, 2013). Les complexes SCF sont composés d'une protéine 
RING nommée RING-BOX1 (RBX1) qui peut interagir avec E2, d'un adaptateur spécifique du 
substrat appelé F-box et de protéines de formation du complexe : CUL1 et une protéine de 
liaison SKP (Figure I.9.B). Malgré l'absence de preuve concrète de l'incorporation d'une 
majorité d'entre elles dans des complexes CRL, la présence de plus de 700 F-box différentes 
doit permettre aux CRL de se lier à une grande diversité de substrats (Gagne et al., 2002). Cela 
est cohérent avec le nombre important de fonctions associées aux SCF en plus du contrôle de 
la progression du cycle cellulaire et de leur rôle central dans la transduction des signaux 
phytohormonaux parmi lesquelles il est possible de citer le contrôle du rythme circadien, de 
certains systèmes d'auto-incompatibilité, de la senescence et du temps de floraison (Chen and 
Hellmann, 2013).  
 Concernant le cycle cellulaire, le rôle des SCF semble crucial avant tout au niveau de la 
transition G1/S. Chez les animaux, ce rôle est bien caractérisé notamment concernant la 
dégradation, par exemple, des CKI, de E2F, des CYCA, D et E par SCFSKP2 (Frescas and 
Pagano, 2008), permettant ainsi l'entrée de la cellule en phase S.  
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La voie de neddylation ressemble à celle d'ubiquitinayion (Fig I.9.A). NEDD8 est exprimée seule ou 

en fusion avec l'Ub. Le peptide NEDD8 est activé par l'enzyme E1, appélée NEDD8 ACTIVATING 

ENZYME (NAE) et constituée chez les plantes d'un hétérodimère entre AUXIN RESISTANT 1 

(AXR1) et E1-C-TERMINAL RELATED (ECR1). Il est ensuite conjugué sur l'enzyme E2 ou 

NEDD8 CONJUGATING ENZYME (NCE), fonction réalisée par RUB CONJUGATING 

ENZYME 1 (RCE1) chez les plantes. La fonction E3-ligase est assurée par RING-BOX1 (RBX1), 

une sous-unité du complexe E3-Ubiquitine ligase. Les CUL sont les substrats spécifiques de la 

neddylation.

NEDD8 : NEURAL PRECURSOR CELL EXPRESSED DEVELOPMENTALLY DOWN-

REGULATED 8 
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Si la fonction paraît conservée chez les plantes, les SCF précis impliqués dans la dégradation 
des CYC spécifique de G1 ne sont pas encore identifiées. Les complexes SCFSKP2B et SCFFBL17 
semblent cibler pour dégradation les inhibiteurs de cycle KRP (Kim et al., 2008a; Ren et al., 
2008; Zhao et al., 2012). SCFSKP2 permet la dégradation du régulateur négatif E2Fc (del Pozo 
et al., 2002b). 
 Les complexes APC/C régulent eux spécifiquement la transition G2/M du cycle 
cellulaire. Ils sont composés de 11 à 13 sous-unités dont : APC2, un membre éloigné de la 
famille des CUL, APC11, une protéine RING, ainsi que des sous-unités adaptatrices CELL 
DIVISION CYCLE 20 (CDC20) et CELL CYCLE SWITCH 52 (CCS52) ((Chen and 
Hellmann, 2013), Figure I.9.B). Le rôle des autres sous-unités n'est pas encore complétement 
élucidé. Contrairement aux CRL1, les fonctions d'APC/C sont quasiment exclusivement 
centrées autour de la régulation du cycle cellulaire. Ces rôles ont été en partie détaillés 
précédemment, notamment quant à la dégradation des CYC mitotiques, au SAC et à la 
régulation de l'endoréduplication (partie I.2). Un seul rôle plus éloigné de la régulation du cycle 
cellulaire, faisant intervenir la sous-unité APC10, a été mis en évidence dans la régulation de 
la machinerie d'interférence à ARN (Marrocco et al., 2012).  
 Enfin, il existe également d'autres complexes CRL incorporant d'autres CUL : CUL3A 
et CUL3B pour les CRL3 et CUL4 pour les CRL4. Leurs rôles sont moins directement liés à la 
régulation du cycle cellulaire et certains d'entre eux seront abordés par la suite (partie I.4.C). 
 

C- La régulation de l'activité CRL 
 Précédemment a été souligné le rôle de la dégradation des protéines en général et de 
certaines E3 ligases comme les CRL en particulier dans la régulation de la progression du cycle 
cellulaire. Étant donné la grande diversité de certaines sous-unités comme les F-box qui 
orientent le choix entre les différents substrats, il est crucial que l'assemblage et l'activité des 
CRL soient finement régulés pour permettre une protéolyse ajustée aux différentes situations. 
Au niveau des CUL, cette régulation passe notamment par l'ajout covalent d'un peptide 
RUB/NEDD8 qui conditionne leur capacité d'interaction, le complexe CRL étant stabilisé en 
présence de CUL neddylées (CULNEDD8) (Schwechheimer, 2018). 
 NEDD8 présente 60% d'homologie au niveau de sa séquence d'acide aminés avec l'Ub 
et une structure quasi identique (Kamitani et al., 1997). Trois gènes encodent NEDD8 chez A. 
thaliana : RUB1 et 2 sont exprimés en fusion avec l'Ub et RUB3 est exprimé seul ((Rao-Naik 
et al., 1998), Figure I.10). La voie de neddylation est très semblable à la voie d'Ub, impliquant 
une cascade de trois enzymes : une enzyme E1 pour l'activation appelée NEDD8 
ACTIVATING ENZYME (NAE), une enzyme E2 pour la conjugaison appelée NEDD8 
CONJUGATING ENZYME (NCE) et une enzyme E3 pour la ligation spécifique du substrat 
((Parry and Estelle, 2004), Figure I.10). La fonction E1 NAE est réalisée par 
l'hétérodimérisation entre AUXIN RESISTANT 1 (AXR1) ou AXR1-LIKE (AXL) et E1 C-
TERMINAL RELATED 1 (ECR1) ((del Pozo et al., 2002a; Dharmasiri et al., 2007), Figure 
I.10) et la fonction E2 NCE est assurée par RUB CONJUGATING ENZYME 1 (RCE1) ((del 
Pozo and Estelle, 1999), Figure I.10). La fonction E3 est assurée par RBX1, la protéine à 
domaine RING du complexe CRL ((Gray et al., 2002; Morimoto et al., 2003), Figure I.10). 
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Les substrats bien définis de RBX1 sont les CUL au niveau de la lysine du motif conservé 
VRIMK dans le domaine winged-helix B (WHB) , et plus spécifiquement CUL1, 3A, 3B et 4 
qui peuvent participer à la formation de complexes CRL ((Schwechheimer, 2018), Figure I.10). 
 L'état de neddylation des CUL influe fortement sur l'activité des complexes CRL (Figure 
I.11). La neddylation de CUL1 peut stabiliser le CRL et augmenter son activité en favorisant 
sa dimérisation (Bosu and Kipreos, 2008). Elle conduit également à relâcher l'interaction entre 
RBX1 et le domaine WHB de CUL1 ce qui facilite l'interaction avec l'E2 impliquée dans 
l'ubiquitination (Duda et al., 2008). En outre, elle inhibe l'interaction avec CULLIN-
ASSOCIATED NEDD8-DISSOCIATED 1 (CAND1), un inhibiteur de l'assemblage des CRL 
(Liu et al., 2002). Néanmoins, une hyper-neddylation des CUL peut avoir un effet inverse sur 
l'activité des CRL, promouvant l'auto-ubiquitination et la dégradation de certaines sous-unités 
comme RBX1 ((Cope and Deshaies, 2006; Peth et al., 2007), Figure I.11). 
 NEDD8 reste associée aux CUL tant que le complexe entier reste formé et interagit avec 
son substrat. Uniquement une fois le substrat dégradé, un complexe protéique appelé 
CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENESIS 9 (COP9) SIGNALOSOME (CSN) peut 
accéder à la CUL et la déneddyler ((Cavadini et al., 2016), Figure I.11). L'identification et le 
rôle précis de CSN seront détaillées dans la partie suivante (partie I-4). Une fois la CUL 
déneddylée, le dimère CUL-RBX1 se dissocie des autres sous-unités et lie la protéine inhibitrice 
CAND1 ((Liu et al., 2002; Zheng et al., 2002), Figure I.11). Cette interaction bloque le 
réassemblage des CRL et la neddylation de CUL. Cependant le rôle de CAND1 n'est pas 
uniquement inhibiteur puisque son absence in vivo conduit à l'inactivation des complexes SCF 
chez A. thaliana (Chuang et al., 2004). CAND1 peut agir en favorisant l'échange entre les 
différentes protéines F-Box possibles pour un complexe CRL, régulant ainsi la spécificité de 
son substrat ((Liu et al., 2018; Zemla et al., 2013), Figure I.11). 
 Toutes ces études permettent d'aboutir à un modèle de régulation des CRL à plusieurs 
niveaux (Figure I.11). De façon simplifiée, les complexes CRL sont actifs lorsque la CUL qui 
les compose est neddylée, ce qui conduit à la dégradation des substrats. Ils sont inactivés suite 
à leur déneddylation par CSN, leur désassemblage et l'association de certaines sous-unités avec 
CAND1. De façon plus précise, CSN et CAND1 ne sont pas uniquement des inhibiteurs de 
l'activité de CRL. En effet, CSN est nécessaire pour assurer des cycles de 
neddylation/déneddylation qui conduisent, via CAND1, à un échange de F-box et donc de 
spécificité de substrat des CRL. Ces cycles permettent aussi de limiter l'auto-ubiquitination de 
certaines sous-unités des CRL conduisant à leur dégradation. Ils sont donc strictement 
nécessaires au bon fonctionnement des CRL et donc au développement des organismes. Ainsi, 
par exemple, les mutants csn, chez qui la fonction déneddylase est perdue, meurent quelques 
jours après germination (Wei and Deng, 2003). Plus précisément, même si une surabondance 
de CULNEDD8 est bien observée, les substrats des CRL s'accumulent dans ces plantes (Hotton 
and Callis, 2008). Ces résultats sont contraires aux données in vitro où l'ajout de CSN inhibe 
l'ubiquitination des substrat (Hotton and Callis, 2008). Ils soulignent que l'activité de 
déneddylation de CSN est requise in vivo pour permettre le bon fonctionnement des CRL. 
Enfin, les cycles d'assemblage/désassemblage sont tout particulièrement cruciaux pour 
l'adaptation à différents contextes développementaux ou environnementaux (Lydeard et al., 
2013). Il est ainsi important de souligner que la régulation des CRL est un processus 
particulièrement dynamique (Mosadeghi et al., 2016). 
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Sous-unité Motif Autres noms Autre noms 

(H. sapiens)

Identité avec 

l’homologue 
humain

CSN1 PCI COP11/FUS6 GPS1 44,7%

CSN2 PCI COP 12/FUS12 TRIP15

ALIEN

61,1%

CSN3 PCI COP13/FUS11 42%

CSN4 PCI COP8/FUS4 49,5%

CSN5A

CSN5B

MPN (JAMM+)

MNP (JAMM+)

AJH1

AJH2

JAB1 62%

CSN6A

CSN6B

MPN

MPN

HVIP 39,8%

CSN7 PCI COP15/FUS5 34,4%

CSN8 PCI COP9/FUS7

/FUS8

32,3%

B

Figure I.12. Formation et composition du complexe CONSTITUTIVE 

PHOTOMORPHOGENESIS 9 SIGNALOSOME (CSN).
A. Adapté de Lingaraju et al., 2014. Structure cristalline du CSN humain

B. Adapté de Serino et Deng, 2003. Comparaison des différentes sous-unités de CSN chez

Arabidopsis thaliana et Homo sapiens. Le domaine PCI (pour Proteasome, COP9, Initiation

factor 3) permet l’interaction entre les sous-unités. Le domaine MPN (MPR1/PAD1/N-

terminal domain) porte l’activité catalytique, mais n’est actif qu’en présence d’un motif
JAMM+ (JAB1/MPN domain metalloenzyme).
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4- Focus sur CSN, un régulateur clef du cycle cellulaire 
 
 Comme décrit juste avant, CSN est un régulateur clef des complexes CRL car il possède 
une activité enzymatique de déneddylation. Il possède un rôle purement inhibiteur sur les CRL 
in vitro, mais la situation in vivo est beaucoup plus complexe car les cycles de 
neddylation/déneddylation des CUL sont nécessaires au bon fonctionnement des CRL. CSN est 
ainsi un régulateur clef des CRL qui eux-mêmes contrôlent la progression du cycle cellulaire. 
Il est donc important de détailler le fonctionnement de CSN pour pouvoir en comprendre le lien 
étroit avec la progression du cycle cellulaire.  
 

A- Présentation du complexe CSN 
 Le complexe CSN a premièrement été identifié chez A. thaliana dans un groupe de 
mutants présentant un phénotype caractéristique de photomorphogenèse constitutive dans le 
noir associé à une mort prématurée une dizaine de jours après germination ((Wei and Deng, 
1992), Figure I.13.D). D'après le phénotype, ces mutants ont premièrement été appelés 
constitutive photomorphogenesis/de-etiolated/fusca (cop/det/fus). Plus tard, des protéines 
homologues ont été retrouvées chez les mammifères et les invertébrés, soulignant la 
conservation du complexe chez les eucaryotes (Wei and Deng, 1999). Le complexe est composé 
de huit sous-unités qui sont de manière générale très conservées. Par exemple, le niveau 
d'homologie de séquence entre A. thaliana et l'homme est compris entre 32,3% (pour CSN8) et 
62% (pour CSN5) ((Serino and Deng, 2003), Figure I.12.B). Chez A. thaliana,  les sous-unités 
CSN 1-4, 7 et 8 sont codées chacune par un seul gène, tandis que CSN5 et 6 sont codées par 
deux gènes ((Gusmaroli et al., 2007), Figure I.12.B). CSN5A et B jouent des rôles inégaux 
durant le développement, avec CSN5A comme sous-unité fonctionnelle prédominante. Au 
contraire, CSN6A et B sont majoritairement redondantes.  
 La structure de CSN est bien caractérisée et a été cristallisée pour le complexe humain 
((Lingaraju et al., 2014), Figure I.12.A). Les sous-unités 1-4 et 7-8 possèdent toutes un domaine 
PCI (pour Proteasome, COP9, Initiation factor 3) défini par homologie entre les sous-unités de 
ces différents complexes ((Wei et al., 2008), Figure I.12.B). Ce domaine est important pour les 
interactions protéine/protéine et permet la mise en place du squelette du complexe. Au centre 
du complexe se trouvent une sous-unité CSN5 et une CSN6. Les deux se caractérisent par un 
domaine appelé MPN (MPR1/PAD1/N-terminal domain) qui est le domaine catalytique du 
complexe ((Wei et al., 2008), Figure I.12.B). Cependant ce domaine ne semble pleinement 
fonctionnel que chez CSN5 et pas chez CSN6. En effet, uniquement chez CSN5, le domaine 
MPN possède un motif JAMM (JAB1/MPN domain metalloenzyme) qui agit comme centre 
catalytique de l'activité isopeptidase ((Cope et al., 2002), Figure I.13.B). De part cette activité 
enzymatique, CSN est capable de déneddyler les CUL des complexes CRL (partie I.3.C, Figure 
I.11).  
 La structure du complexe CSN ressemble fortement à celle de deux autres complexes 
conservés chez les eucaryotes : le couvercle du protéasome 26S et le facteur d'initiation 3 de la 
traduction chez les eucaryotes (eIF3) (Wei et al., 2008). Le couvercle du protéasome et CSN 
possèdent la même stœchiométrie avec 6 sous-unités à domaine PCI et 2 à domaine MPN. 
Néanmoins, le couvercle du protéasome possède une neuvième sous-unité nommée DSS1. 
Cette neuvième sous-unité semble exister aussi chez CSN dans de nombreux organismes.  
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E F

Ws4 csn4-2035

Figure I.13. Les mutants perte de fonction csn4-1 et csn4-2 ainsi que le mutant allélique csn4-

2035 présentent des défauts de développement et de neddylation de la culline 1 (CUL1).

A. Adapté de Pacurar et al., 2017. Représentation des différents mutants de CSN4 utilisés. csn4-1

et csn4-2 sont des mutants d’insertion et csn4-2035 unmutant allélique.

B, C et D. Phénotype des mutants perte de fonction pour CSN4. Au sein d’une silique hétérozygote

CSN4+/- (B), se trouvent environ 75% de graines au phénotype sauvage (cercle vert foncé, CSN4+/?)

et 25% de graines dont les embryons ont les cotylédons anthocyanés (cercle violet, csn4-/-).
Phénotype de plantules de 10 jours ayant germé à la lumière (C) ou au noir (D). Les mutants csn-/-

ne se développent pas plus et meurent. Ils présentent un phénotype de photomorphogenèse

constitutive. Barres d’échelle blanches (D) et noires (C) : 1mm, grises (B) : 100 µm.

E. Phénotype des mutants alléliques viables csn4-2035. Barre d’échelle : 2cm.

F. Adapté de Pacurar et al. 2017. Western blot réalisés à partir des protéines totales de plantules

des génotypes indiqués et révélés avec des anticorps anti –CSN4 et –CUL1. Le mutant csn4-1

contrairement au mutant csn4-2035 ne produit pas de protéine CSN4. CUL1 est uniquement (pour

csn4-1) ou très majoritairement (pour csn4-2035) sous forme neddylée contrairement au sauvage

Ws4 où la forme déneddylée est majoritaire.

csn4-1-/-
CSN4-1+/?
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Il s'agit d'un peptide nommé CSN Acidic Protein (CSNAP) qui s'incorpore au complexe CSN 
dans des cellules humaines et est homologue à DDS1 (Rozen et al., 2015). Chez A. thaliana, 
mais pas chez la totalité des plantes, un homologue de CSNAP existe (Barth et al., 2016). Sa 
fonctionnalité in planta n'a toutefois pas encore été démontrée.  
 

B- Rôle de l'activité enzymatique dans la fonction de CSN 
 L'activité enzymatique de CSN est portée par le motif JAMM de la sous-unité CSN5 
(partie I.4.A). Cependant l'ensemble des sous-unités semblent nécessaires à l'activité de 
déneddylation des CUL. Cela est notamment suggéré par le fait que l'ensemble des mutants 
perte de fonction csn de différentes sous-unités présentent souvent des phénotypes similaires 
que ce soit chez Neurospora crassa (Wang et al., 2010), Drosophila melanogaster (D. 
melanogaster) (Oron et al., 2007), Mus musculus (Wei et al., 2008) ou A. thaliana (Gusmaroli 
et al., 2007).  
 Comme les mutants perte de fonction csn (soit les simples mutants csn 1-4, 7 et 8 et les 
doubles mutants csn5a*csn5b et csn6a*csn6b) présentent des phénotypes identiques chez A. 
thaliana, seules les deux lignées perte de fonction indépendantes csn4-1 et csn4-2 seront 
présentées en illustration dans ce qui suit (Figure I.13). Les mutants perte de fonction csn se 
caractérisent chez A. thaliana par une photomorphogenèse constitutive : même suite une 
germination dans le noir, les plantules ne s'étiolent pas et les cotylédons s'ouvrent (partie I.4.A, 
Figure I.13.D). Elles présentent également une forte anthocyanisation des cotylédons visible 
post-germination mais également dès le stade torpille du développement embryonnaire (Figure 
I.13.B, C). Enfin, elles ont des défauts morphologiques importants au niveau de l'architecture 
racinaire notamment et sont très peu sensibles à l'auxine ((Dohmann et al., 2008b), Figure 
I.13.C). Tout cela conduit à leur mort prématurée une dizaine de jours post-germination (Figure 
I.13.C). De façon intéressante, une mutation dans le motif JAMM de CSN5A bloquant l'activité 
enzymatique sans perturber l'assemblage du complexe conduit à un phénotype dominant négatif 
pléiotrope (Gusmaroli et al., 2004). La gravité de ce phénotype est positivement corrélée avec 
l'ampleur de l'effet sur le neddylation des CUL et reproduit en partie le phénotype csn. Ainsi, 
le phénotype perte de fonction semble bien majoritairement dû à un effet de la perte de l'activité 
deneddylase de CSN.  
 En outre, il est important de noter que l'activité déneddylase n'est possible qu'en 
présence du complexe entier, qui forme une poche permettant la liaison à NEDD8, et pas si 
CSN5 est isolé (Cope et al., 2002). De façon générale, la perte d'une sous-unité déstabilise le 
complexe et conduit le plus souvent à une dégradation d'autres sous-unités, inhibant ainsi 
l'activité dennedylase (Gusmaroli et al., 2007). Cela se vérifie notamment par l'hyper-
neddylation des CUL dans les mutants csn4 (Figure I.13.F). La déneddylation des CUL peut 
être également bloquée par des anticorps anti-CSN2 neutralisant le complexe (Yang et al., 
2002). Il est également intéressant de souligner que la forme la plus stable est le complexe 
entier. Seul CSN5 semble être retrouvée sous forme libre in vivo indépendamment des autres 
sous-unités (Dubiel et al., 2015). De plus, différents sous-complexes de poids moléculaires 
inférieurs ont pu être identifiés (CSN1-3,8 ; CSN4-7 et CSN4-8) même si leur existence et leur 
fonction reste encore débattue. 
 
  



Figure I.14. CSN régule de nombreux aspects du développement végétal par le contrôle de 

l'activité des complexes CULLIN-RING ligases 1 (CRL1).

A. CSN régule la neddylation et donc l'activité des complexes CRL1 (entourés en noir) formés avec 

différentes F-box dont TIR1 (TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1), COI1 (CORONATINE-

INSENSITIVE 1), SLEEPY1 et UFO (UNUSUAL FLORAL ORGANS). Ces complexes régulent 

eux-mêmes la dégradation spécifique de certaines protéines impliquées respectivement dans les voies 

de signalisation de l'auxine, des jasmonates, des gibbérellines et du développement floral.

B. Exemple de la voie de l'auxine. Les AUX-IAA régulent négativement la transcription des gènes de 

réponse à l'auxine en inhibant les AUXIN RESPONSE FACTOR (ARF). En présence de l'hormone, 

ils sont dégradés par le complexe CRL1 formé avec TIR1. L'activité de ce complexe est contrôlée 

notamment par CSN qui, en déneddylant CULLIN 1 (CUL1), conduit à son désassemblage.

CSN : CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENESIS 9 SIGNALOSOME, E2 : enzyme de 

conjugaison de l'UBIQUITINE (Ub), NEDD8 : NEURAL PRECURSOR CELL EXPRESSED 
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C- Des rôles fonctionnels extrêmement divers pour CSN 
 De façon générale, le complexe CSN est impliqué, via son activité enzymatique, dans 
toutes les voies régulées par la voie Ub/Pr. Ici seront détaillés de manière non exhaustive 
certains rôles majeurs de CSN lors du développement des végétaux.   
 Par son activité de déneddylase des complexes E3 de type SCF, CSN peut réguler de 
nombreuses voies de signalisations hormonales comme celles de l'auxine, des JA et des 
gibbérellines. En effet, les premières observations faites sur les mutants csn ont mis en évidence 
leur ressemblance avec des mutants de l'auxine (Stratmann and Gusmaroli, 2012). Du point de 
vue mécanistique, CSN régule l'activité de l'E3 ligase SCF dont la protéine F-box est 
TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1 (TIR1), notée SCFTIR1 ((Dohmann et al., 2008b; 
Schwechheimer et al., 2001; Stuttmann et al., 2009a), Figure I.14.A). TIR1 interagit aussi avec 
l'auxine : la liaison TIR1-auxine conduit à une augmentation de l'affinité de TIR1 pour les 
AUX/IAA et donc à leur dégradation par la voie Ub/Pr ((Dharmasiri et al., 2005), Figure 
I.14.B). La répression auparavant exercée par les AUX/IAA sur les gènes de réponse à l'auxine 
est ainsi levée (Figure I.14.B). L'absence de CSN conduit à une stabilisation des AUX/IAA et 
donc une baisse de réponse à l'auxine (Figure I.14.B). De manière similaire, CSN régule la 
réponse aux jasmonates (JA), hormone clef pour la défense et le développement des plantes 
(Larrieu and Vernoux, 2016). En effet, le récepteur aux JA CORONATINE-INSENSITIVE 1 
(COI1) est la F-box du complexe SCFCOI1 et participe à la dégradation des répresseurs de la 
réponse aux JA appelés JASMONATE ZIM DOMAIN (JAZ) ((Thines et al., 2007), Figure 
I.14.A). CSN interagit physiquement avec SCFCOI1 et les réponses aux JA dépendantes de COI1 
le sont aussi de CSN (Feng et al., 2003). Par ailleurs, CSN régule également l'activité de 
SCFSLEEPY1, une E3 ligase cruciale pour la dégradation des répresseurs DELLA en réponse aux 
gibbérellines ((Dill et al., 2004; Dohmann et al., 2010), Figure I.14.A).  
 Des mécanismes semblables impliquent également CSN dans la régulation du 
développement floral par la régulation de SCFUFO ((Wang et al., 2003), Figure I.14.A). 
UNUSUAL FLORAL ORGANS (UFO) est une F-box nécessaire à la régulation du gène 
homéotique floral APETATLA 3 (Zhao et al., 2001).  
 Sur le même principe, CSN peut influer sur le développement végétal en régulant des 
CRL incorporant CUL3A ou B. Ces complexes sont nécessaires au développement 
embryonnaire, les doubles mutants étant létaux entre les stades globulaire et transition 
(Figueroa et al., 2005).  Des fonctions quant à la signalisation de l'éthylène ont également été 
démontrés (Chen et al., 2013b; Thomann et al., 2009).  Enfin, il a été proposé un rôle dans 
l'organisation du cytosquelette par comparaison avec les animaux chez qui cela est bien établi 
(Stratmann and Gusmaroli, 2012). Ce rôle semble être confirmé par l'étude des phénotypes des 
mutants csn2-5 et csn5a-1 qui présentent notamment des défauts d'orientation de croissance 
racinaire (Stuttmann et al., 2009b). 
 Enfin, la régulation des complexes CRL contenant CUL4 met en jeu d'autres processus 
régulés par CSN. Chez les animaux, les complexes CRL CUL4-DNA DAMAGE DAMAGE 
BINDING PROTEIN 1 (DDB1) sont connus pour le rôle majeur dans le système de réparation 
des dommages à l'ADN et plus spécifiquement dans la réparation par excision de nucléotides 
(Chung and Dellaire, 2015). Chez A. thaliana, ce rôle semble être conservé, notamment en ce 
qui concerne le maintien de l'intégrité génomique par CUL4-DDB1A-DDB2 suite à un stress 
induit par des UV (Molinier et al., 2008).  



Figure I.15. CSN régule de nombreuses fonctions cellulaire de façon dépendante ou non de son 

activité enzymatique chez les animaux et les végétaux.

Description de mécanismes semblant spécifiques aux animaux (A, B et C) ou végétaux (D).  CSN : 

CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENESIS 9 SIGNALOSOME, E2 : enzyme de conjugaison de 

l'Ubquitine, S : Substrat, Ub : UBIQUITINE

A. CSN s'associe avec des kinases CAsK (CSN-ASSOCIATED KINASES) et des ezymes DUB (Dé-

Ubiquitination) et participe ainsi à la régulation de la phosphorylation et de l'ubiquitination de différents 

substrats de façon indépendante de son activité de déneddylation. P = Phosphate

B. Différentes fonctions ont été établies pour le monomère CSN5 et le complexe CSN. Les deux sont 

importants pour contrôler la prolifération cellulaire tandis que CSN5, mais pas CSN, semble crucial pour 

la régulation de l'apoptose.

C. CSN semble pouvoir réguler directement la transcription en se liant à l'ADN en plus de réguler 

indirectement via son activité de déneddylation la dégradation de facteurs de transcription (FT).

D. CSN3 agit sur la voie de l'auxine au sein de CSN par la régulation de la dégradation des AUX/IAA 

mais également indépendamment de CSN au sein d'un complexe non identifié.       
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Par ailleurs, les complexes CUL4-DDB1A et B sont nécessaires au développement 
embryonnaire, à la photomorphogenèse et au contrôle du temps de floraison (Chen et al., 2010; 
Dumbliauskas et al., 2011). Ils interviennent également dans la régulation de la chromatine 
notamment en association avec POLYCOMB REPRESSIVE COMPLEX 2 (PRC2) pour 
réguler l'empreinte paternelle (Dumbliauskas et al., 2011).  
 Ces quelques exemples permettent de rappeler les rôles majeurs de CSN lors du 
développement d'A. thaliana. Ils sont loin d'être exhaustifs, d'autant plus qu'ils sont concentrés 
sur le mécanisme canonique d'action de CSN via la régulation des CRL. Le paragraphe suivant 
met en évidence des rôles de CSN ne dépendant pas de son activité enzymatique.  
 

D- Des fonctions non-enzymatiques pour CSN 
 L'activité déneddylase de CSN ne suffit pas à expliquer la totalité des fonctions de CSN. 
En effet, une étude récente a montré que, chez D. melanogaster, les mutants perte de fonction 
pour CSN n'avaient pas le même phénotype que les mutants exprimant une NEDD8 non 
clivable (Suisse et al., 2018). Ainsi, cela suggère que le rôle de CSN n'est pas uniquement de 
déneddyler les CUL. 

a- Rôles dépendants du complexe CSN  
 En plus de l'activité dénedylase de CSN, d'autres rôles importants lui sont attribués. Il 
peut notamment s'associer avec des kinases appelées CSN-ASSOCIATED KINASES (CAsK) 
dont CSN-ASSOCIATED KINASE 2 (CK2) et des enzymes DUB ((Hetfeld et al., 2005; Zhou 
et al., 2003b), Figure I.15.A). Par exemple, CSN associé à CK2 est indispensable à la 
phosphorylation de p53 conduisant à sa dégradation dans les cellules animales (Sun et al., 
2011). De tels liens entre activité kinase et CSN ne sont pas encore reportés chez les plantes. 
 Par ailleurs, certains effets ont été reliés spécifiquement à CSN6. Cependant, ces effets 
ne semblent pas indépendants de CSN et de son activité de déneddylation. En effet, différents 
exemples de surexpression de CSN6 laissent penser que cette sous-unité peut dans certains cas 
entrer en compétition avec CSN5 au sein du complexe CSN et ainsi bloquer l'activité de 
déneddylation. Des tests in vitro ont révélé une compétition entre les domaines MLN de CSN5 
et CSN6 pour la liaison avec CUL1 (Chen et al., 2014b). Cette étude démontre qu'une plus 
grande abondance de CSN6 conduit à une absence de déneddylation de CUL1, et de là à une 
plus grande auto-ubiquitination et dégradation de la protéine F-box Fbw7. Cela limite la 
dégradation de c-myc induisant ainsi une plus grande prolifération cellulaire. Cependant la 
forme (holo-/sous-complexes) sous laquelle CSN5 et CSN6 pourraient entrer en compétition 
n'est pas encore été bien définie. Les fonctions de CSN6 ne mettent donc pas en jeu un nouveau 
mécanisme d'action mais plutôt une régulation fine de l'activité de déneddylation de CSN par 
compétition. 

b- Rôles spécifiques à des sous-complexes ou des sous-unités   
 Certaines sous-unités peuvent avoir des rôles indépendamment du complexe CSN. Cela 
a été mis en valeur par la comparaison précise de mutants spécifiques de chaque sous-unité. 
Ces mutants ne possèdent pas toujours entre eux un phénotype identique. Par exemple, chez 
Neurospora crassa, l'ensemble des CSN est requis pour maintenir la stabilité des complexes 
CUL4-DDB1 tandis que tous sauf CSN3 le sont pour maintenir celle des complexes SCFSKIP1 
et que seul CSN3 est crucial pour maintenir celle de SCFFWD-1 (Wang et al., 2010).  
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 L'étude de mutants hypomorphiques viables chez A. thaliana a, elle aussi, énormément 
apporté à l'étude fonctionnelle de chaque sous-unité (Singh and Chamovitz, 2019). Dans la 
plupart de ces mutants (csn1-10, csn2-5, csn4-2035, csn5a-1 et csn5a-2), l'activité de 
déneddylation, la dégradation des AUX/IAA et la réponse à l'auxine sont fortement diminuées. 
Cela suggère fortement que le problème majeur de ces mutants est une perte de l'activité 
déneddylase de CSN. Cela est confirmé notamment chez csn4-2035 où la mutation ponctuelle 
identifiée dans le domaine PCI conduit à une hyper-neddylation de CUL1 témoin de son 
exclusion du complexe CSN  ((Pacurar et al., 2017), Figure I.13.A, F). Ce mutant, bien que 
viable, présente notamment un phénotype important de nanisme, un amincissement des tiges et 
une réduction du nombre de fleurs produites par méristèmes (Figure I.13.E). Néanmoins, la 
comparaison des différents mutants hypomorphiques a également mis en avant des effets plus 
spécifiques à chacun, par exemple sur la formation des racines (Pacurar et al., 2017). csn5a-1, 
csn5a-2 ne forment pas de racines adventives tandis que csn4-2035, csn1-10 et csn3-3 en 
développement significativement moins que le sauvage. Au contraire, csn5b en développe plus 
que le sauvage et aucune différence significative n'est observable pour csn2-5. Ces résultats 
montrent des premières différences probablement imputables à des rôles assurés par sous-unité.  
 Un exemple bien démontré d'un tel rôle concerne CSN3 chez A. thaliana ((Huang et al., 
2013), Figure I.15.D). La mutation csn3-3 confère des phénotypes liés à une perturbation de la 
signalisation auxinique mais ne perturbe ni la neddylation de CUL1 ni la dégradation des 
AUX/IAA. Les auteurs ont également démontré que la mutation n'a aucune conséquence sur 
l'assemblage du complexe CSN mais altère celle d'un petit complexe contenant CSN3. La 
présence de CSN3 est donc nécessaire au sein de deux complexes de fonctions différentes : de 
façon classique dans CSN pour réguler la neddylation des CUL et dans un petit complexe non 
totalement défini pour permettre une signalisation auxine normale (Figure I.15.D). 
 Parmi les rôles spécifiques démontrés pour une sous-unité, la majorité des exemples 
concernent CSN5. CSN5, stable sous forme monomérique ou de sous-complexes, peut lier et 
modifier la stabilité de différentes protéines de façon neddylation indépendante (Wei et al., 
2008). Une illustration de ce fait est que, chez les cellules animales, le domaine N-terminal de 
CSN5 exprimé seul suffit à réguler l'export nucléaire de p53, alors que le motif JAMM suffit à 
conduire à sa dégradation, sans incorporation d'aucune de ces deux formes tronquées dans le 
complexe CSN (Oh et al., 2006). L'effet peut également être inverse : par sa liaison, CSN5 
stabilise des protéines comme Transformed Mouse 3T3 Cell Double Minute 2 (Mdm2), une E3 
ligase spécifique de p53, en limitant son auto-ubiquitination (Zhang et al., 2008a). De façon 
générale, il a été remarqué que CSN5 dans le complexe CSN était, avant tout, impliqué dans la 
régulation de la prolifération cellulaire. CSN5 en sous-complexe est également particulièrement 
crucial pour la prolifération cellulaire mais aussi pour la régulation de l'apoptose ((Wei et al., 
2008), Figure I.15.B). 
 Initialement, la très forte identité morphologique et transcriptionnelle entre les mutants 
csn3 (qui possèdent CSN5 sous forme libre uniquement), csn5 et csn3*csn5 plaidait clairement 
en la défaveur de l'existence de fonctions majeurs pour le monomère CSN5 chez A. thaliana 
(Dohmann et al., 2008b). Néanmoins, de tels effets auraient pu être au moins en partie masqués 
par la létalité des mutants perte de fonction. En effet, l'étude plus approfondie des mutants 
hypomorphiques a permis de mettre en évidence des différences majeures entre les mutants 
csn2-5 et csn5a-1 (Stuttmann et al., 2009b). Seul csn5a-1, et pas csn2-5, possède des 
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phénotypes drastiques notamment de photomorphogenèse constitutive et de nanisme. Or, ces 
deux mutants possèdent des niveaux réduits semblables de complexes CSN et sont affectés 
similairement au niveau de la neddylation des CUL (Stuttmann et al., 2009b). Une différence 
notoire est que csn2-5, mais pas csn5a-1, possède un niveau sauvage de monomères CSN5 
(Stuttmann et al., 2009b). Ces données permettent de supposer que les monomères CSN5 ont 
des fonctions importantes in planta qui expliqueraient notamment les différences 
phénotypiques des mutants csn2-5 et csn5a-1. 
 Enfin, des rôles dans la régulation de la transcription ont été plusieurs fois mis en 
évidence pour différentes sous-unités de CSN. Cela a été assez bien caractérisé pour CSN7 chez 
D. melanogaster (Singer et al., 2014). CSN7 peut interagir directement avec l'ADN, 
probablement par son domaine PCI qui possède un motif hélice-tour-hélice. De plus, les gènes 
cibles de CSN7 sont en grande partie les mêmes que ceux dont le niveau d'expression est 
modifié suite à la dérégulation de différentes sous-unités de CSN. De façon générale, ces gènes 
sont impliqués dans la transition G1/S du cycle cellulaire et dans le développement du disque 
imaginal de l'aile. Cela est cohérent avec le phénotype du mutant exprimant un ARNi contre 
CSN7 dans les disques de l'aile qui présente des défauts de prolifération cellulaire avec une 
accumulation des cellules en phase G1. Même si les mécanismes précis sont inconnus et 
qu'aucun motif enrichi sur les sites de l'ADN liant CSN7 n'a pu être identifié, il est clair que 
CSN7 participe à la régulation de la transcription. De même, CSN1 dans des lymphocytes T de 
souris (Menon et al., 2007), CSN2 dans des cellules d'osteocarcinome (Tenbaum et al., 2007) 
et CSN4 chez D. melanogaster (Ullah et al., 2007) ont été retrouvées recrutées sur différents 
promoteurs suggérant un rôle relativement général des sous-unités de CSN dans la régulation 
de la transcription. Ainsi, en plus de réguler indirectement la transcription via le contrôle de 
facteurs de transcription par son activité de déneddylation, CSN semble aussi être impliqué 
directement dans l'activation ou la répression de certains gènes (Figure I.15.C). Cependant, les 
modalités pratiques de la forme de complexe(s)/sous-complexe(s) impliqué(s) ou de motif(s) 
permettant la liaison à l'ADN restent encore à élucider. Chez les plantes, aucune activité de 
régulation de la transcription n'a été démontrée à ce jour. 
 Les différents exemples traités ont permis de mettre en évidence la grande diversité par 
laquelle le complexe CSN, via son activité déneddylase ou pas, et ses différentes sous-unités 
peuvent agir sur le développement des organismes. Le paragraphe suivant permettra de détailler 
comment ces différents mécanismes d'action se complètent en se limitant à un exemple précis : 
le contrôle du cycle cellulaire 
 

E- Rôle de CSN dans le contrôle du cycle cellulaire 
 Ce paragraphe est adapté d'une revue en préparation (Annexe 7) présentant les liens 
entre CSN et régulation du cycle cellulaire tant chez les animaux que chez les végétaux.  

a- Phase G1et transition G1/S 
 CSN a des rôles complexes et multiples concernant la phase G1 et la transition G1/S. 
L'effet de CSN sur la phase G1 a été défini par l'étude de mutants sous-expresseurs des sous-
unités CSN chez les animaux. Par exemple, CSN8 est nécessaire pour conserver la bonne durée 
de la phase G1, probablement en modulant la proportion entre le complexe CSN et des sous-
complexes contenant CSN5 (Liu et al., 2013).  
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Les différents mutants perte de fonction chez les animaux possèdent une suraccumulation de 
nombreux régulateurs de phase G1 comme p53, p27 (un CKI) et CYCE ((Wei et al., 2008), 
Figure I.16). CSN contrôle la stabilité d'au moins une partie de ces régulateurs comme CYCE 
et p27 par la voie classique de contrôle de la neddylation des E3-ligases (Cope and Deshaies, 
2003).  À cela, s'ajoutent de nombreux mécanismes moins classiques. La translocation de p27 
au noyau est dépendante de COP1 qui est elle-même recrutée et stabilisée par CSN ((Choi et 
al., 2015), Figure I.16). Cette translocation est également sous la dépendance de CSN5 sous 
forme monomérique (Zhang et al., 2017). En outre, l'interaction spécifique de certaines sous-
unités avec des régulateurs semble jouer un rôle clef. C'est le cas de CSN6 qui interagit à la fois 
avec p57 (un CKI) et son E3-ligase, permettant ainsi le rapprochement physique de ces deux 
protéines et donc la dégradation de p57 ((Chen et al., 2012), Figure I.16).  
 Il est également important de souligner que CSN peut apporter de la robustesse au 
système en participant à la dégradation de mêmes molécules par des mécanismes distincts. 
L'exemple de la stabilité de p53 est frappant en ce sens. Dans un premier temps, la dégradation 
de p53 est dépendante de la phosphorylation par des kinases associées à CSN (partie I.4.D.a, 
(Sun et al., 2011), Figure I.16). CSN6 spécifiquement stabilise MDM2 en limitant son 
autoubiquitination ((Zhao et al., 2011), Figure I.16). CSN5, possiblement en sous-complexe 
coopère avec MDM2 pour réguler l'export nucléaire et la dégradation de p53 (partie I.4.D.b, 
(Oh et al., 2006), Figure I.16). Il est évident ici que la régulation de p53 semble être, chez les 
animaux, un élément majeur du contrôle de la transition G1/S via CSN. Ceci étant dit, il est 
important de souligner que cela n'explique pas tous les effets de CSN sur la prolifération 
cellulaire. En effet, les fibroblastes embryonnaires murins csn5 p53, tout comme les simples 
mutants csn5 dans lesquels p53 s'accumule, ne prolifèrent pas (Yoshida et al., 2010). Cela 
indique que la perte de p53 ne suffit pas à compenser l'arrêt du cycle cellulaire induit par la 
perte de CSN5 dans ces cellules.   
 Même si des mécanismes restent encore à découvrir, il est clair qu'à la fois le complexe 
CSN et des sous-complexes sont cruciaux pour la progression de la phase G1 et de la transition 
G1/S chez les animaux.  Ces mécanismes concernent majoritairement la régulation de la 
stabilité protéique. Cependant d'autres mécanismes doivent être envisagés notamment la 
possibilité pour certains CSN comme CSN7 d'agir en tant que régulateurs transcriptionnels 
comme décrit précédemment  (partie I.4.D.b, (Singer et al., 2014)).  
 Jusqu'à récemment, aucun mécanisme similaire n'avait été identifié chez les plantes. 
Cependant, une étude à laquelle j'ai participé montre que CSN4 interagit avec 
TRANSLATIONALLY CONTROLLED TUMOR PROTEIN (TCTP) pour contrôler la 
transition G1/S (Betsch et al., 2019). Cette étude est particulièrement intéressante car elle est le 
seul exemple de régulation spécifique de la transition G1/S via CSN chez les plantes. Les 
mécanismes moléculaires expliquant cette régulation, qui n'étaient pas encore élucidés avant 
ma thèse, constituent l'objet de celle-ci. 

b- Phase S et transition G2/M 
 Chez les plantes, l'effet majeur auparavant décrit est un délai des différents mutants csn 
en phase G2 (Dohmann et al., 2008a). Ce délai s'accompagne de cassures double-brin de l'ADN 
et d'une activation de la machinerie de réparation de l'ADN liée à l'arrêt à la transition G2/M. 
Chez les animaux, des phénotypes semblables peuvent être observés notamment des cellules 
hépatiques csn5 qui arrêtent de proliférer en phase S ou G2 (Panattoni et al., 2014).  



 54 

  



 55 

 
Ces cellules présentent des marqueurs de stress réplicatif et de polyploïdie. Ces effets peuvent 
s'expliquer en partie par l'importance de CSN dans la limitation de la re-réplication. CSN 
interagit avec CRL4A/4BCDT2, une E3 ligase cruciale pour la dégradation de CHROMATIN 
LICENSING AND DNA REPLICATION FACTOR 1 (CDT1) ((Sertic et al., 2013), Figure 
I.16). CDT1 fait partie du complexe de pré-réplication et sa dégradation en fin de phase S assure 
l'absence de re-réplication (Figure I.16). Par ailleurs, il est important d'ajouter que CSN ne joue 
pas uniquement un rôle dans la prévention des dommages à l'ADN mais également dans leur 
réparation comme évoqué précédemment (partie I.4.C, (Chung and Dellaire, 2015), Figure 
I.16).  
 

c- Phase M 
 Un autre phénotype intéressant des mutants sous-exprimant CSN dans les cellules HeLa 
est l'observation de chromosomes mal alignés et de fuseaux multipolaires associé à un 
allongement de la phase M (Chun et al., 2013). Des sous-complexe CSN5 interagissent avec 
les protéines centromériques CENP-W et CENP-T durant la phase S conduisant à leur 
dégradation ((Chun et al., 2013), Figure I.16). Cette dégradation entraîne un renouvellement de 
CENP-W et CENP-T qui est nécessaire au recrutement postérieur de ces protéines au 
kinétochore pendant la mitose (Figure I.16). Par ailleurs, CSN, peut se lier à APC/C via CSN2 
et par là influencer la stabilité de ces cibles (Kob et al., 2009). Deux cibles majeures d'APC/C, 
CYCB1 et la SECURINE ne sont plus correctement dégradées lors de la méiose I des ovocytes 
de souris sous-exprimant respectivement CSN3 et CSN5 ((Kim et al., 2011), Figure I.16). Cela 
conduit à une dérégulation des CDK/CYC mitotiques et à l'inhibition de la séparation des 
chromosomes, bloquant ainsi la sortie de mitose.  
 Pour résumer, CSN est impliqué dans le contrôle de toutes les étapes de la progression 
du cycle cellulaire,  notamment au niveau des points clefs que sont les transitions G1/S et G2/M. 
Ce rôle est très conservé chez tous les eucaryotes et fait appel à la fois à des mécanismes 
classiques basés sur la régulation des E3 Ubiquitine ligases via l'activité de déneddylation du 
complexe CSN mais également à des mécanismes spécifiques à certaines sous-unités et moins 
bien décrits. À ces rôles, il faudrait ajouter ceux non-décrits ici concernant l'initiation du cycle 
cellulaire. En effet, CSN contrôle l'entrée du cycle cellulaire en stimulant la transition G0/G1 
chez les animaux ((Wei et al., 2008), Annexe 7). Par ailleurs, le complexe CSN et des sous-
complexes sont de façon générale nécessaires à l'équilibre entre prolifération, différentiation et 
mort cellulaire. Enfin, CSN est lié à de multiples voies de proliférations classiques chez les 
animaux comme celles de la bêta-caténine ((Fang et al., 2015; Jumpertz et al., 2014; Matsuzawa 
and Reed, 2001; Schütz et al., 2012), Annexe 7) ou de c-Myc ((Chen et al., 2014b), Annexe 7). 
 Chez les animaux, les différents rôles dans le contrôle du cycle cellulaire, du statut 
prolifératif, de la réparation de l'ADN et de l'apoptose font que CSN est fortement impliqué 
dans la tumorigenèse. CSN5 et CSN6 sont surexprimés dans de nombreux types de cancers, 
participent à la carcinogenèse et sont associés à de mauvais pronostics (Lee et al., 2011; Wang 
et al., 2016). CSN est donc une cible potentielle pour de nouveaux traitements anti-cancéreux 
(Schlierf et al., 2016). La multiplicité des moyens d'action de CSN sur la prolifération cellulaire 
pourrait être un atout en conférant aux inhibiteurs de CSN une grande efficacité d'action. 
Cependant la pléiotropie de CSN est en prendre en compte pour limiter les effets indésirables. 



résidu critique putatif 
pour l'activité GEF

domaine basique

domaine MCL de liaison à Bcl-xL

domaine de dimérisation

site de phosphorylation 
par Plk chez les mammifères

boucle flexible

T
site de phosphorylation 
par PKC chez les plantes

structure secondaire hélicoïdale structure secondaire en feuillets bêta

site conservé de phosphorylation par CKII site conservé de N-myristoylation

Figure I.17. Conservation de TRANSLATIONNALY CONTROLLED TUMOR PROTEIN 

(TCTP).

Adapté de Betsch et al., In press
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5- Rôle de TCTP, un régulateur majeur du développement et de la croissance 
mitotique conservé chez les eucaryotes 

 
 Précédemment, j'ai décrit les mécanismes généraux permettant à la plante d'assurer son 
bon développement notamment grâce au contrôle précis de l'entrée et de la progression du cycle 
cellulaire. Ces processus sont, de manière générale, très bien conservés entre plantes et 
animaux. Cette partie va décrire le cas particulier d'un de leurs régulateurs communs : 
TRANSLATIONALLY CONTROLLED TUMOR PROTEIN (TCTP), essentiel pour 
l'embryogenèse et le développement chez les eucaryotes (Brioudes et al., 2010; Chen et al., 
2007; Hsu et al., 2007). 
 

A- Caractéristiques de la protéine TCTP 
 Généralement, les génomes des champignons, des invertébrés et des protozoaires 
possèdent une seule copie du gène TCTP tandis que les génomes de plantes et de mammifères 
possèdent plusieurs copies (Betsch et al., In press; Koo et al., 2020). Cependant, dans la majorité 
des cas, une seule copie semble fonctionnelle. Chez A. thaliana, deux copies existent : 
At3g16640, noté dans la suite AtTCTP, et At3g05540. At3g05540 ne semble pas être exprimé 
et le mutant homozygote avec une insertion en sein de ce gène (SALK_010334) ne présente 
pas de phénotype flagrant, conduisant à penser qu'il s'agit d'un pseudogène non fonctionnel 
(Berkowitz et al., 2008). Néanmoins, une étude plus récente indique un rôle pour At3g05540 
nommé AtTCTP2 dans le développement post-embryonnaire et la régénération des plantes in 
vitro (Toscano-Morales et al., 2015). 
 Le gène TCTP est généralement composé de cinq exons de taille conservée et quatre 
introns de taille variable (Zhang et al., 2013a). Chez A. thaliana, l'intron 3 est absent conduisant 
à la fusion des exons 3 et 4 (Zhang et al., 2013a). L'expression de AtTCTP est forte et ubiquitaire 
(Berkowitz et al., 2008; Brioudes et al., 2010; Szécsi et al., 2006) et son promoteur est situé sur 
une courte région intergénique de 0,3 kb. Ce promoteur possède des éléments classiques : une 
TATA Box à -34 paires de base et un patch pyrimidine à -16 paires de base de l'initiation de la 
transcription et est suffisant pour conduire l'expression forte et constitutive d'un gène rapporteur 
(Han et al., 2015). Par ailleurs, des régions non-traduites (UTR pour UnTranslated Regions) 
sont présentes aux extrémités 5' et 3' des ARNm de TCTP à la fois chez les animaux et les 
végétaux. Ces UTR ont été reliées à la stabilité de l'ARNm TCTP et à la régulation de sa 
traduction (Bommer and Thiele, 2004). Ainsi, sont présents en 5' un élément 5' Terminal Oligo 
Pyrimidine (5'-TOP), commun chez les protéines contrôlées traductionnellement (Meyuhas and 
Kahan, 2015) et en 3' des éléments déstabilisants classiques riches en AU, retrouvés 
habituellement dans les ARNm à faible durée de vie (Barreau et al., 2005; Ohme-Takagi et al., 
1993). Suite à ces régulations pots-traductionnelles, la protéine AtTCTP n'est pas présente de 
façon ubiquitaire mais s'accumule dans les zones à forte croissance mitotique comme les 
méristèmes racinaires (Brioudes et al., 2010). 
 Au niveau protéique, AtTCTP partage respectivement 53,6% et 56% de similarité 
d'acides aminés avec les protéines humaine (hTCTP) et de D. melanogaster (dTCTP) et 30% 
d'identité d'acides aminés avec hTCTP ((Betsch et al., In press), Figure I.17). Ce grand degré 
de conservation est cohérent avec le rôle majeur de TCTP dans le développement et la survie 
des eucaryotes.  
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Figure I.18. Structure de TRANSLATIONAlLY CONTROLLED TUMOR PROTEIN (TCTP).

Les protéines sont visualisées à l’aide du logiciel Swiss-PdbViewer (Guex et Peitsch, 1997) et sont 
représentées par leurs structures secondaires : hélices α (rubans), feuillets ! (flèches) et boucles 

(lignes).

A : Visualisation de la structure de hTCTP (TCTP de Homo sapiens) obtenue par RMN (PDB_2HR9).  

Vert : domaine MCL de liaison à Bcl-xL, marron : domaine TCTP1, bleu : domaine basique, orange : 

domaine TCTP2, orange et jaune : domaine de dimérisation. 
B : Modèle structural de AtTCTP (TCTP de Arabidopsis thaliana) obtenu par le logiciel I-TASSER (Zhang

2009, Roy, Yang et Zhang 2012, Yang et Zhang, 2015) par comparaison avec la structure

cristallographique de hTCTP (PDB_2HR9).

C : Superposition des structures de hTCTP (A, orange) et AtTCTP (B, vert).

D : Modèle structural de AtTCTP. Chaque acide aminé est coloré selon son RMSD (Déviation de la
racine de la moyenne des carrées), i.e. selon sa distance à l’acide aminé correspondant de hTCTP. La

coloration se fait selon un dégradé avec le bleu foncé représentant une bonne superposition et le

rouge une mauvaise.
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Sont notamment conservés deux domaines signatures TCTP et un domaine basique permettant 
la liaison à la tubuline et au calcium ((Hinojosa-Moya et al., 2008), Figure I.17). De plus, les 
protéines TCTP possèdent dans leur poche centrale une surface d'interaction avec des Guanine 
Tri Phosphatase (GTPase) qui leur permettrait d'assurer une fonction de facteur d'échange 
(Guanine nucleotide exchange factor, GEF) conduisant les GTPases à relâcher du guanosine 
diphosphate (GDP) et à se lier au guanosine triphosphate (GTP) ((Santa Brígida et al., 2014; 
Thaw et al., 2001), Figure I.17). La partie N-terminale de TCTP contient un domaine MCL de 
liaison à Bcl-xL (Figure I.17) impliqué dans la suppression de l'apoptose chez les mammifères 
(Yang et al., 2005) et de la mort cellulaire chez le tabac (Gupta et al., 2013).  
 Par ailleurs, des sites de modifications post-traductionnelles de TCTP sont conservés 
comme le site de phosphorylation par la kinase caséine II et le site de N-myristoylation ((Betsch 
et al., In press), Figure I.17). Ce grand niveau de conservation permet de supposer que les 
protéines TCTP exercent des fonctions similaires dans les différents organismes où elles sont 
présentes. Cependant quelques légères différences sont remarquables. Ainsi, le site de 
phosphorylation par Polo like kinase, fonctionnel chez la souris (Yarm, 2002), est présent chez 
les mammifères et les oiseaux, mais pas chez les autres organismes comme les plantes 
((Venugopal, 2005), Figure I.17). Enfin, des thréonines en position 64 et 73, cibles de la 
protéine kinase C, sont présentes exclusivement chez des TCTP de plantes (Venugopal, 2005). 
Ces quelques différences suggèrent quant à elles qu'il puisse exister des rôles spécifiques pour 
TCTP dans les phylla concernés. 
 À l'image des structures primaires et secondaires, les structures protéiques prédites pour 
les différentes TCTP sont très semblables ((Hinojosa-Moya et al., 2008), Figure I.18). Des 
structures expérimentales ont également été obtenues pour différentes espèces par 
spectroscopie RMN : levure (Thaw et al., 2001), homme ((Feng et al., 2007), Figure I.18.A) et 
microalgue (Yao et al., 2019) et par cristallographie : parasite de la malaria (Vedadi et al., 
2007), homme (Doré et al., 2018; Susini et al., 2008) et souris (Doré et al., 2018). Ces 
différentes structures s'accordent sur le fait que TCTP est composée de trois domaines 

structurels majeurs : un domaine cœur en feuillets β, un domaine en hélice a et une boucle 
flexible (Figures I.17, I.18). La différence majeure entre les TCTP de plantes et animaux 
concerne la boucle flexible où se trouve le premier domaine TCTP alors que les autres domaines 
contenant le deuxième domaine TCTP, le domaine basique et le domaine MCL/Bcl-xL sont 
très fortement conservés ((Hinojosa-Moya et al., 2008), Figure I.18.C,D).  
 Plus précisément, les TCTP de plantes peuvent être séparés en deux sous-classes : ceux 
ressemblant à AtTCTP (Figure I.18.B) et ceux plus proches de CmTCTP (Cucurbita max.) qui 
différent au niveau de la poche centrale (contenant potentiellement le site de liaison aux 
GTPase) et de la boucle flexible (Gutiérrez-Galeano et al., 2014). Ces subtiles variations de 
structure pourraient être associées à des divergences de fonction avec les AtTCTP-like plus 
associés à la régulation de la prolifération cellulaire et les CmTCTP-like à des rôles dans la 
reprogrammation du développement, même si cette hypothèse reste à vérifier. De façon plus 
générale, des données récentes suggèrent que des changements structuraux des protéines TCTP 
pourraient également être associés à une évolution de leur capacité d'interaction avec différentes 
protéines (Koo et al., 2020).  
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Figure I.19. Phénotype développemental des mutants perte de fonction pour 

TRANSLATIONALLY CONTROLLED TUMOR PROTEIN (TCTP) chez Arabidopsis thaliana.

Adapté de Brioudes et al., 2010

A. Contrairement aux siliques Col0 qui ne présentent que des graines vertes sauvages, les siliques 

de plantes hétérozygotes TCTP+/- possèdent 75% de graines vertes de génotypes TCTP+/+ et TCTP
+/- (notées TCTP+/?) et 25% de graines blanches tctp-/-. Barres d'échelle : 0,5 cm.

B. Images d'embryons TCTP+/? et tctp-/- à différents temps (jours après pollinisation, JAP). Les 

embryons tctp-/- sont nettement retardés sans présenter de défauts morphologiques et meurent 

environ 10 JAP. Flèche verte : poursuite du développement, croix grise : létalité. Barres d'échelle : 

20 μm.

C. Par sauvetage embryonnaire, des individus adultes tctp-/- ont été obtenus et photographiés à 

différents temps (jours après germination, JAG). Ils présentent des phénotypes de retard 

développemental, de nanisme et de stérilité. Barres d'échelle noires : 500 μm, blanches : 1 cm, 

rouges : 5 cm. 
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 Ainsi que ce soit au niveau des structures primaire, secondaire ou tertiaire, les protéines 
TCTP sont bien conservées dans les différents organismes, suggérant ainsi une conservation 
d'un bon nombre des fonctions de TCTP. Quelques différences mises en évidence laissent aussi 
présager que certains TCTP puissent avoir des rôles plus spécifiques selon l'organisme. 
 

B- Fonctions de TCTP dans le développement 
 TCTP a premièrement été identifié comme étant surexprimé dans les tumeurs de 
mammifères et régulé post-traductionnellement (Böhm et al., 1989; Chitpatima et al., 1988; 
Thomas et al., 1981; Yenofsky et al., 1982). TCTP est essentiel au développement des 
eucaryotes comme les mutants perte de fonction sont létaux au stade embryonnaire chez Mus 
musculus (Chen et al., 2007), Drosophila melanogaster (Hsu et al., 2007) et A. thaliana 
((Brioudes et al., 2010), Figure I.19.A,B). Chez A. thaliana, la létalité embryonnaire semble 
uniquement due à un important délai développemental mais les embryons tctp ne semblent pas 
présenter de défauts morphologiques majeurs ((Brioudes et al., 2010), Figure I.19.B). 
Néanmoins, la létalité embryonnaire a fortement limité la détermination des fonctions de TCTP. 
Les différentes études sont donc basées généralement sur des surexpressions de TCTP ou des 
sous-expressions via des techniques d'ARN interférents. Le premier individu perte de fonction 
pour AtTCTP a pu être obtenu par mon équipe d'accueil par une approche de sauvetage 
embryonnaire ((Brioudes et al., 2010), Figure I.19.C). En apportant une quantité importante de 
nutriments aux embryons tctp, ceux-ci ont pu se développer et embryonnaire ((Brioudes et al., 
2010), Figure I.19.C). En apportant une quantité importante de nutriments aux embryons tctp, 
ceux-ci ont pu se développer et atteindre l'âge adulte. Les plantes obtenues restent fortement 
retardées dans leur développement et présentent de sévères défauts de croissance parmi lesquels 
une taille réduite des organes et des plantes, une floraison retardée et une stérilité, soulignant 
différents rôles développementaux pour AtTCTP notamment dans la croissance mitotique 
(Figure I.19.C). L'obtention de plantes tctp a donc été un outil important pour mieux 
comprendre les fonctions de AtTCTP en particulier et TCTP en général.  
 

a- TCTP et cycle cellulaire  
 Chez les animaux, dans un premier temps, TCTP a été associé aux cancers. TCTP 
s'accumule dans les cellules cancéreuses et les tumeurs humaines (Bommer, 2017) et a été 
proposé comme marqueur des cancers du poumon, du sein et des carcinomes hépatocellulaires 
(Amson et al., 2012; Chan et al., 2012; Kim et al., 2008b). De plus, une diminution de 
l'accumulation de TCTP est observée dans de nombreux révertants spontanés (Tuynder et al., 
2004) et l'utilisation de siARN visant à diminuer l'expression de TCTP permet la suppression 
des phénotypes malins (Gnanasekar et al., 2009). TCTP a donc été proposé comme cible de 
traitements anti-cancéreux (Bommer, 2017). Différentes drogues ciblant TCTP ont montré des 
résultats prometteurs comme preuve de concept pour des traitements anti-cancéreux.  
 Dû notamment à son implication dans les cancers, le rôle de TCTP au cours du cycle 
cellulaire a été étudié avec précision. Différentes études ont montré que des dérégulations de 
TCTP étaient à l'origine de perturbations de la progression de cycle cellulaire chez les animaux 
(Gachet et al., 1999; Johansson et al., 2010) et les végétaux ((Brioudes et al., 2010), Figure 
I.20). Chez les animaux, plusieurs mécanismes peuvent participer à expliquer le rôle de TCTP 
dans la régulation du cycle cellulaire.  
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Figure I.20. Les différents rôles de TCTP chez les plantes.

Adapté de Betsch et al., In press
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Ainsi, TCTP interagit avec les microtubules par son domaine en hélice a de façon transitoire 
dépendante de la progression du cycle cellulaire (Bazile et al., 2009; Gachet et al., 1999). Elle 
se lie au pôle du fuseau mitotique au début de la mitose mais en est détachée durant la transition 
de la métaphase à l'anaphase (Burgess et al., 2008; Yarm, 2002). En outre, chez les cellules 
humaines, TCTP interagit avec des régulateurs clefs du cycle cellulaire comme la phosphatase 
Cdc25c, dont elle promeut la dégradation par la voie Ub/Pr, conduisant à une baisse de l'activité 
CDK en phases G2 et M (Chan et al., 2012). Enfin, la surexpression de CYCE peut 
complémenter la perte de TCTP chez D. melanogaster (Hsu et al., 2007), mettant en évidence 
que cette cycline, impliquée plus spécifiquement dans la transition G1/S et spécifique aux 
animaux, agit en aval de TCTP.   
 Chez les plantes, l'utilisation de cellules BY2 de Nicotiana tabacum exprimant un ARN 
interférent contre NtTCTP a permis de mettre en évidence un délai de 4h dans la progression 
du cycle cellulaire,  plus précisément au niveau de la transition G1/S (Brioudes et al., 2010). 
De plus, le rôle de TCTP dans la régulation du cycle cellulaire a été confirmé par l'étude des 
cinétiques de croissance de feuilles dérégulées pour TCTP chez A. thaliana et N. tabacum qui 
montre des effets réducteurs uniquement sur le nombre de cellule mais pas leur taille (Brioudes 
et al., 2010; Tao et al., 2015). Néanmoins, le mécanisme d'action précis de AtTCTP sur le cycle 
cellulaire reste inconnu et ma thèse avait pour objectif de le préciser. 
 

b- TCTP, croissance et régulation des niveaux protéiques  
 TCTP a également été décrit comme un acteur de la voie TARGET OF RAPAMYCIN 
(TOR). La kinase TOR fait partie d'un complexe qui contrôle la prolifération cellulaire et la 
croissance en réponse à des signaux environnementaux chez les animaux et les végétaux 
(Deprost et al., 2007; Wullschleger et al., 2006). Chez les mammifères, la voie TOR croissance 
en réponse à des signaux environnementaux chez les animaux et les végétaux (Deprost et al., 
2007; Wullschleger et al., 2006). Chez les mammifères, la voie TOR contrôle la croissance en 
intégrant différentes voies de signalisation agissant sur la synthèse des protéines et la biogenèse 
des ribosomes (Wullschleger et al., 2006). L'activité kinase TOR est stimulée par son 
association avec la petite Ras GTPase Rheb (Wullschleger et al., 2006). Une étude rapporte 
que, chez D. melanogaster, dTCTP agit comme un régulateur positif direct de la voie TOR, en 
agissant comme GEF pour Rheb (Hsu et al., 2007). Ces résultats sont soutenus par des études 
de modélisation moléculaires sur les protéines humaines (Dong et al., 2009) et l'observation de 
la structure de hTCTP (Thaw et al., 2001). Néanmoins, d'autres études n'ont pas pu confirmer 
ces résultats chez les mammifères (Rehmann et al., 2008; Wang et al., 2008b) et l'interaction 
entre TCTP et Rheb reste fortement débattue. Chez les plantes, seules des preuves indirectes 
comme l'interaction en système hétérologue chez le tabac entre AtTCTP et des homologues de 
Rheb (Brioudes et al., 2010) existent pour proposer une implication de TCTP dans la voie TOR. 
Ainsi, l'implication de TCTP dans la voie TOR doit encore être explorée (Figure I.20). 
 La voie TOR régule la synthèse des protéines notamment en augmentant le nombre de 
ribosomes par la régulation de la synthèse des ARNr et la traduction sélective des ARNm 
possédant un 5'-TOP dont fait partie TCTP (Deprost et al., 2007; Wullschleger et al., 2006). Il 
a été confirmé que la traduction de l'ARNm TCTP, qui possède un 5'-TOP, est bien stimulée 
par la voie TOR chez les mammifères (Bommer et al., 2015). TCTP agit sur la voie de synthèse 
des protéines en interagissant avec le facteur d'élongation de la traduction eEF1A (eucaryotic 
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Elongation Factor 1A) et son GEF eEF1Bb (Cans et al., 2003). TCTP stabilise la forme de 

eEF1A liée au GDP, inhibant l'activité GEF de eEF1Bb. L'interaction de TCTP avec des 
facteurs d'élongation et leur GEF est très conservé chez l'ensemble des eucaryotes (Koo et al., 
2020; Wu et al., 2015), suggérant qu'il s'agit d'une des fonctions clefs de TCTP. Chez la levure, 
TCTP a été identifié comme une protéine associée à la traduction et les mutants perte de 
fonction présentent un taux de synthèse de protéine réduit et des altérations des profils des 
polysomes (Fleischer et al., 2006). Ainsi, TCTP pourrait jouer un rôle majeur dans la régulation 
de la synthèse protéique chez les eucaryotes (Figure I.20). 
 TCTP a aussi été liée à la dégradation des protéines (Figure I.20). Différentes études ont 
rapportées un rôle positif ou négatif de TCTP sur l'autophagie chez les mammifères (Bae et al., 
2017; Chen et al., 2014a).  TCTP a également été impliquée dans la voie Ub/Pr. Par exemple, 
hTCTP se lie à l'E3-ligase von Hippel-Lindeau, provoque son ubiquitination et sa dégradation 
conduisant ainsi à la stabilisation de son substrat hypoxia-inducible factor (Chen et al., 2013a). 
TCTP agit également sur la dégradation d'autres protéines comme le suppresseur de tumeur p53 
(Partie I.5.B.c) et la phosphatase Cdc25 (Partie I.5.B.a). Plusieurs études ont également proposé 
un rôle plus global de TCTP dans la voie Ub/Pr. Chez la levure, l'homologue de TCTP 
colocalise avec des granules de stress, des composants protéosomaux impliqués dans la 
protection de certaines protéines de la dégradation par le protéasome (Rinnerthaler et al., 2013). 
Diminuer l'expression de TCTP dans des cellules de cancer de colon conduit à perturber la 
quantité de différentes protéines dont des composants de la voie Ub/Pr (Ma et al., 2010). Plus 
récemment des travaux de mon équipe d'accueil auxquels j'ai participé ont montré que TCTP 
interagit physiquement et génétiquement avec CSN4, une sous-unité du complexe CSN dont 
l'activité de déneddylation régule les complexes E3-ligase CRL (Betsch et al., 2019). De plus, 
chez A. thaliana et D. melanogaster, la quantité de TCTP influe positivement sur la neddylation 
de CUL1 (Betsch et al., 2019). Ces données montrent l'existence d'une nouvelle voie par 
laquelle TCTP, en coopération avec CSN, régule la voie Ub/Pr. Un des objectifs de ma thèse a 
été de décrire plus précisément cette voie. 
 

c- TCTP et mort cellulaire        
 En outre, TCTP a été associé au contrôle de l'homéostasie ionique des cellules 
notamment par liaison au Ca2+ ((Feng et al., 2007; Graidist et al., 2007; Haghighat and Ruben, 
1992), Figure I.20) et à la régulation de l'enzyme Na+-K+-ATPase (Jung et al., 2004). Cette 
fonction peut aussi être reliée au rôle de TCTP dans le contrôle de l'apoptose chez les animaux. 
En effet, la létalité des embryons de souris tctp est due à une apoptose excessive, suggérant un 
rôle majeur de TCTP comme protéine anti-apoptotique (Chen et al., 2007). Cette action peut 
s'expliquer par différentes voies. D'un côté, TCTP peut interagir avec et moduler positivement 
l'activité de protéines anti-apoptotique comme Mcl-1 et Bcl-xL, toutes les deux membres de la 
famille Bcl-2 (Liu et al., 2005; Yang et al., 2005). De plus, TCTP inhibe la dimérisation et donc 
l'activation de la protéine pro-apoptotique Bax (Susini et al., 2008) et empêche l'accumulation 
excessive de Ca2+ intracellulaire déclenchant l'apoptose suite à des conditions de stress (Graidist 
et al., 2007). Chez les plantes, ce mécanisme pourrait être conservé comme l'expression 
constitutive de AtTCTP empêche l'effet apototique de la tunicamycine, un agent inducteur de 
mort cellulaire programmée, dans les feuilles de tabac (Hoepflinger et al., 2013). Comme 
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AtTCTP peut se lier au Ca2+, il est probable qu'elle inhibe la mort cellulaire programmée en 
séquestrant le Ca2+ cytosolique (Hoepflinger et al., 2013).  
 Enfin, chez les animaux, TCTP a été décrit comme antagoniste de p53, aussi connu 
comme le "gardien du génome" (partie I.2.E).   L'interaction entre TCTP, p53 et MDM2 (une 
E3-ligase spécifique de p53) limite l'auto-ubiquitination de MDM2 et conduit donc à une 
dégradation accrue de p53 par la voie Ub/Pr (Amson et al., 2012; Funston et al., 2012; Rho et 
al., 2011). Au contraire, p53 réprime la transcription de TCTP (Amson et al., 2012). Ainsi, 
TCTP joue un rôle clef dans le contrôle de l'arrêt du cycle cellulaire et du choix entre réparation 
et mort cellulaire suite notamment aux dommages à l'ADN.  
 Par ailleurs, chez les plantes, TCTP est aussi impliqué dans la régulation d'une autre 
forme de mort cellulaire appelée réponse hypersensible (hypersensitive response, HR) qui 
intervient suite à l'infection par un pathogène pour limiter sa progression. La sous-expression 
de NtTCTP promeut l'HR tandis que l'expression transitive de NtTCTP la décroit (Gupta et al., 
2013). Ces données confirment que, chez les plantes comme chez animaux, TCTP joue un rôle 
majeur dans la mort cellulaire programmée (Figure I.20). Cependant, les mécanismes précis 
sont moins bien connus chez ces celles-ci, notamment du fait qu'elles ne possèdent pas 
d'homologues pour les protéines impliquées côté animal.   
 TCTP est également impliqué dans la détection et la réparation des dommages à l'ADN 
chez les animaux. Dans les cellules humaines, TCTP est régulée à la hausse après irradiation 

par des rayons g et intervient dans la réparation des dommages en association avec ATM (Zhang 
et al., 2012). L'interaction génétique de TCTP et ATM aboutissant à l'activation de cette 
dernière a également été confirmée chez D. melanogaster (Hong and Choi, 2013). Il est 
important de rappeler qu'à ces données s'ajoute aussi le rôle de TCTP dans la dégradation de 
p53 détaillé précédemment. Ces études sont également soutenues par le fait que TCTP participe 
à protéger les cellules cancéreuses de la cytotoxicité exercée par les agents anti-cancéreux 
causant des dommages à l'ADN (Bommer et al., 2017; Graidist et al., 2004). Aucune donnée 
n'est disponible sur un potentiel rôle de TCTP dans la voie des dommages à l'ADN chez les 
plantes. De façon plus générale, TCTP est impliqué dans la régulation de nombreux stress 
cellulaires comme le stress oxydatif, le stress ionique, le choc thermique et les stress biotiques 
(Betsch et al., In press; Bommer, 2017).  
 
 TCTP a pu être reliée à de nombreuses fonctions comme la prolifération cellulaire, la 
croissance, la protection des cellules contre différents stress et la mort cellulaire (Betsch et al., 
In press). Conformément à ce qui a été observé au niveau de la structure, la fonction de TCTP 
est bien conservée lors du développement des eucaryotes. En effet, mon équipe d'accueil a 
montré que complémenter un mutant perte de fonction d'AtTCTP avec la protéine dTCTP 
(TCTP de D. melanogaster) permet de restaurer le phénotype sauvage (Brioudes et al., 2010). 
Néanmoins, des différences dans la fonction existent comme AtTCTP est impliquée dans la 
régulation de la prolifération cellulaire et pas l'expansion cellulaire (Brioudes et al., 2010) 
contrairement à dTCTP qui assure les deux fonctions (Hsu et al., 2007). Ainsi, dTCTP 
complémente parfaitement les défauts de prolifération cellulaire des mutants tctp d'A. thaliana 
tandis que AtTCTP complémente les défauts de prolifération cellulaire mais pas ceux 
d'expansion cellulaire des mutants tctp de D. melanogaster (Brioudes et al., 2010). Cela 
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souligne bien qu'en plus d'une grande conservation de fonction, certains rôles de TCTP peuvent 
être spécifiques à certains organismes ou à certains phylla. 
 

C- Rôles de TCTP dans la signalisation chez les plantes 
 Comme décrit précédemment, TCTP est crucial pour le développement des plantes et la 
détermination de la taille des organes. Chez Arabidopsis et Nicotiana, une partie de ces effets 
des dérégulations de TCTP s'expliquent par la perturbation de la prolifération cellulaire. De 
plus, d'autres fonctions de TCTP ont pu être mises en évidence, notamment concernant son 
implication dans la signalisation hormonale. Malheureusement, la plupart des travaux 
proposent seulement des hypothèses basées sur des observations. Les confirmations 
expérimentales sont relativement rares et souvent contradictoires. 
 L'auxine est une phytohormone essentielle impliquée dans un grand nombre de 
processus comme la division cellulaire, l'organogenèse, la senescence, la dominance apicale, le 
gravitropisme, la croissance racinaire, ... (Vanneste and Friml, 2009). Les plantes exprimant un 
ARNi pour AtTCTP sont moins sensibles à des concentrations croissantes d'auxine exogène 
comparées aux plantes sauvages (Berkowitz et al., 2008). Chez Brassica oleracea, les plantes 
TCTP-ARNi poussent plus lentement que les sauvages et accumulent une quantité moindre 
d'auxine (Cao et al., 2010). Ces données laissent supposer un rôle de TCTP dans la signalisation 
auxinique. Cependant, chez A. thaliana, le phénotype des plantes TCTP-ARNi ne ressemble pas 
à celui des mutants auxiniques qui présentent des défauts plus sévères (Estelle and Somerville, 
1987; Křeček et al., 2009). Par exemple, les mutants TCTP-ARNi ne présentent pas de perte de 
dominance apicale (Berkowitz et al., 2008; Brioudes et al., 2010). Par ailleurs, les mutants tctp 
ne présentent de défauts ni dans l'expression du rapporteur de l'homéostasie de l'auxine 
DR5rev::GFP (Friml et al., 2003) ni dans celui de l'efflux d'auxine PIN1::PIN1-GFP (Betsch 
et al., 2019; Heisler et al., 2005). Ainsi, TCTP ne semble pas jouer un rôle majeur dans la 
signalisation auxinique (Figure I.20). 
 D'autres études ont pointé vers un rôle de TCTP dans la voie de l'acide abscissique 
(ABscisic Acid, ABA). L'ABA est une hormone connue pour être impliquée dans la germination 
des graines et la réponse à la sécheresse (Chen et al., 2020). Chez A. thaliana, lasurexpression 
de AtTCTP confère une tolérance à la sécheresse en augmentant la fermeture des stomates 
induite par l'ABA et le calcium (Kim et al., 2012). Comme TCTP interagit avec les 
microtubules, et ce de façon d'autant plus forte en présence de calcium, les auteurs ont proposé 
que la fermeture des stomates soit due à l'interaction de TCTP avec les microtubules suite à un 
stress hydrique conduisant à la dépolymérisation des microtubules (Kim et al., 2012). De plus, 
le domaine d'expression de TCTP augmente après traitement avec de l'ABA et des éléments 
putatifs de réponse à l'ABA sont présents dans le promoteur de TCTP, suggérant la mise en 
place d'une boucle de rétrocontrôle positif (Kim et al., 2012). De façon similaire, l'expression 
d'OsTCTP (TCTP d'Oriza sativa) augmente après traitement à l'ABA (Wang et al., 2015). Au 
contraire, chez B. oleacera et Dactylis glomerata, l'expression de TCTP est stable en réponse à 
l'ABA (Cao et al., 2010; Huang et al., 2014). De plus, chez B. oleacera, la sous-expression de 
TCTP est associée à des niveaux plus importants d'ABA (Cao et al., 2010). Ainsi, ces données 
révèlent un lien entre TCTP et l'ABA, mais leur incohérence empêche de préciser la nature de 
ce lien et des études complémentaires seront nécessaires (Figure I.20). 
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 Par ailleurs, la protéine NtTCTP s'accumule en réponse à des traitements à l'éthylène 
(Tao et al., 2015), une hormone impliquée dans la croissance des plantes, la maturation des 
fruits et la réponse aux pathogènes ((Dubois et al., 2018), Figure I.20). NtTCTP interagit avec 
le récepteur à l'éthylène NTHK1 (N. tabacum HISTIDINE KINASE1), le protégeant ainsi de 
la dégradation par la voie Ub/Pr et promouvant la croissance des plantules (Tao et al., 2015).  
 Enfin, le rôle de TCTP dans la voie hormonale de l'acide jasmonique (JA), une hormone 
dérivée de lipides jouant un rôle dans les réponses aux stress biotiques et abiotiques et dans les 
processus développementaux (Wasternack and Hause, 2013), a aussi été discuté (Figure I.20). 
Chez A. thaliana, la surexpression de GhTCTP (TCTP de Gossypium hirsutum)  conduit à une 
diminution drastique des gènes impliquées dans la voie des JA (Zhang et al., 2014). Chez Hevea 
brasiliensis, l'expression de HbTCTP est fortement réduite après traitement au méthyl-JA (Li 
et al., 2013). Au contraire, l'accumulation de OsTCTP n'est pas modifiée après traitement au 
méthyl-JA chez Oryza sativa (Wang et al., 2015). Ces données contradictoires mettent en 
évidence que plus d'études sont nécessaires pour clarifier un rôle potentiel de TCTP dans la 
signalisation des JA. 
 TCTP semble donc lié à de nombreuses voies hormonales sans qu'aucun rôle n'ait pu 
être défini avec précision. 
  



Figure I.21. Présentation des objectifs de la thèse : comment AtTCTP et AtCSN4 coopèrent 

pour contrôler la progression du cycle cellulaire et le développement chez Arabidopsis thaliana.

TRANSLATIONALLY CONTROLLED TUMOR PROTEIN (TCTP) interagit physiquement avec 

CSN4, une sous-unité du complexe CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENESIS 9 

SIGNALOSOME (CSN) qui inactive les complexes E3-Ubiquitine ligase CULLIN-RING LIGASE 

(CRL) en déneddylant leur sous-unité CULLIN (CUL). La balance entre CRL actif et inactif contrôle 

le niveau d'accumulation des protéines cibles. Ces protéines ont notamment des rôles dans le 

contrôle de la progression du cycle cellulaire et par là dans le développement de la plante. 

Ma thèse vise à préciser 1) comment AtTCTP et AtCSN4 interagissent, 2) comment elles agissent sur 

le développement d'A. thaliana et 3) par quelle(s) voie(s) moléculaire(s) précise(s) elles contrôlent la 

progression du cycle cellulaire.
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6- Objectifs de thèse    
 
 TCTP est un régulateur essentiel du développement des eucaryotes, particulièrement via 
son rôle dans le contrôle de la progression de la transition G1/S du cycle cellulaire (Brioudes et 
al., 2010). Comme l’a également montré mon équipe d’accueil par des travaux auxquels j'ai 
participé (Betsch et al., 2019),  TCTP interagit physiquement et génétiquement avec CSN4, une 
sous-unité du complexe CSN, elle aussi impliquée notamment dans le contrôle du cycle 
cellulaire (Annexe 7).  
 L’objectif général de ma thèse était de préciser comment AtTCTP et AtCSN4 
interagissent et coopèrent pour réguler la progression du cycle cellulaire et quelles en sont les 
conséquences au niveau du développement des plantes (Figure I.21).  
 Dans un premier temps, j’ai cherché à caractériser plus finement l’interaction physique 
entre AtTCTP et AtCSN4 (Figure I.21). Pour cela, j’ai étudié l’interaction entre des formes 
mutées de AtTCTP et AtCSN4, mais aussi entre AtTCTP et les autres sous-unités de CSN par 
des approches de co-immunoprécipitation directement chez A. thaliana et de complémentation 
 Ensuite, j’ai évalué l’impact de AtTCTP et AtCSN4 sur le développement des plantes 
(Figure I.21), notamment au niveau du développement embryonnaire où le rôle des divisions 
cellulaires est prépondérant. Je me suis intéressée plus précisément au lien avec les réponses 
hormonales à l’auxine et aux cytokinines par des approches de microscopie. J’ai également 
préparé des études d’interactions génétiques entre AtTCTP, AtCSN4 et d’autres mutants 
impliqués dans la régulation de la neddylation des CUL de façon à préciser le lien avec cette 
dernière. 
 La partie centrale de ma thèse a consisté à clarifier les voies par lesquelles AtTCTP et 
AtCSN4 contrôlent la progression du cycle cellulaire (Figure I.21). Dans un premier temps, par 
microscopie puis par qRT-PCR, j’ai confirmé le rôle des deux protéines dans la transition G1/S. 
Ces approches m’ont aussi permis d’identifier plus précisément certaines cyclines (CYCD6;1 
et CYCD7;1) et certains KRP (KRP5, KRP6) comme candidats intéressants pour lesquels j’ai 
initié des études complémentaires en générant des lignées rapportrices. Alternativement, par 
des approches non ciblées, j’ai comparé, dans les différents mutants, les protéines dérégulées 
par spectrométrie de masse et le niveau d’ubiquitination général par des approches 
biochimiques et pharmacologiques, de façon à avoir une vision plus globale des processus mis 
en jeux.  Enfin, à la vue son importance pour la transition G1/S et du fait du rôle déjà documenté 
de CSN, j’ai voulu déterminer si la voie AtTCTP/AtCSN4 était liée étroitement à celle du 
dommage à l’ADN. Pour cela, j’ai étudié, dans différentes lignées dérégulant AtTCTP ou 
AtCSN4, l’expression de gènes marqueurs de dommage à l’ADN. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Figure II.1. AtTCTP et ATCSN4 co-immunoprécipitent.

Western blots réalisés à partir de protéines totales ou de protéines immunoprécipitées avec un
anticorps anti-GFP (A, B, C) provenant d’inflorescences (A,C) et de graines vertes (B) des

différents génotypes indiqués et révélés avec des anticorps anti-CSN4, -TCTP et -GFP. Etoiles

blanches : CSN4 endogène (A, C) ou CSN4-Flag (B), étoiles noires : CSN4-GFP (C). Flèches

blanches : TCTP endogène (C), flèches noires : TCTP-GFP (A). Triangles : GFP seule (A).

A. AtCSN4 co-immunoprécipite avec AtTCTP et dTCTP dans les inflorescences d’A. thaliana.
B. AtCSN4 co-immunoprécipite avec AtTCTP dans les graines d’A. thaliana.

C. AtTCTP co-immunoprécipite avec AtCSN4 dans les inflorescences d’A. thaliana.
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II- Résultats 
 

1- TCTP et CSN4 interagissent physiquement en dehors du complexe CSN 
 

 Avant mon arrivée, mon équipe d’accueil a recherché par immunoprécipitation suivie 
de spectrométrie de masse les interacteurs de TCTP. Parmi les candidats, la protéine CSN4 a 
semblé prometteuse puisque le complexe CSN auquel elle appartient joue un rôle crucial dans 
la régulation du cycle cellulaire via la régulation de la neddylation des CUL des complexes 
CRL (partie I.4.E). Ainsi, des études auxquelles j’ai participé ont visé à confirmer cette 
interaction dans différents contextes in planta.  De plus, j’ai également cherché à préciser 
l’implication des différents domaines de CSN4 ainsi que des autres sous-unités du complexe 
CSN dans l'interaction TCTP/CSN4 pour mieux déchiffrer le processus fonctionnel mis en jeu. 

 
A- TCTP et CSN4 interagissent physiquement in planta  

 En collaboration avec Léo Betsch, ancien doctorant dans l’équipe, j’ai cherché à 
confirmer l'interaction physique entre TCTP et CSN4. Dans un premier temps, j'ai utilisé des 
lignées déjà présentes dans l’équipe exprimant TCTP fusionné à la GFP sous son promoteur 
endogène (notée AtTCTPg-GFP) et sous le contrôle du promoteur constitutif CaMV 35S (notée 
35S::AtTCTP-GFP), croisées ou non avec les lignées exprimant CSN4 fusionné avec le peptide 
Flag sous le contrôle du promoteur constitutif CaMV 35S (notée 35S::AtCSN4-Flag). La 
construction AtTCTPg-GFP reproduit l'expression endogène de TCTP alors que la construction 
35S::TCTP-GFP correspond à une expression ubiquiste, du fait que TCTP n'y est pas soumis à 
la régulation pots-transcriptionelle. En utilisant des protéines extraites de différents organes et 
tissus (i.e. graines vertes contenant des embryons au stade pré-mature et inflorescences) 
provenant de ces lignées, nous avons immunoprécipité AtTCTP-GFP à l'aide d'un anticorps 
anti-GFP (Figure II.1.A,B). Dans cette fraction, nous avons réussi à détecter la présence de 
CSN4 ou CSN4-Flag, révélée par des anticorps anti-CSN4 (Figure II.1.A,B). CSN4 est présent 
dans la fraction immunoprécipitée uniquement quand celle-ci comporte TCTP-GFP et pas dans 
les contrôles négatifs (plantes sauvages Col0 et plantes exprimant 35S::GFP) (Figure II.1.A,B). 
Cela indique que AtTCTP et AtCSN4 co-immunoprécipitent, suggérant une interaction in vivo.   
Pour confirmer nos données, l'immunoprécipitation a aussi été réalisée en sens inverse (Figure 
II.1.C). Dans les lignées 35S::AtCSN4-GFP, TCTP est détectée dans la fraction AtCSN4-GFP 
immunoprécipitée par un anticorps anti-GFP (Figure II.1.C). Ainsi, TCTP et CSN4 co-
immunoprécipitent dans différents tissus in planta, confirmant une interaction physique directe 
ou indirecte in vivo entre ces deux protéines. Par ailleurs, l'immunoprécipitation a aussi été 
réalisée dans les lignées tctp complémentées avec la protéine TCTP de D. melanogaster 
(dTCTP, lignées 35S::dTCTP-GFP tctp, (Brioudes et al., 2010)). De façon similaire, AtCSN4 
immunoprécipite avec dTCTP (Figure II.1.A). Cela suggère que l'interaction physique entre 
TCTP et CSN4 est conservée chez les eucaryotes.  
 En système hétérologue, une approche de complémentation bimoléculaire de 
fluorescence (BiFC) dans l’épiderme de feuilles de tabacs a confirmé l’interaction entre 
AtTCTP et AtCSN4 (Figure II.2,3). Ce système se base sur l'expression d'un fluorochrome, la 
YELLOW FLUORESCENT PROTEIN (YFP), en deux moitiés distinctes (N-terminal et C-
terminal notés respectivement YFPNter et YFPCter ) ((Hu et al., 2002), Figure II.2).   



Figure II.2. Présentation du principe de complémentation bimoléculaire de fluorescence (BiFC).

Représentation schématique des différentes situtations envisageable et images du résultat après 

expression transitoire des constructions dans les feuilles de tabac et visualisation au microscope 

confocal. Barre d'échelle : 50 μm. Vert : signal YFP, rouge : autofluorescence de la chlorophylle 

A. Les deux moitiés de la YELLOW FLUORESCENT PROTEIN (YFP) notées : YFPNter et YFPCter 

sont exprimées séparément. Elles n'ont pas d'affinité partuclière l'une pour l'autre et reste éloignées, ce 

qui conduit à un absence de fluorescence. 

B,C. Chaque moitié de YFP est co-exprimée fusionnée via un domaine de liaison (trait noir) à une 

protéine d'intérêt (X, Y ou Z). La fluorescence est établie uniquement si les deux protéines d'intérêt 

interagissent.
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Figure II.3. AtTCTP et AtTCTPE12V interagissent physiquement avec AtCSN4

Test d’interaction par complémentation bimoléculaire de fluorescence (BiFC). Les constructions
génétiques conduisant à la fusion entre une protéine d’intérêt et le domaine N-terminal ou C-

terminal de la YFP (notés YFPNteret YFPCter) ont été transformées transitoirement dans des feuilles

de tabac. Les feuilles ont été observées au microscope confocal trois jours après transformation.

Chaque combinaison a été observée dans 2 feuilles différentes lors de trois répétitions

indépendantes. Une image représentative est montrée. Vert : YFP, Rouge : autofluorescence de la
chlorophylle. Barre d’échelle : 50 µm

A. AtTCTP et AtCSN4 interagissent.

B. AtTCTPE12V et AtCSN4 interagissent.

C. AtTCTPet AtTCTPE12V sont capables de se dimériser.
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Figure II.4. CSN4 est conservé chez les eucaryotes.

Alignement des séquences de CSN4 provenant de différents organismes dont A. thaliana (tirets 
rouges) réalisé avec MultAlin (Corpet, 1988) et visualisé avec Jalview (Waterhouse et al., 2009). 

Les résidus conservés sont colorés en bleu suivant la matrice de score BLOSUM 62. Les domaines 

PCI sont colorés en vert clair. La position correspondant à l’alanine 302 d’A. thaliana, mutée chez 

csn4-2035, est colorée en rouge. 
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La fluorescence ne peut se faire que si les deux parties sont suffisamment proches pour reformer 
la structure tridimensionnelle du fluorochrome entier. Les deux moitiés de YFP formées n'ont 
pas une grande affinité l'une pour l'autre et donc aucune fluorescence n'est observable 
lorsqu'elles sont co-exprimées seules (Figure II.2.A). Pour tester l'interaction entre deux 
protéines d'intérêt, il faut donc les fusionner chacune à une moitié de fluorochrome YFP, co-
exprimer les deux constructions obtenues dans les cellules et suivre l'intensité de la 
fluorescence. En effet, si et seulement si les deux protéines d'intérêt ont une affinité l'une pour 
l'autre, leur interaction va suffisamment rapprocher les deux moitiés de fluorochrome et ainsi 
permettre le phénomène de fluorescence (Figure II.2.B,C).  
 J'ai donc fusionné AtTCTP et AtCSN4 avec chacune une moitié de YFP. Les deux 
constructions ont été co-exprimées de manière transitoire dans des feuilles de tabac. Quel que 
soit le sens utilisé, on observe une reconstitution de la fluorescence au niveau de la membrane 
et du cytosol de l’épiderme des feuilles de tabacs des cellules où AtTCTP et AtCSN4 sont co-
exprimées, mais pas quand elles sont seules (contrôles négatifs avec moitié de YFP seule) 
(Figure II.3.A).  
 Ainsi, ces différentes approches indiquent que AtTCTP et AtCSN4 interagissent 
physiquement in planta. De plus cette interaction est probablement localisée dans le cytosol des 
cellules, comme suggéré par les études de co-localisation réalisées avant mon arrivée dans 
l'équipe (Betsch et al., 2019).  
 

B- Précisions sur le domaine d’interaction de AtTCTP 
 Un mutant de TCTP non fonctionnel : TCTPE12V, a précédemment été décrit comme 
interférant avec la fonction de TCTP et notamment son effet sur la prolifération cellulaire 
(Brioudes et al., 2010; Dong et al., 2009; Hsu et al., 2007). De ce fait, AtTCTPE12V n'est pas 
fonctionnelle et ne complémente pas le mutant tctp (Brioudes, 2010). Mécanistiquement, il a 
été proposé que la mutation E12V abolisse la fonction GEF de TCTP (Dong et al., 2009; Hsu 
et al., 2007), mais cela reste incertain comme d'autres études ont contredit ces résultats 
(Rehmann et al., 2008; Wang et al., 2008b).  
 J'ai vérifié si la mutation E12V dans TCTP interfère avec l'interaction, entre TCTP et 
CSN4, ce qui pourrait expliquer la non-fonctionnalité de AtTCTPE12V. J’ai donc testé son 
interaction avec AtCSN4 par BiFC (Figure II.2.B). La présence d’un signal fluorescent quand 
AtTCTPE12V et AtCSN4 sont co-exprimées, combinée à son absence dans chaque contrôle 
négatif (avec moitié de YFP seule), indique que AtCSN4 interagit avec cette forme mutée de 
AtTCTP. Ainsi, la mutation E12V dans AtTCTP n'empêche pas son interaction physique avec 
AtCSN4. L’interaction AtTCTP/AtCSN4 est conservée même dans ce contexte particulier où 
AtTCTP n’est pas fonctionnel. J'ai pu remarquer que AtTCTPE12V est capable de se dimériser 
de la même façon que AtTCTP (Figure II.3.C), ce qui est cohérent avec le fait que la mutation 
ne touche pas le domaine de dimérisation (acides aminées 125 à 167, (Betsch et al., In press)).  
 

C- Précisions sur le domaine d’interaction de AtCSN4 
 CSN4 est une protéine très conservée chez les eucaryotes (partie I.4.A, Figure II.4). Elle 
comporte notamment un domaine PCI qui permet son interaction avec les autres sous-unités du 
complexe CSN et qui est particulièrement bien conservé ((Dessau et al., 2008), Figure II.4).  
  



Figure II.5. La mutation csn4-2035 n’entraîne pas de changement global majeur dans la 

conformation de la protéine.

Modèles structuraux des protéines AtCSN4 (vert) et Atcsn4-2035 (bleu) obtenus par le logiciel I-

TASSER (Zhang 2009, Roy, Yang et Zhang 2012, Yang et Zhang, 2015) par comparaison avec la 

structure cristallographique de CSN4 humain (PDB_ 4D0P) et visualisés par le logiciel Swiss-PdbViewer

(Guex et Peitsch, 1997). Les protéines sont représentées par leurs structures secondaires : hélices α 

(rubans), feuillets ! (flèches) et boucles (lignes).
A. Modèle de AtCSN4 avec le domaine PCI en vert clair, l’alanine 302 en orange et le reste de la 

protéine en vert.

B. Superposition des modèles structuraux des protéines AtCSN4 (vert, voir A) et Atcsn4-2035 (bleu).

Atcsn4-2035 est représentée avec le domaine PCI en bleu clair, la valine 302 en rouge et le reste de la

protéine en bleu.

C. Modèle structural de Atcsn4-2035. Chaque acide aminé est coloré selon son RMSD (Déviation de la

racine de la moyenne des carrées), i.e. selon sa distance à l’acide aminé correspondant de AtCSN4. La

coloration se fait selon un dégradé avec le bleu foncé représentant une superposition parfaite et le

rouge un éloignement important de la structure originale. La valine 302 est colorée arbitrairement en

blanc pour être localisée mais sa valeur de RMSD correspond à du bleu foncé.
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Figure II.6. AtTCTP et Atcsn4-2035 co-immunoprécipitent

Western blots réalisés sur les protéines immunoprécipitées avec un anticorps anti-GFP (A, B) ou sur

les protéines totales (C, D) provenant de plantules des génotypes indiqués et révélés par un

anticorps anti-TCTP (A, C) ou anti-CSN4 (B, D). Flèches : TCTP-GFP, triangles : TCTP, étoiles : CSN4

A. La présence d’une bande correspondant à TCTP-GFP (flèche) dans toutes les lignées où la

construction est présente montre la réussite du protocole d’immunoprécipitation. Des bandes

correspondant probablement à des formes tronquées sont également visibles.
B. La présence de bandes CSN4 (étoiles) dans tous les génotypes d’intêrêt (à part TCTPg-GFP)

montre que TCTP et csn4-2035, tout comme TCTP et CSN4, co-immunoprécipitent. L’absence de

bande dans TCTPg-GFP peut probablement s’expliquer par une quantité moindre de matériel de

départ.

C, D. TCTP endogène (C, triangles) et CSN4 (D, étoiles) sont bien présents dans toutes les lignées

avant immunoprécipitation, de même que TCTP-GFP (C, flèches) dans les lignées où la construction

est exprimée.
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Figure II.7. AtCSN4 n’interagit pas avec AtTCTP par son domaine PCI

Test d’interaction par complémentation bimoléculaire de fluorescence (BiFC). Les constructions
génétiques conduisant à la fusion entre une protéine d’intérêt et le domaine N-terminal ou C-

terminal de la YFP (notés YFPNteret YFPCter) ont été transformées transitoirement dans des feuilles

de tabac. Les feuilles ont été observées au microscope confocal trois jours après transformation.

Chaque combinaison a été observée dans 2 feuilles différentes lors de trois répétitions

indépendantes. Une image représentative est montrée. Vert : YFP, Rouge : autofluorescence de la

chlorophylle. Les contrôles négatifs pour AtTCTP co-transformé avec des moitiés de YFP seules est

montré figure II.3. Barre d’échelle : 50 µm

A. AtTCTP et Atcsn4-2025 interagissent.

B. AtTCTP n’interagit pas avec le domaine PCI et la partie C-terminale de AtCSN4.
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Savoir si AtCSN4 interagit avec AtTCTP via son domaine PCI est crucial pour mieux 
caractériser le rôle et la spécificité de l’interaction AtTCTP/AtCSN4. J’ai pu m’appuyer sur un 
mutant allélique faible de AtCSN4 : Atcsn4-2035 ayant une mutation ponctuelle dans le 
domaine PCI en position 302 de la protéine, conduisant à l’échange d’une alanine très conservée 
chez les eucaryotes en valine ((Pacurar et al., 2017), Figure II.4). Plus précisément, une étude 
de conservation spécifique de la position lors de l'évolution (position-specific evolutionary 
preservation, (Tang and Thomas, 2016)) retraçant la présence de cette alanine dans les 
reconstructions des ancêtres directs de CSN4 montre qu'elle a été conservée sur 1629 millions 
d'années. Cependant, cette mutation met en jeu deux acides aminés proches (changement A-> 
V) et ne semble pas avoir un effet majeur sur la structure de la protéine en général et du domaine 
PCI en particulier (Figure II.5). En effet, la prédiction des structures de deux protéines par le 
logiciel I-Tasser (Roy et al., 2012; Yang and Zhang, 2015; Zhang, 2009) et leur superposition 
grâce au logiciel Swiss-PdbViewer (Guex and Peitsch, 1997) ne montrent aucun changement 
majeur de structure (Figure II.5.B). Les hélices de domaine PCI sont entièrement superposables 
dans les deux modèles, seule l'hélice C-terminale pourrait présenter un léger changement 
comme le montre également le calcul pour chaque acide aminé de csn4-2035 de sa distance à 
l'acide aminé correspondant de CSN4 par le RMSD (déviation de la racine de la moyenne des 
carrés) (Figure II.5.C). De plus, l'alignement global des deux structures peut être comparé de 
façon quantitative par le Tm-score, une métrique évaluant la similarité globale du repliement 
de deux protéines (Xu and Zhang, 2010; Zhang and Skolnick, 2004). Pour AtCSN4 et Atcsn4-
2035, le Tm-score est de 0,9933 sachant qu'une valeur de 1 indique une identité parfaite. Les 
modélisations des deux structures sont donc presque identiques. Néanmoins, la mutation 
perturbe l’interaction de Atcsn4-2035 avec le complexe CSN (Pacurar et al., 2017). Ainsi, la 
protéine csn4-2035 possède une mutation qui, sans sembler changer de façon majeure la 
structure protéique, touche un acide aminé très conservé et impliqué dans l'interaction avec les 
autres sous-unités de CSN.  Atcsn4-2035 est donc un bon modèle pour étudier le rôle du 
domaine PCI dans l'interaction TCTP/CSN4.  
 Pour tester l’interaction entre AtTCTP et Atcsn4-2035, j’ai tout d’abord introgressé par 
croisement les constructions AtTCTPg-GFP et 35S::TCTP-GFP dans les lignées Atcsn4-2035 
pour pouvoir mettre en place une approche de co-immunoprécipitation semblable à celle décrite 
précédemment (partie II.1.A). Ces co-immunoprécipitations ont été effectuées avec un stagiaire 
de L3 que j’encadrais (Thomas Duchateau, ENS de Lyon) sur des protéines provenant de 
plantules (Figure II.6). En immunoprécipitant TCTP-GFP, on peut révéler la présence de CSN4 
par un anticorps spécifique anti-CSN4 dans toutes les lignées testées à l’exception des contrôles 
négatifs ne présentant pas TCTP-GFP (Col0 et 35S::GFP) et de la lignée AtTCTPg-GFP 
(Figure II.6.B). L’absence de bande dans cette condition peut probablement s’expliquer par une 
quantité moindre de protéines de départ, les plantules de cette lignée ayant mal germés. Ainsi, 
AtTCTP semble interagir avec Atcsn4-2035.  
 J'ai confirmé ce résultat de manière indépendante par BiFC (Figure II.7). En effet, on 
observe un signal fluorescent quand AtTCTP et Atcsn4-2035 sont co-exprimées dans les 
cellules d'épiderme de tabac, mais dans aucun contrôle négatif (Figure II.7.A). Ces résultats 
montrent que AtTCTP est capable d’interagir avec Atcsn4-2035 de manière similaire qu'avec 
CSN4. L'échange d'un acide aminé conservé dans le domaine PCI de CSN4 ne perturbe donc 
pas son interaction avec TCTP.  



Figure II.8. Etude de la conservation des différents CSN chez A. thaliana.

Alignements réalisé avec MultAlin (Corpet, 1988) et visualisé avec Jalview (Waterhouse et 
al., 2009). 

A. Alignement des séquences des CSN possédant un domaine PCI qui est coloré en vert

clair. CSN4 est encadrée de pointillés rouges. L’alanine mutée dans csn4-2035 est colorée

en rouge.

B. Alignement des séquences des CSN possédant un domaine MPN qui est coloré en vert.
Les nucléotides pouvant lier des ions, présents uniquement chez CSN5, sont colorés en

violet.
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Cela suggère que le domaine PCI pourrait ne pas être indispensable à l'interaction TCTP/CSN4. 
Il est également possible que la mutation A302V soit trop minime pour perturber l'interaction 
TCTP/CSN4 de façon visible. Pour mieux comprendre par quel domaine AtCSN4 interagit avec 
AtTCTP, j'ai introduit des changements plus importants dans CSN4. Différentes parties de la 
protéine ont été délétées afin d’obtenir les formes tronquées suivantes : N-terminal (acides 
aminés 1 à 197, AtCSN4Nter), PCI (acides aminés 198 à 365, AtCSN4PCI), PCI et C-terminal 
(198 à 397, AtCSN4PCI-Cter) (Figure II.7.B). Ces protéines tronquées ont été exprimées dans le 
système de BiFC pour tester leur interaction avec TCTP. Je n’ai pas observé de signal 
fluorescent quand AtTCTP et AtCSN4PCI ou AtCSN4PCI-Cter sont exprimées conjointement, 
indiquant que ni le domaine PCI ni la fin C-terminale de AtCSN4 ne sont suffisantes pour 
permettre l’interaction avec AtTCTP (Figure II.7.B). Malheureusement, suite à des problèmes 
de clonage, je n'ai pas pu vérifier l'interaction entre AtTCTP et AtCSN4N-ter, mais à la vue des 
résultats précédents, deux possibilités sont envisageables. Premièrement, si AtTCTP 
interagirait avec AtCSN4N-ter alors l'interaction TCTP/CSN4 implique la partie N-ter de CSN4. 
Deuxièmement, si AtTCTP n'interagit pas avec AtCSN4N-ter, alors probablement la 
conformation globale de AtCSN4 est nécessaire à son interaction avec AtTCTP.   
 Ainsi, deux approches différentes : co-immunoprécitation et BiFC, montrent que 
AtTCTP n’interagit pas avec AtCSN4 par le domaine PCI de cette dernière. Ces résultats 
laissent envisager plusieurs hypothèses : AtTCTP pourrait séquestrer AtCSN4 en dehors du 
complexe CSN par un autre domaine que le domaine PCI ou l’interaction AtTCTP/AtCSN4 
pourrait se faire au sein de tout ou partie du complexe CSN. Ces données ne permettent donc 
pas de progresser quant à l’implication du complexe CSN dans l’interaction AtTCTP/AtCSN4. 
Pour pouvoir avancer sur cette question, j'ai ensuite testé l'interaction des autres sous-unités de 
CSN avec AtTCTP.  

 
D- Lien de l’interaction AtTCTP/ATCSN4 avec le complexe CSN 

 Comme détaillé dans l'introduction (partie I.4.A), CSN4 fait partie de complexe CSN 
composé de 8 sous-unités. Pour étudier la spécificité de l’interaction AtTCTP/AtCSN4, j’ai 
cherché à évaluer l’interaction entre AtTCTP et les autres sous-unités de CSN chez A. thaliana. 
Les protéines AtCSN 1, 2, 3, 4, 7 et 8 possèdent toutes un domaine PCI. Ces différentes sous-
unités ont considérablement divergé entre elles (Figure II.8.A). Le domaine PCI reste la partie 
la plus conservée de ces protéines. Au contraire, les protéines AtCSN 5A, 5B, 6A et 6B 
possédant en commun un domaine MPN ont moins divergé (Figure II.8.B). Une différence 
notoire est la présence de nucléotides pouvant lier des ions uniquement dans les domaines MPN 
des protéines CSN5 et pas CSN6. Cela explique que seuls les domaines MPN des AtCSN5 
soient catalytiquement fonctionnels (partie I.4.A, (Cope et al., 2002)). J’ai pu cloner dans les 
vecteurs de BiFC les sous-unités 1, 2, 3, 5A, 6A, 6B et 7. Après co-expression avec AtTCTP 
dans l’épiderme des feuilles de tabacs, j’ai observé la présence ou non de fluorescence indiquant 
une interaction (Figure II.9). De façon claire, AtTCTP n’interagit pas avec AtCSN2, AtCSN3, 
AtCSN6B et AtCSN7 (Figure II.9.B,C,G,H). Pour AtCSN7, j’ai pu remarquer un signal 
constitutif au sein des noyaux quand AtCSN7 est fusionné avec une moitié de YFP (Figure 
II.9.H). Comme ce signal est présent en intensité similaire dans les contrôles où aucune 
fluorescence n'est attendue (moitié de YFP seule), AtTCTP et ATCSN7 ne doivent pas 
interagir.  
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Figure II.9.(A-D). AtTCTP interagit avec AtCSN 1 et 4 mais pas avec AtCSN 2 et 3. 

Test d’interaction par complémentation bimoléculaire de fluorescence (BiFC). Les constructions
génétiques conduisant à la fusion entre une protéine d’intérêt et le domaine N-terminal ou C-

terminal de la YFP (notés YFPNteret YFPCter) ont été transformées transitoirement dans des

feuilles de tabac. Les feuilles ont été observées au microscope confocal trois jours après

transformation. Chaque combinaison a été observée a minima dans 2 feuilles différentes lors de

trois répétitions indépendantes. Une image représentative est montrée. Vert : YFP, Rouge :
autofluorescence de la chlorophylle. Barre d’échelle : 50 µm

A. AtTCTP et AtCSN1interagissent.

B. AtTCTP et AtCSN2 n’interagissent pas

C. AtTCTP et AtCSN3 n’interagissent pas
D. AtTCTP et AtCSN4 interagissent

C D
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Figure II.9.(E-H). AtTCTP interagit avec AtCSN 5A mais pas avec AtCSN 6A, 6B et 7. 

Test d’interaction par complémentation bimoléculaire de fluorescence (BiFC). Les constructions
génétiques conduisant à la fusion entre une protéine d’intérêt et le domaine N-terminal ou C-

terminal de la YFP (notés YFPNteret YFPCter) ont été transformées transitoirement dans des

feuilles de tabac. Les feuilles ont été observées au microscope confocal trois jours après

transformation. Chaque combinaison a été observée a minima dans 2 feuilles différentes lors de

trois répétitions indépendantes. Une image représentative est montrée. Vert : YFP, Rouge :
autofluorescence de la chlorophylle. Barre d’échelle : 50 µm

E. AtTCTP et AtCSN5A interagissent.

F. AtTCTP et AtCSN6A n’interagissent pas

G. AtTCTP et AtCSN6B n’interagissent pas
H. AtTCTP et AtCSN7 n’interagissent pas

G H



Sous-unité Taille 

attendue 
(kDA)

CSN1 55,5

CSN2 51,6

CSN3 47,9

CSN4 46,3

CSN5 37,6

CSN6 36,2

CSN7 30,3/29,6

CSN8 23,2

a
n

ti
-C

SN
1

a
n

ti
-C

SN
2

a
n

ti
-C

SN
3

a
n

ti
-C

SN
4

a
n

ti
-C

SN
5

a
n

ti
-C

SN
6

a
n

ti
-C

SN
7

a
n

ti
-C

SN
8

M
a

rq
u

e
u

r

24

170
125

93

72

53

42

31

▼
▼

▼

▼

▼

▼

▼

kD
a

B

Sous-unité Taille 

attendue 
(kDA)

CSN1 50,6

CSN2 51,2

CSN3 47,7

CSN4 44,5

CSN5 39,7/40,3

CSN6 35,7/35,4

CSN7 29,5

CSN8 22,5
24

170

125

93

72

53

43

31

▼
▼

a
n

ti
-C

SN
1

a
n

ti
-C

SN
2

a
n

ti
-C

SN
3

a
n

ti
-C

SN
4

a
n

ti
-C

SN
5

a
n

ti
-C

SN
6

a
n

ti
-C

SN
7

a
n

ti
-C

SN
8

M
a

rq
u

e
u

r

Figure II.10. Spécificité des anticorps anti-CSN.

A, C. tailles attendues pour chaque sous-unité de CSN chez l’homme (A) et chez A. 

thaliana (C). La présence de deux valeurs correspond à l’existence de deux isoformes. 

B, D. Western blots réalisées à partir de protéines totales extraites de cellules humaines

(B) ou d’A. thaliana (D). La membrane a été coupée en 8 bandelettes révélées chacune

avec un anticorps spécifique d’une sous-unité de CSN. Les triangles indiquent la
présence d’une bande autour de la taille attendue.
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Malgré son caractère non spécifique, ce signal nucléaire est quand même intéressant car il a été 
démontré que dCSN7 peut lier l’ADN et peut probablement agir comme facteur de transcription 
(Singer et al., 2014). On peut ainsi supposer que AtCSN7 a lui aussi un rôle fonctionnel au sein 
du noyau. Par ailleurs, AtTCTP ne semble pas non plus interagir avec AtCSN6A même si un 
signal très faible et épars a pu être parfois observé (Figure II.9.F). Enfin, AtTCTP interagit non 
seulement avec AtCSN4 mais aussi avec AtCSN5A et de façon moins forte avec AtCSN1 
(Figure II.9.A,D,E). Donc AtTCTP n'interagit pas avec l'ensemble des CSN mais 
spécifiquement avec certaines sous-unités. Cela est cohérent avec la diversité de séquence entre 
les différents CSN d'A. thaliana (Figure II.8). En effet, la partie la plus conservée correspond 
au domaine PCI qui ne semble pas être impliqué, au moins dans le cas de CSN4, dans 
l’interaction avec TCTP. Cependant, la capacité d’interagir avec TCTP ne semble pas être 
restreinte à AtCSN4, mais étendue aussi a minima à AtCSN1 et AtCSN5A, ce qui laisse 
supposer que l’interaction pourrait se faire au sein d’un sous-complexe CSN. 
 Pour confirmer ces données, j’ai voulu évaluer l’interaction in planta de AtTCTP et des 
AtCSN. Des anticorps spécifiques commerciaux disponibles pour les sous-unités CSN, ont été 
décrits comme reconnaissant les protéines humaines, excepté CSN1 et CSN8 qui reconnaissent 
en plus les protéines de porc, de souris et de grenouille, CSN4 qui reconnaît en plus les protéines 
d'A. thaliana et de chou-fleur et CSN5 reconnaît les protéines d'A thaliana et de chou-fleur 
uniquement. J'ai tout d'abord testé ces différents anticorps sur des protéines extraites de cellules 
humaines. Pour chaque anticorps, j'ai pu observer des bandes correspondant à la taille attendue 
(Figure II.10.A,B). Cependant, dans de nombreux cas, ces bandes sont peu spécifiques. Ainsi, 
par exemple, la bande sortant à la taille attendue pour CSN5 semble être présente quel que soit 
l'anticorps utilisé. Il est donc difficile de pourvoir assigner une bande à un CSN spécifique, 
d'autant plus dans le cas de CSN3 et CSN4 par exemple dont les tailles attendues, 
respectivement 47,9 et 46,3 kDA, sont très proches.  
 Du fait de l'important niveau de conservation des CSN chez les eucaryotes, j'ai 
également testé ces anticorps chez A. thaliana (Figure II.10.D). Seuls les anticorps anti-CSN4 
et -CSN5 présentent une bande correspond à la taille attendue. Avec l'anticorps anti-CSN3, 
plusieurs bandes de forte intensité sont observables. Une de ces bandes correspond à la taille 
attendue de 47,7 kDa, mais sa spécificité n'a pas été vérifié plus précisément. J'en ai conclu que 
seuls les anticorps dirigés contre AtCSN4 et AtCSN5 sont spécifiques, et ai seulement utilisé 
ces anticorps dans les études qui suivent.  
 Par co-immunoprécipitation, la présence de AtCSN4 mais pas de AtCSN5 peut être 
révélée par l’anticorps spécifique dans les protéines immunoprécipitées avec AtTCTP-GFP 
(Figure II.11.A). Ce résultat paraît contradictoire avec le fait que AtTCTP puisse interagir avec 
AtCSN5A par BiFC. En outre, en utilisant des lignées d’A. thaliana perte de fonction (ko) pour 
tctp complémentées par 35S::dTCTP-GFP (Brioudes et al., 2010), j’ai démontré que AtCSN5 
est co-immunoprécipité avec dTCTP-GFP (Figure II.11.B). Cette différence n’est pas évidente 
à comprendre mais on peut supposer qu’elle révèle, tout comme l’approche de BiFC, une 
affinité entre TCTP et CSN5. Cependant, cette affinité ne conduit pas toujours à une interaction, 
notamment dans le cas physiologique des plantules d’A. thaliana. Des études complémentaires 
seraient nécessaires pour comprendre si dTCTP et dCSN5 interagissent en conditions 
physiologiques chez D. melanogaster.  
 



Figure II.11. AtCSN5 co-immunoprécipite avec dTCTP mais pas AtTCTP

Western blots réalisés à partir de protéines totales (A) ou de protéines 
immunoprécipitées avec un anticorps anti-GFP (A, B) provenant de graines vertes (A) 

et de plantules (B) des différents génotypes indiqués et révélés avec des anticorps 

anti–CSN4 et –CSN5 (A,B).  Etoiles : CSN4, triangles : CSN5.

A. AtCSN5 ne co-immunoprécipite pas avec AtTCTP contrairement à AtCSN4.

B. ATCSN5 co-immunoprécipite avec dTCTP.
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Ainsi, l’absence d’interaction in planta entre AtTCTP et AtCSN5, sous-unité catalytique du 
complexe CSN, montre que AtTCTP et AtCSN4 n’interagissent pas au sein du complexe CSN 
entier et fonctionnel enzymatiquement. Elle n’exclue pas que l’interaction physiologique 
concerne d’autres sous-unités comme AtCSN1. 
 

E- Discussion et perspectives  
 J'ai dans un premier temps montré que AtTCTP interagit physiquement avec AtCSN4 
(Figure II.11.A). Or CSN4 fait partie d'un complexe de 8 sous-unités : le complexe CSN, connu 
notamment pour déneddyler les CUL (partie I.3.C). Immédiatement se pose donc la question 
de savoir si l'interaction entre AtTCTP et AtCSN4 fait intervenir tout le complexe CSN ou au 
contraire si cette interaction est exclusive. Pour répondre à cette question, ma première 
démarche a été d'étudier l'implication du domaine PCI de AtCSN4 dans son interaction avec 
AtTCTP. Comme le domaine PCI permet l'interaction de CSN4 avec les autres CSN, une 
interaction avec AtTCTP via le domaine de PCI de AtCSN4 favoriserait l’hypothèse selon 
laquelle AtTCTP empêche CSN4 de se lier aux autres CSN. L'interaction AtTCTP/AtCSN4 
conduirait ainsi à une perturbation de l’activité CSN et du patron de neddylation des CUL via 
séquestration de CSN4 hors du complexe CSN.  
 Pour tester cette hypothèse, deux approches différentes ont été utilisées : étude de 
l'interaction de AtTCTP avec la forme mutée Atcsn4-2035 (Pacurar et al., 2017) par co-
immunoprécipitation (Figure II.6) et BiFC (Figure II.7.A) et avec des formes tronquées de 
AtCSN4 par BiFC (Figure II.7.B). Tous les résultats concordent pour indiquer que AtTCTP et 
AtCSN4 n'interagissent pas par le domaine PCI de cette dernière. Ces résultats ne sont donc en 
aucun cas conclusifs sur l'implication du complexe CSN dans l'interaction AtTCTP/AtCSN4. 
De plus, ils fournissent un nouveau modèle d'étude intéressant avec le mutant csn4-3035. En 
effet la comparaison de ce mutant, où la formation du complexe CSN est perturbée et 
l'interaction AtTCTP/AtCSN4 est conservée, avec un mutant perte de fonction classique pourra 
aider à différencier les rôles de AtCSN4 en association avec le complexe CSN ou avec AtTCTP. 
 Ma deuxième démarche pour étudier si l'interaction AtTCTP/AtCSN4 se fait ou non au 
sein du complexe CSN a été d'étudier l'interaction entre AtTCTP et les différentes sous-unités 
CSN. J'ai démontré par BiFC que AtTCTP interagit avec AtCSN 1, 4 et 5A mais pas avec 
AtCSN 2, 3, 6A, 6B et 7 (Figure II.8). Dû à des difficultés de clonage, je n'ai pas pu tester 
l'interaction avec CSN 5B et 8. Ces résultats montrent qu'il semble y avoir une spécificité 
d'interaction entre AtTCTP et uniquement certains CSN dont CSN4. Ainsi, AtTCTP n'a pas 
d'affinité pour tous les CSN. Néanmoins, ces données ne suffisent pas pour conclure sur 
l'implication d'autres sous-unités CSN dans l'interaction AtTCTP/AtCSN4.  
 J'ai ensuite voulu étudier ces interactions in planta. Malheureusement, je n'ai pas pu me 
procurer des anticorps spécifiques de chaque sous-unité CSN. Des anticorps ont été créés contre 
les protéines CSN humaines mais, malgré le fort taux de conservation des CSN (voir Figure 
II.4 pour CSN4), je n'ai pu détecter les CSN d'A. thaliana que dans les cas de AtCSN4 et 
AtCSN5 et pas pour les autres sous-unités (Figure II.10.B). Je n'ai donc pu mettre en place une 
approche de co-immunoprécipitation in planta que pour AtCSN5 en plus de AtCSN4. 
L'anticorps utilisé est un anticorps qui reconnaît les deux formes AtCSN5A et 5B. Que ce soit 
dans les plantules ou les graines, AtCSN5 ne co-immunoprécipite pas avec AtTCTP 
contrairement à AtCSN4 (Figure II.11). Ce résultat indique qu'in planta AtCSN5 n'appartient 



 88 

pas au complexe contenant AtTCTP et AtCSN4 et est en claire contradiction avec le résultat de 
BiFC présentant une interaction entre AtTCTP et AtCSN5A. Cependant ces différences ne sont 
pas totalement incompatibles.  
 En effet, dans la situation de BiFC, les deux protéines sont exprimées en grande quantité 
dans un contexte non physiologique. Il est donc possible que des affinités entre deux protéines 
soient révélées comme interaction même si ces protéines n'interagissent pas en situation 
physiologique. Ici notre situation de co-immunoprécipitation est beaucoup plus proche de la 
situation physiologique : seul TCTP est légèrement (lorsque sous son propre promoteur) ou 
fortement (lorsque sous 35S) surexprimé, alors que CSN5 est uniquement endogène.  Comme 
dans les mêmes conditions de co-immunoprécipitation, AtCSN4, mais pas AtCSN5, co-
immunoprécipite avec AtTCTP, il est certain que AtCSN5 n'appartient pas au complexe 
AtTCTP/AtCSN4. Comme CSN5 est la sous-unité catalytique de CSN, l'interaction 
AtTCTP/AtCSN4 ne peut pas se faire au sein d'un complexe CSN fonctionnel. Cependant, il 
est possible qu'il existe des complexes AtTCTP/AtCSN5 en très faible quantité ou très 
dynamiques et dont l'existence ne peut donc pas être mise en évidence par co-
immunoprécipitation. Cela est d'autant plus possible que AtTCTP et AtCSN5A ont une affinité 
l'une envers l'autre, comme le montre leur interaction en BiFC. Ainsi, ces expériences ne 
permettent pas de trancher définitivement sur une potentielle interaction entre AtTCTP et 
AtCSN5 : celle-ci pourrait exister mais de façon transitoire et/ou en faible quantité.  
 Par ailleurs, je n'ai pu mettre en place la même approche de co-immunoprécipitation 
pour les autres sous-unités à cause de l'absence d'anticorps spécifiques. L'interaction 
AtTCTP/AtCSN4 pourrait donc se faire au sein d'un sous-complexe CSN ne contenant pas 
AtCSN5 et donc enzymatiquement inactif. L'existence de tels sous-complexes a longtemps été 
débattue dans la communauté comme l'expression de sous-unités de CSN, coordonnée par des 
miARN de la famille let-7, conduit à l'assemblage du complexe CSN (Leppert et al., 2011). 
Ainsi l'existence de sous-complexes n'est possible que si ce système de régulation est 
compromis ou si des complexes sont détruits. Des sous-complexes CSN1/2/3/8 et CSN4/5/6/7 
ont été obtenus in vitro par spectrométrie de masse à partir de CSN recombinant humain 
(Sharon et al., 2009) mais n'ont jamais été observés in vivo.  
 Chez les plantes, l'étude d'un mutant faible de CSN3 a montré l'existence de sous-
complexes contenant CSN3 et ayant une fonction différente du complexe CSN dans la 
signalisation auxinique indépendante de la neddylation des CUL ((Huang et al., 2013), Figure 
I.15.D). Ces sous-complexes ne contiennent pas CSN 1, 4, 5 et 8. À cause d'une absence 
d'anticorps, les auteurs n'ont pas pu étudier la présence de CSN 2, 6 et 7 dans ces sous-
complexes mais elle semble relativement improbable à la vue de la topologie du complexe CSN. 
Il existerait donc des complexes contenant uniquement CSN3 et d'autres protéines n'appartenant 
à CSN. Par ailleurs, l'interprétation de gradients glycérol, de pull-down et de surexpression de 
sous-unités ont mené à postuler l'existence de sous-complexes CSN4-8 (Dubiel et al., 2015). 
L'existence de ce sous-complexe a été retrouvé dans le cytoplasme de fibroblastes de souris et 
joue un rôle dans la régulation du CKI p27 (Tomoda et al., 2002). Ainsi, CSN4 semble pouvoir 
prendre part à des sous-complexes chez les animaux. Cela pourrait être le cas dans le cas de 
l'interaction TCTP/CSN4 chez A. thaliana même si un complexe différent serait mis en jeu 
comme CSN5 n'y participe a priori pas.  
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 Ainsi plusieurs questions se posent face aux interactants de TCTP/CSN4. La première 
est l'implication des autres CSN que je n'ai pas pu définitivement trancher lors de ma thèse. 
Grâce à un anticorps spécifique, j'ai pu établir que CSN5 ne participe probablement pas à 
l'interaction TCTP/CSN4. L'absence d'anticorps spécifique pour les autres sous-unités pourra 
dans la suite être dépassée en exprimant chaque sous-unité fusionnée à un tag sous le contrôle 
de son propre promoteur. Il sera donc possible de réaliser des immunoprécipitations avec des 
anticorps anti-tag dans des conditions proches des conditions physiologiques. Cette approche 
demande un important effort de clonage et de transformation. Elle pourra être mise en place, 
dans un premier temps, pour AtCSN1 qui possède une affinité en BiFC avec AtTCTP (Figure 
II.9.A).  
 Alternativement, il est possible de tirer profit de l'existence de mutants faibles de 
différentes sous-unités de CSN ayant des phénotypes de gravité différente et un effet plus ou 
moins drastique sur l’activité enzymatique de CSN. Il existe chez A. thaliana : csn1-10, csn2-
5, csn3-3, csn5a-1, csn5a-2, csn5b-1, csn6a-1 et csn6b-1 ((Singh and Chamovitz, 2019), 
Annexe 3). Ces mutants représentent autant de contextes différents permettant d’étudier 
l’influence de telle ou telle sous-unité sur l’interaction AtTCTP/AtCSN4. En effet, en 
introgressant TCTPg-GFP et 35S::TCTP-GFP dans ces lignées, il sera possible de vérifier par 
co-immunoprécipitation si  l'interaction entre AtTCTP et AtCSN4 reste intacte lorsqu'une sous-
unité précise de CSN est modifiée. Cela permettra d’identifier des sous-unités de CSN 
indispensables à la formation du complexe AtTCTP/AtCSN4. Ces lignées sont en cours 
d’établissement. 
 Enfin, il est important de souligner qu'il est possible, que similairement aux sous-
complexes CSN3 (Huang et al., 2013), le complexe TCTP/CSN4 ne contienne aucun autre 
CSN. Il est toutefois probable qu'il contienne a minima quelques autres protéines comme, mis 
à part CSN5, les CSN isolés ne sont pas stables (Dubiel et al., 2015). 
 Un autre élément important concerne l'étude du mutant de AtTCTP, AtTCTPE12V. En 
effet, AtTCTPE12V n'est pas fonctionnelle comme elle ne complémente pas les mutants tctp 
(Brioudes et al., 2010) mais elle interagit toujours avec AtCSN4 (Figure II.3.B). Or, une des 
hypothèses d'action du complexe AtTCTP/AtCSN4 serait que AtTCTP séquestre AtCSN4 en 
dehors du complexe CSN, perturbant ainsi l'activité de celui-ci. Cette hypothèse a notamment 
été formulée car les mutants tctp possèdent des CUL1 hyperneddylées (Betsch et al., 2019). 
Cependant, si la fonction principale de AtTCTP était de séquestrer AtCSN4, alors la capacité 
d'interagir avec AtCSN4 serait suffisante pour que AtTCTP soit fonctionnelle. Comme 
AtTCTPE12V est à la fois non-fonctionnelle et capable d'interagir avec AtCSN4, cette hypothèse 
est invalidée. Mon étude suggère fortement que la fonction principale de AtTCTP n'est pas de 
séquestrer physiquement AtCSN4 pour bloquer l'activité de déneddylation des CUL. Cela ne 
veut pas dire que AtTCTP ne séquestre pas AtCSN4 mais seulement que cette potentielle 
séquestration n'est pas suffisante pour expliquer toutes les fonctions d'AtTCTP in planta. Il 
existerait donc des évènements post-interaction TCTP/CSN4 cruciaux pour la fonction de 
AtTCTP et auxquels la non-fonctionnalité de AtTCTPE12V serait liée.  
 Pour valider totalement ce modèle, il faudrait quantifier les interactions 
AtTCTP/AtCSN4 et AtTCTPE12V/AtCSN4 qui semblent comparables en BiFC, bien qu'aucune 
quantification précise ne soit possible dans ce système. En effet, si l'interaction 
AtTCTPE12V/AtCSN4 est nettement moins forte que celle AtTCTP/AtCSN4, il serait possible 
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que suffisamment de protéines CSN4 soient en dehors de l'interaction et donc libres d'intégrer 
le complexe CSN, revalidant le modèle de séquestration. Une telle quantification serait possible 
en mettant en place un système de transfert d'énergie entre molécules fluorescentes (FRET). De 
plus, il serait intéressant de confirmer ces résultats in vivo en testant l'interaction entre 
AtTCTPE12V-GFP et AtCSN4 par co-immunoprécipitation. Un autre élément pourrait être 
apporté en étudiant le niveau de neddylation de CUL1 de plantes tctp pTCTP::TCTPE12V 

obtenues par sauvetage embryonnaire. Ces données permettraient de localiser l'étape pour 
laquelle AtTCTPE12V n'est pas fonctionnelle en amont ou aval de la régulation de la neddylation 
de CUL1 sur la voie reliant TCTP à ces effets sur la progression du cycle cellulaire.  

 En outre, il serait intéressant d'étudier également le domaine d'interaction de AtTCTP 
avec AtCSN4 en tronquant les différents domaines de AtTCTP (Betsch et al., In press) et testant 
leur interaction avec AtCSN4 par BiFC. Il serait particulièrement instructif d'étudier les 
capacités d'interaction du domaine basique de AtTCTP qui est connu chez les animaux comme 
interface de nombreuses interactions (Betsch et al., In press). Cependant, une étude de 
modélisation de l'interaction AtTCTP/AtCSN4 prédit que celle-ci se ferait plutôt par la boucle 

flexible contenant le domaine TCTP1 ou les feuillets b situés vers l'extrémité C-terminale (Léo 
Betsch 2017), ce qui laisse la question encore très ouverte.  
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2- Impact de AtTCTP et AtCSN4 sur le développement des plantes 
 

 Après avoir mis en évidence une interaction physique entre AtTCTP et AtCSN4, j'ai 
cherché à préciser leur relation génétique au cours du développement de la plante pour mieux 
comprendre les fonctions de cette interaction.  
 

A- Impact sur le développement embryonnaire 
 Les mutants perte de fonction pour tctp (tctp-1 et tctp-2) présentent un délai important 
lors de l’embryogenèse conduisant à leur mort prématurée neuf jours après pollinisation sans 
que ces embryons présentent de défaut morphologique majeur (Partie I.5.B, Figure I.19). 
Comme AtTCTP et AtCSN4 interagissent physiquement et possiblement de manière 
fonctionnelle pour réguler la progression du cycle cellulaire, j’ai regardé si un délai de 
développement embryonnaire était également visible chez les mutants csn4.  
 Dans les plantes hétérozygotes CSN4-1+/- et CSN4-2+/-, les graines dont l’embryon est 
homozygote csn4 sont facilement reconnaissables car elles présentent des points violets dus à 
l’accumulation d’anthocyanes dans les cotylédons embryonnaires (Figure I.13). Dans une 
même silique, j’ai donc pu comparer, après traitement à l’hydrate de chloral, le stade 
développemental des embryons csn4-1 ou CSN4-1+ (CSN4-1+/+ et CSN4-1+/-) (Figure 
II.12.A,B). De plus, j’ai également suivi l’âge post-pollinisation de chaque silique entre 9 jours 
après pollinisation (JAP; âge pour lesquels l'accumulation des anthocyanes commence à être 
visibles) et 15 JAP (dernier jour avant dessiccation des graines). Les embryons csn4-1 sont 
nettement retardés par rapport à ceux CSN4-1+ : par exemple, à 9 JAP, 60% des embryon csn4-
1 sont au stade torpille tandis que 64% des embryons CSN4-1+ sont au stade cotylédons courbés 
(Figure II.12.A). Ce délai est conservé au long du développement jusqu'à 14 JAP. Néanmoins, 
contrairement aux embryons tctp, les embryons csn4-1 parviennent à maturité bien qu'environ 
4 jours plus tardivement que les embryons CSN4-1+ (Figure II.12A). De plus, il est crucial de 
noter que ce délai de développement ne s'accompagne pas de défaut morphologique majeur lors 
de l'embryogenèse (Figure II.12.B).  
 Comme ces données ne concernent qu'un nombre limité d'embryons, chaque silique 
comportant une dizaine d'embryons csn4-1, j'ai voulu étudier le développement embryonnaire 
de façon plus systématique en comparant entre eux des embryons provenant de siliques 
différentes de même âge post-pollinisation (Figure II.12.C,D). J'ai pu ainsi confirmer que les 
embryons csn4-1 sont nettement retardés dans leur développement par rapport aux embryons 
CSN4-1+. Par exemple, À 12 JAP, 55% des embryons csn4 sont au stade pré-mature tandis que 
97% des embryons CSN4-1+ sont au stade mature (Figure II.12.C). Ce retard est présent tout 
au long du développement et ainsi le stade développement des embryons csn4-1 à 13 JAP (43 
% d'embryons pré-matures et 55 % d'embryons matures) est comparable à celui des embryons 
CSN4-1+ à 11 JAP (35% d'embryons pré-matures et 61% d'embryons matures). Le délai entre 
les conditions semble donc être d'entre deux et trois jours. Cependant, les embryons csn4-1 
rattrapent leur retard avant le dessèchement des graines de la silique et atteignent en grande 
majorité le stage mature à 15 JAP contre 12 JAP pour les embryons sauvages, soit avec un délai 
de 3 jours (Figure II.12.C). Enfin, j'ai réalisé la même expérience dans la lignée indépendante 
CSN4-2+/- pour 10 et 11 JAP (Figure II.12.D). Le développement des embryons csn4-2 est très 
semblable au développement de ceux csn4-1.  
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Figure 12 C, D. Les embryons csn4 sont retardés dans leur développement mais arrivent à 

maturité.

C, D. Pour chaque temps post-pollinisation étudié (9 à 15 jours post-pollinisation, JAP), des siliques

provenant de plantes différentes CSN4-1+/- (C,D) ou CSN4-2+/- (D) ont été étudiées. Les graines ont

été séparées entre les graines vertes (correspondant aux embryons CSN4+/+ et CSN4+/-, notées

CSN4+) et les graines aux embryons anthocyanés (correspondant aux embryons csn4-/-). Le stade de

développement de chaque embryon a été analysé et l’ensemble des données est représentée sous
forme d’un histogramme.

C. Pour chaque temps, ont été analysées entre 6 et 8 siliques provenant de 3 plantes différentes

(excepté pour 9 JAP, uniquement 2 siliques) soit entre 49 et 81 embryons csn4-1 et entre 170 et 247

embryons CSN4-1+ (sauf pour 9 JAP, respectivement 18 et 68 embryons). Les étoiles de même

couleur montrent des états développementaux similaire, le rouge foncé indiquant le premier temps
pour lequel les embryons ont atteint au minimum à 95% l’état de maturité. Les embryons csn4-1

présentent un délai développemental important par rapport aux sauvages.

B. Pour la lignée CSN4-2+/-, 5 siliques provenant de 3 plantes différentes ont été analysées soit, pour

respectivement 10 et 11 JAP, 60 et 68 embryons csn4-2 et 168 et 175 embryons CSN4-2+. Les

données pour la lignée CSN4-1+/- sont les mêmes que pour le C. Les embryons csn4-2 présentent un
phénotype similaire aux embryons csn4-1 .
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Figure II.13. Les embryons csn4-2035 présentent un léger retard de développement.

Résultat du comptage des stades de développement des embryons (voir Figure I.1.B) de génotypes
Ws4 et csn4-2035 observés à différent temps post-pollinisation (4 à 10 jours après pollinisation,

JAP).

A. Pour chaque inflorescence Ws4, la plus jeune et la plus âgée des siliques pollinisées le même 

jour ont été étudiées. Pour chaque condition, entre 149 et 255 embryons ont été observés, sauf 

pour 10 JAP (respectivement 105 et 89 embryons pour les siliques jeunes et âgées), venant de 4 à 
6 plantes différentes.  

B. Les valeurs indiquées correspondent pour csn4-2035 à la seule silique pollinisée chaque jour et 

pour Ws4 à la moyenne entre la silique la plus jeune et la plus âgée pollinisées le même jour. Pour 

csn4-2035, entre 93 et 254 embryons provenant de 4 à 6 plantes différentes ont été comptabilisés 

sauf pour 10 JAP (27 embryons venant de 3 plantes). 
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Figure II.14. Les plantes surexprimant AtTCTP ou AtCSN4 ne présentent pas de phénotype 

embryonnaire majeur.

Images représentatives de graines des génotypes Col0, 35S::GFP, 35S::CSN4-GFP,

35S::TCTP-GFP (2 lignées différentes) à différent temps post-pollinisation (6 et 8 jours après

pollinisation, JAP). Pour chaque génotype, 250 graines venant de 5 plantes différentes ont

été observées à 8 JAP et 150 graines venant de 3 plantes différentes à 6 JAP.

Barre d’échelle : 50 µm
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Par exemple, à 11 JAP, les embryons csn4-1 sont à 42% au stade cotylédons courbés et 28% au 
stade pré-mature et ceux csn4-2 sont à 41% au stade cotylédons courbés et 27% au stade pré-
mature (Figure II.12.D). Les embryons CSN4-1+ et CSN4-2+ sont à des stades plus avancés, 
comprenant respectivement 61% et 54% d'embryons au stade mature (Figure II.12.D). Cela 
confirme que les embryons csn4 sont retardés dans leur embryogenèse de façon significative. 
 Pour déterminer si la mutation dans le domaine PCI de CSN4 est suffisante pour générer 
un retard dans le développement des embryons, j'ai réalisé une étude similaire chez les mutants 
homozygotes csn4-2035 comparés aux sauvages Ws4. Les plantes csn4-2035 produisent moins 
de fleurs que les Ws4 : en moyenne une fleur s'ouvre chaque jour chez le mutant contre quatre 
chez le sauvage (Figure I.13.E). Pour chaque plante chaque jour, j’ai donc prélevé l'unique 
silique développée sur les plantes csn4-2035 et à la fois la silique la plus âgée et la plus jeune 
de celles développées sur les plantes Ws4 pour y comparer le développement embryonnaire 
(Figure II.13). Concernant les embryons Ws4, j'ai observé une petite différence entre les 
embryons des siliques jeunes et ceux des siliques âgées pour les temps allant de 4 à 8 JAP, tous 
les embryons étant matures à 10 JAP (Figure II.13.A). Ce délai est quantifiable, par exemple à 
5 JAP, les embryons de siliques jeunes sont 59% au stade cordiforme et 32% au stade torpille 
contre respectivement 31% et 65% pour ceux de siliques âgées. Pour pouvoir comparer avec 
csn4-2035, j'ai choisi de faire la moyenne entre tous les embryons observés chez Ws4 qu'ils 
viennent de siliques jeunes ou âgées pollinisées le même jour (Figure II.13.B). Cela me semble 
être la meilleure approche pour avoir un état représentatif du développement embryonnaire 
moyen des embryons sauvages pour un temps post-pollinisation donnée. J'ai ainsi comparé le 
développement embryonnaire observé dans l'unique silique pollinisée par jour chez csn4-2035 
au développement embryonnaire moyen de Ws4 (Figure II.13.B). J'ai remarqué que les 
embryons csn4-2035 présentent un léger délai de développement de 4 à 8 JAP mais ont 
également atteint leur maturité à 10 JAP. Ce délai, inférieur à un jour, est facilement 
quantifiable : par exemple, à 8 JAP, pour csn4-2035, environ 54% des embryons sont au stade 
pré-mature et 36% au stade mature alors que pour Ws4, environ 18% sont au stade pré-mature 
et 79% au stade mature (Figure II.13.B). De plus, à 5 et 6 JAP, l'état de développement des 
embryons csn4-2035 est similaire à celui des embryons des siliques jeunes Ws4 (Figure 
II.13.B). Il est important de se rappeler que les embryons venant de siliques jeunes ne 
représentent que le quart le plus jeune des embryons Ws4 et que donc cette similarité est 
compatible avec un léger délai de développement des embryons csn4-2035 par rapport à la 
totalité des embryon Ws4. Néanmoins, cela met en lumière que ce délai reste minime.  
 De la même façon, j’ai suivi le développement embryonnaire de plantes surexprimant 
AtTCTP ou AtCSN4 (Figure II.14). Dans les deux cas, je n’ai remarqué aucune différence dans 
leur développement embryonnaire comparé à celui des lignées contrôle Col0 et 35S::GFP 
(Figure II.14). Les surexpressions de AtTCTP et de AtCSN4 n’ont pas d’effet visible à cette 
échelle-là au niveau de l’embryogenèse sur la progression du cycle cellulaire.   
 

B- Étude de l'interaction génétique entre AtTCTP et AtCSN4 
 Pour mieux comprendre le lien entre AtTCTP et AtCSN4, des études génétiques 
impliquant des lignées sous-exprimant ou sur-exprimant ces protéines avaient été menées avant 
mon arrivée dans l'équipe (Betsch et al., 2019). 
  



Figure II.15. Etude de la ségrégation des graines dans les doubles hétérozygotes TCTP+/-CSN4+/-.

Comptage des graines de différents phénotypes : graines sauvages vertes (vert), graines retardées
dans leur développement blanches (gris clair), graines avortées (gris foncé), graines “violettes”
dont les embryons sont anthocyanés (violet). Les lignes en pointillés rouges montrent les
moyennes théoriques. Pour chaque panel, une image de silique représentative est montrée. Barre
d’échelle : 1mm.
A, B. Étude des plantes hétérozygotes pour AtTCTP (A) ou AtCSN4 (B). La moyenne résulte du
comptage de 18 siliques venant de 6 plantes différentes pour TCTP-1+/- (soit 1202 graines totales),
de 13 siliques venant de 4 plantes différentes pour TCTP-2+/- (soit 718 graines totales) et de 10
siliques venant de 4 plantes différentes pour CSN4-1+/- (soit 576 graines totales). Les moyennes
obtenues ne sont pas différentes des moyennes attendues théoriquement de 75% de graines
vertes (A et B, homozygotes sauves et hétérozygotes) et de 25% de graines blanches et avortées
(A, tctp-/-) ou de 25% de graines violettes et avortées (B, csn4-/-).
C. Étude des plantes hétérozygotes pour AtTCTP et AtCSN4. La moyenne résulte du comptage de
15 siliques venant de 6 plantes différentes pour TCTP-1+/-CSN4-2+/- (soit 897 graines totales) et de
11 siliques venant de 3 plantes différentes pour TCTP-2+/-CSN4-1+/- (soit 557 graines totales). La
moyenne observée pour les graines vertes est égale dans le cas de TCTP-1+/- CSN4-2+/- et
supérieure dans le cas de TCTP-2+/-CSN4-1+/- à celle attendue de 56,25%.
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Elles ont amené à conclure que la surexpression de AtTCTP dans les plantes ARNi-AtCSN4 
n'entraîne pas une accélération de la croissance par rapport aux plantes simples ARNi-AtCSN4. 
Cela suggère que AtTCTP requiert un niveau normal de AtCSN4 pour stimuler la croissance 
mitotique. Par ailleurs, comme aucune lignée exprimant à la fois ARNi-AtTCTP et ARNi-
AtCSN4 n'avait pu être obtenue, de telles lignées doivent être létales. Néanmoins, ces études 
n'ont pas cherché à caractériser l'effet de la perte de fonction simultanée de ces deux gènes sur 
le développement embryonnaire. Pour remédier à cela, j'ai croisé les lignées hétérozygotes 
TCTP+/- et CSN4+/- pour tenter de trouver dans la descendance des doubles homozygotes tctp 
csn4.  
 Concernant les simples hétérozygotes, j'ai observé la ségrégation dans la descendance 
de deux lignées indépendantes TCTP+/- 1 et 2.  Comme attendu et déjà décrit (Brioudes et al., 
2010), j'ai observé respectivement 74,9% et 76,7% de graines vertes dans la descendance de 
TCTP-1+/-et TCTP-2+/- (Figure II.15.A). Ces graines correspondent aux génotypes TCTP+/- et 
TCTP+/+ qui ne peuvent pas être différenciés au niveau de leur phénotype macroscopique. 
Conformément aux lois mendéliennes de la génétique, j'ai bien retrouvé environ 25% de 
mutants homozygotes tctp. Parmi ces 25%, se retrouvent des graines blanches et des graines 
avortées (Figure II.15.A). La proportion entre ces deux dernières est extrêmement différente, 
notamment en fonction des siliques et des stades de développement considérés. Par exemple, 
les siliques les plus âgées contiennent plus de graines avortées. De même, dans la lignée CSN4-
1+/-, j'ai observé 75,1% de graines vertes correspondant aux embryons CSN4-1+/+ et CSN4-1+/- 
(Figure II.15.B). Les 25% de graines csn4-1 sont répartis entre une majorité de graines dont les 
embryons sont anthocyanés (notées graines violettes) et des graines avortées (Figure II.15.B). 
De même, la proportion de graines avortées varie en fonction des siliques considérées.     
 Après croisement des lignées TCTP+/- et CSN4+/-, j'ai étudié des graines de différents 
phénotypes et génotypes dans les siliques de la descendance des doubles hétérozygotes (Figure 
II.15.C). Ainsi, dans une même silique,  j'ai observé des graines vertes qui ressemblent aux 
sauvages Col0, des graines violettes dont les embryons sont anthocyanés qui ressemblent aux 
simples mutants csn4, des graines blanches dont le développement de l'embryon est très retardé 
qui ressemblent aux simples mutants tctp et des graines avortées. J'ai étudié plus précisément 
la ségrégation dans deux de ces croisements : TCTP-1+/- CSN4-2+/- et TCTP-2+/- CSN4-1+/-( 
Figure II.15.C). Les pourcentages observés sont semblables à ceux attendus pour TCTP-1+/- 
CSN4-2+/- où j'ai compté 57,6 % de graines vertes pour 56,25% attendus de graines au 
phénotype sauvage (TCTP-1+/+ CSN4-2+/+, TCTP-1+/- CSN4-2+/+, TCTP-1+/+ CSN4-2+/- et 
TCTP-1+/- CSN4-2+/-) (Figure II.15.C). Ils diffèrent légèrement pour TCTP-2+/- CSN4-1+/- avec 
64% de graines vertes (Figure II.15.C). Ce résultat est légèrement supérieur à l'attendu. 
 Identifier les simples homozygotes tctp CSN4 ou TCTP csn4 est plus complexe. Dans 
un premier temps, il est facile de déduire que les graines violettes correspondent à des mutants 
csn4 et les graines blanches à des mutants tctp. Les pourcentages respectifs dans les génotypes 
TCTP-1+/- CSN4-2+/- et TCTP-2+/- CSN4-1+/- de graines violettes : 14,1% et 15,6% et de graines 
blanches : 16 et 10,4% sont tous bien inférieurs aux 18,75% attendus pour chaque mutant 
simple homozygote (Figure II.15.C). Ceci étant dit, il est plus difficile d'assigner les graines 
avortées à un génotype car elles peuvent correspondre aux deux simples homozygotes voire au 
double homozygote.  
  



Figure II.16. Les niveaux d’expression d’AtTCTP et d’AtCSN4 sont indépendants l’un de l’autre.

RT-qPCR réalisées à partir de plantules des différents génotypes indiqués. Trois réplicas
biologiques indépendants réalisés (losanges, ronds, carrés) pour tous les génotypes sauf pour

les deux lignées 35S::AtTCTP-GFP (un seul réplica, carrés).

Les niveaux d’expression de AtTCTP (A) et AtCSN4 (B) ont été normalisés à partir des niveaux des

gènes de ménage TUB4, PDF2 et GAPDH et ramenés arbitrairement à 1 pour Col0.

Vert : plantules sauvages, gris foncé : perte de fonction pour AtTCTP, gris clair : surexpression de
AtTCTP, violet : mutant pour AtCSN4.
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Par exemple, pour le génotype TCTP-1+/- CSN4-2+/-, il est probable que les 12,3 % de graines 
avortées soient un mélange de : 4,65% de graines TCTP csn4 (18,75% de TCTP csn4 attendu – 
14,1% de graines violettes observées), 2,75% de graines tctp CSN4 (18,75% tctp CSN4 attendu 
- 16% de graines blanches observé) et 4,9% de graines restantes (12,3 - 4,65 - 2,75) qui 
correspondraient aux mutants tctp csn4. Ce pourcentage est cohérent avec les 6,25% attendu 
bien que légèrement plus bas.  
 Pour confirmer que les graines tctp csn avortent, j'ai regardé par génotypage s'il était 
possible de retrouver des graines de tel génotype dans d'autres conditions. J'ai premièrement 
vérifié qu'aucune plante provenant de graines vertes n'était de génotype tctp csn4. Cela m'a 
semblé particulièrement important étant donné que le pourcentage de graines vertes est 
supérieur à l'attendu dans le génotype TCTP-2+/- CSN4-1+/-. Toutes les plantules testées 
provenant de graines vertes étaient bien de génotype TCTP-2 CSN4. J'ai également vérifié qu'on 
ne retrouve pas de plantes tctp csn dans les graines anthocyanées qui germent. Ainsi, les doubles 
mutants tctp csn semblent se trouver parmi les graines avortées. Je n'ai pas pu préciser leur 
phénotype plus précisément car il s'agit d'environ trois graines par siliques (6,25% attendu dans 
des siliques d'environ 50 graines), rendant les études de ségrégation par silique difficiles. Ces 
études ne m'ont donc permis ni de mettre en évidence l'existence ni de caractériser le 
développement des doubles mutants tctp csn. Néanmoins, ces résultats, avec ceux obtenus en 
étudiant des lignées ARNi (Betsch et al., 2019), suggèrent fortement que les doubles mutants 
tctp csn4 meurent précocement à l'état embryonnaire. 
 

C- Les niveaux d'expression de TCTP et CSN4 sont indépendants 
 Pour préciser le lien génétique entre TCTP et CSN4, j'ai vérifié le niveau d'expression 
de AtCSN4 dans les différents contextes dérégulés pour AtTCTP par RT-qPCR et 
réciproquement (Figure II.16). Pour pouvoir comparer les différents génotypes, tous les 
échantillons ont été obtenus par un processus de sauvetage embryonnaire car celui-ci est 
indispensable à l'obtention de plantules tctp. De plus, les plantules ont été récoltées assez jeunes, 
autours de cinq jours après germination, pour que les mutants csn4 soient encore vivants et pas 
trop impactés par la mort cellulaire. Il est premièrement important de noter qu'avec les amorces 
utilisées pour CSN4 un transcrit est observable dans les échantillons csn4-1 (Figure II.16). 
Malgré cela, des Western blots révélés avec un anticorps spécifique Anti-CSN4 ont confirmé 
une absence de la protéine CSN4 dans les mutants csn4-1 (Figure I.13.F). Les mutants csn4-1 
sont donc bien des mutants perte de fonction même si un transcrit est observable.  
 En comparant sauvages, mutants tctp et 35S::AtTCTP, j'ai démontré que, quel soit le 
niveau de AtTCTP,  le niveau d'expression de AtCSN4 reste constant (Figure II.16.A). Cela 
indique que AtTCTP ne régule pas AtCSN4 au niveau transcriptionnel. Inversement, le niveau 
d'expression d'AtTCTP est semblable chez le sauvage Ws4 et le mutant faible csn4-2035 (Figure 
II.16.B).  Chez les mutants csn4, le niveau de AtTCTP est globalement semblable au niveau 
sauvage voire parfois diminué (Figure II.16.B). Cette légère diminution, visible uniquement sur 
certains échantillons, est probablement une conséquence de la mort cellulaire en cours chez csn 
vu qu'elle n'est pas du tout retrouvée chez csn4-2035. Ainsi, AtCSN4 ne semble pas non plus 
réguler l'expression de AtTCTP. Cela n'exclue pas que des régulations protéiques entre AtTCTP 
et AtCSN4 puissent exister.  
  



Figure II.17. Le niveau de AtTCTP ne dépend pas de AtCSN4.

Observation au microscope confocal (A, B) et à épifluorescence (C) des lignées TCTPg-GFP
CSN4+/-. Le signal vert correspond à la GFP.

A. Observation d’embryons issus de plantes CSN4-2+/-. Aucune différence majeure de

fluorescence n’est visible entre les embryons homozygotes mutants csn4 provenant de

graines violettes et ceux CSN4+ provenant de graines vertes. Barre d’échelle : 15 µm.

B, C. Observation de racines de plantules csn4 et CSN4+ de 5 (B) et 10 jours (C). Les racines
de plantules csn4, reconnaissables à leur phénotype, fluorescent au niveau de leur

méristème de façon similaire à celles CSN4+ à 5 jours mais nettement moins à 10 jours.

Barre d’échelle : 200 µm.
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 Pour étudier plus en détail les régulations au niveau protéique,  j'ai introgressé le 
marqueur TCTPg-GFP dans les lignées CSN4+/-. Ces lignées permettent d'étudier l'influence de 
l'absence de AtCSN4 sur AtTCTP. Dans les embryons et dans les méristèmes racinaires de 
jeunes plantules csn4, le signal fluorescent marquant AtTCTP est autant présent que dans les 
plantules CSN4+ (Figure II.17.A,B). Ce signal s'atténue dans les méristèmes racinaires des 
plantules csn plus âgées, ce qui est probablement une conséquence du fait qu'elles sont en train 
de mourir et donc que les divisions cellulaires sont en train de cesser (Figure II.17.C). Ainsi, 
AtCSN4 ne semble pas influencer directement le niveau protéique de AtTCTP dans les 
embryons et les jeunes plantules d'A. thaliana. Je n'ai pas pu faire l'étude inverse du niveau 
protéique de AtCSN4 dans les mutants tctp car je n'ai pas jugé prioritaire de générer des lignées 
exprimant AtCSN4-GFP sous le contrôle de son propre promoteur. En effet, vu que AtTCTP et 
AtCSN4 interagissent physiquement, il est plus probable que leur mécanisme d'action principal 
implique une coopération pour réguler ensemble leurs cibles, plutôt que l'une soit la cible de 
l'autre. Cela n'exclue pas que AtTCTP puisse réguler AtCSN4 au niveau protéique. Cependant, 
cela reste peu probable comme le niveau protéique de CSN4 semble relativement stable dans 
les ;lignées sous-exprimant ou surexprimant TCTP (Betsch et al., 2019).  
            

D- Lien avec la réponse hormonale 
 Les complexes CRL auxquels participent AtCUL1 sont en partie impliqués dans la 
régulation de la signalisation hormonale, la mieux caractérisée étant la voie de l'auxine (Partie 
I.4.C, Figure I.14.B). Ainsi, la réponse à l’auxine est diminuée chez les mutants csn4 et csn4-
2035 (Dohmann et al., 2008b; Pacurar et al., 2017). Étonnement, les mutants tctp ne présentent 
aucune perturbation ni du transport ni la réponse à l’auxine (Betsch et al., 2019).  
 Les cytokinines sont aussi des candidats évidents pour étudier une médiation hormonale 
du contrôle du cycle cellulaire puisqu’elles ont premièrement été identifiées par leur capacité à 
stimuler la division cellulaire in vitro (Miller et al., 1956). Pour caractériser la réponse aux 
cytokinines dans différentes contextes de dérégulation de TCTP ou CSN4, diverses lignées 
rapportrices sont disponibles. Une lignée exprimant un promoteur synthétique, nommé TWO-
COMPONENT-OUTPUT-SENSOR NEW (TCSn), qui contrôle l’expression de la GFP a été 
établie (Zürcher et al., 2013). Ce promoteur consiste en vingt-quatre répétitions du motif de 
liaison de facteurs de transcription activés en présence de cytokinines, les ARABIDOPSIS 
RESPONSE REGULATOR (ARR) de type B (ARR-B), devant un promoteur minimal 35S. Il 
s'agit donc un senseur de la réponse globale aux cytokinines. D’autres lignées existent comme 
l'expression de la GPF sous le contrôle de promoteurs endogènes dont l'expression est stimulée 
par les ARR-B comme ceux des ARR de type A (ARR-A) ARR5 et ARR7 (Müller and Sheen, 
2008; Zürcher et al., 2013). Les ARR-A sont des facteurs de transcription dont l’activation 
dépend de leur phosphorylation en présence de cytokinines et qui régulent négativement les 
gènes de réponse aux cytokinines, mettant en place une boucle de rétrocontrôle négatif (Partie 
I.1.B, (Müller and Sheen, 2007)). 
 Lors de l’embryogenèse, la réponse aux cytokinines est observable par la construction 
TCSn::GFP dès le stade cœur précoce dans les vaisseaux de la partie plus apicale de l’embryon 
puis la fluorescence s’étend plus verticalement au stade cœur tardif avant d’être restreinte côté 
basal aux vaisseaux de la future racine au stade torpille comme décrit dans la littérature 
((Zürcher et al., 2013), Figure II.18.A).  
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TCSn::GFP 35S::AtTCTP

Figure II.18.A. La signalisation globale des cytokinines, mais pas l’expression des ARR-A, 

est perturbée  en absence de TCTP. 

A. La fluorescence de TCSn::GFP a été évaluée dans des embryons sauvages, tctp-2 et 

35S::AtTCTP à différents stades (cœur, torpille, cotylédons linéaires, voir Figure I.1). 

Le signal GFP est présent au niveau du tissus vasculaire des embryons sauvages et 

35S::AtTCTP mais pas tctp-2.  

Barre d’échelle = 15μm.
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Ce profil est conservé chez les plantes surexprimant AtTCTP mais pas chez les mutants tctp qui 
présentent une diminution drastique de la fluorescence TCSn::GFP à tous les stades de 
l’embryogenèse (Figure II.18.A). J'ai donc mis en évidence que la réponse aux cytokinines 
semble fortement altérée en absence AtTCTP. D'une manière intéressante, les signaux 
ARR5::GFP et ARR7::GFP, présents au niveau du suspenseur aux stades globulaire, cœur et 
torpille, sont semblables chez le sauvage, 35S::AtTCTP et tctp ((Müller and Sheen, 2008; 
Zürcher et al., 2013), Figure II.18.B,C). Ainsi, l’expression d'ARR5 et celle d’ARR7 semblent 
indépendantes de AtTCTP. Cela suggère un processus complexe de régulation de la voie des 
cytokinines par AtTCTP qui stimulerait la voie de façon globale mais indépendante des ARR-
A. Ces données seront à comparer avec la réponse aux cytokinines en cas de perturbation de 
l'expression de AtCSN4, les lignées étant en cours d'établissement. 
 

E- Discussion et perspectives 
 

a- Développement embryonnaire des mutants tctp et csn4 
 Les embryons tctp meurent précocement à l'état embryonnaire sans posséder de défauts 
morphologiques majeurs à cause d'un délai développemental important dû à un ralentissement 
de la croissance mitotique (Brioudes et al., 2010). Une approche de sauvetage embryonnaire 
permet aux embryons tctp de poursuivre leur développement jusqu’à l’âge adulte s’ils sont 
placés sur des milieux appropriés : milieu riche en sucre jusqu’au début de la germination, 
milieu classique jusqu’à la formation des premières feuilles puis terre ((Brioudes et al., 2010), 
Figure 1.19). La létalité pourrait donc être majoritairement due à un manque de ressources 
nutritives pour l’embryon qui a besoin d’un temps plus long de développement à cause du 
ralentissement de la progression du cycle cellulaire. Cette hypothèse est confortée par l’absence 
de défaut morphologique majeur des embryons tctp (Brioudes et al., 2010). J’ai voulu la tester 
autrement en essayant de complémenter les mutants tctp en exprimant AtTCTP uniquement 
dans l’embryon sous le contrôle du promoteur spécifique pTWISTEDSEED (pTWS) (Doll et al., 
2020) ou uniquement dans l’albumen sous le contrôle du promoteur spécifique pZHOUPI 
(pZOU) (Yang et al., 2008). Ces complémentations partielles permettront de clarifier le rôle de 
AtTCTP respectivement dans la croissance mitotique embryonnaire et dans le transport de 
nutriment de l’albumen vers l’embryon. L'analyse des premiers transformants est actuellement 
en cours. En complément de ces études, il serait également d'étudier si les mutants tctp et csn4-
2035 présentent ou non un délai dans le développement de l'albumen comparable à celui 
observé au niveau embryonnaire. Cela aiderait à comprendre le mécanisme mis en jeu et la part 
de coordination dans le développement de ces deux tissus. Des données obtenues chez le mutant 
csn2 montrent que le développement de l'albumen y est ralenti, suggérant un lien étroit avec le 
développement embryonnaire également ralenti (Franciosini et al., 2015). 
 Comme TCTP interagit physiquement et génétiquement avec CSN4 (Betsch et al., 
2019), j'ai caractérisé précisément le développement embryonnaire des mutants csn4. Ainsi, les 
embryons csn4 présentent un délai d'entre 2 et 3 jours par rapport aux embryons CSN4+ de la 
même silique (Figure II.12). Ce phénotype est en cohérence avec celui des csn2 pour lesquels 
un délai dans le développement embryonnaire avait auparavant été observé sans être quantifié 
de manière précise (Franciosini et al., 2015).  
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Figure II.18.B,C. La signalisation globale des cytokinines, mais pas l’expression des ARR-A, 

est perturbée  en absence de TCTP.

B,C.  La fluorescence des marqueurs ARR5::GFP (B) et AAR7::GFP (C) a été évaluée dans des 

embryons sauvages, tctp-2 et 35S::AtTCTP à différents stades (globulaire, cœur, torpille, voir 

Figure I.1.B). 

Le signal GFP est semblable dans tous les embryons observés.  

Barre d’échelle : 15μm.
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De plus, même si les embryons csn2 présentent quelques défauts mineurs lors de 
l'embryogenèse notamment au niveau des divisions de l'hypophyse et du centre quiescent liés 
à une signalisation auxiniques réduite, ils restent majoritairement semblables aux embryons 
sauvages, avec des méristèmes apicaux bien établis (Franciosini et al., 2015). De même, les 
embryons csn4 ne présentent pas de défauts morphologiques majeurs, suggérant que leur défaut 
principal à ce stade est un retard dans la croissance mitotique, semblable à celui observé chez 
les mutants tctp. Cela est cohérent avec le fait que les cellules BY2 exprimant un ARNi contre 
CSN4 et les cellules racinaires d'A. thaliana présentent toutes deux un délai d'environ 4h du 
cycle cellulaire (Betsch et al., 2019). 
 Néanmoins, le délai observé chez les embryons csn4 est plus modéré que celui des 
embryons tctp et les embryons csn4 parviennent à maturité avant la phase de déshydratation de 
la silique. Ils ne présentent donc pas de létalité embryonnaire et les graines peuvent germer. 
Cette observation apporte plus de précision sur le processus mis en jeu au niveau embryonnaire. 
En effet, en culture cellulaire de BY2 et dans les racines d'A. thaliana, l'expression d'un ARNi 
contre CSN4 ou TCTP induit un délai du cycle cellulaire semblable par rapport au sauvage 
(environ 4h, (Betsch et al., 2019)). Le délai embryonnaire n'est donc pas purement un reflet du 
délai dans la progression du cycle cellulaire observé auparavant dans d'autres situations qui 
conduirait à un délai semblable chez les mutants csn4 et tctp. Il est donc possible de déduire 
que, au contraire des situations précédentes, le cycle cellulaire semble ralenti de façon moins 
importante chez csn4 que tctp ou alors qu'un processus non identifié permet de limiter l'impact 
du ralentissement du cycle cellulaire sur le développement embryonnaire chez csn4 mais pas 
chez tctp.  
 Par ailleurs, les plantules csn4 meurent environ 10 jours après germination (Figure I.13). 
Contrairement aux embryons csn4, les plantules csn4 possèdent un phénotype nettement plus 
pléiotropique, caractérisé notamment par de forts défauts du développement racinaire et de la 
signalisation auxinique s’ajoutant à ceux dans la progression du cycle cellulaire qui étaient déjà 
visibles au stade embryonnaire (Gusmaroli et al., 2007). Par ailleurs, contrairement aux graines 
tctp, les plantules csn4 ne peuvent pas être sauvées par un ajout de nutriments. Les défauts 
majeurs causant la létalité chez csn4 semblent être différents de ceux chez tctp, où le 
ralentissement du cycle cellulaire conduisant à un manque de ressources est crucial. Ainsi, le 
ralentissement du cycle cellulaire conduisant à un manque de nutriment ne semble pas être le 
facteur prédominant de la mort des plantules csn4, ce qui est cohérent avec la grande pléiotropie 
de leur phénotype. La raison majeure de cet arrêt semble être l'arrêt des méristèmes apicaux 
caulinaires et racinaires dont l'activité n'est maintenue post-embryonnairement (Franciosini et 
al., 2015). 
 Concernant les mutants faibles csn4-2035, le développement embryonnaire est très 
légèrement impacté, comme en témoigne le délai inférieur à un jour que j'ai pu mettre en 
évidence (Figure II.13). Leur phénotype embryonnaire, tout comme le phénotype global, est 
donc nettement moins important que celui des mutants perte de fonction csn4. Comme csn4-
2035 est en grande partie affecté dans l'activité de déneddylation, plusieurs hypothèses peuvent 
se dégager : soit l'activité déneddylase persistante peut suffire à assurer le déroulement presque 
normal du développement embryonnaire, soit CSN4 agit sur le développement embryonnaire 
par un mécanisme indépendant de CSN. Cette dernière hypothèse est confortée par le fait que 
TCTP et csn4-2035 interagissent (Figures II.6 et II.7). Ainsi, si l'action de CSN4 sur le 
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développement embryonnaire passe majoritairement par son interaction avec TCTP (non 
perturbée chez le mutant csn4-2035), mais par celle avec le complexe CSN (perturbée chez le 
mutant csn4-2025), il paraît logique que le développement des embryons csn4-2035 ne soit que 
peu perturbé.  
 

b- Interaction génétique entre TCTP et CSN4 
 Pour préciser le lien génétique lors du développement entre AtTCTP et AtCSN4, j'ai 
cherché à obtenir les doubles homozygotes mutants tctp csn4. Ces mutants semblent létaux en 
début de développement embryonnaire (Figure II.15). Cela est cohérent avec l'impossibilité 
d'obtenir des plantes exprimant à la fois ARNi-AtTCTP et ARNi-AtCSN4 auparavant remarquée 
dans l'équipe (Betsch et al., 2019). Cependant, il n'est pas possible d'obtenir plus de précision 
et de savoir si les mutants tctp csn4 ressemblent aux mutants tctp ou sont encore plus retardés 
dans leur développement. Ces études sont rendues difficiles par le fait que les deux mutants 
étudiés sont létaux et qu'il faut donc travailler avec des plantes double hétérozygotes conduisant 
à un nombre limité de doubles homozygotes par silique dans la descendance. Ces limites 
pourront être dépassées en croisant le mutant faible viable csn4-2035 (Col0) avec les lignées 
TCTP+/-. Dans ces lignées il sera possible de fixer la mutation csn4-2035 à l'état homozygote 
pour identifier plus facilement les doubles mutants tctp csn4-2035. Ces croisements sont en 
cours d'obtention. 
 De plus, il est important de noter que l'absence de CSN4 n'améliore pas le phénotype 
des mutants tctp csn4 par rapport à celui des mutants tctp (Figure II.15). En effet, si l'hypothèse 
de séquestration de CSN4 en dehors de CSN par TCTP expliquait la grande majorité du 
phénotype des mutants tctp, ce dernier serait en grande partie dû à un fonctionnement accru de 
CSN entraînant une hypo-neddylation des CUL (hypo-neddylation bien visible pour CUL1 
chez les mutants tctp, (Betsch et al., 2019). Or, chez les double mutants tctp csn4, en absence 
de CSN4, cette hypo-neddylation n'est pas possible comme CSN n'y est pas actif et les CUL 
sont au contraire hyper-neddylées. On s'attendrait donc à observer un phénotype moins 
important chez les mutants tctp csn4 par rapport aux mutants tctp, un phénotype s'approchant 
de celui des mutants csn4. Cela n'est pas en accord avec mes résultats expérimentaux qui 
indiquerait donc que le rôle de TCTP ne serait pas uniquement de séquestrer CSN4 en dehors 
du complexe CSN. 
 Pour avancer quant à la séquestration de CSN4 par TCTP, il est également possible de 
s'appuyer sur les études d'interaction génétiques déjà publiées (Betsch et al., 2019). En effet, 
les doubles mutants 35S::AtTCTP 35S::AtCSN4-GFP ont le même phénotype que les mutants 
35S::AtTCTP, à savoir une croissance plus rapide au début de leur développement (Betsch et 
al., 2019). Si le rôle de AtTCTP était majoritairement de séquestrer AtCSN4 en dehors du 
complexe CSN, alors le phénotype du double mutant sur-exprimant AtTCTP et AtCSN4 devrait 
être nettement moins fort que celui du simple mutant sur-exprimant uniquement AtTCTP, ce 
qui n'est manifestement pas le cas.  De plus, le double mutant ARNi-TCTP 35S::CSN4-GFP 
présente certes un phénotype de retard de croissance mais de façon moins prononcé que le 
simple mutant ARNi-TCTP (Betsch et al., 2019). Ce résultat est également en incohérence avec 
un rôle de TCTP uniquement dans la séquestration de CSN4. Ainsi, les différentes conclusions 
de ces études génétiques, en cohérence avec l'étude que j'ai menée précédemment sur le mutant 
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TCTPE12V (Partie II.1.B), semblent indiquer que le rôle de TCTP est complexe et ne peut pas 
s'expliquer uniquement par la séquestration de CSN4 en dehors de CSN. 
 

c- Lien avec les voies hormonales 
 Pour mieux comprendre les défauts développementaux, il est intéressant d'étudier le lien 
de la voie TCTP/CSN4 avec différentes signalisations hormonales. Un premier candidat évident 
est la voie de signalisation de l'auxine, liée à la régulation du cycle cellulaire et qui fait intervenir 
une ligase E3 contenant CUL1: SCFTIR1 (Partie I.4.C, Figure I.14.B). De façon étonnante, alors 
que la mutation tctp perturbe la neddylation de CUL1 (Betsch et al., 2019), elle ne semble 
affecter ni le transport ni la réponse à l’auxine (Betsch et al., 2019). Ainsi, les complexes 
SCFTIR1 contenant AtCUL1 et impliqués dans la voie de dégradation des AUX/IAA par l'auxine 
ne semblent pas être régulés par AtTCTP. La régulation des CRL via AtCUL1 par AtTCTP 
serait donc plus limitée que celle par CSN en général et ne toucherait que certains complexes 
contenant CUL1 et non pas leur totalité. Ainsi, TCTP n'agirait que sur une sous-population des 
CRL1, sans modifier le niveau de neddylation et l'activité de l'ensemble des CRL1.Pour 
confirmer ces données, j'ai utilisé la construction HS::AXR3NT-GUS qui permet d’évaluer la 
dégradation des AUX/IAA, dont ARX3 est un représentant, dans différentes conditions (Gray 
et al., 2001). Cette dégradation, stimulée par un traitement à l’auxine, est moindre dans un 
contexte où l’activité CSN de déneddylation de AtCUL1 est perturbée comme dans le cas des 
mutants csn1-10 (Huang et al., 2013) et csn2-5  (Stuttmann et al., 2009a). Les lignées sont 
actuellement en cours d'analyse.  
 J'ai choisi d'étudier également la signalisation des cytokinines car celle-ci est également 
liée étroitement à la régulation du cycle cellulaire, de façon globalement antagoniste à la voie 
de l'auxine. De façon surprenante, la signalisation globale aux cytokinines (rapportée par le 
promoteur synthétique TCSn) est grandement diminuée dans les embryons tctp sans que les 
niveaux d'expression des ARR-A ARR5 et ARR7 soient modifiée (Figure II.18). Ces données 
peuvent paraître à première vue en totale contradictoires. Néanmoins, ARR7 peut également 
être régulé par la voie de l’auxine via les AUXINE RESPONSE FACTORS (ARF) ((Müller 
and Sheen, 2008), Figure I.2). Il est donc possible qu’en absence de AtTCTP la transcription 
d’ARR7 soit stimulée non pas par les ARR-B, moins actifs comme le montre la réduction du 
signal TCSn::GFP (Figure II.18), mais par les ARF qui restent actifs comme le montre le signal 
DR5::Venus inchangé (Betsch et al., 2019). Ainsi, la signalisation auxinique qui reste inchangée 
pourrait contribuer à la diminution de celle des cytokinines dans les embryons tctp. Pour mieux 
comprendre les processus mis en jeux, il sera crucial d'étudier la réponse aux cytokinines dans 
les embryons csn4 chez qui la signalisation auxinique est fortement diminuée.  
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3- Contrôle de la progression du cycle cellulaire par AtTCTP et AtCSN4 
 

 Après avoir étudié la fonction globale de AtTCTP et AtCSN4 sur le développement des 
plantes, j'ai choisi de me focaliser sur l'étude de la voie moléculaire expliquant au moins en 
partie ces défauts développementaux globaux. Ainsi, j'ai cherché à identifier le mécanisme 
précis d'action de AtTCTP/AtCSN4 sur la progression du cycle cellulaire. 
 

A- Suivi de la progression du cycle cellulaire in planta 
 Les données de mon équipe d'accueil indiquent que, chez les cellules synchronisées de 
tabac, la sous-expression aussi bien de NtTCTP que de NtCSN4 conduit à un ralentissement de 
la progression du cycle cellulaire (Betsch et al., 2019; Brioudes et al., 2010). Plus précisément, 
ils ont démontré que ces sous-expressions conduisent à un délai de 4h de la transition G1/S 
(Betsch et al., 2019; Brioudes et al., 2010). Au contraire, ils ont observé une accélération de la 
phase G1 chez les cellules surexprimant NtTCTP, mais la longueur du cycle reste inchangée 
(Betsch et al., 2019). De plus, dans les pointes racinaires d'A. thaliana, des essais 
d'incorporation d'EdU ont montré un délai similaire dans les lignées ARNi-AtTCTP et ARNi-
AtCSN4. En effet, le cycle entier est retardé d'environ 4h tandis que la durée de la phase S reste 
inchangée par rapport aux plantes sauvages et aux plantes surexprimant AtTCTP ou AtCSN4 
(Betsch et al., 2019). Pour mieux caractériser le délai dans le cycle chez les arabettes ARNi 
pour AtTCTP ou AtCSN4, j'ai mis en place une approche de suivi in vivo par des marqueurs 
fluorescents spécifiques des différentes phases du cycle cellulaire.  
 J'ai commencé cette étude par la mise en place d'un suivi in vivo automatisé de la racine 
en croissance (appelé root tracking) en microscopie confocale. Cette méthode permet de suivre 
un signal fluorescent pendant une durée pouvant aller jusqu'à quinze heures en prenant un cliché 
toutes les cinq minutes (Doumane et al., 2017). Pour cela j'ai suivi le marqueur 
pCYCB1::CYCB1-GFP  qui est présent dans les cellules uniquement de la fin de la phase G2 
jusqu'à la fin de la phase M ((Aki and Umeda, 2016), Figure II.19.B,C). Pour chaque racine 
étudiée (10 dans le cas des plantules sauvages Col0), j'ai pu repérer différentes cellules (entre 
3 et 20 par racine) pour lesquelles il est possible de suivre et quantifier un cycle entier de 
fluorescence pendant la période d'observation : apparition progressive de CYCB1-GFP dans les 
noyaux en G2, concentration sur le plan équatorial en métaphase et disparition brutale en 
anaphase, conformément aux données déjà publiées (Figure II.19.C,D, (Aki and Umeda, 2016). 
La durée moyenne de fluorescence de pCYCB1::CYCB1-GFP calculée sur 85 cellules sauvages 
est de 1h44 (Figure II.19.E). Cela signifie que la cellule met environ 1h45 pour passer de la fin 
de la phase G2 à l'anaphase de la mitose. Cette durée est inférieure à celle de 3h publiée 
précédemment (Aki and Umeda, 2016). Cette différence peut très probablement s'expliquer par 
les variations dans les conditions de culture (Aki and Umeda, 2016).  
 Par la suite, j'ai conduit des études similaires sur des mutant tctp-2. Je n'ai 
malheureusement pas pu mesurer la durée de la fluorescence pour un grand nombre de cellules 
car les racines croissantes des plantules tctp survivent très difficilement dans la petite chambre 
de culture d'imagerie par root tracking. Néanmoins, j'ai pu démontrer que la durée de la 
fluorescence de pCYCB1::CYCB1-GFP n'est pas significativement modifiée (T-test, p-value:  
0,21) dans la lignée mutante tctp-2 où la durée moyenne, calculée sur 10 cellules venant de 
deux racines, est de 1h56 (Figure II.19.E).  
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Figure II.19. Suivi du cycle cellulaire par root tracking dans des racines dérégulées pour TCTP.

A. Image du méristème d'une racine Col0 (délimitée par les pointillés) exprimant les constructions 

pHTR2::CDT1a-RFP (rouge) et pCYCB1::CYCB1-GFP (vert). 

B. Image du méristème d'une racine Col0 (délimitée par les pointillés) exprimant la construction 

pCYCB1::CYCB1-GFP. La fluorescence est bien observable dans le noyaux de certaines cellules. La 

progression dans les phases G2 et M est numérotée de 1 (G2, apparition de la fluorescence) à 4 

(métaphase, juste avant la disparition de la fluorescence).

C,D. Un noyau (délimité par un cercle blanc) d'une racine Col0 exxprimant pCYCB1::CYCB1-GFP  

a été suivi pendant la progression des phases G2 et M. Une image a été prise toutes les 5 minutes (B) 

et la fluorescence y a été quantifiée (C). Les étoiles rouges et bleues marquent respectivement le 

moment où la fluorescence apparaît et disparaît.

E. Comparaison de la durée de fluorescence de la construction pCYCB1::CYCB1-GFP dans les 

noyaux de racines Col0 (85 noyaux étudiés), 35S::AtTCTP (27 noyaux) et tctp (10 noyaux). La 

largeur des boîtes est proportionnelle à la taille des échantillons considérés. Le losange rouge 

repésente la moyenne calculée pour chaque génotype. L'étoile indique que les moyennes pour Col0 

et 35S::AtTCTP sont significativement différentes (T-test, p-value < 0,05). 
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Mes résultats suggèrent donc que les phases G2/M ne sont pas impactées en absence de 
AtTCTP, en accord avec les données déjà publiées par mon équipe (Betsch et al., 2019; Brioudes 
et al., 2010).    
 Par ailleurs, la durée de fluorescence de pCYCB1::CYCB1-GFP est légèrement mais 
significativement  (T-test, p-value de 0,003) augmentée pour la lignée 35S::AtTCTP avec une 
moyenne de 1h56 pour 27 noyaux étudiés (Figure II.19.E). Ces données peuvent paraître 
surprenantes mais s'accordent avec celles obtenues dans les cellules synchronisées de tabac où 
la surexpression de 35S::NtTCTP-GFP provoque une accélération de la phase G1/S d'environ 
2h mais pour une durée totale de cycle semblable aux cellules sauvages (Betsch et al., 2019). 
Comme la longueur de la phase S est similaire dans les racines d'A. thaliana sauvage et 
35S::AtTCTP (Betsch et al., 2019), cela laisse supposer une compensation en G2 ou M et est 
donc cohérent avec l'observation de phases G2/M légèrement plus longues dans les racines d'A. 
thaliana.  
 Du fait de la mortalité précoce des plantules csn4, je n'ai pas pu utiliser la même 
approche sur ces mutants. La durée aurait sans doute été affectée comme il est publié que 
AtCSN4 est essentiel pour la progression de la phase G2 et que la construction CYCB1;1::GUS 
est exprimée dans un nombre de cellules plus élevées chez csn4 par rapport au sauvage 
(Dohmann et al., 2008a).  
 J'ai ensuite voulu suivre des marqueurs d'autres phases du cycle cellulaire pour 
compléter ces résultats. pHTR2::CDT1a-RFP est un marqueur exprimé dans les phases S-G2 
pendant une durée de huit heures environ (Aki and Umeda, 2016), Figure II.19.A). Cependant, 
pendant les 15h d'observation, je n'ai vu aucune cellule où le signal fluorescent apparaît puis 
disparaît. Je n'ai donc pas pu quantifier la durée de fluorescence et par là la durée des phases 
S/G2. Cela indique soit que la durée des phases S/G2 est nettement allongée dans nos conditions 
jusqu'à dépasser 12-14h, soit que le marqueur est plus stable et pas strictement restreint aux 
phases S/G2.  
 La transition G1/S étant particulièrement intéressante pour mes études, j'ai essayé de 
développer un marqueur fluorescent adapté pour la suivre. Des candidats évidents sont les 
cyclines de type D qui sont des cyclines de type G1, impliquées dans le passage à la phase S 
(Partie I.2.B, (Menges et al., 2006)). CYCD3;1 a été choisie car, même si son expression n'est 
pas spécifique à la phase G1 avec également un pic en phases G2 et M après une chute drastique 
de l'expression en phase S (Menges et al., 2005), elle a été décrite comme limitante pour la 
transition G1/S (Menges et al., 2006). Différents clonages ont été initiés pour cloner CYCD3;1 
fusionné en N- ou C-terminal avec différents fluorochromes (GFP ou m-cherry) sous le contrôle 
de son promoteur endogène. Malgré une bonne efficacité de transformation, je n'ai pu observer 
aucune fluorescence dans les racines des diverses lignées d'insertions obtenues. Étant donné 
que son niveau d'expression dans les racines est relativement faible (Collins et al., 2012) et sa 
dégradation rapide (Planchais et al., 2004), il est probable que la fusion CYCD3;1-
fluorochrome ne soit pas présente en assez grande quantité, ou de façon trop transitoire, pour 
être suivie par microscopie fluorescent même en phase G1. Par root tracking, j'ai donc pu 
confirmer que la durée des phases G2 et M n'est pas affectée chez les mutants tctp mais pas que 
la transition G1/S est retardée. 
 
 
 



A

C

Figure II.20. Etude des niveaux protéiques de TCTP et CSN4 au cours du cycle cellulaire.

A,B. Des cellules de BY2 en culture liquide ont été synchronisées par de l’aphidicoline (traitées, gris
foncé). Après retrait de la drogue (t0), des échantillons ont été prélevées à différents temps (indiqués en

heures) pour permettre l’extraction des noyaux (A) ou des protéines totales (B).

A. Analyse du cycle cellulaire en cytométrie de flux après coloration de l’ADN au DAPI. Des cellules non

traitées (contrôle, gris clair) sont montrées pour le temps t0, représentatif de tous les temps observés.

B. Western Blot révélé avec des anticorps anti –TCTP, -CSN4 et –TUBULIN et quantification associée. Les
quantités de CSN4 (violet) et TCTP (gris) ont été normalisées par celle de TUBULIN.

C. Image représentative d’apex de racines exprimant TCTPg-GFP suivies par root tracking pendant 15h.

Aucune modification du signal fluorescent n’est visible au cours du temps. Echelle : 20 µm.
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B- Régulation de AtTCTP et AtCSN4 au cours du cycle cellulaire 
 Une autre question est comment la voie AtTCTP/AtCSN4 pourrait réguler la 
progression du cycle cellulaire uniquement à certains points clefs comme la transition G1/S, 
alors que CSN est impliqué plus globalement. Ainsi, j'ai étudié si AtTCTP voire AtCSN4 
étaient régulées spécifiquement lors des différentes phases du cycle cellulaire. Pour cela, j'ai 
quantifié la quantité de AtTCTP et AtCSN4 par Western blot dans des échantillons prélevés 
toutes les deux heures sur des cellules de tabacs synchronisées (Figure II.20.A,B). J'ai 
également évalué la quantité d'ADN de ces cellules par cytométrie de flux pour y suivre la 
progression du cycle cellulaire (Figure II.20.A). Les niveaux de AtTCTP et AtCSN4 restent 
constants au cours du cycle cellulaire montrant qu'il n'y a pas de variation du niveau de ces 
protéines au cours des différentes phases du cycle cellulaire (Figure II.20.B).  
 De plus, j'ai suivi la fluorescence de la construction AtTCTPg-GFP par root tracking 
(Partie II.3.A) pendant 15h dans l'apex de la racine (Figure II.20.C).  Je n'ai observé aucune 
différence flagrante ni de niveau (confirmant les résultats précédents), ni de localisation de 
AtTCTP-GFP. Conformément à ce qui avait été observé auparavant notamment dans le système 
hétérologue des feuilles de tabac (Betsch et al., 2019), AtTCTP semble cytosolique et parfois 
nucléaire. Ces données mettent donc en évidence une absence de régulation du niveau 
d'accumulation protéique de AtTCTP au cours du cycle cellulaire et ne permettent donc pas de 
conclure quant aux mécanismes conduisant à une spécificité d'action du complexe TCTP/CSN4 
lors de la transition G1/S. 
  

C- Étude du niveau d'expression des cyclines 
 Pour évaluer plus précisément le rôle de AtTCTP et AtCSN4 dans la progression du cycle 
cellulaire, j'ai étudié l'effet de la dérégulation d'AtTCTP et AtCSN4 sur le niveau d'expression 
de plusieurs cyclines, régulateurs clefs du cycle cellulaire, par RT-qPCR. Cette approche 
transcriptomique est loin d'être idéale car les régulateurs du cycle cellulaire sont connus pour 
être majoritairement régulés post-transcriptionnellement. Néanmoins, les outils protéomiques 
pour étudier le cycle cellulaire manquent cruellement chez les plantes par rapport aux animaux. 
Une approche transcriptomique reste donc intéressante puisqu'elle peut donner des indications 
sur la variation d'expression d'un grand nombre de gènes sur différentes lignées d'intérêt. Ainsi, 
j'ai mesuré l'expression de différentes cyclines chez les deux lignées perte de fonction 
indépendantes de tctp et csn4 et chez le mutant ponctuel csn4-2035 (Figure II.21). À cause de 
la létalité des mutants tctp et csn, j'ai dû travailler sur des plantules assez jeunes étant subi le 
protocole de sauvetage embryonnaire; ces conditions ont été appliquées à tous les échantillons. 
Les cyclines ont été choisis sur plusieurs critères : celles déjà connues pour être dérégulés chez 
csn4 (Dohmann et al., 2008a) et celles connues pour être exprimés de manière spécifique en 
G1/S (Menges et al., 2005).  
 Certaines cyclines de classe D ont été étudiées car elles sont connues pour réguler la 
transition G1/S (Figure II.21.A). Parmi elles, CYCD4;2, 6;1 et 7;1 sont spécifiquement 
exprimées à la fin de la phase G1 alors que l'expression de CYCD3;1 s'étend aux phases G2, M 
et G1 (Menges et al., 2005). Aucune dérégulation au niveau transcriptionnel n'est visible dans 
csn4 pour CYCD3;1 (Figure II.21.A).  
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Figure II.21 A. Expression des cyclines (CYC) dans des plantules dérégulées pour TCTP ou CSN4.

Résultats de RT-qPCR réalisées sur des plantules des différents génotypes indiqués : sauvages (vert,
Col0 , Ws4, CSN4-1+, et CSN4-2+), perte de fonction pour AtTCTP (gris, tctp-1, tctp-2), perte de

fonction et sous-exprimant AtCSN4 (violet, csn4-1, csn4-2 et csn4-2035). Trois réplicas biologiques

ont été réalisés (losanges, ronds, carrés).

A. Expression des cyclines de classe D
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Il est dur de conclure quant à l'expression de cette cycline dans tctp car, même s'il est possible 
d'observer une légère diminution (valeur autour de 0,7 contre 1 pour Col0), celle-ci se fait pour 
des valeurs absolues d'expression extrêmement faibles et n'est pas donc probablement pas 
significative. Par contre, une claire diminution de l'expression de CYCD4;2 est visible dans 
csn4-2035 avec une tendance similaire pour les plantes csn4 (Figure II.21.A). J'ai également 
observé une diminution de CYCD6;1 et CYCD7;1 dans les deux lignées indépendantes csn4 
(Figure II.21.A). Il est compliqué de conclure sur le niveau d'expression de ces deux dernières 
cyclines dans csn4-2035 car elles semblent très peu exprimées dans le fond Ws4 (expression 
environ 40% plus faible pour CYCD6;1 et 90% plus faible pour CYCD7;1 que chez Col0) 
(Figure II.21.A). Cela peut s'expliquer soit par une inéquation des amorces de qPCR utilisées 
due à des SNP entre Col0 et Ws4, soit par une expression différentielle entre ces deux fonds 
génétiques. Concernant le génotype tctp, seule CYCD7;1 semble légèrement sous-exprimée 
alors que les autres cyclines sont exprimées au niveau sauvage (Figure II.21.A). Ainsi, mes 
données démontrent que les cyclines D exprimées spécifiquement en G1 semblent être 
majoritairement sous-exprimées en absence de AtCSN4, alors que le rôle de AtTCTP paraît 
être plus limité et concerner spécifiquement CYCD7;1.  
 Parmi les cyclines de classe A, CYCA3;1 et CYCCA3;2 sont exprimées uniquement 
pendant la phase S et CYCA1;1 et CYCA2;2 sont exprimées pendant les phases G2 et M. En 
cohérence avec des données déjà publiées pour CYCA2;2 et CYCA3;2 (Dohmann et al., 2008a), 
ces cyclines sont, à part CYCA1;1, nettement surexprimées dans les mutants csn (Figure 
II.21.B). Cependant, elles ne le sont pas ou peu dans csn4-2035, ce qui laisse supposer un effet 
majeur de la mort cellulaire dans le processus d'activation transcriptionnelle des cyclines A en 
absence de AtCSN4. En outre, la dérégulation de AtTCTP n'a aucun effet sur la transcription 
des cyclines A (Figure II.21.B).   
 Enfin, d'autres cyclines régulent les phases G2 et M : CYCB1;1 qui est en plus liée à la 
voie de réponse aux dommages à l'ADN (Culligan et al., 2006) et CYCB1;2. La perte de 
fonction de AtTCTP n'a pas d'effet sur le niveau d'expression d'aucune de ces deux CYC (Figure 
II.21.C). En revanche, CYCB1;1 est massivement surexprimée dans les mutants perte de 
fonction et allélique pour AtCSN4, conformément aux données déjà publiées pour csn4 
((Dohmann et al., 2008a), Figure II.21.C). Au contraire, l'expression de CYCB1;2 semble 
diminuée pour csn4 et constante pour csn4-2035 alors qu'elle avait été publiée comme 
augmentée dans csn4 ((Dohmann et al., 2008a), Figure II.21.C).  
 Ces données de RT-qPCR permettent d'avoir une idée du fonctionnement global du 
cycle cellulaire dans les différents génotypes étudiés. En accord avec nos résultats précédents, 
elles confirment que AtTCTP et AtCSN4 joueraient toutes deux un rôle lors de la transition 
G1/S et que seule AtCSN4 aurait un impact sur les autres phases du cycle cellulaire.  Ainsi, 
mes résultats suggèrent qu'il n'y a pas d'effet global de AtTCTP sur la régulation de l'expression 
des cyclines en général mais spécifiquement sur l'expression d'une cycline de la phase G1 : 
CYCD7;1. Au contraire, suite à la perte de fonction de AtCSN4, de nombreux effets sont 
visibles : sous-expression de certaines cyclines de phase G1 et surexpression de certaines 
cyclines des phases S, G2 et M. Cependant, une bonne partie de ces effets pourraient être des 
conséquences secondaires de la mort cellulaire plutôt que des conséquences primaires de 
l'absence de AtCSN4 car ils ne se retrouvent pas dans le mutant faible et viable csn4-2035.  
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Figure II.21.B,C. Expression des cyclines (CYC) dans des plantules dérégulées pour TCTP ou 

CSN4. 
Résultats de RT-qPCR réalisées sur des plantules des différents génotypes indiqués : sauvages

(vert, Col0 , Ws4, CSN4-1+, et CSN4-2+), perte de fonction pour AtTCTP (gris, tctp-1, tctp-2), perte

de fonction et sous-exprimant AtCSN4 (violet, csn4-1, csn4-2 et csn4-2035). Trois réplicas

biologiques ont été réalisés (losanges, ronds, carrés).

B. Expression des cyclines de classe A.
C. Expression des cyclines de classe B.
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Ainsi les tendances retrouvées à la fois chez csn4-1, csn4-2 et csn4-2035, comme la 
surexpression de CYCB1;1 et la sous-expression de cyclines de phase G1, sont particulièrement 
intéressantes pour comprendre le rôle de AtCSN4. 
 J'ai voulu confirmer ces résultats de RT-qPCR par une autre méthode pour CYCD6;1,  
cycline exprimée lors de la transition G1/S. Pour cela, j'ai croisé les différentes lignées d'intérêt 
avec les lignées déjà décrites qui permettront de suivre in vivo l'expression de CYCD6;1 : 
pCYCD6;1::GUS-GFP (Sozzani et al., 2010). Ces croisements sont en cours d'études et des 
résultats préliminaires ont été obtenus. Comme attendu, une fluorescence relativement faible 
est retrouvée chez certains embryons sauvages, au niveau de certaines cellules de la pointe 
racinaire au niveau de l'endoderme et/ou du péricycle (Figure II.22). Cette expression est 
cohérente avec celle déjà observée dans les cellules initiales du cortex et de l'endoderme et leurs 
descendantes (Sozzani et al., 2010). Aucune différence n'a été observée à première vue chez les 
mutants csn4-2 (Figure II.22). Vu le faible niveau de fluorescence observée, une étude plus 
poussée est nécessaire pour déterminer si une baisse de l'expression de CYCD6;1 est observable 
chez ces mutants, conformément aux données de RT-qPCR (Figure II.21). De façon 
surprenante, la zone d'expression de CYCD6;1 semble grandement élargie chez le mutant tctp-
2 (Figure II.22). CYCD6;1 y est exprimée plus apicalement, toujours au niveau de la même file 
cellulaire correspondant probablement à l'endoderme ou au péricycle. Des études plus poussées 
sont requises pour déterminée l'identité précise de cette file cellulaire. L'augmentation de 
l'expression de CYCD6;1 chez le mutant tctp paraît assez surprenante notamment du fait des 
résultats de RT-qPCR qui indique une stabilité de son expression et une diminution d'une autre 
cycline de phase G1, CYCD7;1 (Figure II.21). Néanmoins, les RT-qPCR ont été réalisées chez 
des plantules et non des embryons, il donc totalement possible que la dynamique de l'expression 
de CYCD6;1 soit différente dans ces deux tissus. Elle devra donc être confirmée par des études 
futures, notamment dans la lignée indépendante tctp-1. De plus, une lignée reportrice avec une 
fusion traductionnelle de CYCD6;1 pourra également préciser ces résultats, notamment pour 
éclaircir si cette accumulation se retrouve au niveau protéique. Si ces résultats sont confirmés, 
il sera possible de supposer que l'accumulation de CYCD6;1 dans les mutants tctp est une 
conséquence d'un blocage dans la transition G1/S conduisant à une accumulation des cyclines 
de phase G ne pouvant plus être dégradées en phase S. 
 

D- Étude de l'activité des complexes CDK/CYC 
 Les résultats précédents laissent envisager que AtTCTP et AtCSN4 peuvent réguler une 
partie des complexes CDK/CYC en influant sur le niveau d'expression des cyclines. De tels 
résultats restent très lacunaires car, en plus de l'importance du contrôle de l'expression des 
cyclines, ils existent d'autres moyens majeurs de contrôle de l'activité de ces complexes comme 
la dégradation par la voie UB/protéasome des cyclines et la régulation de l'activité kinase des 
CDK par phosphorylation/déphosphorylation (Partie I.2.C). Pour avoir une vision plus globale, 
en collaboration avec Cécile Raynaud (Institute of Plant Sciences Paris Saclay, Équipe : 
Chromosome Dynamics), nous nous sommes intéressés au niveau d'activité des complexes 
CDK/CYC par test d'activité kinase ((Schönthal, 2004), Figure II.23). Ce test consiste à isoler 
les complexes CKC/CYC d'extraits protéiques, provenant ici de plantules des différents 
génotypes d'intérêt, puis à tester leur capacité à phosphoryler l'histone H1 in vitro.  
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Figure II.22. Expression de CYCD6;1 dans les embryons.

Images représentatives d’embryons de différents génotypes (Col0, tctp2, csn4-2)
exprimant la construction pCYCD6;1::GFP à différents stades. La construction semble

davantage exprimée chez les embryons tctp2 par rapport aux embryons Col0 et csn4-2

aux différents stades considérés.

Vert : fluorescence de la GFP, rouge : autofluorescence de la chlorophylle.

Barre d’échelle : 15µm
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Figure II.23. L’activité des complexes CDK/CYC semble diminuer en absence de TCTP et 

CSN4.
A. Western blots réalisés après isolation, par des billes de sépharose couplées à la 

protéine CKS, des complexes CDK/CYC à partir de plantules des différents génotypes 

indiqués et révélés avec les anticorps anti-peptide(PSTAIRE) et anti-H3.

B. Après isolation des complexes CDK/CYC par des billes de sépharose couplées à la 

protéine CKS, ceux-ci sont mis en présence de leur substrat H1 et d’ATP marquée 
radioactivement. Des western blots sont ensuite réalisés et révélés par autoradiographie 

pour observer le niveau d’H1 phosphorylée. 
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Figure II.24. Expression des KRP dans des plantules dérégulées pour TCTP ou CSN4. 
Résultats de RT-qPCR réalisées sur des plantules des différents génotypes indiqués : sauvages
(vert, Col0 , Ws4, CSN4-1+, et CSN4-2+), perte de fonction pour AtTCTP (gris, tctp1, tctp2), perte
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biologiques ont été réalisés (losanges, ronds, carrés).

ni
ve

au
 d

’e
xp

re
ss

io
n/

Co
l0

ni
ve

au
 d

’e
xp

re
ss

io
n/

Co
l0

ni
ve

au
 d

’e
xp

re
ss

io
n/

Co
l0

ni
ve

au
 d

’e
xp

re
ss

io
n/

Co
l0



 121 

Le niveau de phosphorylation de H1 est ensuite détecté par autoradiographie et permet d'estimer 
l'activité des complexes CDK/CYC. Des premiers essais ont permis d'obtenir des résultats 
préliminaires (Figure II.23). Pour les échantillons obtenus à partir de plantules TCTP+ et tctp, 
le niveau de charge et par conséquent la quantité de CDK/CYC isolés semblent être similaire 
(Figure II.23.A). Par contre, il semblerait que le niveau d'H1 phosphorylée soit légèrement 
inférieur dans les plantules tctp par rapport aux plantules TCTP+ (Figure II.23.B), laissant 
supposer que les complexes CDK/CYC y seraient moins actifs. L'échantillon issu des plantules 
csn4 a clairement une quantité protéique de CKD/CYC isolés plus grande que celui issu des 
plantules CSN4+ (Figure II.23.A). Pourtant, le niveau de phosphorylation de H1 est supérieur 
chez CSN4+ par rapport à csn4 (Figure II.23.B). Cela tend à indiquer que l'activité kinase des 
CDK/CYC est largement inférieure dans les plantules csn4 par rapport aux plantules CSN4+. 
Ces résultats ne sont que préliminaires et d'autres répétitions sont nécessaires afin de pouvoir 
confirmer et quantifier la baisse d'activité des CDK/CYC en absence de TCTP et CSN4. Cette 
expérience est particulièrement intéressante car elle permet d'avoir accès à l'étape finale du 
processus : l'activité des complexes, et pas seulement à une étape plus intermédiaire comme 
l'expression ou la présence de tel ou tel élément du complexe. Cependant, elle ne permet pas de 
distinguer les différents complexes CYC/CDK entre eux.  
 Pour comprendre les mécanismes de régulation des complexes CDK/CYC, je me suis 
intéressée à une famille de régulateurs appelés KRP (Partie I.2.C). Ces protéines, par leur 
domaine C-terminal, peuvent se lier et ainsi inhiber l'activité de complexes CDKA/CYCD, 
régulant ainsi la transition G1/S. Elles semblent avoir également un rôle dans la transition 
G2/M. Leurs patrons d'expression sont relativement divers (Menges et al., 2005) : KRP6 
présente un pic à la transition G1/S, tandis que KRP3 et KRP5 sont majoritairement exprimés 
en phase S, KRP4 en début de phase G2, KRP1 en fin de phase G2 et en mitose. KRP7 est 
exprimé de façon plus constitutive au cours du cycle. KRP2 mais aussi KRP1 sont exprimés de 
façon massive lors de l'entrée dans un nouveau cycle cellulaire après une phase de quiescence. 
Il est donc intéressant de voir comment leur expression pouvait évoluer dans les cas de 
dérégulations de AtTCTP et AtCSN4. La même approche par RT-qPCR que pour l'expression 
des cyclines (Figure II.21) a été réalisée (Figure II.24). Mes résultats montrent que KRP1, KRP2 
et KRP7 ne présentent pas de changement d'expression dans les différents génotypes testés 
(Figure II.24). KRP3 et KRP4 présentent des effets spécifiques aux deux lignées csn4, donc 
probablement liés à la mort cellulaire : surexpression pour KRP3 et sous-expression pour KRP4 
(Figure II.24). De façon surprenante, KRP5 semble montrer une surexpression spécifiquement 
en absence de AtTCTP (Figure II.24). Enfin, il est particulièrement intéressant de remarquer 
que KRP6, dont l'expression est habituellement très forte lors de la transition G1/S, est 
surexprimé dans tous les mutants : tctp, csn4 et csn4-2035 (Figure II.24). Cette surexpression 
d'un inhibiteur des CDK/CYC peut expliquer au moins en partie le délai précédemment observé 
lors de la transition G1/S (Betsch et al., 2019; Brioudes et al., 2010). Pour confirmer l'influence 
de TCTP et CSN4 sur l'expression de KRP6 et étudier celle sur la stabilité de KRP6, j'ai suivi 
in planta différents marqueurs : pKRP6::GFP et pKRP6::KRP6-GFP dans mes lignées 
mutantes d'intérêt. J'ai voulu évaluer le niveau protéique de KRP6 dans les embryons des 
lignées d'intérêt. Malheureusement, aucune fluorescence n'était visible pour la construction 
pKRP6::KRP6-GFP dans les embryons des génotypes Col0, tctp et csn4 (données non 
montrées).  
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Figure II.25. Niveau d’ubiquitination général des protéines.

A,C. Western blot réalisés à partir d’extraits de protéines totales d’inflorescences des différents
génotypes indiqués et révélés avec des anticorps anti-UBIQUITINE (Ub) et anti-TUBULINE (Tub).

B. Quantification de la quantité de protéines ubiquitinées relative à la quantité de Tub pour le

Western blot présenté en A.

D,E. Quantification de la quantité de protéines ubiquitinées relative à la quantité de Tub. Les

valeurs indiquées sont les moyennes obtenues par la quantification de deux gels réalisés à partir
d’inflorescences (D) et de feuilles (E). Le gel présenté en C est un des deux gels quantifié en D.
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Figure II.26.A,B. Effet du traitement au MG132 sur le niveau d’ubiquitination général des protéines.

A. Western blot réalisés à partir d’extraits de protéines totales de plantules Ws4 traitées avec 
différentes concentrations de MG132 et révélés avec des anticorps anti-UBIQUITINE (Ub) et anti-

TUBULINE (Tub).

B. Quantification de la quantité de protéines ubiquitinées relative à la quantité de Tub pour le 

Western blot présenté en A. 
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Figure II.26.C,D. Effet du traitement au MG132 sur le niveau d’ubiquitination général des protéines.

C. Western blot réalisés à partir d’extraits de protéines totales de plantules des génotypes indiqués 
traitées (T) ou non (NT) avec 10µM de MG132 et révélés avec des anticorps anti-UBIQUITINE (Ub) et 

anti-TUBULINE (Tub).

D. Quantification de la quantité de protéines ubiquitinées relative à la quantité de Tub dans les 

conditions indiquées. Les valeurs moyennes indiquées pour chaque condition ont été calculées à 

partir de deux réplicas biologiques, chacun déposé sur deux gels indépendants. Les barres d’eerreur
indiquent l’écart type. 
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Le niveau de KRP6 doit être trop faible pour pouvoir être visualisé par fluorescence. 
Néanmoins, ces expériences doivent être répétées, et l'analyses des autres lignées avec 
marqueurs et dans d'autres organes (racine) complétées pour pouvoir tirer une conclusion. 
 

E- Régulation des niveaux protéiques 
 Il est probable que le contrôle de la progression du cycle cellulaire via AtTCTP/AtCSN4 
passe par la régulation de la dégradation d'un certain nombre de protéines, étant donné le lien 
déjà observé entre cette voie et la neddylation des CUL et donc la voie Ub/protéasome (Betsch 
et al., 2019). J'ai, dans un premier temps, évalué si cette voie dérégule un grand nombre de 
protéines ou si elle semble plus spécifique. Pour ces études, j'ai travaillé avec un étudiant en 
L3, qui j'ai encadré pendant son stage. Sur des extraits de protéines totales venant de plantules 
de différents génotypes, nous avons utilisé un anticorps anti-Ub, reconnaissant toutes les formes 
de protéines ubiquitinées, pour révéler le niveau global d'ubiquitination (Figure II.25). En 
accord avec les données déjà publiées pour csn1 et csn3 (Peng et al., 2001), le niveau global 
d'ubiquitination est environ 5,7 fois plus élevé dans le mutant csn4-2035 que dans le sauvage 
(Figure II.25.A,B). Des gels postérieurs ont également mis en évidence un niveau plus élevé 
d'ubiquitination chez le mutant csn4-2035 par rapport au sauvage, bien que la différence soit 
moindre, avec une augmentation uniquement de 1,4 fois (Figure II.26.C,D). Ces résultats sont 
cohérents puisque AtCSN4 appartient au complexe CSN qui déneddyle les CUL et conduit ainsi 
à l'inactivation des complexes CRL (Partie I.3.C). La perte de AtCSN4 peut donc conduire à 
une hyper activité des complexes CRL et donc à une augmentation globale du niveau 
d'ubiquitination. Les différences entre les différents niveaux d'ubiquitination peuvent 
possiblement s'expliquer par la différence du matériel utilisé : inflorescences pour la figure II.25 
et plantules pour la figure II.26.  
 Concernant les mutants tctp, le niveau d'ubiquitination semble stable par rapport aux 
plantes sauvages au niveau des feuilles (Figure II.25.E) et stable voire augmenté au niveau des 
inflorescences (Figure II.25.C,D). Cela semble à première vue contre-intuitif : le niveau de 
neddylation étant plus faible dans ces mutants, on s'attendrait à une baisse globale du niveau 
d'ubiquitination. Cependant, la régulation entre neddylation et ubiquitination est beaucoup plus 
complexe qu'une simple relation de cause à effet, notamment vu que la déneddylation, en plus 
d'inactiver les complexes CRL, peut leur permettre de changer d'adaptateur et ainsi de substrat 
et peut augmenter la stabilité des différentes sous-unités (Partie I.3.C, (Hotton and Callis, 
2008)). Les mutants 35S::TCTP présentent également un niveau d'ubiquitination stable voire 
légèrement augmenté par rapport au sauvage que ce soit dans les feuilles ou les inflorescences 
(Figure II.25.C,D,E). Ce résultat semble cohérent avec un effet limité de la surexpression de 
TCTP sur le phénotype des plantes et une augmentation de la neddylation des CUL (Betsch et 
al., 2019).  
 L'observation du niveau global d'ubiquitination est instructive mais comprend une limite 
importante : il est impossible de différencier l'effet d'une modification de l'activité enzymatique 
d'ubiquitination des protéines de celui d'un changement dans l'efficacité de dégradation par le 
protéasome des protéines ubiquitinées. Pour avoir une vision plus claire du niveau 
d'ubiquitination sans prendre en compte une potentielle activité différentielle du protéasome, 
j'ai aussi quantifié le niveau d'ubiquitination après traitement au MG132, un inhibiteur du 
protéasome ((Hakenjos et al., 2011), Figure II.26).  
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Figure II.27.A, B. Etude protéomique des mutants tctp-2, 35S::TCTP et csn4-2035

A. Suite à une analyse par spectrométrie de masse, les protéines différentiellement présentes entre
les génotypes tctp-2 et Col0 sont représentées. Les zones verte et rouge correspondent

respectivement aux protéines sous-représentées (dont TCTP) et surreprésentées chez tctp-2 par

rapport à Col0. La liste complète est disponible en annexe (VI.4.A,B).

B. Analyse de Gene Ontology sur les protéines surreprésentées chez tctp-2. 
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Figure II.27.C,D. Etude protéomique des mutants tctp2, 35S::TCTP et csn4-2035

C. Suite à une analyse par spectrométrie de masse, les protéines différentiellement présentes entre
les génotypes 35S::TCTP et Col0 sont représentées. La zone rouge correspond aux protéines

surreprésentées chez 35S::TCTP par rapport à Col0 (dont TCTP). La liste complète est disponible en

annexe (VI.4.C).

D. Analyse de Gene Ontology sur les protéines surreprésentées chez 35S::TCTP. 
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Figure II.27.E,F. Etude protéomique des mutants tctp2, 35S::TCTP et csn4-2035

E. Suite à une analyse par spectrométrie de masse, les protéines différentiellement présentes entre
les génotypes csn4-2035 et Col0 sont représentées. Les zones verte et rouge correspondent

respectivement aux protéines sous-représentées et surreprésentées chez csn4-2035 par rapport à

Col0. La liste complète est disponible en annexe (VI.4.D,E).

F. Analyse de Gene Ontology sur les protéines sous-représentées chez csn4-2035. 
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En présence de MG132, les protéines ubiquitinées ciblées au protéasome ne sont donc plus 
dégradées et peuvent donc être révélées par l'anticorps anti-Ub. J'ai premièrement traité de 
jeunes plantules sauvages de 5 jours en les déplaçant sur des milieux contenant différentes 

concentrations de MLN132 de 0 à 50 µM. Les premières données obtenues montrent une 

augmentation d'environ 40% du niveau d'ubiquitination dès un traitement à 20µM de MG132 
(Figure II.26.A,B). Une augmentation du niveau d'ubiquitine a pu être retrouvée à la fois sur 

des plantules sauvages et csn4-2035 traitées avec 42µM de MG132. Cependant cette 
augmentation était moins importante et donc difficile à quantifier (Figure II.26.C,D). Il pourrait 
être judicieux de tester d'autres manières d'administrer la drogue comme des infiltrations de 
feuilles pour atteindre une efficacité de traitement plus grande.  
 Ces approches permettent d'avoir une idée de l'ampleur des modifications du système 
Ub/protéasome suite aux dérégulations de AtTCTP et AtCSN4, mais ne permettent en aucun cas 
d'identifier des protéines spécifiques qui seraient régulées. Pour pallier ce manque, j'ai 
commencé, en collaboration avec A. Page de la Protein Science Facility de la SFR Biosciences 
(UMS3444/CNRS, US8/Inserm, ENS de Lyon, UCBL), deux expériences de spectrométrie de 
masse permettant d'identifier les protéines différentiellement présentes dans des extraits de 
protéines totales d'un côté de Col0, tctp-2 et 35S::TCTP et d'un autre Col0 et csn4-2035  (Figure 
II.27). Pour chacun des trois réplicas biologiques de chaque génotype, j'ai récolté des jeunes 
feuilles caulinaires de 3 plantes issues de sauvetage embryonnaire. La comparaison des mutants 
tctp-2 et 35S::TCTP au sauvage Col0 montrent la présence de respectivement 28 et 35 (dont 
AtTCTP) protéines surexprimées; 6 (dont AtTCTP) et 0 protéines sous-exprimées (Figure 
II.27.A,C, Annexe 4). On ne retrouve pas ici, comme on pourrait s'y attendre, des protéines 
sous-exprimées dans tctp-2 qui seraient surexprimées dans 35S::TCTP ou l'inverse. Dans les 
protéines surexprimées chez tctp-2, une analyse de Gene Ontology indique une 
surreprésentation de protéines impliquées dans la traduction, le métabolisme et la biosynthèse 
des peptides avec par exemple de nombreuses protéines ribosomales (Figure II.27.B). Les 
protéines surexprimées chez 35S::TCTP sont différentes et interviennent dans des processus 
variés; aucune fonction cellulaire ne semble particulièrement enrichie (Figure II.27.D). Chez 
les mutants csn4-2035, ont été identifiées 2 protéines surexprimées et 49 sous-exprimées 
(Figure II.27.E). Parmi ces protéines sous-exprimées, celles impliquées dans la traduction, le 
métabolisme et la biosynthèse des protéines sont surreprésentées (Figure II.27.F). Ainsi, des 
protéines fonctionnellement proches sont à la fois surexprimées chez tctp-2 et sous-exprimées 
chez csn4-2035; 7 protéines sont même en commun entre ces deux conditions : les protéines 
ribosomales 60S L17-2, L13a-2, L7a-1, L36a, L37-2 et L19-1 et la protéine ribosomale 40S 
S26-3 (Annexe 4).  
 

F- Lien de la voie AtTCTP/AtCSN4 avec la voie de dommage à l'ADN 
 Individuellement CSN4 et TCTP ont déjà été décrits comme impliquées dans la voie de 
réponse aux dommages à l'ADN dans différents organismes (Parties I.4.C et 1.5.B). Chez A. 
thaliana, les mutants csn4 sont caractérisés par un niveau élevé de dommages à l'ADN, 
notamment de cassures double brin (Dohmann et al., 2008a). Néanmoins, chez les plantes, 
aucun lien n'a jamais été fait entre TCTP et les dommages à l'ADN au contraire des modèles 
cellules humaines et drosophiles où TCTP est impliqué dans la réponse aux dommages à l'ADN, 
plus spécifiquement aux cassures double brin (Hong and Choi, 2013; Zhang et al., 2012). 
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Figure II.28. Expression de gènes liés au dommage à l’ADN dans des plantules dérégulées pour 

TCTP ou CSN4. 

Résultats de RT-qPCR réalisées sur des plantules des différents génotypes indiqués : sauvages

(vert, Col0 , Ws4, CSN4-1+, et CSN4-2+), perte de fonction pour AtTCTP (gris, tctp-1, tctp-2), perte

de fonction et sous-exprimant AtCSN4 (violet, csn4-1, csn4-2 et csn4-2035). Trois réplicas

biologiques ont été réalisés (losanges, ronds, carrés).
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   Pour avoir une idée du lien entre ces différentes voies, j'ai commencé par étudier le 
niveau d'expression de certains gènes impliqués dans la réponse aux dommages à l'ADN et 
connus pour être massivement surexprimées chez csn4 ((Dohmann et al., 2008a), Figure II.28). 
AtWEE1 est une kinase importante dans les points de contrôle au stress réplicatif et aux 
dommages à l'ADN ((De Schutter et al., 2007), Partie I.2.E). AtRAD51 est une protéine clef 
nécessaire à la méiose mais aussi surexprimée et impliquée dans la réparation de l'ADN suite à 
des cassures double et simple brins (Li et al., 2004). AtBRCA1 est induit fortement suite à des 
cassures double brins et nécessaire à leur réparation (Reidt et al., 2006). Enfin, AtPARP1 et 
AtPARP2 sont deux poly(ADP-ribose) polymérases qui régulent la réparation des dommages à 
l'ADN et la réponse au stress (Gu et al., 2019). Par une approche de RT-qPCR similaire à celle 
décrite précédemment (Figure II.21), j'ai confirmé que tous ces gènes, à l'exception de 
AtPARP1, sont très fortement surexprimés (jusqu'à 30 fois pour AtRAD51 et même plus pour 
AtBRCA1 par exemple) dans les mutants csn4 et également surexprimés, bien que de façon 
moins forte (environ 3 fois pour AtRAD51), dans les mutants csn4-2035 (Figure II.28). Ainsi, 
même si la mort cellulaire contribue pour une grande partie à l'augmentation du nombre de 
dommages à l'ADN, AtCSN4 doit être requis pour la prévention et/ou la réparation des 
dommages à l'ADN. Au contraire, chez les mutants tctp, aucune différence dans l'expression de 
ces gènes n'a été observée par rapport au sauvage (Figure II.28). Cela indique que, 
contrairement à chez les animaux, AtTCTP ne semble pas jouer un rôle majeur dans la 
régulation de la voie de réponse aux dommages de l'ADN, ou du moins pas dans une proportion 
semblable à celle assurée par AtCSN4.  
  

G- Discussion et perspectives 
 

a- Progression du cycle cellulaire 
 Les travaux auxquels j'ai participé (Betsch et al., 2019) avaient déjà permis de mettre en 
évidence que les cellules de tabacs sous-exprimant NtTCTP ou NtCSN4 présentent un délai de 
4h au niveau de la transition G1/S. De plus les plantes ARNi pour AtTCTP ou AtCSN4 
présentent également une diminution de la croissance mitotique (Betsch et al., 2019; Brioudes 
et al., 2010). Plus précisément, des essais d'incorporation d'EdU dans les racines de ces plantes 
montrent un délai de 3/4h du cycle cellulaire pour une durée de phase S inchangée (Betsch et 
al., 2019). Cela laisse supposer un délai soit dans la phase G1 et la transition pour entrer en 
phase S soit plus tardivement dans les phases G2 et M. Or mes données de root tracking (Figure 
I.19) indiquent que les phases G2 et M se déroulent normalement chez le mutant tctp. En 
regroupant ces deux résultats, il est possible de conclure que les mutants tctp présentent un délai 
impactant la durée de la phase G1, retardant ainsi l'entrée en phase S. Cela confirme bien les 
résultats obtenus chez le tabac qui mettaient en évidence un retard dans la transition G1/S.  
 Il aurait été particulièrement intéressant de suivre la transition G1/S par root racking 
dans les différents mutants. Malheureusement, je n'ai pas réussi à établir de marqueur approprié. 
Utiliser le marqueur publié pAtPCNA1::AtPCNA1-sGFP aurait permis de différencier les 
phases G1 et G2 (fluorescence dans le noyau entier), la phase S précoce (fluorescence 
ponctuée), la phase S tardive (fluorescence tachetée) et la phase M (pas de fluorescence) 
(Yokoyama et al., 2016). Je n'ai cependant pas pu me procurer ces lignées, adaptées pour suivre 
le déroulement du cycle dans sa totalité.  
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 En outre, il aurait aussi été crucial de suivre la progression du cycle cellulaire chez les 
mutants csn4. Dû à leur létalité peu après germination, cela n'est pas possible chez les mutants 
perte de fonction. Les mutants csn4-2035 introgressés dans Col0 seront par contre un bon 
modèle d'étude, une fois croisés avec les différentes lignées rapportrices. Il sera intéressant d'y 
étudier non seulement la transition G1/S mais également la transition G2/M car des données 
contradictoires existent dans la littérature. Les mutants csn4 ont premièrement été publiés 
comme présentant un délai dans la phase G2 (Dohmann et al., 2008a). Cependant les défauts 
mis en évidence dans cette étude comme la surexpression massive de CYCB1;1 sont 
probablement liés en grande partie à la voie de dommages à l'ADN et à la mort cellulaire 
(Dohmann et al., 2008a). Au contraire, des données plus récentes montrent que le pourcentage 
de cellules exprimant la construction pCYCB1;2::GUS est semblable dans les embryons 
sauvages et csn2, suggérant que ces mutants ne présentent pas de délai de la phase G2 
(Franciosini et al., 2015). Ainsi le rôle de CSN en général, et CSN4 en particulier, dans la 
transition G2/M demande à être précisé. 
 Pour mieux comprendre comment la voie TCTP/CSN4 régule spécifiquement la 
transition G1/S, j'ai étudié si l'accumulation d'AtTCTP ou éventuellement d'AtCSN4 étaient 
régulées spécifiquement en fonction de la phase du cycle cellulaire. J'ai démontré que ni le 
niveau de protéique de AtTCTP ni celui de AtCSN4 ne varie au cours du cycle cellulaire (Figure 
II.20.A,B). De même, la localisation de AtTCTP n'évolue pas au cours de la progression du 
cycle cellulaire (Figure II.20.C).  Ces résultats montrent que aussi bien AtTCTP que AtCSN4 
sont présentes tout au long du cycle cellulaire. Cela ne permet donc pas d'avancer sur les 
mécanismes responsables de la spécificité d'action de AtTCTP/AtCSN4 lors la transition G1/S. 
Parmi les hypothèses envisageables concernant ces mécanismes, il est possible de retenir 
notamment celle postulant que l'interaction entre TCTP et CSN4 se ferait spécifiquement lors 
de la transition G1/S. Cette hypothèse pourrait être testée en réalisant des co-
immunoprécipitations à différents temps sur des cellules BY2 de tabac synchronisées. 
Néanmoins, ces expériences sont difficiles à réaliser à la vue de la quantité de matériel 
nécessaires pour la co-immunoprécipitation. Une hypothèse alternative serait d'envisager une 
spécificité importante parmi les cibles de la voie TCTP/CSN4 qui la relierait directement à la 
transition G1/S. 
 

b- Étude transcriptomique des régulateurs clefs du cycle cellulaire 
 J'ai essayé de disséquer la voie moléculaire de régulation du cycle cellulaire par 
AtTCTP/AtCSN4. Pour cela, j'ai premièrement mené une approche transcriptomique. Cette 
approche a beaucoup de limites comme de nombreux joueurs de clefs dans la régulation du 
cycle cellulaire sont plutôt régulés post-traductionnellement (Partie I.2.C). Néanmoins, elle m'a 
permis de faire une étude quasi systématique d'un grand nombre de gènes. J'ai ainsi confirmé 
que les mutants csn4 sont affectés à différents endroits du cycle cellulaire (Figure II.21,24). 
Comparer mes données avec celles déjà publiées (Dohmann et al., 2008a) a consolidé certains 
effets communs comme les surexpressions de CYCA2;2, CYCA3;1 et CYCB1;1 et la sous-
expression de KRP4. Malheureusement, je n'ai pas pu comparer sur l'ensemble des gènes car 
l'étude ne donne les valeurs que pour ceux dont l'effet est le même pour les différents mutants 
csn3-1, csn4-1 et csn5a2 csn5b-1. Ainsi, pour les gènes des autres CYC et KRP, les seules 
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données publiées ne permettent pas de trancher si leur expression était changé uniquement dans 
csn4-1 et pas dans les autres mutants ou si aucun effet n'était visible.  
 Combinées à mes données, une hypothèse intéressante émerge :  certains gènes dont 
l'expression est modifiée chez csn4 dans mon étude, mais pour lesquels aucune donnée n'est 
précisée dans l'étude précédente (Dohmann et al., 2008a), seraient ainsi touchés chez csn4 mais 
pas chez csn3 et csn5a csn5b. Cela permettrait de séparer les gènes que j'ai étudiés en deux 
populations : ceux touchés en général chez les mutants csn dont l'expression dépendrait d'effets 
du complexe CSN entier (parmi lesquels CYCA2;2, CYCA3;1, CYCB1;1 et KRP4) et ceux dont 
l'effet serait spécifique à la sous-unité CSN4 (parmi lesquels CYCD6;1, CYCD7;1,  KRP3 et 
KRP6). Cela me semble particulièrement pertinent car on retrouve dans "les effets CSN-
dépendants" des gènes impliqués dans les phases G2 et M et dans les "effets CSN4-spécifiques" 
des gènes impliqués dans la phase G1 et la transition vers la phase S. Pour valider cette 
hypothèse, il sera important de vérifier l'expression des gènes "à effet CSN4-spécifique" dans 
les autres mutants csn. Si l'hypothèse est confirmée, cela mettra à jour un mécanisme spécifique 
à CSN4, potentiellement en coopération avec TCTP comme certains des gènes "à effet CSN4-
spécifique" sont également dérégulés chez les mutants tctp (CYCD7;1 et KRP6, Figure 
II.21,24). 
 Ces données de RT-qPCR ont donc apporté des données intéressantes pour situer au 
cours du cycle les défauts des différents mutants. Elles ont ainsi contribué à confirmer que les 
mutants tctp était touchés uniquement au niveau de la transition G1/S qui est ralentie comme 
en témoigne la baisse du niveau d'expression de CYCD7;1, une cycline de G1 et l'augmentation 
de celui d'un inhibiteur : KRP6. Cet effet est également présent chez les mutants csn4 et csn4-
2035 où il s'accompagne d'un effet à d'autres endroits du cycle cellulaire notamment lors de la 
transition G2/M qui est elle aussi compromise chez les mutants csn4. De plus, l'étude plus 
spécifique d'un rapporteur transcriptionnel semble montrer une expression ectopique de 
CYCD6;1 uniquement dans les embryons tctp (Figure II.22). Cependant, une des grandes 
limites de mes données est l'impossibilité de différentier les causes et les conséquences des 
défauts observés. Les gènes dont l'expression est modifiée chez les mutants d'intérêt peuvent 
l'être en conséquence des défauts au niveau de la transition G1/S ou peuvent être en partie 
causaux de ces défauts. Étant donné que les modifications observées sont visibles au niveau de 
l'expression, il est probable que bon nombre de ces effets soient plutôt majoritairement les 
témoins d'un état perturbé du cycle cellulaire plutôt qu'une cause de cette perturbation. De 
premiers éléments obtenus par l'étude comparative des mutants csn4 et csn4-2035 peuvent 
participer à clarifier la situation. En effet, les mutants csn4-2035 contrairement aux mutants 
csn4 sont viables. Prendre en considération uniquement les gènes dérégulés chez l'ensemble de 
ces mutants permet d'éliminer de potentiels effets secondaires du processus de mort cellulaire 
spécifiques aux mutants csn4.  Cette approche permet de mettre en évidence des candidats 
majeurs, ceux étant le plus massivement dérégulés. Néanmoins, elle n'est pas parfaite puisque 
la protéine csn4-2035 conserve une partie de son activité, ce qui pourrait contribuer à éliminer 
des candidats pourtant impliqués. Une autre façon d'apporter des éléments permettant de 
trancher entre ces deux situations serait de réaliser une étude d'interaction génétique entre les 
mutants tctp et csn4 d'un côté et les mutants de gènes candidats perturbés particulièrement 
intéressants comme CYCD7;1 et KRP6. 
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c- Étude de la voie de neddylation et d'ubiquitination  
 AtCSN4 a un rôle pléiotropique, dû à la perturbation du niveau de neddylation de toutes 
les CUL modifiant les taux de dégradation par la voie Ubiquitine/Protéasome de nombreuses 
protéines (Partie I.4). Au contraire, AtTCTP semble avoir une fonction plus précise, touchant 
très majoritairement la progression du cycle cellulaire (Partie I.5). La question se pose alors de 
savoir si AtTCTP participe à la régulation de la neddylation d'autres CUL ou uniquement de 
AtCUL1. En plus de AtCUL1, un anticorps est disponible pour AtCUL3, impliquée notamment 
dans la régulation du développement embryonnaire et de la voie de l'éthylène (Partie I.4.C). Cet 
anticorps devrait reconnaître différentes protéines AtCUL3A (taille attendue : 85,3 kDa), 
AtCUL3B (taille attendue : 85,6 kDa), AtCUL3ANEDD8 et AtCUL3BNEDD8. Malheureusement, 
je n'ai pas réussi à identifier ces différentes formes par Western blot, ne voyant qu'une bande 
faible aux alentours de 85 kDa (données non montrées). 
 Une façon de juger de l'implication de TCTP dans la régulation de la neddylation 
d'autres CUL que CUL1 est d'étudier CUL4 via son effet sur une des voies qu'elle régule, à 
savoir la voie des dommages à l'ADN (Partie I.4.C). Cela semble particulièrement pertinent 
comme la voie AtTCTP/AtCSN4 est liée à la régulation du cycle cellulaire qui est coordonnée 
précisément à l'état de dommage à l'ADN et comme CSN4 chez les plantes et les animaux 
(Chung and Dellaire, 2015), ainsi que TCTP chez les animaux (Hong and Choi, 2013; Zhang 
et al., 2012) ont été individuellement liés à la voie de dommage à l'ADN. Or mes données 
(Figure II.28) montrent qu'aucune surexpression des gènes de dommage à l'ADN n'est 
observable chez les mutants tctp contrairement à chez les mutants csn4 et csn4-2035. Cela 
suggère que AtTCTP n'est pas impliqué dans le processus de réponse aux dommages à l'ADN 
chez A. thaliana, ou du moins pas dans la même mesure que AtCSN4. La voie AtCSN4 
concernant les dommages à l'ADN est fort probablement indépendante de AtTCTP. Pour 
confirmer ces résultats, il aurait intéressant de rechercher des marques de dommage à l'ADN 
chez tctp par les mêmes méthodes que celles déjà utilisées chez csn4 : par exemple essai 
TUNEL ou quantification du variant de H2AX phosphorylé γH2AX (Dohmann et al., 2008a).       
 Ainsi, mes données confirment que si CSN4 est impliqué de manière générale dans la 
régulation de la neddylation des CUL, l'effet de TCTP semble plus spécifique à CUL1.La 
neddylation des CUL étant un paramètre de contrôle de l'activité des CRL et par là de la voie 
de dégradation Ub/Pr, il m'a semblé important d'étudier plus précisément cette dernière. De 
manière logique, le niveau global d'ubiquitination est nettement augmenté chez le mutant csn4-
2035 par rapport au sauvage (Figures II.25, II.26). Cela est cohérent à la fois avec la fonction 
enzymatique du complexe CSN dans la déneddylation des CUL et avec les données déjà 
publiées qui montrent une augmentation de l'ubiquitination chez les mutants csn1 et csn3 (Peng 
et al., 2001).  
 Par contre, contrairement à ce qui était attendu, je n'ai pas observé de diminution de 
l'ubiquitination globale chez les mutants tctp par rapport au sauvage (Figure II.25). Une 
explication probable est que TCTP ne contrôle la neddylation que de certains CRL1 et pas des 
CRL en général. Ainsi déréguler TCTP conduirait à une sous-régulation de quelques complexes 
CRL en particulier mais pas des CRL en général. Cela se traduirait par le fait que 
l'ubiquitination de certaines protéines spécifique uniquement serait diminuée sans que ce soit 
visible au niveau de l'ubiquitination générale. Cette hypothèse me semble particulièrement 
pertinente car l'approche utilisée ici ne permet de mettre en évidence que des différences 
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majeures du niveau global d'ubiquitination mais n'est pas assez précise pour mettre en évidence 
des différences subtiles. De plus, elle est cohérente avec le fait que certains complexes CRL ne 
semblent pas affectés chez les mutants tctp. En effet, la signalisation auxinique est inchangée 
chez les mutants tctp par rapport au sauvage (Betsch et al., 2019), ce qui suggère fortement que 
les complexes SCFTIR1 ne sont pas régulés par TCTP. Alternativement, le niveau constant 
d'ubiquitination globale des mutants tctp pourrait s'expliquer en partie par une régulation 
complexe des CRL où une hyponeddylation des CUL conduirait à un plus grand échange des 
protéines adaptatrices et donc une plus grande diversité de substrat. Il est donc possible que 
chez le mutant tctp il y ait un niveau d'ubiquitination global comparable aux sauvages mais 
avec les ubiquitines réparties sur un plus grand nombre de protéines cibles. Cette hypothèse ne 
pourra être testée qu'en caractérisant l'ensemble des protéines ubiquitinées des différents 
génotypes (Partie II.3.G.d). 
 

d- Étude protéomique globale  
 Pour caractériser les conséquences de la dérégulation de la voie Ub/Pr chez les différents 
mutants et identifier de potentielles cibles de la voie TCTP/CSN4, j'ai lancé une étude de 
protéomique globale pour identifier les protéines dérégulées chez les mutants tctp, 35S::TCTP 
et csn4 (Figure II.27). Un premier résultat intéressant est que, parmi les protéines dérégulées 
chez le mutant tctp-2, se retrouvent une majorité de protéines surexprimées (28/34) et, parmi 
celles dérégulées chez le mutant csn4-2035, une majorité de protéines sous-exprimés (49/51). 
Ainsi, conformément à ce qui est observé sur la neddylation des CUL, les effets de AtTCTP et 
AtCSN4 sont opposés sur la régulation des niveaux protéiques. En effet, en absence de 
AtTCTP, la surexpression de protéines pourrait s'expliquer par une diminution de leur 
dégradation, en cohérence avec l'abondance de CUL1 déneddylée observable chez ces mutants. 
À l'inverse, la sous-expression de protéines chez csn4-2035 peut s'expliquer par un excès de 
leur dégradation, en accord avec un état hyperneddylé des CUL dans ce mutant.  
 D'une manière très intéressante, une partie des protéines surexprimées chez le mutant 
tctp et sous-exprimées chez le mutant csn4-2035 sont communes (Annexe 4). De plus, la 
majorité des protéines dérégulées chez les mutants tctp et csn4-2035 sont impliquées dans des 
fonctions cellulaires semblables : traduction, métabolisme et biosynthèse des protéines. Ainsi 
la voie AtTCTP/AtCSN4 pourrait être impliquée dans la régulation de la traduction. Cette 
hypothèse est confortée par le fait que l'équipe a aussi trouvé (par immunoprécipitation de 
TCTP-GFP suivie de spectométrie de masse, (Betsch, 2017) des protéines reliées à la 
machinerie de traduction parmi les interacteurs potentiels de AtTCTP. Parmi les protéines qui 
semblent impliquées, la protéine ribosomale 60S L19-1 pourrait être intéressante. 
Effectivement, en plus d'être à la fois surexprimée chez le mutant tctp et sous-exprimée chez le 
mutant csn4-2035, elle est également connue sous le nom de EMBRYO DEFECTIVE 2386 
(EMB2386) car le mutant perte de fonction est arrêté lors du développement embryonnaire au 
stade globulaire (Meinke, 2020). Les seuls rôles connus de EMB2386 sont son implication dans 
la constitution du ribosome 60S et dans la liaison aux ARNm. Parmi les autres protéines 
dérégulées chez les deux mutants tctp et csn4-2035, toutes également des protéines 
ribosomales, aucune n'a de mutant au phénotype déjà décrit. Concernant les protéines 
ribosomales surexprimées dans le mutant tctp, notamment EMB2386, il pourrait être intéressant 
de croiser les mutants perte de fonction y correspondant avec le mutant tctp et voir si une 
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complémentation du phénotype est observée. Cependant, il est probable que la fonction TCTP 
soit importante pour réguler un grand nombre de ces protéines et pas une en particulier, auquel 
cas aucune complémentation (ou une complémentation uniquement partielle) ne pourra être 
observée. Cette approche pourrait toutefois permettre de révéler l'importance relative des 
différentes protéines ribosomales impliquées. 
 Cependant, de manière générale, différents phénotypes ont été mis en évidence pour les 
mutants des protéines ribosomales parmi lesquels la létalité embryonnaire, la morphologie des 
feuilles de rosette et la voie de l'auxine (Byrne, 2009). Les changements de morphologie foliaire 
pourraient s'expliquer en partie par une incapacité à maintenir un niveau de synthèse protéique 
suffisant pour assurer une prolifération cellulaire importante (Byrne, 2009). Le rôle spécifique 
de chaque protéine ribosomale est encore mal compris : la traduction de certains ARNm semble 
dépendante de la quantité de ribosomes, tandis que celle d'autres ARNm serait plus tributaire 
de la présence de protéines ribosomales particulières ou de leurs modifications post-
traductionnelles (Byrne, 2009). Enfin, il est aussi suggéré que certaines protéines ribosomales 
pourraient agir de manière indépendante aux ribosomes (Byrne, 2009). Concernant plus 
précisément la régulation du cycle cellulaire, plusieurs effets ont été remarqués. Par exemple, 
EBP1, une protéine du complexe pré-ribosomal, semble réguler l'expression de gènes du cycle 
cellulaire comme CYCD3;1 et CDKB1;1 (Horváth et al., 2006). La protéine ribosomale 
mitochondriale L18 HEART STOPPER (HES) est aussi impliquée dans la régulation de la 
division cellulaire et du développement de la graine (Zhang et al., 2015). En effet l'embryon et 
l'albumen du mutant hes se développent plus lentement que les sauvages, ce qui, combiné avec 
une sous-expression des gènes régulateurs du cycle cellulaire, témoigne de défauts de 
progression du cycle cellulaire (Zhang et al., 2015). Le développement du mutant hes s'arrête 
naturellement au stade de transition entre embryon globulaire et embryon cordiforme (Zhang 
et al., 2015). Ces mutants peuvent être partiellement sauvés par sauvetage embryonnaire, 
certains ne formant que des calls (Zhang et al., 2015). Cette étude, bien que traitant du cas 
particulier des protéines ribosomales mitochondriales, est particulièrement instructive car elle 
apporte la preuve qu'il peut exister un lien fort, entre protéines ribosomales et contrôle de la 
progression du cycle cellulaire.  
 Ce lien est certes encore mal caractérisé, mais il renforce l'hypothèse que les protéines 
ribosomales pourraient jouer un rôle d'intermédiaire entre AtTCTP/AtCSN4 et la régulation de 
la progression du cycle cellulaire. Un élément encore à déterminer serait si AtTCTP et AtCSN4 
contrôle le niveau de protéines ribosomales par une voie impliquant la régulation de l'activité 
de complexes CRL. Pour cela, il serait intéressant de déterminer si ces protéines sont 
ubiquitinées et dégradées par la voie Ub/Pr. À ma connaissance, aucun mécanisme de ce genre 
n'a été détaillée pour les protéines ribosomales. Cependant, de tels mécanismes pourraient être 
favorisés car le protéasome semble interagir avec les ribososmes (Carroll, 2013). L'étape 
suivante serait donc de caractériser non plus le protéome global des mutants tctp et csn4 mais 
plus spécifiquement leur "ubiquitinome". En effet, il me semble crucial d'arriver à déterminer 
précisément quelles sont les protéines ubiquitinées chez ces deux mutants de façon à mieux 
caractériser leur voie d'action moléculaire. Différentes stratégies sont envisageables pour cela, 
notamment la méthode appelée COFRADIC qui permet d'identifier avec précision les sites 
d'ubiquitination (Walton et al., 2016).   



 137 

 Par ailleurs, parmi les protéines dérégulées dans les mutants 35S::TCTP, il n'y a que des 
protéines surexprimées (au nombre de 35). Cela est surprenant car il aurait été logique de 
retrouver des résultats inversés par rapport à ceux des mutants tctp-2, d'autant plus que le 
phénotype de neddylation de CUL1 est bien opposé à celui des mutants tctp (Betsch et al., 
2019). De plus, ces protéines surexprimées sont très différentes entre elles et interviennent dans 
des processus variés, aucune fonction cellulaire ne semblant particulièrement enrichie. Cela 
pourrait s'expliquer au moins en partie par le fait que le phénotype des mutants 35S::TCTP est 
cantonné au début du développement où une légère accélération de la croissance mitotique est 
visible (Brioudes et al., 2010). Pour l'étude protéomique, j'ai utilisé comme échantillons des 
groupements de jeunes feuilles caulinaires. Ces feuilles étaient dans la phase où la croissance 
mitotique est majoritaire et donc où des différences sont visibles chez les plantes sur-exprimant 
AtTCTP par rapport aux plantes sauvages. Néanmoins, le fait de regrouper plusieurs feuilles 
provenant de plantes différentes et n'ayant pas exactement le même âge a conduit à une certaine 
hétérogénéité du matériel de départ. Ainsi, il est probable que cette hétérogénéité ajoutée au 
phénotype relativement faible de ces plantes ait caché l'effet de la surexpression de AtTCTP. 
 Enfin, il est également important de noter une des faiblesses de l'étude par rapport au 
matériel utilisé. Pour avoir des quantités suffisantes de plantes tctp, j'ai dû utiliser des plantes 
adultes obtenues par sauvetage embryonnaire. Or ce processus permet de dépasser la phase 
critique de l'embryogenèse durant laquelle les embryons meurent habituellement. Il est donc 
probable que dépasser artificiellement ce stade par l'apport exogène de grandes quantités de 
nutriments conduise à relancer des processus défectueux chez le mutant tctp. Ainsi, les plantes 
adultes obtenues par sauvetage embryonnaire présenteraient un phénotype moléculaire très 
limité par rapport à celui des embryons tctp. Il est donc probable que travailler sur les plantes 
adultes ne permettent pas d'identifier l'ensemble des processus majeurs mis en jeu lors de 
l'embryogenèse et ne révèlent qu'une partie limitée des fonctions de TCTP. 
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III- Discussion générale 
 
 Pendant ma thèse j'ai caractérisé plus précisément les différentes fonctions de AtTCTP 
et AtCSN4 et plus spécifiquement de leur interaction pour réguler la progression du cycle 
cellulaire notamment au niveau de la transition G1/S. J'ai également étudié l'effet de cette 
interaction sur le développement d'A. thaliana. Mes données ont permis de préciser plus 
finement les voies moléculaires régulées en communs via l'interaction AtTCTP/AtCSN4 ainsi 
que de déterminer leurs rôles plus spécifiques en dehors de ce complexe, et ceci en lien avec 
les différents phénotypes observés aux échelles moléculaire et macroscopique. Elles ont aussi 
confirmé des éléments sur le niveau de conservation des mécanismes étudiés entre les plantes 
et les animaux. Tout cela m'a conduit à établir un nouveau modèle complétant celui proposé 
précédemment (Betsch et al., 2019).  

 
1- Les diverses fonctions de AtTCTP et AtCSN4 et de leur interaction 

 
A- Effets spécifiques à AtCSN4  

 Mes données acquises à différentes échelles ont permis de mettre en évidence à la fois 
des points communs et des différences majeures entre les phénotypes des plantes dérégulées 
pour AtTCTP et AtCSN4. De façon générale, j'ai pu noter une plus grande diversité des 
phénotypes des mutants csn4 et csn4-2035 par rapport aux mutants tctp. Se retrouvent chez les 
plantules csn4 des défauts morphologiques majeurs (Figure I.13), une expression perturbée de 
très nombreux régulateurs clefs du cycle cellulaire (Figure II.21, II.24) et une surexpression des 
gènes de dommage à l'ADN (Figure II.28) qui ne sont pas visibles dans les mêmes proportions 
chez les mutants tctp. Cela indique fortement qu'une grande partie des fonctions de CSN4 sont 
indépendantes de TCTP.  
 Par exemple, les plantules csn4 possèdent des phénotypes morphologiques majeurs 
(Figure I.13) notamment liés à des défauts de signalisation auxinique (Dohmann et al., 2008b) 
absents des plantules tctp obtenues par sauvetage embryonnaire (Betsch et al., 2019). En totale 
cohérence avec ces données, les plantes exprimant un ARNi contre AtCSN4 présentent une perte 
de dominance apicale, un phénotype classique de perturbation de la voie auxinique, qui est 
absente des plantes exprimant un ARNi contre AtTCTP (Betsch et al., 2019), alors que les deux 
lignées partagent un phénotype de nanisme. Par ailleurs, l'expression du marqueur auxiniques 
DR5::GUS est drastiquement diminuée chez les mutants csn4 (Dohmann et al., 2008b) alors 
qu'elle est constante chez les mutants tctp (Betsch et al., 2019). Ainsi, la modulation de la voie 
auxine est une fonction spécifique à CSN4 de façon indépendante de TCTP. Il en va de même 
pour la régulation de la voie des dommages à l'ADN et des phases G2 et M du cycle cellulaire 
pour lesquelles seule la fonction de CSN4 semble cruciale (Figure II.28). Ces données indiquent 
que TCTP n'est pas un régulateur global de la voie Ub/Pr via CSN4 en interférant de façon 
généralisée avec la fonction CSN. Au contraire, son rôle est plus subtil, limité à un contrôle 
spécifique de certains aspects impactant sur la transition G1/S du cycle cellulaire. Pour finaliser 
la confirmation de ces données, il serait important de préciser l'effet de dérégulations de TCTP 
sur la neddylation des autres CUL que CUL1 (CUL3A, CUL3B et CUL4). De plus, il serait 
important d'essayer d'identifier quels complexes contenant CUL1 sont régulés par TCTP, 
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notamment en confirmant via la construction HS::AXR3NT-GUS que les complexes SCFTIR1 
régulant la réponse à l'auxine ne le sont pas.  
 

B- Effets spécifiques à AtTCTP 
 Inversement, je n'ai pas mis en évidence beaucoup de données dévoilant un rôle 
spécifique pour AtTCTP indépendamment de AtCSN4. Un contre-exemple serait l'expression 
de KRP5 qui semble augmenter chez les mutants tctp alors qu'elle reste stable chez les mutants 
csn4 et csn4-2035 (Figure II.24). Ces données seraient à confirmer notamment en suivant 
l'expression de KRP5 mais aussi la présence de la protéine KRP5 par des lignées rapportrices 
chez les différents mutants. Cependant, KRP5 ne paraît pas être un candidat principal pour agir 
en aval de TCTP car il a été avant tout plusieurs fois relié à l'élongation cellulaire plutôt qu'à la 
division, en lien avec l'endoréduplication (Jégu et al., 2013; Wen et al., 2013). De plus, il est 
exprimé principalement durant la phase S, phase inchangée chez les mutants tctp (Betsch et al., 
2019; Menges et al., 2005). Pour ces raisons, j'ai choisi de ne pas me concentrer sur l'étude de 
KRP5. Néanmoins, ces études seront intéressantes à réaliser dans le futur. 
 Des premiers résultats ont mis en évidence une zone d'expression plus étendue de 
CYCD6;1 dans les embryons tctp par rapport aux embryons sauvages et csn4 (Figure I.23). Ces 
résultats semblent particulièrement intéressant et pourraient également souligner un effet 
spécifiques au développement embryonnaire comme CYCD6;1 ne semble pas surexprimée dans 
les plantules tctp selon les résultats de RT-qPCR (Figure I.22); résultats qui devront avant tout 
être confirmés par la lignée rapportrice pCYCD6;1::GFP. CYCD6;1 est un candidat intéressant 
car elle est importante pour des divisions asymétriques, clefs pour l'établissement du cortex et 
de l'endoderme (Sozzani et al., 2010). Son expression dans une zone élargie pourrait donc avoir 
des conséquences importantes sur le développement embryonnaire. Au-delà de ces rôles 
spécifiques, une étude antérieure a montré que l'expression du marqueur pCYCD6;1::GUS (plus 
sensible que pCYCD6;1::GFP) est forte dans le tissu fondamental au stade globulaire, dans la 
provasculature et les cotylédons pendant les stades cœur et torpille puis déclinait ensuite dans 
les embryons plus matures (Collins et al., 2012). Ainsi, une expression faible de CYCD6;1 
pourrait s'étendre au-delà des cellules initiales du cortex et de l'endoderme et permettre donc 
un rôle plus général de CYCD6;1 dans le développement embryonnaire. Ce rôle potentiel reste 
toutefois limité comme les mutants cycd6,1 ne possèdent pas de phénotype majeur (Sozzani et 
al., 2010). Ces mutants perte de fonction pourraient être croisés avec ceux tctp (semblant 
surexprimer CYCD6;1) pour voir si une réduction du niveau de CYCD6;1 permet de 
complémenter leur phénotype.  
 Un autre rôle semblant spécifique à TCTP est son implication dans la voie de 
signalisation des cytokinines (Figure II.18). Aucune donnée n'a permis pour l'instant de faire 
un lien entre CSN et cytokinines. Cela peut être en partie relié au fait que la voie de signalisation 
fait intervenir en majorité des cascades de phosphorylation et non la voie Ub/Pr (Müller and 
Sheen, 2007), faisant que CSN n'avait pas été perçu comme candidat évident pour réguler la 
perception des cytokines et le lien entre les deux voies n'a donc pas été étudié. Il serait donc 
instructif de vérifier si AtCSN4 est ou non reliée à la voie de réponse aux cytokines. Les lignées 
CSN4+/- TCSn::GFP, CSN4+/- ARR5::GFP et CSN4+/- ARR7::GFP que j'ai établies permettront 
d'avoir un premier aperçu d'un lien éventuel entre CSN4 et la signalisation des cytokinines. 
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C- Effets communs à AtCSN4 et AtTCTP  
 La majorité des effets de AtTCTP notamment sur la progression du cycle cellulaire 
pourrait donc passer par AtCSN4. Cela est conforté par le fait que, contrairement aux mutants 
35S::TCTP chez qui la croissance est accélérée (Betsch et al., 2019; Brioudes et al., 2010), les 
doubles mutants 35S::TCTP ARNi-CSN4 croissent à la même vitesse que les simples mutants 
ARNi-CSN4 (Betsch et al., 2019). Ainsi, TCTP semble avoir besoin de CSN4 pour exercer sa 
fonction sur la croissance des plantes. De façon cohérente, j'ai mis en évidence des effets 
communs aux mutants tctp, csn4 et csn4-2035 sur l'expression de certains régulateurs du cycle 
cellulaire : sous-expression de CYCD7;1 et surexpression de KRP6 (Figures II.21, II.24). Cela 
fait de ces gènes de bons candidats pour expliquer le ralentissement de la transition G1/S chez 
les mutants concernés. Cependant comme ces protéines subissent des modifications post-
traductionnelles, il est également important de vérifier leurs niveaux protéiques dans les 
différents mutants. De plus, des résultats préliminaires importants montrent que l'activité kinase 
des CKD/CYC diminuerait chez les mutants tctp et csn4 (Figure II.23), apportant un autre 
élément sur les mécanismes moléculaires expliquant le ralentissement du cycle cellulaire chez 
ces mutants. Ces résultats ont besoin d'être confirmés, puis il serait intéressant de pouvoir 
différentier l'activité des complexes des différentes phases du cycle cellulaire.  
 Il a déjà été montré que CYCD7;1 n'est pas exprimé lors de l'embryogenèse chez A. 
thaliana et que les graines des mutants cycd7;1 ont un développement normal (Collins et al., 
2012). Ainsi, une sous-expression de CYCD7;1 ne peut pas expliquer le phénotype 
embryonnaire de tctp et csn4. Par ailleurs, l'expression ectopique de CYCD7;1 dans l'embryon 
conduit à un fort retard embryonnaire associé à un nombre important de divisions ectopiques 
(Collins et al., 2012). Son expression ciblée dans la cellule centrale du gamétophyte femelle y 
relance le cycle cellulaire, menant à des cellules centrales multinuclées (Sornay et al., 2015). 
Dans les feuilles, l'expression ectopique de CYCD7;1 conduit également à des divisions 
supplémentaires (Weimer et al., 2018). Comme CYCD7;1 interagit physiquement et est co-
exprimée avec RBR1 (Weimer et al., 2018), le mécanisme d'action de cette cycline doit passer 
par l'inactivation de RBR1 qui permet de passer la transition G1/S. De plus, cette action est 
dépendante de CDKB1 (une CDK habituellement mitotique) soit comme partenaire de 
CYCD7;1 soit plus tardivement en aval pour passer la transition G2/M (Weimer et al., 2018). 
Cela montre qu'effectivement CYCD7;1 peut avoir un rôle crucial dans le contrôle du cycle 
cellulaire.  
 Comme cette cycline est exprimée dans les cellules en division des feuilles (Collins et 
al., 2012), il est possible qu'elle joue un rôle en aval de TCTP et CSN4 dans les plantules 
(matériel utilisé pour les RT-qPCR). Plus précisément, il a été décrit que CYCD7;1 est exprimée 
spécifiquement dans la lignée stomatique juste avant la division formant la cellule garde et 
qu'elle est essentielle à cette division (Weimer et al., 2018). Le mutant perte de fonction 
cycd7;1-1 ne présente pas de phénotypes globaux à l'échelle de la plante mais présente un retard 
au niveau des divisions formant les cellules de garde (Weimer et al., 2018). Ainsi, CYCD7;1 
semble posséder uniquement un rôle très spécifique dans une division clef du développement 
des feuilles pour l'établissement de la lignée stomatique. Cela peut expliquer le faible niveau 
d'expression global observé en RT-qPCR (Figure II.21). Cela n'empêche pas qu'elle puisse être 
importante dans la cascade en aval de TCTP/CSN4, a priori pas dans un contexte général mais 
dans des contextes plus spécifiques. Il pourrait être intéressant d'étudier le développement des 
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stomates dans les mutants tctp et csn4 pour initier un lien plus précis entre ces protéines et cette 
cycline. De plus, il sera avant tout crucial de suivre l'accumulation de CYCD7;1 dans des 
lignées tctp et csn4 en utilisant la construction pCYCD7;1::CYCD7;1-YFP (Weimer et al., 
2018). 
 Le rôle potentiel de CYCD7;1 doit donc être assuré par une autre cycline D dans les 
contextes où celle-ci n'est pas exprimée, notamment dans le cas des embryons. Il est possible 
de suggérer une implication des CYCD3 comme le triple mutant cycd3;1 cycd3;2 cycd3;3 
présente un délai dans le développement embryonnaire (Collins et al., 2012). Les CYCD3 sont 
des candidates particulièrement intéressantes car leur expression est induite en présence de 
sucre dans le milieu de culture (Riou-Khamlichi et al., 2000), tout comme la croissance des 
mutants tctp est relancée en présence de sucre dans le milieu de sauvetage embryonnaire. Il 
semble malheureusement difficile de vérifier l'expression de ces cyclines dans les embryons 
des différents mutants pour des questions de quantité de matériel biologique. Aucune variation 
majeure d'expression de CYCD3;1 n'est visible dans les plantules mutantes tctp, csn4 et csn4-
2035 (Figure II.21), indiquant que si cette cycline à un rôle lors du développement 
embryonnaire, elle ne semble pas les conserver post germination. Il faudra cependant vérifier 
l'expression de CYCD3;1 dans les mutants tctp a pu être observée même si elle concernait des 
variations trop faibles pour être considérée comme certaine (Figure II.21). Celle-ci devra donc 
être vérifiée par d'autres moyens comme une lignée rapportrice ou des hybridation in situ. De 
plus, il est important de noter qu'imaginer un changement dans les CYCD impliqués entre le 
stade embryonnaire et post-embryonnaire n'est pas forcément évident comme chaque CYCD 
peut avoir des spécificités d'action. En effet, en plus de stimuler les divisions cellulaires, 
l'expression ectopique de CYCD7;1, mais pas celle de CYCD3;1, conduit à en croissance accrue 
de certaines cellules (Collins et al., 2012), Cela suggère que CYCD7;1 mais pas CYCD3;1 peut 
stimuler la croissance cellulaire. 
 Un autre effet commun aux mutants tctp, csn4 et csn4-2035 est la surexpression de 
KRP6. Malheureusement, je n'ai pas pu vérifier si une hausse était également visible au niveau 
protéique. En effet, la construction pKRP6::KRP6-GFP ne fluoresce pas dans les embryons. 
Cela peut être dû à une absence de KRP6 lors de l'embryogenèse ou à un niveau protéique trop 
faible pour être visualisé par fluorescence auquel cas une construction avec un rapporteur plus 
sensible comme l'enzyme GUS pourrait être utile. Dans un premier temps, il sera important de 
d'étudier les lignées pKRP6::KRP6-GFP dans d'autres tissus pour lesquels une fluorescence a 
déjà été mise en évidence comme les tissus conducteurs et les cotylédons des plantules (Millan, 
2011), même si ces tissus sont loin d'être idéaux pour les lignées létales tctp et csn4. 
 Malgré ces premiers résultats où KRP6 ne semble pas être impliqué dans 
l'embryogenèse, il reste un candidat particulièrement intéressant car il est exprimé pendant la 
transition G1/S (Menges et al., 2005) dans toute la plante (De Veylder et al., 2001). De plus, le 
ciblage pour dégradation de KRP6 par des E3 Ub-ligases à domaine RING, notamment par 
SCFF-box-like 17 lors de la gamétogenèse mâle, est nécessaire à la progression du cycle cellulaire 
(Gusti et al., 2009; Kim et al., 2008a; Liu et al., 2008). Ces résultats établissent des liens entre 
KRP6 et la voie Ub/Pr pour réguler le cycle cellulaire et permettent de poser l'hypothèse du 
contrôle du niveau protéique de KRP6 via la régulation de la neddylation des CUL par 
TCTP/CSN4. Pour étudier cela, il pourrait être intéressant de croiser les mutants d'intérêt avec 
le mutant perte de fonction krp6. Ce mutant ne possède pas de phénotype drastique à l'âge adulte 
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(Millan, 2011). Toutefois, la germination des mutants krp6 est plus rapide et hypersensible à 
un inhibiteur de l'acide gibbérellique (Nieuwland et al., 2016). Si KRP6 est bien impliqué dans 
la voie AtTCTP/AtCSN4, les embryons doubles mutants tctp krp6 et csn4 krp6 pourraient 
présenter des délais de croissance embryonnaire moindres que les simples mutants 
correspondants. Enfin, KRP6 est régulé par phosphorylation par SNF1-RELATED KINASE-1 
(SnRK1) une kinase maintenant l'homéostasie de l'énergie cellulaire via le contrôle de la 
balance anabolisme/catabolisme (Guérinier et al., 2013). Si le lien entre AtTCTP/AtCSN4 et 
AtKRP6 est confirmé, une étude plus poussée pourrait utiliser différentes formes de KRP6 : 
AtKRP6, une forme non phosphorylable AtKRP6T152A et une forme phosphomimétique 
AtKRP6T152D (Guérinier et al., 2013) pour déterminer une éventuelle relation avec la voie 
SnRK1.   
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2- Les mutants tctp et csn4 possèdent des phénotypes macroscopiques semblables 
mais des phénotypes moléculaires opposés 

 
 Différentes études ont ainsi mis en évidence des phénotypes macroscopiques communs 
aux mutants n'exprimant pas ou sous-exprimant TCTP ou CSN4. Ces phénotypes, reliés à un 
délai dans la progression du cycle cellulaire similaire pour les deux mutants, se manifestent au 
niveau moléculaire par la sous-expression de certaines cyclines de phase G1 et la surexpression 
de leur inhibiteur KRP6. D'autres études ont pourtant révélé des effets moléculaires opposés 
chez les mutants affectés pour TCTP ou CSN4. L'intégration des résultats issues de ma thèse 
m'a permis de générer un modèle expliquant en partie ces contradictions et par là le 
fonctionnement de l'interaction TCTP/CSN4 dans la régulation du cycle cellulaire. 
 

A- Les mutants tctp et csn4 possèdent des phénotypes moléculaires opposés quant à la 
neddylation de CUL1 

 Un effet intéressant découvert dans les travaux auxquels j'ai participé (Betsch et al., 
2019) est l'inhibition par TCTP de la déneddylation des CUL. En effet, les CUL sont 
majoritairement déneddylées chez les mutants tctp et hyperneddylées chez les mutants 
35S::TCTP (Betsch et al., 2019). Ce phénotype démontre un antagonisme avec CSN4, essentiel 
à la déneddylation des CUL. Ainsi, TCTP et CSN4 ont à la fois des effets opposés sur la 
neddylation des CUL mais similaires sur la progression du cycle cellulaire et par là le 
développement des organes. Cela met en évidence ce qui pourrait sembler une contradiction 
importante. 
 J'ai donc voulu confirmer l'importance de l'effet sur la neddylation dans le phénotype 
des plantes tctp et 35S:TCTP. J'ai initié une approche génétique qui consiste à tester s’il est 
possible de complémenter au moins partiellement les phénotypes tctp ou 35S::TCTP en 
modifiant génétiquement le niveau de neddylation de CUL1. Pour cela, j’ai cherché des mutants 
chez qui la neddylation des CUL est modifié (Annexe 3). Certains mutants faibles de CSN : 
csn1-10, csn2-5, csn5a-1, csn5a-2 affectent de façon importante l’activité de déneddylation de 
CSN (Singh and Chamovitz, 2019). Ils pourraient être de bons modèles pour essayer de limiter 
l’accumulation de CUL1 deneddylée dans tctp. Cependant, ces croisements seront durs à 
interpréter dans la mesure où la façon dont les voies TCTP et CSN via CSN4 sont liées est 
encore en cours d’éclaircissement. Il devrait toutefois être possible de tirer des conclusions en 
comparant ces croisements avec ceux de tctp avec des mutants faibles de CSN non affecté dans 
l’activité de déneddylation comme csn3-3, csn5b-1, csn6a-1 et csn6b-1 (Singh and Chamovitz, 
2019).  
 Ces études restent complexes à traiter car il faut également différencier les mutants csn1-
10, csn2-5 et csn3-3, qui sont des mutants alléliques, des mutants d'insertion csn5a-1, csn5a-2, 
csn5b-1, csn6a-1 et csn6b-1. Dans le premier cas, l'absence de létalité est due à une 
conservation d'une partie de la fonctionnalité de la protéine mutée par la protéine sauvage. Il 
faut noter que csn2-5 et csn3-3 peuvent s'intégrer dans le complexe CSN (Huang et al., 2013; 
Stuttmann et al., 2009a). Concernant csn1-10, les plantes mutantes possèdent deux formes 
d'ARNm : l'ARNm long classique qui produit une protéine CSN1 sauvage mais dans des 
quantités moindres chez les plantes sauvages et un ARNm tronqué dont le devenir n'a pas été 
clarifié (Zhang et al., 2008b). Il est donc probable que le problème majeur de ce mutant soit 
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une sous-expression de la protéine sauvage CSN1 conduisant à une quantité moindre de 
complexe CSN formé et actif. Toutefois, le rôle d'une hypothétique forme tronquée de CSN1 
pourrait entrer en jeu. Il faudra donc garder cela en mémoire lors de l'étude future; d'autant plus 
qu'il est possible que CSN1 interagisse avec TCTP, ce qui n'est pas le cas de CSN2 et CSN3 
donc a priori des formes csn2-5 et csn3-3 (Figure II.9). L'absence de létalité des mutants csn5a-
1, csn5a-2, csn5b-1, csn6a-1 et csn6b-1 s'explique par la redondance partielle entre CSN5A et 
CSN5B (Dohmann et al., 2005; Gusmaroli et al., 2004) et importante entre CSN6A et CSN6B 
(Gusmaroli et al., 2007). Ces mutants possèdent donc uniquement un des deux paralogues pour 
CSN5 ou CSN6 mais toutes les protéines restent sous leur forme sauvage et n'interagisse donc 
a priori pas avec TCTP in planta (Figures II.9, II.11).  
 Une autre alternative aurait été d’utiliser le mutant 35S::RBX1a, mutant impliqué dans 
la voie de conjugaison de NEDD8 présentant une augmentation de CUL1 neddylée (Gray et al., 
2002) et a priori indépendant de la voie AtTCTP/AtCSN4, mais je n’ai pas pu me procurer ce 
mutant. Des mutations de protéines de cette même voie comme axr1-3 et axr1-12 qui affectent 
AtAXR1, une enzyme la voie de conjugaison de NEDD8 sur les CUL, conduisent à une 
diminution des CUL neddylées (Dharmasiri et al., 2007; Huang et al., 2013; Ruegger et al., 
1998). Ces mutants peuvent être utilisés pour tenter de complémenter 35S::TCTP mais leur 
phénotype pléiotropique pausera problème pour conclure sur la présence ou non d’effet sur 
celui, plus limité, des surexpresseurs de AtTCTP. 
 Enfin, un autre moyen de déterminer génétiquement l'importance de la neddylation dans 
la voie TCTP serait de générer des lignées exprimant une CUL1 ne pouvant être neddylée ou 
au contraire constitutivement neddylée pour les croiser avec mes lignées d'intérêt. Des lignées 
exprimant une CUL1 non neddylable ont été générées chez les cellules humaines en mutant la 
lysine 720 qui forme habituellement la liaison avec NEDD8 en arginine (Bennett et al., 2010). 
Une lignée semblable, cul1K722R, a été établie chez Neurospora crassa et a permis de préciser 
la dynamique d'assemblage des SCF et le lien avec CSN (Liu et al., 2017). Il est 
particulièrement intéressant de noter que l'expression de Myc-CUL1K722R restaure les défauts 
phénotypiques observés chez les mutants csn de N. crassa (Liu et al., 2017). Pareillement, chez 
Caenorhabditis elegans, réduire le niveau de neddylation par un ARNi contre NEDD8 chez les 
mutants csn permet de réduire les phénotypes d'assemblage du complexe synaptonémal, 
complexe permettant l'association des chromosomes homologues (Brockway et al., 2014). Chez 
A. thaliana, la perte de fonction de cul3A ou cul3B complémente les défauts des mutants csn5a-
2 (Gusmaroli et al., 2007). Ces différents exemples montrent que les phénotypes des mutants 
csn peuvent donc être atténués en réduisant le niveau d'expression des CUL ou leur neddylation.  
 Ainsi, croiser des lignées n'exprimant pas CUL1 ou exprimant une CUL1 non 
neddylable avec les mutants csn4-2035 pourrait permettre de confirmer cet effet. Il serait 
particulièrement instructif de croiser ces lignées avec les mutants tctp et 35S::TCTP pour voir 
si une complémentation des phénotypes est observable. Pour construire une lignée exprimant 
une CUL1 non neddylable chez A. thaliana,  l'approche la plus simple est d'adapter la stratégie 
utilisée dans les lignées humaines (Bennett et al., 2010) et chez N. crassa (Liu et al., 2017), en 
mutant la lysine homologue, qui est la lysine 682 de AtCUL1, en arginine (K682R). Cette lysine 
est bien celle qui est neddylée in planta (del Pozo and Estelle, 1999). La construction 
AtCUL1K682R a déjà été utilisée en système double-hybride chez la levure pour contribuer à 
montrer que AtCAND1 interagit préférentiellement avec CUL1 non neddylée (Feng et al., 
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2004). Il serait intéressant de pouvoir utiliser cette construction in planta et notamment voir 
dans quelle mesure elle complémente la létalité précoce des mutants cul1 (Shen et al., 2002), 
puis celle des mutants csn4.  
 À l'inverse, une autre approche génétique consiste en la création de lignées exprimant 
une NEDD8 non clivable, menant à l'obtention de CUL constitutivement neddylées. Une telle 
stratégie a été utilisée chez D. melanogaster en mutant la leucine 73 du site de clivage de 
NEED8 par CSN en proline (Suisse et al., 2018). Cette mutation conduit bien à augmenter la 
quantité de cullines neddylées (Suisse et al., 2018). Réaliser une mutation semblable chez A. 
thaliana (NEDD8L149P) pourrait permettre d'augmenter la fraction de CUL1 neddylées dans les 
mutants tctp et ainsi voir si une complémentation du phénotype est observable. 
 Une stratégie alternative pourrait être une approche pharmacologique utilisant la drogue 
MLN4924, qui inhibe la neddylation en général et celle des CUL en particulier (Betsch et al., 
2019; Hakenjos et al., 2011). Le MLN4924 affecte grandement le développement des racines 

traitées. Pour un traitement à 5 µM, les racines Col0 croissent environ deux fois moins vite que 
des racines non traitées entre 4 et 10 jours post-semis (données non montrées). Des 
concentrations élevées de MLN conduisent à une hypo-neddylation de CUL1 induisant la mort 
des plantules traitées (Betsch et al., 2019). Ainsi, il pourrait être informatif de comparer 
comment le traitement au MLN4924, à une concentration faible, affecte le développement 
racinaire des plantes 35S::TCTP dont les CUL1 sont hyperneddylées et des plantes Col0. 
Cependant, le fait que le développement racinaire des plantes surexprimant TCTP ne soit que 
légèrement augmenté et uniquement au début du développement a nettement compliqué cette 
étude notamment en comparaison avec l'effet majeur du MLN4924 sur la croissance racinaire. 
Je n'ai donc pas réussi à déterminer si le MLN4924 affecte le développement racinaire des 
plantes 35S::TCTP et Col0 de manière semblable ou différente.  
 

B- Le phénotype macroscopique des mutants est lié à une perturbation de la balance 
de neddylation des CUL.  

 À première vue, mes résultats présentent ainsi une incohérence entre les effets similaires 
d'un manque de TCTP ou CSN4 sur le cycle cellulaire et le développement des organes et les 
effets opposés sur la neddylation de CUL1 et la stabilité des protéines. Malgré le côté surprenant 
de ces résultats, plusieurs éléments d'explication existent. Différents exemples dans la 
littérature présentent des données similaires. Par exemple, les mutants 35S::RBX1a chez 
lesquels CUL1 est hyperneddylée possèdent un phénotype semblable à celui des mutants axr1, 
mutants de la voie de neddylation chez les lesquels CUL1 est donc hyponeddylée et qui se 
caractérisent par une stabilité accrue des AUX/IAA et une réponse à l'auxine diminuée (Gray 
et al., 2002). Les mutants affectés dans la déneddylation comme le mutant ARNi-CSN5 et les 
mutants hypomorphiques csn présentent également un phénotype semblable notamment quant 
à la diminution de la réponse à l'auxine (Schwechheimer et al., 2001; Singh and Chamovitz, 
2019). Dans ces cas, l'hyperneddylation ou l'hyponeddylation des CUL mènent toutes deux au 
même résultat, à savoir l'activité réduite des E3 Ub-ligases CRL.  
 La même tendance est retrouvée chez N. crassa où le phénotype des mutants 
hyponeddylés exprimant CUL1K722R à l'état hétérozygote présentent des défauts phénotypiques 
semblables à ceux des mutants hyperneddylés csn (excepté csn3 dont le phénotype est moins 
fort) : rythme de conidiation irrégulier, processus de régulation par la lumière perturbés, 
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croissance thermosensible (Liu et al., 2017). De plus, comme noté précédemment, le phénotype 
dû à la délétion de csn est complémenté par l'expression de Myc-Cul1K722R (et pas de Myc-
Cul1), c’est-à-dire par la réduction de la proportion de CUL1 neddylée (Liu et al., 2017). Ainsi, 
c'est le ratio entre CUL1 neddylée et CUL1 déneddylée qui semble importante et non les 
quantités absolues des deux formes de CUL1.  
 Il est donc possible d'établir un modèle où perturber le ratio CUL1NEDD8/CUL1 aboutit, 
quel que soit le sens de la perturbation, à une activité moindre des CRL et donc à des phénotypes 
similaires. Mécanistiquement, cela s'explique simplement dans le cas d'une hyponeddylation 
générale des CUL par l'absence de complexes CRL formés et actifs (Partie I.3.C). Dans le cas 
d'une hyperneddylation, cela peut s'expliquer par une dégradation accrue de certaines sous-
unités des CRL suite à leur auto-ubiquitination (Partie I.3.C). Ce modèle est soutenu chez N. 
crassa, par le fait que la protéine F-Box GRR-1 (sous unité du complexe CRL) soit moins stable 
chez les mutants csn, alors que la stabilité de FREQUENCY (FRQ), une cible du complexe 
CRL, est accrue (Liu et al., 2017). Il est également en cohérence avec les résultats obtenus chez 
D. melanogaster où la présence de NEDD8 non clivable rend les CUL hyperneddylées et 
incapables de promouvoir la dégradation de leurs substrats (Suisse et al., 2018). Ainsi, ce n'est 
pas le fait d'avoir des CUL neddylées qui est important pour le fonctionnement correct des CRL 
mais la possibilité d'avoir des cycles de neddylation et déneddylation pour assurer un équilibre 
entre ces deux formes de CUL. 
 Ainsi, les effets de ralentissement du cycle cellulaire, observés chez les mutants qui 
sous-accumulent TCTP ou CSN4, seraient dus à un déséquilibre du ratio CULNEDD8/CUL, 
déséquilibre allant dans le sens d'une suraccumulation de CULNEDD8 ou de CUL respectivement 
dans le cas des mutants csn4 ou tctp. Quelque que soit le sens du déséquilibre, il conduirait à 
un dysfonctionnement semblable des CRL qui expliquerait donc la similitude des phénotypes 
obtenus chez les mutants tctp et csn4. Cependant, la prudence est de mise car la perte de 
fonction csn ne conduit pas forcément à une baisse d'activité des E3 Ub-ligases et une 
accumulation de leurs protéines cibles. Les différents exemples montrent une grande 
incohérence de la littérature à ce sujet. Par exemple, chez les mutants csn de D. melanogaster, 
les protéines cibles Cactus (Harari-Steinberg et al., 2007), Timeless (Knowles et al., 2009) et 
Cycline E (Doronkin et al., 2002) se sur-accumulent, alors que les protéines cibles Capicua 
(Suisse et al., 2017), Cubitus interruptus et Armadillo (Wu et al., 2011) sont déstabilisées. Ces 
exemples d'incohérence montent qu'il est difficile de raisonner à l'échelle globale uniquement 
à partir des résultats d'une protéine cible particulière. En effet, les cycles de neddylation et 
déneddylation favorisent les changements de protéine adaptatrice dans les CRL et donc de 
protéines cibles. Il semble logique que l'état hyperneddylé des CUL conduise à fixer la 
composition des CRL et donc à dégrader uniquement certaines cibles. Cela pourrait conduire à 
une dégradation accrue de certaines cibles tandis que d'autres se sur-accumulent.  
 C'est pourquoi il m'a semblé particulièrement important d'étudier les modifications de 
dégradation des protéines au niveau global et pas seulement pour quelques cibles candidates. 
Conformément aux données déjà publiées chez les mutants csn1 et csn3 (Peng et al., 2001), j'ai 
mis en évidence que le niveau global d'ubiquitination augmente chez les mutants csn4-2035 
(Figures II.25, II.26). Ainsi, de façon globale, l'hyperneddylation des CUL semble entraîner 
une activité accrue des complexes CRL.  
  



Figure III-1. Modèle d'action de TCTP et CSN4 sur la progression du cycle cellulaire chez 

Arabidopsis thaliana.

Différentes voies, communes ou spécifiques, permettent d'expliquer l'action de TCTP et CSN4 sur la 

progression du cycle cellulaire. La voie commune s'explique par l'interaction, en dehors du complexe 

CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENESIS 9 SIGNALOSOME (CSN), entre TCTP/CSN4 qui 

régule la neddylation des CULLINES (CUL). Cela contribue à contrôler l'activité des complexes E3 

UBIQUITINE (Ub)-ligase (encadrés en noir) et donc celle de la voie de dégradation par le système 

Ub/Protéasome, notamment en ce qui concerne la régulation de l'accumulation de protéines 

impliquées dans la traduction comme les protéines ribosomales. Tout cela contribue à la régulation de 

régulateurs clefs du cycle cellulaire comme les CYCLINES (CYC) et leurs inhibiteurs, les KIP-

RELATED PROTEIN (KRP).

Flèches pleines : stimulation, flèches vides : dégradation par la voie Ub/Protéasome, couleur bleue : 

voie dont les mécanismes précis sont encore inconnus.
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Cela est également renforcé par les résultats de protéomique qui montrent un plus grand nombre 
de protéines absentes chez csn4-2035 et présentes chez Col0 que de protéines présentes chez 
csn4-2035 et absentes chez Col0 (Figure II.27). Du côté des mutants tctp, la situation est 
inversée : il y a davantage de protéines présentes chez tctp et absentes chez Col0 que des 
protéines absentes chez tctp et présentes chez Col0 (Figure II.27), montrant une sous-activité 
du système Ub/Pr. Par contre, cette sous-activité n'est pas visible au niveau de l'ubiquitination 
générale qui semble stable voire augmentée chez les mutants tctp (Figure II.25). Cela suggère 
que la sous-activité du système Ub/Pr est moins générale chez les mutants tctp que sa suractivité 
chez les mutants csn4, et donc pas visible par l'étude globale du niveau d'ubiquitination. Une 
autre hypothèse serait que le niveau d'ubiquitination reste bien contant chez les mutants tctp 
mais que la reconnaissance et/ou dégradation des protéines ubiquitinées par le protéasome est 
altérée. Pour éclaircir cela, il sera nécessaire d'utiliser le MG132, drogue bloquant l'activité du 
protéasome, afin de découpler les effets sur l'ubiquitination des protéines de ceux sur leur 
dégradation.  
 Dans tous les cas, la situation est donc différente de celle décrite précédemment 
(notamment dans l'article Liu et al., 2017) : les deux contextes conduisent à des effets opposés 
sur la neddylation des CUL qui semblent conduire également à des effets globaux opposés sur 
l'activité des CRL ou du moins sur la dégradation de certaines protéines. D'une manière 
intéressante, cela se traduit moléculairement par une surreprésentation des protéines impliquées 
dans la traduction, le métabolisme et la biosynthèse des protéines chez les mutants tctp et leur 
sous-représentation chez csn4-2035 (Figure II.27, Partie II.3.G.d).  
 

C- Établissement d'un modèle d'action de la voie TCTP/CSN4 
 L'intégration des résultats obtenus pendant ma thèse ont apporté des précisions sur 
comment TCTP/CSN4 régule le cycle cellulaire via la modification du niveau de neddylation 
des CUL. Les différentes données que j'ai obtenues ont permis de compléter la figure proposée 
dans les objectifs de thèse (Partie I.6, Figure I.21) et celui proposé précédemment par mon 
équipe (Betsch et al., 2019). J'ai dans un premier temps pu établir que AtTCTP et AtCSN4 
n'interagissent pas au sein du complexe CSN entier, au moins AtCSN5 est exclu de l'interaction 
chez A. thaliana (Partie II.1). La présence de TCTP est nécessaire pour assurer une neddylation 
optimale de CUL1 (Betsch et al., 2019). Cependant, mes données indiquent que le mécanisme 
sous-jacent ne consiste pas uniquement en une séquestration de AtCSN4 en dehors de CSN par 
AtTCTP (Partie II.1, II.2). Comme l'action de AtTCTP nécessite la présence de AtCSN4 
(Betsch et al., 2019), il est possible de supposer que l'interaction AtTCTP/AtCSN4 conduit, par 
une cascade encore inconnue, à stimuler la neddylation de AtCUL1 ou inhiber sa déneddylation 
(Figure III.1). Une régulation précise du ratio CUL1NEDD8/CUL1 est nécessaire au contrôle de 
l'activité des CRL et donc à celui de la dégradation par la voie Ub/Pr (Figure III.1). 
 Ainsi, les mutants csn4 et csn4-2035, chez qui le complexe CSN fonctionnel ne peut 
pas être formé, présentent un excès de CUL1NEDD8 conduisant à une suractivité de la voie Ub/Pr 
et une sous-représentation de certaines protéines notamment impliquées dans la traduction 
(Partie II.3, Figure III.2). Au contraire, les mutants tctp présentent un excès de CUL1 
déneddylée conduisant à une sous-activité de la voie Ub/Pr et une surreprésentation de certaines 
protéines notamment impliquées dans la traduction (Partie II.3, Figure III.3). Cette sous-activité 
n'est toutefois pas traduite par une hausse globale du niveau d'ubiquitination (Partie II.3).  



Figure 2. Effet de la perte de fonction de CSN4 chez Arabidopsis thaliana.

L'absence de CSN4 conduit à l'absence de formation du complexe CONSTITUTIVE 

PHOTOMORPHOGENESIS 9 SIGNALOSOME (CSN). Les CULLINES (CUL) appartenant aux 

complexes E3 UBIQUITINE (Ub)-ligase (encadrés en noir) sont donc majoritaire néddylées, et les 

complexes superactivés. Cela conduit à une dégradation majeure de nombreuses protéines dont des 

protéines impliquées dans la traduction, notamment des protéines ribosomales. Une surexpression des 

inhibiteurs de CYCLINES (CYC), les KIP-RELATED PROTEIN (KRP) et une sous-expression de 

certaines CYCD mènent à un ralentissement de la progression du cycle cellulaire. De nombreux 

autres effets notamment sur la voie des dommages à l'ADN ou sur différentes voies hormonales 

s'ajoutent à ces effetes sur le cycle cellulaire pour expliquer la létalité post embryonnaire des mutants 

csn4.
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Figure 3. Effet de la perte de fonction de TCTP chez Arabidopsis thaliana.

L'absence de TCTP conduit à l'absence de formation du complexe TCTP/CSN4. Les CULLINES 1 

(CUL1) appartenant aux complexes E3 UBIQUITINE (Ub)-ligase (encadrés en noir) sont donc 

majoritaire déneddylées, et les complexes sous-activés. Cela conduit à une accumulation de 

nombreuses protéines dont des protéines impliquées dans la traduction, notamment des protéines 

ribosomales. Une surexpression des inhibiteurs de CYCLINES (CYC), les KIP-RELATED 

PROTEIN (KRP) et une sous-expression de certaines CYCD mènent à un ralentissement de la 

progression du cycle cellulaire au niveau de la transition G1/S, responsable de la létalité 

embryonnaire des mutants tctp.   

Flèches pleines : stimulation, flèches vides : dégradation par la voie Ub/Protéasome, couleur bleue : 

voie dont les mécanismes précis sont encore inconnus. L'épaisseur des traits est proportionnelle à la 

force de la voie
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Dans les deux cas, le déséquilibre de neddylation des CUL, qui mène à une dérégulation de la 
voie Ub/Pr, conduit à une baisse de l'activité kinase des complexes CDK/CYC (Partie II.3, 
Figures III.2, III.3).  Cette baisse est probablement en partie due à la surexpression de certains 
de leurs inhibiteurs KRP et à la sous-expression de certaines CYC comme CYCD7;1 (Partie 
II.3, Figures III.2, III.3). Tout cela mène à un ralentissement du cycle cellulaire notamment lors 
de la transition G1/S (Partie II.3, Figures III.2, III.3). Cela se traduit au niveau de l'organisme 
par un ralentissement du développement embryonnaire et une réduction de la taille des organes 
(Partie II.2, Figures III.2, III.3).  
 De nombreuses questions restent encore à éclaircir. Dans un premier temps, il serait 
intéressant de se pencher sur le(s) mécanisme(s) par le(s)quel(s) l'interaction AtTCTP/AtCSN4 
influe le niveau de neddylation de AtCUL1, notamment pour confirmer si cet effet est 
l'intermédiaire entre AtTCTP et la progression du cycle cellulaire (Figure III.1). De plus, il 
serait instructif de déterminer le lien entre la dérégulation opposée de l'accumulation de 
protéines impliquées dans la traduction chez les mutants csn4 et tctp et leur effet similaire sur 
la progression du cycle cellulaire et le développement d'A. thaliana (Figure III.1). Enfin, sur un 
plan plus spécifique, il reste à préciser le rôle d'acteurs comme certaines cyclines de classe D, 
CYCD6;1 et CYCD7;1 et leurs inhibiteurs KRP5 et KRP6, comme les cytokinines ou encore 
comme les protéines ribosomales dans la voie commune AtTCTP/AtCSN4 ou dans des voies 
spécifiques à AtTCTP ou AtCSN4 (Figure III.1).  
 

D- Conservation de la voie AtTCTP/AtCSN4 
 Après avoir proposé un modèle expliquant l'action de AtTCTP sur la progression du 
cycle cellulaire, j'ai cherché à préciser si ce modèle peut être valable chez les animaux, 
notamment chez D. melanogaster. Comme développé en introduction (Partie I.5.A), les 
protéines AtTCTP, dTCTP et hTCTP sont bien conservées entre elles. Il a rapidement été 
découvert que la fonction de TCTP quant à la régulation due la progression du cycle cellulaire 
semble conservée entre animaux et végétaux. En effet, l'expression de AtTCTP (respectivement 
dTCTP) peut complémenter les défauts de prolifération des mutants perte de fonction pour 
dTCTP (respectivement AtTCTP et hTCTP) (Brioudes et al., 2010; Hsu et al., 2007). Au-delà 
de la fonction principale, certains éléments précis de la voie sont également conservés : AtTCTP 
tout comme dTCTP interagissent avec AtCSN4 et la neddylation de CUL1 est inhibée chez les 
mutants perte de fonction pour TCTP chez A. thaliana et D. melanogaster (Betsch et al., 2019).  
Enfin, le rôle des protéines ribosomales en particulier et du contrôle de la traduction dans la 
voie semblent également conservés. Les interactomes de AtTCTP (Betsch, 2017), dTCTP 
(Kwon et al., 2019) et hTCTP (Li et al., 2016) révèlent tous trois un enrichissement des 
protéines impliquées dans la traduction, notamment de protéines ribosomales. Ces données sont 
renforcées par mes résultats qui montrent que ces protéines sont dérégulées chez les mutants 
tctp et csn4-2035 d'A. thaliana (Figure II.27). Ainsi, il existerait une voie conservée chez les 
animaux et les végétaux où l'interaction TCTP/CSN4 contrôlerait la neddylation des CUL et le 
niveau de protéines impliquées dans la traduction comme les protéines ribosomales pour assurer 
la régulation de la progression du cycle cellulaire.  
 Cependant, il est important de noter que quelques divergences semblent exister entre 
ces voies dans les différents organismes. Tout d'abord, AtTCTP, contrairement à dTCTP, 
n'interagit pas avec AtCSN5 chez A. thaliana dans des essais de co-immunoprécipitation 
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(Figure II.11). De plus, dans l'interactome de hTCTP, ce n'est pas hCSN4 mais hCSN3 qui a 
été retrouvé (Li et al., 2017). Ainsi, il est possible que, en fonction des organismes, des 
complexes différents soient mis en place : AtTCTP/AtCSN4, dTCTP/dCSN4/dCSN5 et 
hTCTP/hCSN3. Ces différences pourraient en expliquer d'autres comme la présence d'un lien 
entre TCTP et la voie des dommages à l'ADN chez les animaux mais pas chez les végétaux 
(Figure II.28). En effet, ce lien pourrait passer en partie, du moins chez H. sapiens, par une 
interaction entre hTCTP et le module CSN/DNA DAMAGE-BINDING contenant notamment 
CSN2, CSN3 et CUL4A (Li et al., 2017). Enfin, l'action précise de la voie TCTP sur la 
progression du cycle cellulaire et plus spécifiquement la transition G1/S ne passe pas forcément 
par les mêmes acteurs moléculaires chez les animaux et les végétaux. CYCE (Hsu et al., 2007) 
et p53 (Amson et al., 2012; Funston et al., 2012; Rho et al., 2011) qui semblent être des 
régulateurs clefs chez les animaux n'ont pas d'homologues chez les végétaux chez qui ces rôles 
pourraient être assurés par KRP6 et CYCD7;1 par exemple (Figures II.21, II.24). 
 Ainsi, la forte conservation de la voie par laquelle TCTP via CSN4 contrôle la 
progression du cycle cellulaire et donc la prolifération cellulaire laisse présager que les 
connaissances acquises, notamment par mes travaux, chez A. thaliana sont en partie 
transposables chez les animaux. Malgré les différences, mieux connaître la voie TCTP/CSN4 
chez A. thaliana pourrait donc permettre des avancées fondamentales mais également plus 
appliquées comme TCTP et le complexe CSN sont impliqués dans la cancérogenèse chez les 
animaux (Parties I.4.E et I.5.B) et ont été proposés comme cibles thérapeutiques (Schlierf et al., 
2016; Seo et al., 2017). Il sera notamment important de mieux comprendre le lien entre cette 
voie et la traduction des protéines pour cibler au mieux les futurs traitements.  
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IV- Matériels et méthodes 
 

1- Matériel biologique et conditions de culture 
 

A- Arabidopsis thaliana 
a- Lignées utilisées 

 L'ensemble des différentes lignées utilisées est présenté dans un tableau en Annexe 2. 
De manière générale, elles ont été obtenues du stock du NASC (Nottingham Arabidopsis Stock 
Center) lorsqu'elles y étaient disponibles (l'identifiant de la lignée est alors indiqué). Les autres 
lignées ont été fournies par l'auteur correspondant des articles cités en référence.  
 La lignée csn4-2035 (Col0) a été établie par trois rétrocroisements (backcross) 
successifs de csn4-2035 (Ws4) avec Col0. À chaque génération, la présence de la mutation 
A302V a été vérifié par séquençage après amplification par PCR du fragment d'intérêt (amorces 
csn4-2035fw et csn4-2035rev, annexe 5). Les plantes dont le phénotype se rapprochait le plus 
de Col0 par rapport à Ws4 ont été préférentiellement conservées. 
 La lignée pKRP6::KRP6-GFP a été établie par transformation stable (IV.1.A.c) à partir 
des plasmides précédemment décrits (Millan, 2011) et fournis par C. Raynaud (Institute of Plant 
Sciences Paris Saclay, Équipe : Chromosome Dynamics). 
 Les différentes lignées exprimant CYCD3;1 fusionnée en N- ou C-terminal à la GFP ou 
la m-cherry sous contrôle de son propre promoteur ont également été obtenues par 
transformation stable (IV.1.A.c). Le cadre de lecture (open reading frame, ORF) de CYCD3;1 
(AT4G34160) a été obtenu après amplification d'ADNc (amorces CYCD3fw et CYCD3rev, 
annexe 5). Le promoteur a été cloné en amplifiant les 2 kb situés en amont de l'ATG (amorces 
pCYCD3fw et pCYCD3rev, annexe 5). Le promoteur, l'ORF et la GFP (alternativement la m-
cherry) ont été cloné dans le vecteur pK7m34GW en utilisant la technologie Gateway (Karimi 
et al., 2002). 
 Le génotype des descendants de lignées conservées à l'état hétérozygote (notamment 
celles TCTP+/- et CSN4+/-) pour cause de létalité des plantes homozygotes mutantes est 
identifiés par phénotypage ou génotypage. Pour le génotypage, ont été utilisées les amorces 
suivantes (Annexe 5) : pour CSN4-1+ (absence de l'insert), csn4-1fw et csn4-1rev; pour csn4-
1- (présence de l'insert), LBb1 et csn4-1rev; pour CSN4-2+, csn4-2fw et csn4-2rev; pour csn4-
2-, LBb1 et csn4-2rev; pour TCTP-1+, TCTP1LP et TCTP1RP; pour tctp-1-, LBsail et 
TCTP1RP; pour TCTP-2+, TCTPQ3 et TCTP2RP; pour tctp-2-, LBgabi et TCTP2RP. 

b- Conditions de culture 
 Pour la culture in vitro, les graines ont été stérilisées dans des boîtes confinées par 
l'exposition au dichlore (3 mL HCl 40% dans 100 mL de javel) pendant 2 heures. Les graines 
stériles ont été semées sur du milieu solide Murashige and Skoog (MS, (Murashige and Skoog, 
1962) complémenté avec les antibiotiques spécifiques adaptés pour la sélection du génotype. 
Après environ 10 jours de culture dans des chambres Sanyo (MLR-350) placées en jour continu 
à 20°C, les plantes résistantes sont repiquées en terre. Quand nécessaire au phénotypage, 
certaines plantes ont été cultivées au noir. Dans ce cas, elles ont été placées dans la même 
chambre mais au sein d'une boîte opaque entourée d'aluminium.  
 Le protocole de sauvetage embryonnaire a été réalisé comme précédemment décrit 
(Brioudes et al., 2010). Brièvement, il consiste à prélever stérilement les graines de siliques pas 
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encore matures (embryons de stade torpille à cotylédons courbés) pour les placer sur un milieu 
MS solide complémenté avec 30 g/L de glucose. Une fois que les graines ont germé, les 
embryons sont déplacés sur un milieu MS solide complémenté avec 10 g/L de glucose. Les 
plantules développées sont ensuite repiquées en terre. 
 Une fois repiquées en terre, les plantes sont cultivées dans des chambres de culture dans 
des conditions de jours longs (16h de lumière par jour) à 22°C avec une intensité lumineuse de 

70 µEm-2 sec-1.   
c- Transformation stable d'A. thaliana 

 Les transformations ont été réalisée par trempage des fleurs d'A. thaliana dans une 
solution d'Agrobacterium tumefasciens préparée selon le protocole simplifié décrit dans la 
littérature (Logemann et al., 2006). Les graines ainsi obtenues ont été stérilisées en liquide dans 
de l'éthanol 96% puis de la javel avant plusieurs rinçages à l'eau distillée. Les graines ainsi 
stérilisées (T1) sont semées sur MS complémenté avec l'antibiotique spécifique à la 
construction transformée. Les plantes résistantes, c'est-à-dire ayant intégré la construction 
apportée par transformation, sont repiquées en terre puis récoltées. Ces nouvelles graines (T2) 
sont semées après stérilisation au dichlore (IV.1.A.b) sur MS complémenté avec l'antibiotique 
correspondant. Seules les lignées présentant une ségrégation de 75% de plantules vivantes pour 
25% de mortes, témoin d'une insertion unique du transgène, sont conservées. Des plantes 
homozygotes pour le transgène (100% résistantes à l'antibiotique) sont ensuite recherchées dans 
la descendance de ces plantes (T3).  
 

B- Nicotiana 

a- Nicotiana tabacum L. cv. Bright Yellow-2 (BY2)                 
 Les cellules BY2 sont cultivées en milieu liquide (Nagata et al., 1992) à 25°C sous 
agitation (300 rpm/min). Chaque sept jours, une sous-culture est réalisée en diluant 10 fois la 
culture mère dans du milieu neuf. 
 Les cellules BY2 ont été synchronisées en utilisant de l'aphidicoline comme 
précédemment décrit. Des échantillons ont été collectés toutes les 3 heures pour extraction des 
noyaux et toutes les heures pour extraction des protéines. Pour vérifier la synchronisation, les 
noyaux ont été extraits en broyant 1,5 mL de culture liquide dans du tampon Galbraith 
(Galbraith et al., 1983) avec un pilon. La solution obtenue a été filtrée séquentiellement sur des 

filtres de 100 µm, 70 µm et 40 µm à l'aide d'une seringue. Du DAPI a été incorporé à une 

concentration finale de 1 µg/mL. L'intensité de fluorescence des noyaux marqués a été mesurée 
avec un cytomètre de flux (MACSQuant VYB Miltenyi). L'analyse du contenu de l'ADN a été 
réalisée en utilisant le logiciel FlowJo vX0.7).    

b- Nicotiana benthamiana 
 Les graines de N. Benthamiana sont semées directement en terre, et les plantules 
repiquées environ 10 jours après germination. Elles sont cultivées en chambre de culture en 
condition de jours longs (16h de lumière par jour) à 22°C avec une intensité lumineuse de 70 

µEm-2 sec-1. 
 Des plantes âgées d'environ six semaines sont utilisées pour les transformations 
transitoires. Les A. tumefasciens (lignée C5851) transformées avec la construction d'intérêt sont 
cultivées sur milieu YEB solide complémenté des antibiotiques appropriés pendant 2 jours à 
27°C. Elles sont ensuite resuspendues dans du tampon d'infiltration (10 mM MES pH 5.6, 10 
mM MgCl2, 0,15 mM acetosyringone) à une OD600nm égale à 1. 1 mL de cette solution est 
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infiltré à l'aide d'une seringue (sans aiguille) dans 2 ou 3 feuilles de N. benthamiana. Les plantes 
sont ensuite cultivées 2/3 jours dans les mêmes conditions que précédemment avant étude de la 
fluorescence. 
 

2- Études au niveau protéique 
 

A- Extraction des protéines 
 Les différents tissus (échantillonnés à partir de plantes ou de cultures cellulaires) ont été 
broyés et les protéines ont été extraites en utilisant le kit "Plant Total Protein Extraction Kit" 
(PE0230 Sigma). Brièvement, les protéines ont été précipitées en utilisant du méthanol froid 
puis lavées avec de l'acétone froide. Les extraits protéiques totaux ont ensuite été dosés grâce 
au protocole utilisant du Bradford (Bradford, 1976).  
 

B- Révélation des protéines 
 Une quantité égale de protéine pour chaque condition a été dénaturée par ajout de 
tampon Laemmli suivi d'un traitement à la chaleur (5 minutes à 98°C). Les protéines ont ensuite 
été déposées sur un gel d'acrylamide (10%, excepté pour les gels à 7,5% visant à quantifier le 
niveau d'ubiquitination) et la migration a été réalisée sous des conditions dénaturantes en 
présence du tampon de migration TG-SDS. Les protéines ont ensuite été transférées sur une 
membrane d'acrylamide en utilisant le système de transfert sec iBlot 2 ThermoFisher Scientific. 
 La révélation par Western Blot des protéines a été réalisée de la manière suivante. Les 
membranes acrylamides ont été bloquées par incubation (1h à température ambiante ou sur la 
nuit à 4°C) dans du TBST (Tris-buffered saline, Tween 20%) complémenté avec 2% de poudre 
de lait. Les membranes ont ensuite été incubés (1h à température ambiante ou sur la nuit à 4°C) 
dans différents anticorps primaires dilués dans du TBST + 2% lait. Les différents anticorps 
utilisés sont les suivants : anti-AtTCTP (dilution 1/1000e, (Brioudes et al., 2010)), anti-AtCSN4 

(dilution 1/2000e, Enzo Science Life), anti-GFP (dilution 1/2000e, Roche), anti-aTUB (dilution 
1/2000e, ThermoFischer Scientific), anti-UB (U5379, dilution 1/100e, Sigma-Aldrich). Les 
anticorps contre les différentes sous-unités de CSN sont issus du kit "COP9 signalosome 
subunits antibody sampler pack" (BML-PW8945-001, Enzo). Après 4 lavages dans du TBST, 
les membranes ont été incubées 1h à température ambiante au noir dans les anticorps 
secondaires appropriés : IRDye® 800CW et/ou IRDye® 680RD (dirigés respectivement contre 
lapin et souris, dilution 1/10000e, LI-COR). Après 4 lavages dans du TBST, les membranes ont 
été révélées en utilisant le système "Odyssey Clx imaging System ®". Les images ainsi obtenue 
ont permis la quantification des protéines en utilisant le logiciel ImageJ (Schneider et al., 2012) 
selon le protocole déjà décrit (Davarinejad, 2017). Brièvement, l'intensité des bandes de la 
protéine d'intérêt a été normalisée par rapport à celle des bandes de TUB pour pouvoir comparer 
les différents échantillons.   
 

C- Co-immunoprécipitation 
 Les expériences d'immunoprécipitation ont été réalisées en utilisant AtTCTP-GFP, 

dTCTP-GFP ou AtCSN4-GFP comme appât. Le protocole utilisé est celui du kit "µMAC GFP 
Isolation kit" (Mitenyi Biotec). Brièvement, les extraits cellulaires venant des tissus étudiés sont 

incubés en présence d'anticorps anti-GFP couplés à des billes magnétiques µMACS. Les billes 
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sont ensuite retenues dans des colonnes magnétiques et lavées avant élution des protéines 
fusionnées à la GFP et leurs complexes. Il est ensuite possible de révéler les protéines éluées 
comme décrit précédemment (Partie IV.2.B).  
 

D- Test d'activité kinase 
 Les tests d'activité kinase ont été réalisés par C. Raynaud à l'IPS2 selon le protocole 
publié (Schönthal, 2004). Rapidement, à partir d'extraits des plantes étudiées, les complexes 
CDK/CYC sont purifiés à l'aide de billes de sépharose couplées à la protéine CKS. Les 
complexes sont ensuite mis en présence d'histone H1 (un de leurs substrats) et d'ATP marquée 
radioactivement. Le niveau de phosphorylation de H1, témoin du niveau d'activité des 
CDK/CYC), est ensuite révélé après migration sur gel d'acrylamide par autoradiographie.  
 

E- Étude des protéines dérégulées entre plusieurs génotypes 
 Les protéines ont été extraites selon le protocole décrit précédemment (Partie IV.2.A). 
Elles ont ensuite été traitées par A. Page à la Protein Science Facility de la SFR Biosciences 
(UMS3444/CNRS, US8/Inserm, ENS de Lyon, UCBL). Les différentes protéines ont été 
identifiées par couplage nanoLC-MS/MS et quantifiées relativement entre les différents 
génotypes. La recherche pour l'identification des protéines a été faite avec la banque Swissprot 
pour A. thaliana.  
 

3- Études par microscopie 
 

A- Observation des embryons d'A. thaliana 
 Pour pouvoir comparer des siliques de même âge sur des plantes différentes, la fleur 
ouverte la plus âgée de chaque plante est marquée chaque jour d'un ruban de couleur différente. 
Après ouverture des siliques, les graines sont placées entre lame et lamelle dans de l'hydrate de 
chloral et laissées pendant environ 24h (processus de clearing). Pour les génotypes CSN4+/-, les 
graines sont triées selon leur phénotype (graine vertes CSN4+ et graines "violettes" csn4) et 
placées sur des lames différentes. Pour les autres génotypes, les chapelets de graines sont 
directement placés sur la lame.  
 Les lames sont ensuite regardées avec un microscope Axio Imager 2 (Zeiss) en lumière 
visible. Des images sont prises pour chaque embryon de façon à déterminer son stade de 
développement. Pour chaque point temps (en jours après pollinisation, JAP) et chaque 
génotype, le nombre d'embryon de chaque stade est reporté pour chaque silique étudiée sur un 
tableur Excel d'où sont tirés les graphiques présentés.  
 

B- Observation de marqueurs fluorescents 
 Les différentes observations ont été faites par microscopie à épifluorescence Axio 
Imager 2 (Zeiss) ou par microscopie confocale avec un appareil LSM 700 (Zeiss) en excitant 
avec un laser à 488 nm (GFP, YFP) ou un laser à 532 nm (RFP). Les images sont ensuite traitées 
avec le logiciel ImageJ (Schneider et al., 2012). 
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C- Complémentation bimoléculaire de fluorescence (BiFC) 
 Les fragments d'ADN correspondants aux séquences codantes de CSN1 (AT3G61140), 
CSN2 (AT2G26990), CSN3 (AT5G14250), CSN5A (AT1G22920), CSN6A (AT5G56280), 
CSN6B (AT4G26430), CSN7 (AT1G02090) ont été amplifiés à partir d'ADNc de Col0 
(CACCdATG-csnx et csnx-rev, amorces en annexe 5). De même, la séquence codante de csn4-
2035 a été amplifiée à d'ADNc du mutant csn4-2035 (Ws4) (CACCdATG-csn4 et csn4-rev, 
amorces en annexe 5). L'obtention des troncations de CSN4 a été réalisée en amplifiant l'ADNc 
de Col0 avec les amorces CSN4(PCI)fw et CSN4(PCI)rev pour CSN4PCI (nucléotides 590 à 
1094) et les amorces CSN4(PCI)fw et CSN4(C-ter)rev pour CSN4PCICter (nucléotides 590 à 
1194) (amorces en annexe 5). L'obtention de la séquence codante de TCTPE12V a déjà été décrite 
(Brioudes et al., 2010). Les fragments ont été clonés dans le vecteur pENTRTOPO ® ( TOPO® 
Cloning procedure, ThermoFischer Scientific) et séquencés. Ils ont ensuite été transférés dans 
les vecteurs pBiFP2 et pBiFP3 par la technologie Gateway (Azimzadeh et al., 2008). 
L'obtention des pBiFP contenant la séquence codante de AtTCTP (AT3G16640) et AtCSN4 
(AT5G42970) a déjà été décrite (Betsch et al., 2019).  
 Les constructions ainsi obtenues ont été transformées dans A. tumefasciens pour être 
ensuite infiltrées dans N. Benthamiana selon le protocole décrit précédemment (Partie 
IV.1.B.b). Une solution d'infiltration était composée de trois constructions en quantités égales 
p19pBin61 (plasmide pBin61 contenant la protéine p19 supprimant le post transcriptionnal 
gene silencing), pBiFP2 (contenant ou non une protéine d'intérêt) et pBiFP3 (contenant ou non 
une protéine d'intérêt), infiltrées dans les mêmes feuilles. Chaque combinaison a été infiltrée 
dans au minimum deux feuilles lors de trois répétitions indépendantes. Les feuilles infiltrées 
ont été observées au microscope confocal (Partie IV.3.A) 3 jours après transformation.     
 

D- Root tracking 
  Les graines Col0 et 35S::AtTCTP ont été directement semées dans les chambres 
d'observation comme décrit précédemment (16). Des plantes homozygotes tctp ont été générées 
par sauvetage embryonnaire (Partie IV.1.A.b) et transférées dans des chambres d'observation 
juste aorès germination. Toutes les plantes ont été placées en conditions de jours courts (8 h/16 
h jour/nuit à 22 °C/19 °C et 70 µEm−2 s−1). 
 Le root tacking a été réalisé en suivant le protocole déjà décrit (Doumane et al., 2017), 
en utilisant un microscope confocal inversé (modèle AxioObserver Z1, Zeiss) équipé d'un 
module disque rotatif (spinning disk, modèle CSU-W1-T3, Yokogawa) et en excitant avec les 

lasers à 488 nm pour la GFP et 532 nm pour la RFP. Des images de 30 µm d'épaisseur (Z-stack) 
ont été prises toutes les 5 minutes pendant 15 h. 
 Les images issues du confocal ont été traitées comme des hyperstacks avec ImageJ 
(Schneider et al., 2012). Après réalisation d'une projection en Z sur tous les points temps (option 
sum slice), j'ai utilisé le plugin "Stackreg" (Thévenaz et al., 1998) pour aligner les images des 
différents points temps et l'option substract backgroud d'ImageJ. Le plugin "Multi-measure" 
(Rasband et al., 2006) m'a permis de quantifier la fluorescence des différents noyaux au cours 
du temps. Les données ont été importées sur Excel. Pour chaque noyau, le graphe représentant 
l'intensité de fluorescence au cours du temps a été tracé pour déterminer le temps où la 
fluorescence apparaît et celui où elle disparaît (donnant ainsi la durée de fluorescence). 
L'analyse statistique et les graphes ont été réalisés sous R (R Core Team, 2017).  
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4- Études bioinformatiques 

 
A- Alignement des séquences protéiques 

 Pour CSN4, les séquences protéiques venant des organismes suivants Homo sapiens 
(9BT78), A. thaliana (Q8L5U0), D. melanogaster (Q9V345), Mus musculus (O88544), 
Caenorhabditis elegans (Q9N359), Schizosaccharomyces pombe (O13895), Danio rerio 
(Q6P0H6), Oryza sativa subsp. japonica (S5QCB8), Zea mays (B4FCA4), Hevea brasiliensis 
(A0A2S0CTK6), Physcomitrella patens (A9TH34), Glycine max (I1L5P9), Medicago 
truncatula (0A072TFZ8), Hordeum vulgare (M0YES9), Rosa chinensis (A0A2P6PYL0) ont 
été récupérées sur UniProtKB. La séquence de Cucurbita maxima (XP_022975496) a été 
récupérée sur la base du NCBI. Les séquences et leurs annotations (domaines et résidus 
caractéristiques) des différents CSN chez A. thaliana ont été récupérées sur UniProtKB : CSN1 
(P45432), CSN2 (Q8W207), CSN3 (Q8W575), CSN5A (Q8LAZ7), CSN5B (Q9FVU9), 
CSN6A (Q8W206), CSN6B (Q8W1P0), CSN7 (Q94JU3), CSN8 (P43255).  
 Les séquences ont été alignées avec le logiciel MulAlin (Corpet, 1988). L'alignement a 
ensuite été visualisé et mis en forme avec le logiciel Jalview (Waterhouse et al., 2009). 
 

B- Modélisation des protéines 
 Les séquences des différentes protéines à modéliser : AtTCTP (UniProtKB P31265), 
AtCSN4 et Atcsn4-2025 ont été fournies au logiciel I-Tasser (Roy et al., 2012; Yang and 
Zhang, 2015; Zhang, 2009) qui a prédit les structures les plus probables à partir des structures 
connues des protéines humaines disponible sur la Protein Data Bank : hCSN4 (PDB_4D0P) et 
hTCTP (PDB_2HR9). La structure la plus probable de chaque protéine a été visualisée à l'aide 
du logiciel Swiss-PdbViewer (Guex and Peitsch, 1997). 
 Les comparaisons de structures entre les protéines de H. sapiens et A. thaliana ont été 
réalisées dans Swiss-PdbViewer selon le tutoriel Superimposition (https://spdbv.vital-
it.ch/superpos_tut.html). Les deux structures ont premièrement été superposées grâce à la 
fonction Magic fit. Après génération du l'alignement structural, le RMSD (Root Mean Square 
Deviation) a été calculé et ses valeurs utilisées pour colorer les protéines selon leurs 
divergences.  
 

5- Étude transcriptomique 
 
 L'expression de différents gènes : CYCD3;1 (AT4G34160), CYCD4;2 (AT5G10440), 
CYCD6;1 (AT4G03270), CYCD7;1 (AT5G02110), CYCA1;1 (AT1G44110), CYCA2;2 
(AT5G11300), CYCA3;1 (AT1G47210), CYCA3;2 (AT1G47210), CYCB1;1 (AT4G37490), 
CYCB1;2 (AT5G06150), KRP1 (AT2G23430), KRP2 (AT3G48750), KRP3 (AT5G48820), 
KRP4 (AT2G32710), KRP5 (AT3G24810), KRP6 (AT3G19150), KRP7 (AT1G49620), 
WEE1 (AT1G02970), BRCA1 (AT4G21070), PARP1 (AT2G31320), PARP2 (AT4G02390), 
RAD51 (AT5G20850), TCTP (AT3G16640) et CSN4 (AT5G42970) a été étudiée par RT-
qPCR selon le protocole suivant. 1 à 3µg d'ARN totaux de plantules des différents génotypes 
étudiés (passées par le protocole de sauvetage embryonnaire, voir partie IV.1.A.b) sont digérés 
avec la DNase ADN-free (Ambion) en suivant le protocole du fabricant. L'ARN est ensuite 
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rétro-transcrit à l'aide du kit SuperScript VILO cDNA synthesis (Invitrogen) selon les 
instructions du fabricant. Les réactions PCR sont réalisées dans une plaque optique 384 puits 
par la machine QuantStudio 6 Flex (Applied Biosystems), en utilisant l'agent intercalant 
FastStart Universal SyberGreen dans un volume final de 10µl. Les amorces utilisées sont listées 
sous le format : GèneQfor et GèneQrev (Annexe 5). 
 Toutes les PCR ont ensuite suivi ce profil thermique : 10 min à 95°C, puis 40 cycles de 
10 sec à 95°C, 30 sec à 60°C. L'expression des gènes de GAPDH (AT1G16300), PDF2 
(AT3G22480) et TUBULINE BETA CHAIN 4 (AT5G44340) a servi de contrôle pour la 
quantification. L'efficacité (E) de la PCR a été estimée par les données obtenues par 
l'amplification de la courbe standard, en utilisant l'équation E = 10-1/pente. Les niveaux 
d'expression sont représentés sous la forme E-∆Ct, où ∆Ct = CtGène-MOYENNE(CtGAPDH; 
CtPDF2; CtTUBULINE). Pour chaque gène, la valeur donnée est une moyenne de trois réplicas 
techniques normalisée de telle façon que la valeur soit de 1 pour le génotype Col0. Les 
différentes RT-qPCR ont été réalisées en trois réplicas biologiques indépendants pour les 
différents génotypes (excepté pour Ws4 et csn4-2035, seulement deux réplicas biologiques).   
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VI- Annexes 
 

1- Liste des abbréviations  
 

A- Gènes et Protéines  
5’-TOP :  5' Terminal Oligo Pyrimidine 
ACR4 :  CRINKLY 4 
APC/C :  ANAPHASE PROMOTING COMPLEX/CYCLOSOME 
ARF :  AUXINE RESPONSE FACTORS  
ARR :  ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATOR 
ARR-A : ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATOR de type A 
ARR-B :  ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATOR de type B 
ATM :  ATAXIA TELANGIECTASIA MUTATED 
ATR :  ATM-AND-RAD3-RELATED 
AXL :  AXR1-LIKE 
AXR1 :  AUXIN RESISTANT 1 
CAK :  CDK-ACTIVATING KINASES 
CAND1 :  CULLIN-ASSOCIATED NEDD8-DISSOCIATED 1 
CAsK :  CSN-ASSOCIATED KINASES 
CCS52A :  CELL CYCLE SWITCH 52A  
CDC20 :  CELL DIVISION CYCLE 20 
CDK :  CYCLIN DEPENDENT KINASE 
CDT1 :  CHROMATIN LICENSING AND DNA REPLICATION FACTOR 1 
CK2 :  CSN-ASSOCIATED KINASE 2 
CKI :  CYCLIN KINASE INHIBITORS 
CLE40 :  CLAVATA3/EMBRYO SURROUNDING REGION-RELATED 40 
CLV1 :  CLAVATA 1 
CmTCTP : TCTP de Cucurbita max 
COI1 :  JA CORONATINE-INSENSITIVE 1 
COP9 :  CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENESIS 9 
CRL :  ligases CULLIN-RING 
CSN :  COP9 SIGNALOSOME 
CSNAP : CSN Acidic Protein 
CYC : CYCLINES 
DDB1 : DNA DAMAGE DAMAGE BINDING PROTEIN 1 
DP :  DIMERIZATION PARTNER 
E2F :  E2 PROMOTOR-BINDING FACTOR 
ECR1 :  E1 C-TERMINAL RELATED 1 
eEF1A :  eucaryotic Elongation Factor 1A 
EMB2386 : EMBRYO DEFECTIVE 2386 
FRQ : FREQUENCY  
GDP :  guanosine diphosphate 
GEF :  Guanine nucleotide exchange factor 
GhTCTP :  TCTP de Gossypium hirsutum 
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GTP :  guanosine triphosphate 
GTPase :  Guanine Tri Phosphatase 
HECT :  Homology to E6-AP C-Terminus 
HES : protéine ribosomale mitochondriale L18 HEART STOPPER  
ICK :  IINTERACTORS OF CDC2 KINASE 
JA :  jasmonates 
JAMM :  JAB1/MPN domain metalloenzyme 
JAZ :  JASMONATE ZIM DOMAIN 
KRP :  KIP RELATED PROTEINES 
LAX2 :  AUXIN TRANSPORTER-LIKE PROTEIN 2 
Mdm2 :  Transformed Mouse 3T3 Cell Double Minute 2 
MPF :  Maturation Promoting Factor 
MPN :  MPR1/PAD1/N-terminal domain 
MYB3R :  R1R2R3-MYB-LIKE 
NAE :  NEDD8 ACTIVATING ENZYME 
NCE :  NEDD8 CONJUGATING ENZYME 
NEDD8 : NEURAL PRECURSOR CELL EXPRESSED DEVELOPMENTALLY DOWN-
REGULATED 8 
NTHK1 : N. tabacum HISTIDINE KINASE1 
ORC :  ORIGIN REPLICATION COMPLEX 
OsTCTP :  TCTP d'Oriza sativa 
PCI :  Proteasome, COP9, Initiation factor 3 
PCNA :  PROLIFERATING CELL NUCLEAR ANTIGENE 
PRC2 :  POLYCOMB REPRESSIVE COMPLEX 2 
pTWS : pTWISTEDSEED 
pZOU : pZHOUPI 
RAD51 :  RADIATION SENSITIVE 51 
RBR :  RETINOBLASTOMA-RELATED 
RBX1 :  RING-BOX1 
RCE1 :  RUB CONJUGATING ENZYME 1 
RING :  Really Interesting New Gene 
RUB : RELATED TO UBIQUITIN 
SCF :  S-PHASE KISASE ASSOCIATED PROTEIN (SKP)/CULLIN (CUL)/F-BOX 
CONTAINING 
SHY2 :  SHORT HYPOCOTYL 2 
SIM :  SIAMESE 
SMR : SIM RELATED PROTEINS 
SnRK1 : SNF1-RELATED KINASE-1  
SOG1 :  SUPPRESSOR OF GAMMA RESPONSE 1 
TCSn : TWO-COMPONENT-OUTPUT-SENSOR NEW  
TCTP :  TRANSLATIONALLY CONTROLLED TUMOR PROTEIN 
TIR1 :  TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1 
TOR :  TARGET OF RAPAMYCIN 
Ub/Pr :  Ubiquitine/Protéasome 
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UBA :  Ub-Activating enzyme 
UBC :  Ub- conjugating enzyme 
UBM :  Ub Binding Domain 
UFO :  UNUSUAL FLORAL ORGANS 
WHB : winged-helix B 
WOX5 :  WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX 5 
YFP : YELLOW FLUORESCENT PROTEIN 
 

B- Notation des mutants 
35S::AtCSN4-Flag : lignées surexprimant CSN4 fusionné avec le peptide Flag sous le contrôle 
du promoteur constitutif CaMV 35S. 
35S::AtTCTP-GFP : TCTP fusionné à la GFP sous le contrôle du promoteur constitutif CaMV 
35S. 
AtTCTPg-GFP : TCTP fusionné à la GFP sous son promoteur endogène. 
AtCSN4Nter : partie N-terminale de AtCSN4 (acides aminés 1 à 197) 
AtCSN4PCI : domaine PCI de AtCSN4 (acides aminés 198 à 365) 
AtCSN4PCI-Cter : domaines PCI et C-terminal (acides aminés 198 à 397) 
 

De manière générale, pour un gène x, sont notés : 
gènex : mutant perte de fonction gènex-/- 

GÈNEX+ : l'ensemble des plantes GÈNEX+/+ et GÈNEX+/- 
 

C- Méthodes 
Backcross : rétrocroisements  
FRET : transfert d'énergie entre molécules fluorescentes  
JAF :  jours après fécondation 
JAP : jours après pollinisation 
KO : perte de fonction 
MS : Murashige and Skoog 
RMSD : Root Mean Square Deviation 
Root tracking : suivi in vivo automatisé de la racine en croissance 
 

D- Autres 
A. thaliana :  Arabidopsis thaliana 
cop/det/fus : constitutive photomorphogenesis/de-etiolated/fusca 
D. melanogaster :  Drosophila melanogaster 
DDR :  DNA damage response 
DUB :  déubiquitination 
G1 :  Gap-1 
G2 :  Gap-2 
HR :  hypersensitive response 
M :  mitose 
MAC : méristème apical caulinaire 
MAR :  méristème apical racinaire 
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NASC : Nottingham Arabidopsis Stock Center 
ORF : Open Reading Frame 
SAC : Spindle Assembly Checkpoint 
UTR :  UnTranslated Regions 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 192 

2- Liste des lignées d'A. thaliana utilisés dans ma thèse 
 
Ce tableau présente brièvement les différents mutants d'A. thaliana utilisés durant ma thèse.  
Pour les résistances aux antibiotiques est herbicides, les abréviations suivantes sont utilisées : 
Basta : Glufosinate-ammonium, Kana : kanamycine, Sulfa : sulfadiazine.  
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3- Liste des lignées d'A. thaliana simplement cités dans ma thèse 
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4- Étude protéomique : listes des protéines dérégulées chez les mutants tctp, 
35S::AtTCTP et csn4-2035. 

 
Les listes suivantes viennent compléter les résultats présentés Partie II.3.E et Figure II.27. 
 

A- Protéines sous-représentées chez tctp-2 
 

Description Accession Ratio 
d'abondance 

(log2) 
tctp-2 / Col0 

P-Value ajustée 
tctp-2 / Col0 

Pathogenesis-related protein 5 P28493 -2,29 1,294E-14 
Lectin-like protein Q9LZF5 -1,68 5,7465E-13 
Translationally-controlled tumor 
protein 1 

P31265 -1,52 7,1512E-11 

Glucan endo-1,3-beta-glucosidase, 
acidic isoform 

P33157 -1,3 5,2239E-08 

Aspartyl protease AED1 Q9LEW3 -1,11 5,874E-06 
Glutamine synthetase cytosolic 
isozyme 1-1 

Q56WN1 -1,08 1,8214E-05 

 
B- Protéines surreprésentées chez tctp-2 

 
Description Accession Ratio d'abondance 

(log2) 
tctp-2 / Col0 

P-Value ajustée  
tctp-2 / Col0 

60S acidic ribosomal protein P1-3 Q8LEQ0 1 0,00150688 
60S ribosomal protein L18-3 Q940B0 1 0,00318036 
DEAD-box ATP-dependent RNA 
helicase 39 

Q56X76 1 0,00017583 

60S ribosomal protein L13a-1 Q9SFU1 1,01 0,00057465 
60S ribosomal protein L35a-4 P51422 1,02 0,00072331 
60S ribosomal protein L28-2 Q9M0E2 1,04 0,00066601 
60S ribosomal protein L17-2 P51413 1,05 0,00072331 
60S ribosomal protein L13a-2 Q9LRX8 1,07 0,00019091 
60S ribosomal protein L17-1 Q93VI3 1,08 0,00052681 
40S ribosomal protein S25-2 Q9SIK2 1,1 0,00018995 
60S ribosomal protein L7a-1 P49692 1,11 0,00011265 
40S ribosomal protein S17-1 P49205 1,13 6,3303E-05 
60S ribosomal protein L4-1 Q9SF40 1,14 5,5842E-05 
60S ribosomal protein L37a-2 Q8RXU5 1,15 4,1836E-05 
40S ribosomal protein S26-3 Q9LYK9 1,17 0,00019392 
40S ribosomal protein S11-1 P16181 1,19 1,8839E-05 
60S ribosomal protein L21-2 Q9FDZ9 1,19 0,00014681 
60S ribosomal protein L34-1 Q42351 1,2 1,7588E-05 
60S ribosomal protein L18-2 P42791 1,23 2,4875E-05 
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60S ribosomal protein L24-1 Q42347 1,25 5,874E-06 
60S ribosomal protein L36a O23290 1,27 3,5527E-05 
60S ribosomal protein L7a-2 Q9LZH9 1,28 1,5409E-05 
60S ribosomal protein L37-2 Q43292 1,36 1,1475E-06 
60S ribosomal protein L36-2 Q9M352 1,39 2,0661E-06 
60S ribosomal protein L10-2 Q08770 1,49 6,5537E-10 
40S ribosomal protein S30 P49689 1,55 9,1444E-09 
60S ribosomal protein L29-2 Q84WM0 1,61 1,6008E-11 
60S ribosomal protein L19-1 Q9SRX2 1,71 1,1211E-10 
60S ribosomal protein L36-3 Q9LZ57 1,96 1,294E-14 
 

C- Protéines surreprésentées chez 35S::AtTCTP 
 

Description Accession Ratio 
d'abondance 

(log2) 
35S::AtTCTP / 

Col0 

P-Value ajustée 
35S::AtTCTP / 

Col0 

Formate dehydrogenase, 
chloroplastic/mitochondrial 

Q9S7E4 1 0,03399501 

Aquaporin TIP1-2 Q41963 1 0,03411427 
30S ribosomal protein S7, 
chloroplastic 

P61841 1,01 0,03051052 

ATP-dependent Clp protease ATP-
binding subunit CLPT1, 
chloroplastic 

Q93WL3 1,01 0,02926735 

Aquaporin PIP2-1 P43286 1,03 0,02245069 
Probable ATP synthase 24 kDa 
subunit, mitochondrial 

Q9SJ12 1,03 0,02464261 

Histone H2A variant 1 O23628 1,04 0,0203839 
Endochitinase CHI O24603 1,06 0,01670767 
Ribosome-recycling factor, 
chloroplastic 

Q9M1X0 1,07 0,01516966 

Oxygen-evolving enhancer protein 
3-1, chloroplastic 

Q9XFT3 1,08 0,01338053 

Phospholipid hydroperoxide 
glutathione peroxidase 1, 
chloroplastic 

P52032 1,09 0,01203058 

Patellin-1 Q56WK6 1,12 0,00842244 
Thioredoxin H5 Q39241 1,13 0,00755252 
Probable plastid-lipid-associated 
protein 4, chloroplastic 

Q9LU85 1,13 0,0070215 

40S ribosomal protein S15-1 Q08112 1,14 0,00626515 
Plasma membrane-associated 
cation-binding protein 1 

Q96262 1,16 0,00504406 

NDR1/HIN1-like protein 3 Q9FNH6 1,17 0,00477528 
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50S ribosomal protein L4, 
chloroplastic 

O50061 1,19 0,00362101 

Probable peroxygenase 3 O22788 1,19 0,00393375 
Membrane-associated protein 
VIPP1, chloroplastic 

O80796 1,21 0,0026856 

Hypersensitive-induced response 
protein 3 

Q9SRH6 1,22 0,00233881 

Glycine-rich protein 3 short isoform Q9ZSJ6 1,27 0,00098853 
BURP domain protein RD22 Q08298 1,27 0,00098853 
Histone H2B.6 O23629 1,33 0,00040617 
Probable histone H2A.3 O81826 1,37 0,00019534 
40S ribosomal protein S7-2 Q9M885 1,38 0,00015716 
Sugar transport protein 1 P23586 1,46 2,9514E-05 
Glutathione S-transferase F6 P42760 1,5 1,7009E-05 
Nitrilase 2 P32962 1,51 0,00001523 
Beta-D-xylosidase 1 Q9FGY1 1,53 1,0103E-05 
Histone H2B.3 Q9SI96 1,55 8,1606E-06 
Hypersensitive-induced response 
protein 2 

Q9CAR7 1,58 4,5392E-06 

Glutathione S-transferase F2 P46422 1,61 2,7375E-06 
Oxygen-evolving enhancer protein 
3-2, chloroplastic 

Q41932 1,64 1,7855E-06 

Translationally-controlled tumor 
protein 1 

P31265 2,14 2,2986E-12 

Vacuolar protein sorting-associated 
protein 2 homolog 1 

Q9SKI2 2,5 2,588E-14 

 
D- Protéines sous-représentées chez csn4-2035 

 
Description Accession Ratio 

d'abondance 
(log2) 

csn4-2035 / Col0 

P-Value ajustée 
csn4-2035 / Col0 

Protein COLD-REGULATED 
15A, chloroplastic 

Q42512 -1,76 1,1773E-06 

30S ribosomal protein S7, 
chloroplastic 

P61841 -1,7 2,1312E-06 

60S ribosomal protein L7a-1 P49692 -1,64 3,2943E-06 
60S ribosomal protein L19-1 Q9SRX2 -1,58 2,3957E-06 
Stress-induced protein KIN2 P31169 -1,56 1,3971E-05 
Endochitinase CHI O24603 -1,54 2,3957E-06 
Pathogenesis-related protein 5 P28493 -1,52 2,4271E-05 
60S ribosomal protein L22-3 Q9FE58 -1,52 1,3906E-05 
Histone H2B.7 Q9LZT0 -1,48 4,0788E-05 
60S ribosomal protein L4-2 P49691 -1,48 1,7491E-05 
60S ribosomal protein L37-2 Q43292 -1,47 2,9536E-05 
Pathogenesis-related protein 1 P33154 -1,43 8,5627E-05 
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Probable histone H2A.7 Q9FJE8 -1,4 0,00012507 
40S ribosomal protein S26-3 Q9LYK9 -1,37 0,0001896 
Probable thionin-2.4 Q9C8D6 -1,35 0,0003974 
Allene oxide cyclase 2, 
chloroplastic 

Q9LS02 -1,33 0,00014748 

50S ribosomal protein L34, 
chloroplastic 

Q9LP37 -1,33 0,0001896 

Protein COLD-REGULATED 
15B, chloroplastic 

Q9SIN5 -1,32 0,00041598 

60S ribosomal protein L18a-2 P51418 -1,32 0,00027945 
60S ribosomal protein L36a O23290 -1,27 0,00046153 
60S ribosomal protein L7-2 P60040 -1,24 0,00046153 
60S ribosomal protein L23 P49690 -1,22 0,00154472 
40S ribosomal protein S15-1 Q08112 -1,19 0,00154472 
Beta-D-glucopyranosyl abscisate 
beta-glucosidase 

Q9SE50 -1,18 0,00232388 

Nascent polypeptide-associated 
complex subunit beta 

Q9CAT7 -1,17 0,00166603 

Probable histone H2A.3 O81826 -1,16 0,00166603 
60S ribosomal protein L6-1 Q9FZ76 -1,16 0,00503575 
60S ribosomal protein L35-1 Q9SF53 -1,13 0,00343179 
40S ribosomal protein S29 Q680P8 -1,13 0,00350669 
Defensin-like protein 2 Q39182 -1,12 0,00432997 
60S ribosomal protein L17-2 P51413 -1,12 0,00438067 
60S ribosomal protein L15-1 O23515 -1,12 0,00350669 
Glucan endo-1,3-beta-
glucosidase, acidic isoform 

P33157 -1,08 0,00631444 

60S ribosomal protein L22-2 Q9M9W1 -1,08 0,00801421 
Early nodulin-like protein 3 Q8LC95 -1,07 0,00486472 
40S ribosomal protein S6-2 P51430 -1,07 0,00505919 
GDSL esterase/lipase ESM1 Q9LJG3 -1,06 0,00777937 
50S ribosomal protein L17, 
chloroplastic 

Q9M385 -1,06 0,00549511 

40S ribosomal protein S16-3 Q42340 -1,05 0,01002522 
EG45-like domain containing 
protein 2 

Q9ZV52 -1,04 0,00974068 

MLP-like protein 423 Q93VR4 -1,04 0,00974068 
Tubulin beta-8 chain P29516 -1,04 0,00578338 
Monodehydroascorbate 
reductase 2 

Q93WJ8 -1,04 0,00828671 

60S ribosomal protein L13a-2 Q9LRX8 -1,03 0,00573144 
Plastidial pyruvate kinase 2 Q9FLW9 -1,03 0,01418285 
Dehydrin HIRD11 Q9SLJ2 -1,03 0,01002522 
60S ribosomal protein L3-1 P17094 -1,03 0,01132852 
30S ribosomal protein S15, 
chloroplastic 

P56805 -1,01 0,02025387 

60S ribosomal protein L28-1 O82204 -1 0,00838091 
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E- Protéines surreprésentées chez csn4-2035 
 

Description Accession Ratio d'abondance 
(log2) 

csn4-2035 / Col0 

P-Value ajustée 
csn4-2035 / Col0 

Beta-D-xylosidase 1 Q9FGY1 1,03 0,00046153 
Fasciclin-like 
arabinogalactan protein 9 

Q9ZWA8 1,27 1,0739E-05 

 
 

F- Protéines surreprésentées chez tctp-2 et sous-représentées chez csn4-2035 
 

Description de la protéine Accession Nom du gène Locus 

60S ribosomal protein L17-2 P51413 RPL17B AT1G67430 

60S ribosomal protein L13a-2 Q9LRX8 RPL13AB AT3G24830 

60S ribosomal protein L7a-1 P49692 RPL7AA AT2G47610 
40S ribosomal protein S26-3 Q9LYK9 RPS26C AT3G56340 

60S ribosomal protein L36a O23290 RPL36A 
RPL36B 

AT3G23390 
AT4G14320 

60S ribosomal protein L37-2 Q43292 RPL37B AT1G52300 

60S ribosomal protein L19-1 
EMBRYO DEFECTIVE 2336 

Q9SRX2 RPL19A AT1G02780 
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5- Listes des amorces utilisées durant ma thèse 
 

Nom Séquence 5' -> 3' Utilisation 

CACCdATG-csn1  CACCGAGCGAGACGAAGAAGCGA Clonage 
CACCdATG-csn2  CACCGCTTCAGATGCTGACATGGA Clonage 

CACCdATG-csn3  CACCATCGGAGCTGTGAACTCGGT Clonage 
CACCdATG-csn4  CACCGATGAAGCTTTGACGAACGCTTCT Clonage 
CACCdATG-csn5A  CACCGAAGGTTCCTCGTCAGCCAT Clonage 
CACCdATG-csn6A  CACCGCACCTTCGTCATCAAGCG Clonage 
CACCdATG-csn6B  CACCGCGCCTTCTTCGTCGAG Clonage 

CACCdATG-csn7  CACCGATATCGAGCAGAAGCAAGC Clonage 
csn1-rev TCAAAGTTTCCTTGCCGATCTGGCAT Clonage 
csn2-rev TTAACAGACTCGGCTGGTGATATTTGAAGA Clonage 
csn3-rev TTACATGGAGAACTTCTGAGGAACAGTATC Clonage 

csn4-1fw AAAAAGCGAGAGAGAAATCAAAACC Génotypage 
csn4-1rev CAATGCCACACACTTCATT Génotypage 
csn4-2035fw GAAGGTTATGCTCAATGTTA Génotypage  
csn4-2035rev GGCCACATCAGGTATGGACT Génotypage  
csn4-2fw GAACTAAGGCCACATCAGGTATGGACTGTG Génotypage 

csn4-2rev GGTGCCGGCTTGGATAAAAGATTGTGTGTA Génotypage 
csn4-rev TCAGACAGGAACAGACATGCCTTTCTTG Clonage 
CSN4(C-ter)rev TCAACAGGAACAGACATGCCTTTCTTG Clonage 
CSN4(PCI)fw CACCCACTTCGGTATTACGGCATAT CTCAGA Clonage 
CSN4(PCI)rev TCTTCCACGTCATCCTCAAAATGAATC Clonage 

csn5A-rev TCACGATGTAATCATGGGCTCTGGAT Clonage 
csn6A-rev TTACATGAATGCAGTTCTTCCACCTCTTCG Clonage 
csn6B-rev TTACATGAACGCAGTCCTACCACCTCTT Clonage 
csn7-rev CTACCTTGTTACAGGATGCCTCCTCC Clonage 
CYCD3fw CACCGCGATTCGGAAGGAGGAA Clonage 

CYCD3rev TTATGGAGTGGCTACGATTGCC Clonage 
LBb1 CAGCGTGGACCGCTTGCTTGCTGCAACTCT Génotypage 
LBgabi ATATTGACCATCATACTCATTGC Génotypage 
LBsail TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATAC 

AC 
Génotypage 

pCYCD3fw GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGACGAC 
GACTGTACCTGGAC 

Clonage 

pCYCD3rev GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGAGAGA 
AGGCCGAGAGATGG 

Clonage 

TCTP1LP ATTGAGCTTACCGATTCGTTG Génotypage 
TCTP1RP ATAAACATGCCTCGAGATTCG Génotypage 

TCTP2RP GTTCAAAGCTATCATCGTCATTC Génotypage 
TCTPQ3 CATGCATACCCTCCCCAACAA Génotypage 
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WEE1Qfor GAAACGCCGATGAAGCAACA RT-qPCR 
WEE1Qrev ATCTTCGTGCTTCTGAGGCT RT-qPCR 

BRCA1Qfor GCAAGAGACACCAAGGAGCT RT-qPCR 
BRCA1Qrev ACAATAGGCCCAGGTGCATC RT-qPCR 
PARP1Qfor CAAACTTCTCGTGCCGGTTG RT-qPCR 
PARP1Qrev TTTGTTACCCGGGCCTTCAG RT-qPCR 

PARP2Qfor TTTGTTACCCGGGCCTTCAG RT-qPCR 
PARP2Qrev ACTTGGGATGTGGGATAAAC RT-qPCR 
RAD51Qfor GCTTTCTCTGGTGACCCGAA RT-qPCR 
RAD51Qrev CTGGTTTCTACGCTGCTCCA RT-qPCR 
KRP1Qfor TCGTCGGTGATAATGGAGTTT RT-qPCR 

KRP1Qrev TTCTTTAACCGCCGATTCAAAT RT-qPCR 
KRP2Qfor AACGGTTACGATCGTGAAACA RT-qPCR 
KRP2Qrev CCTGCGGCGAGACTCTACATC RT-qPCR 
KRP3Qfor GTCTCGCGTTGACTCGGTTA RT-qPCR 
KRP3Qrev CTCTCCCTTGTGCTGTGTCT RT-qPCR 

KRP4Qfor ATCCCGGGGTTGTCATGATTT RT-qPCR 
KRP4Qrev TTGGCCAAAATTTCTTCGACC RT-qPCR 
KRP5Qfor TTGGCCAAAATTTCTTCGACC RT-qPCR 
KRP5Qrev TTGGCCAAAATTTCTTCGACC RT-qPCR 
KRP6Qfor CAGTCCAAGCTTTTCCACTAGG RT-qPCR 

KRP6Qrev GACGTCATGAGAGTCCGGTG RT-qPCR 
KRP7Qfor TCCAGCAGCGAAACTAACGA RT-qPCR 
KRP7Qrev TCTCCCAGATTCTCGCTTGA RT-qPCR 
CYCA1;1Qfor CGTCTCCGGTACAAGCCTAT RT-qPCR 
CYCA1;1Qrev TATGGTTCACTTCCTTGCTG RT-qPCR 

CYCA2;2Qfor TCGACCGGTTTCTGTCCAAC RT-qPCR 
CYCA2;2Qrev GCAAGAGACACCAAGGAGCT RT-qPCR 
CYCA3;1Qfor ATCAACCATGGCCGACGAAA RT-qPCR 
CYCA3;1Qrev TCTATTGCCGCTTCCATGGA RT-qPCR 
CYCA3;2Qfor TCTATTGCCGCTTCCATGGA RT-qPCR 

CYCA3;3Qrev TCTCCGTCAATACCCATCGC RT-qPCR 
CYCB1;1Qfor CGATCTCAAAATCCCACGCTTC RT-qPCR 
CYCB1;1Qrev CGGCTTTGGTACTGCGTTTC RT-qPCR 
CYCB1;2Qfor GCAAGAGACACCAAGGAGCT RT-qPCR 
CYCB1;2Qrev GCAAGAGACACCAAGGAGCT RT-qPCR 

CYCD3;1Qfor AAAACCATCTCTCGGCCTTCTC RT-qPCR 
CYCD3;1Qrev TCTATGGAAACGTGCAGTGGTT RT-qPCR 
CYCD4;2Qfor TCAATGTCAGAATCCAAGCCCT RT-qPCR 
CYCD4;2Qrev CAGTCCAAGCTTTTCCACTAGG RT-qPCR 
CYCD6;1Qfor TTCGACGACCCATCTCTGAC RT-qPCR 

CYCD6;1Qrev GGCTTTGACTGCGGCATATC RT-qPCR 



 204 

CYCD7;1Qfor ATTGATCATCAGTCGTCGAG RT-qPCR 
CYCD7;1Qrev CAACAGACTCAGAATACTCCTC RT-qPCR 

PDF2Qfor GTGGCCAAAATGATGCAATCTCTCA RT-qPCR 
PDF2Qrev TGGAGAGCTTGATTTGCGAAATACC RT-qPCR 
GAPDHQfor AAACTTGTCGCTCAATGCAA RT-qPCR 
GAPDHQrev GAATCCCGAAGGCAAACTCAA RT-qPCR 

TUB4Qfor CTCTCCGGCTGTAGCATCTT RT-qPCR 
TUB4Qrev AGGCTTTCCTTGGTACA RT-qPCR 
TCTPQfor ACACCCAAGCTCAGCGAAGAA RT-qPCR 
TCTPQrev CATGCATACCCTCCCCAACAA RT-qPCR 
CSN4Qfor TGCACTTCGGTATTACGGCA RT-qPCR 

CSN4Qrev TGGTACATGTGACAGCAGCT RT-qPCR 
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CSN is an eight subunit complex notably involved in cell cycle regulation. Its main action, through CSN5, is the 

removal of the ubiquitin-related protein NEDD8 from cullins, which are part of cullin-RING type E3-ubiquitin 

ligases (CRLs). CSN also influences CRL self-ubiquitination. Thus, CSN directly regulates both CRL activity and 

substrate specificity, and indirectly regulates the stability of CRL targets. Besides, CSN can influence the 

localisation of specific proteins and their level of phosphorylation. CSN has also been proposed as a 

trancriptional regulator. All these different functions are involved in the regulation of key cell cycle genes and 

pathways. Indeed, CSN controls both cell cycle progression at every checkpoint and the overall proliferative 

status of a cell. 

 

Involvement of CSN in cell cycle regulation 

 

 

Introduction 
In all eukaryotes, the progression through cell cycle 

is tightly regulated by the assembly, the activation, 
and the degradation of CYCLIN DEPENDANT 
KINASE- CYCLIN complexes (CDKs-CYCs) (1). 
Phase-dependent degradation of proteins such as 
CYCs is crucial and is mediated by the Ubiquitin-
Proteasome System (UPS). The first stage consisting 
in polyubiquitination of the target is performed 
successively by enzymes called E1, E2, and E3- 
ligases. The main class of E3-ligases is the CULLIN-
RING UBIQUITIN LIGASE complexes (CRLs) which 
are composed of a REALLY INTERESTING NEW 
GENE domain-containing protein, a CULLIN (CUL), 
and an F-BOX protein responsible for substrate 
specificity. Assembly and dissociation of CRLs are 
tightly regulated to ensure the timely degradation of 
their different substrates (2). 

One way to regulate CRL activity is through CUL 
neddylation: the post-translational addition of a 
ubiquitin-related protein NEURAL PRECURSOR 
CELL EXPRESSED DEVELOPMENTALLY 
DOWNREGULATED 8 (NEDD8). The 
CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENESIS 9 
SIGNALOSOME (CSN) is an enzymatic complex 
responsible for CUL deneddylation (2). Interestingly, 
even if deneddylated CULs lead to inactive CRLs in 
vitro, CSN is not only a CRL inhibitor in vivo but is also 
crucial for CRL stability and specificity. Indeed, 
neddylated CRLs are degraded more rapidly than 
deneddylated ones and cycles of neddylation and 
deneddylation are necessary for substrate specificity 
through complex re-assembly (3) (Fig.1A). The 
importance of cycles of neddylation and deneddylation 
to finely tune CRL activity has been highlighted by the 
recent observation that csn flies do not resemble flies 
expressing a uncleavable form of NEDD8 (4).   Thus, 
CSN is implied in protein degradation by the UPS and 
consequently in cell cycle control. 

CSN was first discovered in Arabidopsis thaliana as 
a negative regulator of constitutive 
photomorphogenesis (5). It is highly conserved in all 
eukaryotes, in a great majority of which it is composed 
of eight subunits (CSN1-8) (3). CSN1-4,7,8 contain a 

PCI (Proteasome– COP9 signalosome–Initiation factor 
3) domain mediating formation of the complex. CSN5,6 
contain a MPN (MPR1–PAD1–N-terminal) domain 
which harbors the catalytic activity. Only the MPN 
domain of CSN5, and not of CSN6, possesses a JAMM 
(JAB1/MPN domain metalloenzyme) motif which acts 
as the catalytic center for CSN deneddylase activity. 
However, CSN5 is only active within the holocomplex 
whose structure allows the formation of NEDD8- 
binding pocket. In addition, CSN is also associated with 
kinases such as CSN-ASSOCIATED KINASE 2 (CK2) 
and with deubiquitinating enzymes. Other than the 
holocomplex form (CSN1-8, hereafter referred to as 
CSN), the existence of CSN5-free complexes has been 
confirmed in vivo (6). The existence of other 
subcomplexes containing CSN5 (e.g. CSN4-8, CSN4-
7) has been postulated by several studies but their 
exact composition is still unclear. Besides, as the 
stoichiometry of CSN subunits is regulated by miRNAs 
and as only CSN5 can be released by the 
holocomplex, only free CSN5 can possibly be found in 
vivo. 

To determine CSN functions, numerous studies 
characterized the phenotypes of knockouts for different 
subunits in various species. One of the main visible 
effects is defect in cell proliferation, often leading to 
premature death (3). Therefore, this review focuses on 
the role of CSN in controlling the cell cycle precisely at 
different phases, and more generally through the 
modulation of cell proliferation. It notably addresses the 
involvement of mechanisms other than CRL 
deneddylation. 

 

CSN controls cell cycle progression 

G1 phase and G1-S transition 

The first cell cycle checkpoint: the G1-S transition is 
dependent on the activation of E2 PROMOTING 
BINDING FACTOR (E2F) which stimulates the 
transcription of S phase entry genes (1) (Fig.2). E2F is 
activated when dissociated from RETINOBLASTOMA 
PROTEIN (Rb) after phosphorylation of Rb by specific 
CDKs-CYCs which have previously been formed and 
phosphorylated. Moreover, CDKs-CYCs are only active  

Keywords : CSN, cell cycle, checkpoints, proliferation, cullins, deneddylation, protein degradation. 
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Figure 1. CSN controls CRL activity. A. Through CSN5 (blue), CSN (grey) can deneddylate CUL from CRLs (CUL, F-BOX 
and RING in different shades of green), which inactivates and stabilises them (e.g. SCFs and APC/C). It can also trigger CRL 
re-assembly leading to a change of substrate. CSN6 (purple) can compete with CSN5 for CUL binding (e.g. Fbxw17), thus 
promoting neddylated CULs. B. CSN6 interaction with F-BOX promotes (e.g. with MEKK1 and CHIP) or inhibits (e.g. with 
MDM2) their self-ubiquitination and thus their stability. C. CSN can act as a linker between an F-BOX and its substrate (e.g. 
Skp2 and p57). 

 

after degradation of CDK inhibitors (CDKIs) from the 
Kip family such as p27 and p57. The effect of CSN on 
the G1 phase has been described through knockdown 
studies. A decrease of CSN8 levels in mouse 

embryonic fibroblasts (MEFs) and in Hela cells leads to 
an increase of cell proliferation characterized by a 
shortened G1 phase (7). These results suggest that 
CSN8 is necessary for proper G1 phase duration.  
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Figure 2. CSN controls cell cycle progression. CSN (green) modulates the UPS-mediated degradation (red arrow) of key 
cell cycle regulators which stimulates (dark grey) or inhibits (light grey) cell cycle progression. 

 

CSN8 decrease is correlated with an increase of CSN5 
outside the holocomplex (7). Thus, CSN8 could affect 
G1 duration not directly, but by modulating the relative 
proportion of CSN and CSN5 subcomplexes. This 
hypothesis is strengthened by the fact that the 
neddylation pattern of CULs is disrupted in CSN8 
knockdown MEFs (7). 

To specify the role of CSN, knockouts of different 
subunits in mice and drosophila have been 
characterized. Those mutants accumulate G1 cell 
cycle regulators such as p53, p27, and CYCE (3), 
suggesting a major role for CSN in the regulation of 
their stability (Fig.2). CSN controls through the 
classical deneddylation pathways SCF E3-ligases 
responsible for the ubiquitination of CYCE and p27 (8) 
(Fig.1A). Less classical mechanisms have also been 
described: for example, after phosphorylation by CK2 
(9), p27 is translocated from the nucleus to the 

cytoplasm in a CSN/CONSTITUTIVE 
PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1)-dependent manner 
(10). COP1 is an E3-ligase which is then responsible 
for p27 ubiquitination. CSN is necessary to recruit and 
stabilize COP1 by preventing its self-ubiquitination. 
Moreover, a specific role in p27 localization has been 
proposed for CSN5 (11). Indeed, in serous ovarian 
cancer, CSN5 knockdown leads to a G1/G0 arrest 
linked to an increased cytoplasmic localization of p27 
whereas either CSN6 knockdown or the utilization of 
an inhibitor of CSN5, CSN5i-3 leads to a S-phase 
arrest, with a strong nuclear localization of p27 (11). 
These data suggest that the monomeric presence of 
CSN5 independently of its enzymatic activity is more 
crucial for p27 translocation to the nucleus, and thus 
G1-S progression, than the activity of the holocomplex. 
A similar GO/G1 arrest following CSN5 knockdown and 
linked to apoptosis has also been observed in non-
small cell lung cancer cells (12). In this tissue, it has 
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been linked to CSN5 ability to bind and favor the de-
ubiquitination of SURVIVIN, involving not only CNS5 
but the holocomplex and its associated enzymes.  
Thus, the role of CSN5 in going through the G1/S 
transition seems to be mediated by both CSN5-
specific and holocomplex-dependent mechanisms. 

 Other mechanisms involve specific interactions 
between CSN subunits and cell cycle regulator. In 
human cell lines, CSN6 C-terminal domain binds to 
p57 and to the F-BOX protein Skp2 – but not through 
Skp2 F-box domain– leading to the Skp2-mediated 
ubiquitination of p57 (13) (Fig.1C). Even if this action 
may be specific to CSN6, it is more likely that this 
subunit acts in the CSN holocomplex, as free CSN6 
cannot be detected in normal conditions (6). Besides, 
through a mechanism conserved between plants and 
animal, CSN4 seems to be sequestrated by 
TRANSLATIONNALY CONTROLLED TUMOR 
PROTEIN (TCTP) leading to a regulation of the CSN 
holocomplex formation and thus of the neddylation 
status of CUL1 impacting the G1/S transition (14).  

CSN can use different pathways leading to the 
degradation of the same molecules, thus bringing 
robustness to the system. For example, the stability of 
the tumor suppressor p53 is regulated both by CSN 
and CSN subunits (Fig.2). Only after phosphorylation 
by CSN associated kinases, p53 can be recognized 
by F-BOX PROTEIN 42 and is consequently targeted 
for UPS-mediated degradation (15). Moreover, CSN6 
can specifically interact with MURINE DOUBLE 
MINUTE 2 (MDM2) –an E3-ligase responsible for p53 
degradation– at the MDM2 self-ubiquitination region, 
thus preventing MDM2 degradation and decreasing 
p53 level (16) (Fig.1B). Only CSN6, and not CSN5, 
interaction in vitro with MDM2 leads to a decrease of 
polyubiquitinated MDM2 (16), suggesting a specific 
function for CSN6. Besides, CSN5 can also decrease 
p53 levels in coordination with MDM2 in a different 
manner by inducing p53 nuclear export and 
subsequent degradation (17). The N-terminal domain 
of CSN5 –required for p53 nuclear export– and the 
JAMM domain –necessary for p53 degradation– can 
regulate p53 without being incorporated into CSN 
holocomplex. Thus, CSN5 could act on MDM2-
dependent p53 degradation   in   small   
subcomplexes.   It   does   not exclude that CSN5 
could have the same role in the holocomplex. 
Because p53 is a major regulator of cell cycle 
progression and because CSN tightly regulates p53, 
high levels of p53 in csn5-/- mutants could be the main 
reason for the cell proliferation arrest in these 
mutants. However, csn5-/- p53-/- MEFs are not 
proliferating (18), indicating that CSN control on G1-S 
transition is much more complex than an effect on a 
single key regulator. 

CSN can affect the same molecules by different 
concordant ways, which strengthens its action on cell 
cycle, and by different opposite ways, which allows a 
tight regulation.  In drosophila, CSN stabilizes Rb 
leading to a stabilization of inactive E2F during the 
early G1 phase (19) Moreover, it also stabilizes CUL4- 
E3-ligases that are responsible for the degradation of 
active E2F after its dissociation from Rb (20). CSN 

dual effect on E2F degradation may contribute to a 
fine-tune regulation of cell cycle and of its progression 
(Fig.2). 

A major remaining question is whether CSN only acts 
on G1-S regulators by controlling their UPS-mediated 
degradation. Some studies have suggested a role for 
CSN on transcription. CSN can bind to the chromatin 
and regulates transcription factor degradation, thus 
indirectly regulating transcription (3,21). However, after 
treatment with a proteasome inhibitor the levels of G1 
CDKs-CYCs in CSN8-deficient T cells do not go back 
to their physiological value (22). This result suggests 
that CSN can act independently of the UPS. Besides, 
CSN subunits can be recruited to promoters close to 
transcription complexes. A DNA adenyl 
methyltransferase identification study in drosophila (23) 
has shown that CSN7 can directly interact with DNA, 
probably by its PCI domain which contains a putative 
helix-turn-helix motif. More interestingly, targets for 
CSN7 binding overlap greatly with genes whose levels 
of   expression   are   modified   upon   deregulation   of 
different CSN subunits. Most of those genes are 
involved in G1-S transition and wing disk development 
which is consistent with the phenotype of CSN7 RNAi 
flies. These results strongly suggest that CSN can 
directly act on transcription. The underlying 
mechanism(s) remain(s) unknown. The fact that it has 
not been possible to find an enriched motif for CSN7 
DNA binding (23) leads to the hypothesis that CSN7 
has a general affinity for DNA which could be 
modulated by interaction with different transcription 
factors. 

Even if some mechanisms remain to be discovered, 
both CSN holocomplex and subunits play a crucial role 
in G1 phase and most importantly in passing the G1-S 
checkpoint. They mainly act on the turnover of key 
regulators but the existence of other pathways such as 
transcription regulation has to be considered. The 
regulation of the G1-S transition is a key function in 
animals since it has been confirmed in drosophila, 
mice, and different types of human cells. In plants,  
most studies did not report G1-related phenotypes in 
csn mutants, which is consistent with the absence of 
homologues for key G1 regulators influenced by CSN 
such as p53 and p27 (24). However,  a recent study 
(14) proposed a role for CSN in G1/S regulation in both 
plants and animals, demonstrating that this function of 
CSN is not restricted to animals and suggesting the 
existence of conserved pathways. 

From S phase to G2-M transition  

After passing the G1-S checkpoint, the cell goes 
through S phase. S phase regulators are especially 
important to ensure a single start of DNA replication 
and its correct progression (1). Among them, 
CHROMATIN LICENSING AND DNA REPLICATION 
FACTOR 1 (CDT1) is part of the pre-replication 
complex. After S phase completion, the next important 
checkpoint is the G2-M transition (1). It is involved in 
insuring DNA integrity: the presence of DNA damage 
leads to inhibitory phosphorylations of CDKs-CYCs and 
thus cell cycle arrest in G2 (Fig.2). 

In plants, csn mutants present a G2 delay (25). They 
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are characterized by the presence of DNA double-
strand breaks which leads to the activation of the 
repair machinery and to arrest at the G2-M transition. 
This phenotype can also be observed in mammals, for 
example in mice myoblasts (26) and hepatocytes (27). 
CSN3 knockdown in murine myoblast model cell line 
leads to cell proliferation defects characterized by a 
delay in S to G2 progression and a decrease in 
protein levels of p21, p27 and CDK6 (26), suggesting 
a role for CSN in both G1/S and S progression. 
Besides, csn5-/- liver cells stop proliferating in S or G2 
phases (27). They also present markers of replicative 
stress and an increase in ploidy due to DNA re-
replication. Thus, the presence of DNA damage in 
absence of a functional CSN could result from defaults 
in DNA replication. One mechanism explaining this 
role of CSN is its cooperation with the non-canonical 
CRL4A/4BCDT2 E3-ligase (28). CRL4A/4BCDT2 together 
with CSN has been implied in the degradation of 
CDT1 during S and G2 phases (Fig.2). CDT1 
accumulation when its degradation is not completed 
leads to DNA re-replication. CLR4A/4BCDT2 can also 
limit re-replication in cooperation with RAD 18 through 
PROLIFERATING CELL NUCLEAR ANTIGEN mono-
ubiquitination which promotes error-free post- 
replication repair (28). The implication of CSN on that 
particular mechanism is still unclear but must be of 
importance as CSN associates with CLR4A/4BCDT2. 

All these studies confirmed that CSN is implied in S 
phase progression and G2-M transition in both 
animals and plants. These functions are tightly linked 
with DNA damage that is the main cause of arrest at 
the G2-M checkpoint. CSN has not only been involved 
in preventing DNA damage –e.g. through limiting DNA 
re-replication– but also in repairing DNA damage 
(29,30) (Fig.2). 

 

M phase progression 

The last crucial cell cycle checkpoint, called spindle 
checkpoint, occurs at the transition during metaphase 
and anaphase during mitosis. The main regulator is 
the Anaphase Promoting Complex (APC/C), an E3-
ligase mediating degradation of targets such as mitotic 
CYCs (1). 

Other interesting phenotypes of CSN knockdowns in 
HeLa cells are the observations of misaligned 
chromosomes, and multipolar spindles correlated with 
a longer M phase (31). These phenotypes may be due 
to the dispersion in prophase of CENP-W and CENP-
T, two centromeric proteins implied in kinetochore 
formation. CSN5 can bind to CENP-W and CENP-T 
and enhance their proteosomal degradation (31). It 
only occurs during the S phase, when these three 
proteins are all localized in the nucleolar 
compartment. This binding leads to an interphase 
CSN5-dependent turnover of CENP-W and CENP-T 
which is necessary for their correct recruitment to the 
kinetochore later during mitosis (Fig.2). As CENP-W 
and CENP-T never interact with CSN1, this function 
seems to be restricted to CSN5 subcomplexes. 

Other mechanisms explain defaults in chromosome 
segregation of CSN mutants. In human cells, CSN 

and more specifically CSN2 binds to APC/C and 
influences the stability of its targets (32). These results 
have been confirmed in mouse oocytes (33). Indeed, 
CYCB1 and SECURIN –two major targets of APC/C– 
are not degraded during the meiosis I following CSN3 
or CSN5 knockdown, respectively leading to a 
deregulation of the mitotic CDK-CYC and to 
unseparated chromosomes due to the degradation of 
Separase (Fig.2). Thus, a more classical mechanism 
for CSN action on an E3-ligase also leads to mitotic 
and meiotic defects (Fig.1A). 

CSN is also implied in meiotic specific processes. A 
screen in Caenorhabditis elegans revealed a role for 
CSN in the synaptonemal complex (SC) assembly (34). 
After the initiation of SC assembly, CSN limits the 
aggregation of SYNAPIS IN MEIOSIS ABNORMAL 
(SYP) 1,3,4 but without influencing their degradation. It 
may act through deneddylation of CUL4 and regulation 
of SYPs by ubiquitination not followed by degradation. 
CSN also stimulates pachytene exit through MAP 
KINASE 1 signaling. Both these roles are assumed by 
the holocomplex because defects are seen in csn-2, 
csn-3, and csn-5 mutants. Nevertheless, small 
differences in phenotypes of the different mutants exist 
(34). For example, homologous pairing is totally absent 
in csn-2 whereas it is initiated in csn-5. These 
differences suggest that there may also be more 
specific roles for CSN subunits. 

 

To summarize, CSN is implied in every step of cell 
cycle progression, especially in key checkpoints such 
as G1-S and G2-M transitions. More than having a 
specific role in a specific organism, it seems that CSN 
is a general cell cycle regulator in all species, acting 
through classical deneddylation mechanisms but also 
indubitably through sub-unit specific mechanisms as 
highlighted by the presence of phenotypic differences 
between knockdown and knockout mutants of the 
different subunits in several organisms. Besides, CSN 
also affects the cell cycle in a different manner, not by 
controlling its progression but by playing a role in its 
initiation. 

CSN controls the proliferative status 
of a cell 

Cell cycle entry 

CSN plays a key role in entering the cell cycle by 
regulating the G0-G1 transition (3) (Fig.3).  csn-/- MEFs 
and csn8-/- T-cells are unable to re-initiate proliferation 
due to the lack of expression of genes essential to cell 
cycle re-entry (e.g. G1 CYCs, CDKs, and E2F) and to 
the overexpression of the CDKI p21 (7). This may be a 
general function of CSN since a similar phenotype is 
observed following CSN3 knockdown in hepatocellular 
carcinoma cells (35). Indeed, the growth of these cells 
is inhibited through cell-cycle arrest in G0 and G1 
phases. This growth inhibition is not only linked to 
quiescence, but also to cell death as pro-apoptotic 
proteins are induced, which is consistent with the role 
of CSN in degrading p53. 

Besides, the CSN5 subunit also has an action on 
both cell cycle re-entry and cell death (36). In csn5-/- 
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MEFs, the transcription of CYCD1 –required to exit 
the G0 phase– is low and the CDK2-CYCE complex is 
inactive, impairing G1 progression. The mechanism by 
which CSN5 influences CYCD1 transcription is still 
unknown, contrary to the mechanism concerning the 
CDK2-CYCE complex. Outside of the holocomplex, 
CSN5 specifically binds to CDK2 and prevents its 
phosphorylation by Akt, thus allowing its nuclear 
import. In the absence of CSN5, CDK2 is 
sequestrated into the cytoplasm, which leads to the 
cytoplasmic retention of CYCE. CYCE accumulation is 
then responsible for p53-independent senescence in 
those cells. CYCE accumulation could also be in part 
due to a lack of degradation because of SCF 
inactivation in absence of the holocomplex (see 
above). Nevertheless, CYCE does not accumulate in 
csn8-/- cells in which CSN5 level is not altered, 
confirming that the alternative CSN5-specific 
mechanism plays a key role in controlling senescence.  

 A specific role for CSN2 in maintaining 
pluripotency of embryonic stem cells has also been 
demonstrated (37). First, CSN2, contrary to CSN5, 
directly binds Nanog, a key transcription factor for 
pluripotency maintenance, and prevents its 
proteosomal degradation in a CSN-independent way. 
Moreover, a high correlation between genes 
upregulated in CSN2 knockdown and genes occupied 
by CSN2 in chromatin immunoprecipitation assays 
suggests that CSN2 acts as a transcriptional 
repressor. CSN2 seems to play an important role in 
controlling the balance between cell proliferation and 
differentiation through different mechanisms at least in 
embryonic stem cells. 

 Thus, both CSN holocomplex and CSN 
subunits are necessary for the balance between 
proliferation, differentiation and cell death by 
controlling key pathways such as cell cycle re-entry, 
apoptosis, and senescence. 

Classical proliferation pathways 

In addition to directly influencing cell cycle 
progression through regulation of key proteins, CSN 
also controls it indirectly through modulation of several 
proliferation pathways. Among those pathways, the 
kinase Akt, the transcription factors β-catenin, c-Myc, 
and c-Jun, and the EPIDERMAL GROWTH FACTOR 
RECEPTOR (EGFR) are key regulators involved in 
the regulation of cell survival, growth, proliferation, 
and differentiation (Fig.3). For example, by stabilizing 
COP1 (see above), CSN stimulates the ubiquitination 
and subsequent degradation of 14-3-3σ, a chaperone 
involved in the regulation of apoptosis, cell migration, 
cell cycle, and DNA    damage response (38). 
Interestingly, 14-3-3σ is a negative regulator of Akt. 
Moreover, those pathways are tangled as 14-3-3σ is a 
downstream target of p53 which is regulated by CSN 
and as Akt positively regulates CSN6 (39) (Fig.3). 
Indeed, Akt phosphorylates CSN6 resulting in CSN6 
stabilization by limiting ubiquitination. Akt also induces 
CSN6 nuclear import. This example illustrates the 
complexity of the cellular network involving CSN, 
which cannot be seen as linear and includes cross-
regulations. 

Another level of complexity is added through the 
time-dependent action of CSN. For example, CSN 
stimulates the short-term degradation of β-catenin. 
However, in the long term, a CSN5 knockdown results 
in a decrease of β-catenin levels and of the 
transcription of its targets (40) (Fig.3). One of the 
mechanisms implied is CSN regulation of the E3-ligase 
SEVEN IN ABSENTIA HOMOLOG-1 (SIAH-1) which 
promotes the degradation of β-catenin (41). CSN 
reduces the stability of SIAH-1 through a pathway 
dependent on CSN5 deneddylase activity. As SIAH-1- 
mediated degradation of β-catenin seems to be slow 
(42), this pathway could be involved in CSN long-term 
upregulation of β-catenin. Nevertheless, CSN also has 
the opposite effect on SIAH-1 by increasing SIAH-1 
transcription, possibly through p53. Thus, CSN 
regulation of SIAH-1 is finely tuned by opposite effects 
on gene transcription and protein stability. Studies at 
different time points are necessary to understand the 
kinetics of the CSN/SIAH-1/β-catenin pathway. 
Furthermore, the existence of a pathway regulated by 
CSN6 could also explain the dual role of CSN on β-
catenin. Indeed, CSN6 stabilizes β-catenin by 
preventing its ubiquitination by its main regulator: the 
F-BOX protein β-Trcp (43). More specifically, CSN6 
increases the ubiquitination and subsequent 
degradation of β-Trcp. One possible explanation is that 
CSN6 would compete with CSN5 for β-Trcp binding, 
thus preventing β-Trcp deneddylation and resulting in 
β-Trcp degradation. This model has not been 
demonstrated yet for CSN6 and β-catenin but for CSN6 
and c-Myc (44). 

c-Myc is a downstream effector of β-catenin tightly 
regulated by the E3-ligase Fbxw7. CSN6 promotes the 
neddylation of CUL1 leading to self-ubiquitination and 
degradation of Fbxw7 (44). In vitro assays revealed 
competition between CSN5 and CSN6 for CUL1 
binding through their shared MPN domain. Thus, the 
more CSN6 is present, the less CSN5 can bind to 
CUL1 and deneddylate it, the more Fbxw7 is degraded, 
and   the   less   c-Myc   is degraded (Fig.1A).   The 
remaining question is how CSN5 and CSN6 can 
compete with one another, that is to say which forms of 
CSN (sub)complexes could have different 
stoichiometry of CSN5/6. 

CSN6 may also have a role of its own in regulating 
protein stability. It acts on the c-Jun pathway by 
promoting the ubiquitination of MEK KINASE 1 
(MEKK1), an E3- ligase for c-Jun (45) (Fig.1B). 
Surprisingly, the MPN domain of CSN6 is not sufficient 
to act on MEKK1 ubiquitination, but the whole-length 
CSN6 is needed. Therefore, CSN6 does not influence 
the c-Jun pathway through competition with CSN5 but 
by another mechanism that is still unknown. Moreover, 
CSN6 can bind to CARBOXYL TERMINUS OF HEAT-
SHOCK PROTEIN 70-INTERACTING PROTEIN 
(CHIP), an E3-ligase promoting EGFR degradation, 
and stimulates its self-ubiquitination leading to the 
stabilization of EGFR (46) (Fig.1B). These last two 
mechanisms need to be taken with caution as they 
mainly result from studies of cells overexpressing 
CSN6. Thus, the interaction of CSN6 with MEKK1 and 
CHIP may only happen when the concentration 
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Figure 3. CSN controls cell proliferation and cell quiescence. CSN stimulates both directly and indirectly via several 
proliferation pathways (purple) key cell cycle regulators. Those regulators act at different phases of the cell cycle to modulate 
cell proliferation. 

 

in CSN6 is very high, and then would not be relevant 
in physiological conditions. 

Other studies point to a specific role for some 
subunits such as CSN1b in flies (47). Losses or 
knockdowns of different subunits : CSN1b, CSN4 or 
CSN5 lead to deregulation of the EGFR pathway as 
shown by the overexpression of ARGOS (AOS), one of 
its targets. This is linked with a global role of CSN in 
promoting the stability of CAPICUA (CIC) -a repressor 
of AOS directly regulated by MAPK- in a proteasome-
dependent manner through regulation of SCFAgo. 
Besides, in csn5 mutants the stability of a CIC protein 
lacking its domain interacting with MAPK is no more 
affected; contrary to csn1b mutants in which such 
protein still is over-degraded. These data suggest that 
CIC can be regulated by CSN according to two 
different pathways : one CSN holocomplex and MAPK 
signaling- dependent and one CSN1b-dependent and 
MAPK signaling-independent.    

 

 

 

 

Conclusion 
The well-described role of CSN on CUL 

deneddylation is a key mechanism for CSN to ensure 
its function through the regulation of CRLs (Fig.1A). 
The competition for CUL binding between the 
enzymatically active CSN5 and inactive CSN6 
provides another level of regulation of CRL activity. 
Nevertheless, deneddylase activity is not enough to 
explain all the effects of CSN on cell cycle. CSN also 
modulates CRL activity independently of neddylation 
by regulating positively or negatively their self- 
ubiquitination and by linking CRL to their substrates 
(Fig.1B, C). Moreover, mechanisms other than protein 
degradation, such as phosphorylation by CSN- 
associated kinases and nuclear export and import, 
need to be considered. In a completely different way, 
CSN seems also to directly regulate the transcription 
of key cell cycle genes. All these data confirm than 
CSN must not be only considered as a deneddylase 
enzyme but that its other functions must be further 
investigated. Besides, even if the deneddylase activity 
of CSN has been known for a long time, a still open 
question is whether CSN could deneddylate other 
substrates than CULs. Those substrates are less 
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abundant than CULs, which stay the main target of 
neddylation, and seem to be deneddylated at least in 
part by other enzymes than CSN such as 
DENEDDYLASE1. 

Another key question is whether other forms than 
CSN can be active. Differences between the 
phenotypes of the mutants for the different subunits 
suggest specificity of action. CSN5 subcomplexes and 
free CSN5, which cannot deneddylate CULs, can 
influence protein stability. Specific roles have also 
been demonstrated for CSN6. However, further 
studies are needed to clarify in which complexes 
CSN6 can perform those roles, especially as free 
CSN6 is not detected in physiological conditions. 
Besides, most of CSN5,6’s specific functions have 
been demonstrated following overexpression of the 
subunit. Thus, even if those mechanisms are relevant 
in tumor cells in which the gene is upregulated, they 
still need to be confirmed in physiological conditions. 

CSN plays a key role in cell cycle regulation at 
different levels. First, CSN directly controls cell cycle 
progression through regulation of the three major 
checkpoints: G1-S, G2-M and the metaphase- 
anaphase transitions (Fig.2). Regulation of the S, G2, 
and M phases seems to be important for all eukaryotes 
and is related to the role of CSN in DNA repair. CSN 
also indirectly controls cell cycle through the 
modulation of cell proliferation (Fig.3). Destabilization 
of CSN leads to important cell cycle defects. In most 
cases, a downregulation of CSN leads to cell cycle 
arrest at multiple positions, whereas an upregulation 
leads to overproliferation. Interestingly, CSN5 and 
CSN6 are overexpressed in several types of cancers, 
participate to carcinogenesis, and are associated with 
poor prognosis (48,49).  Thus, they have been 
proposed as new therapeutic targets. It is important to 
better decipher the relative importance of CSN   
different pathways during tumorigenesis to address the 
possible efficiency of such therapies. For example, 
targeting CSN-dependent activation of p53 would be 
inefficient as p53 is inactivated in most of the tumors. 
The multiplicity of CSN-dependent pathways involved 
in the regulation of cell cycle and of cell proliferation 
could give CSN inhibitors a high efficiency to prevent 
cancer progression. 
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Léo Betsch1☯, Véronique Boltz1☯, Florian BrioudesID
1¤a, Garance Pontier1, Victor Girard2,

Julie Savarin1, BarbaraWipperman1, Pierre Chambrier1, Nicolas Tissot1¤b,

Moussa Benhamed3, Bertrand MollereauID
2, Cécile RaynaudID

3,

Mohammed BendahmaneID
1*, Judit SzécsiID1*
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Abstract

Translationally Controlled Tumor Protein (TCTP) controls growth by regulating the G1/S

transition during cell cycle progression. Our genetic interaction studies show that TCTP ful-

fills this role by interacting with CSN4, a subunit of the COP9 Signalosome complex, known

to influence CULLIN-RING ubiquitin ligases activity by controlling CULLIN (CUL) neddyla-

tion status. In agreement with these data, downregulation of CSN4 in Arabidopsis and in

tobacco cells leads to delayed G1/S transition comparable to that observed when TCTP is

downregulated. Loss-of-function of AtTCTP leads to increased fraction of deneddylated

CUL1, suggesting that AtTCTP interferes negatively with COP9 function. Similar defects in

cell proliferation and CUL1 neddylation status were observed in Drosophila knockdown for

dCSN4 or dTCTP, respectively, demonstrating a conserved mechanism between plants

and animals. Together, our data show that CSN4 is the missing factor linking TCTP to the

control of cell cycle progression and cell proliferation during organ development and open

perspectives towards understanding TCTP’s role in organ development and disorders asso-

ciated with TCTP miss-expression.

Author summary

During organism development, the correct implementation of organs with unique shape,

size and function, is the result of coordinated cellular processes, such as cell proliferation
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and expansion. Deregulation of these processes affect human health and can lead to severe

diseases. While plants and animals have largely diverged in several aspects, some biologi-

cal functions, such as cell proliferation, are conserved between these kingdoms. Previously

we reported that the Translationally Controlled Tumor Protein (TCTP), a highly-con-

served protein among all eukaryotes, positively regulates cell proliferation and this role is

conserved between plants and animals. In agreement with these data, animals TCTP was

reported to highly accumulate in tumor cells, and thus represents a target for cancer

research and therapies. To discover how TCTP regulates cell proliferation, we conducted

studies to identify factors acting in the TCTP pathway. Using the model plant Arabidop-

sis, we identified that TCTP fulfil its role by interacting with CSN4, a subunit of the con-

served COP9 complex. TCTP interferes with the role of COP9 to regulate the downstream

complex CRL known to control cell proliferation in eukaryotes. We further demonstrate

that this role is conserved in the fly Drosophila, thus corroborating the conservation of

TCTP pathway between plants and animals. We believe that, the data here will provide

exciting perspectives, beyond plant research, that will help understand developmental dis-

orders associated with TCTP misfunction, such as cancer.

Introduction

The correct implementation of organs with unique shape, size and function is fundamental to

the development of all multicellular organisms and is the result of coordinated cellular pro-

cesses requiring key molecular actors. One such key player in eukaryotes is the Translationally

Controlled Tumor Protein (TCTP). TCTP was discovered in the 1980’s as a protein positively

regulated at the translational level in many tumors [1,2]. TCTP is a highly-conserved protein

found in all eukaryotes. TCTP was reported to be involved in several cellular processes, includ-

ing cell proliferation, cell growth, malignant transformation, apoptosis and protection against

various cellular stresses [3–8].

In plants as in animals, TCTP loss of function leads to embryonic lethality, because of slower

cell cycle progression and reduced cell proliferation [6] and reduced cell proliferation associated

with excessive cell death [9,10], respectively. The fact that TCTP loss of function is lethal dem-

onstrates its major role in eukaryote development, but also hampered the full comprehension of

its exact roles. By performing embryo rescue, we generated the first TCTP full knockout adult

organism which allowed us to demonstrate that TCTP controls cell cycle progression by regulat-

ing G1/S transition and that this role is conserved between plants and animals [6]. However,

how TCTP controls the G1/S transition and cell proliferation remains unknown in plants as in

animals. To better understand such a role, we searched for TCTP interacting proteins and iden-

tified that TCTP interacts physically with CSN4, one of the eight subunits of the Constitutive

Photomorphogenesis 9 (COP9) Signalosome (CSN), initially discovered in plants [11,12] and

conserved in eukaryotes [13]. CSN regulates the activity, the assembly and/or subunits stability

of CULLIN-RING ubiquitin Ligase (CRLs) complexes, a major class of the E3 ligase complexes

in eukaryotes [14] involved in the polyubiquitination of proteins targeted to degradation [15].

The proper functioning of CRL has been shown to be absolutely required for various functions

associated with the control of cell cycle, transcription, stress response, self-incompatibility, path-

ogen defense and hormones and light signaling [16–18].

CSN mainly regulates CLR activity through the removal of the post-translational modifica-

tion RUB/NEDD8 (Related to UBiquitin/Neural Precursor Cell Expressed, Developmentally
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Down-Regulated 8) from its CULLIN (CUL) subunit [18]. The eight subunits of CSN are man-

datory for the deneddylation activity [19–21].

Here, we show that TCTP interacts physically and genetically with CSN4 to control cell

cycle progression. Our data demonstrate that downregulation of TCTP or CSN4 both leads to

retarded G1/S transition, slower cell cycle progression and delay in plant development. Consis-

tent with these data, knockout of TCTP is associated with increased CUL1 deneddylation.

Conversely, over-accumulation of TCTP leads to accelerated cell cycle and plant development,

associated with over-accumulation of neddylated CUL1. We also show that in Drosophila, the

downregulation of dTCTP or dCSN4 is associated with defects in cell proliferation. Moreover,

similar to our observations in plants, dTCTP downregulation is accompanied by increased

CUL1 deneddylation. These data suggest that TCTP interacts with CSN4 and such interaction

acts on the CUL1 neddylation status and affects CRL complex activity early during cell cycle

progression influencing organ development both in plants and animals.

Results

TCTP and CSN4 interact physically and genetically to control growth

To gain insights into how TCTP controls cell cycle progression, we searched for its interacting

proteins. Immunoprecipitation followed by mass spectrometry (IP/MS) experiments were per-

formed using protein extracts from Arabidopsis line expressing 35S::AtTCTP-GFP. Wild-type

(WT) Col-0 and free-GFP-overexpressing plants lines (35S::GFP) served as controls. Among

the proteins that co-immunoprecipitated with TCTP-GFP, but were absent in the control sam-

ples, we identified AtCSN4, a subunit of COP9 Signalosome, that was previously shown to be

involved in the regulation of cell cycle progression [22]. To confirm this interaction, we gener-

ated line AtTCTPg-GFP that expresses a TCTP-GFP fusion under the control of its own pro-

moter and line AtTCTPg-GFP/35S::AtCSN4-Flag, that, in addition, expresses AtCSN4-Flag

under the control of the constitutive CaMV 35S promoter (35S::AtCSN4-Flag). Anti-GFP anti-

body was used to immunoprecipitate the TCTP-GFP fraction from total proteins extracted

from 10 days-old seedlings (S1A Fig), or from mature green seeds harvested from green

siliques (S1B Fig).

The presence of CSN4 (46 kDa) was then revealed in the immunoprecipitated fraction.

AtCSN4 was found in the AtTCTP-GFP enriched fraction from both 10 days-old seedlings

and mature green seeds (S1A and S1B Fig, respectively). No trace of AtCSN4 was detected in

WT Col-0 used as control and treated in parallel.

Next, we confirmed that endogenous AtCSN4 is able to co-immunoprecipitate with

AtTCTP. For this, we performed immunoprecipitation on total proteins extracted from inflo-

rescence of AtTCTPg-GFP and 35S::AtTCTP-GFP. As shown in Fig 1A, CSN4 co-immunopre-

cipitated with AtTCTP-GFP in both lines (Figs 1A and S1C). The interaction was further

confirmed by pulling-down AtCSN4. Using plant lines 35S::AtCSN4-GFP, overexpressing

AtCSN4, and 35S::AtCSN4-GFP/35S::AtTCTP, overexpressing both proteins, we show that

TCTP co-immunoprecipitates with AtCSN4-GFP from both plant lines (Figs 1B and S1D).

Finally, to address if Drosophila TCTP also interacts with CSN4, we performed co-immu-

noprecipitation experiments using plant lines expressing Drosophila dTCTP in tctp knockout

genetic background (line 35S::dTCTP-GFP). Previously we demonstrated that dTCTP was able

to fully complement loss-of-function tctp [6]. As shown in Fig 1A, CSN4 co-immunoprecipi-

tated with AtTCTP-GFP and also with dTCTP-GFP (Figs 1A and S1C), thus suggesting con-

servation of the TCTP/CSN4 interaction between plants and animals.

Next, we investigated the sub-cellular localization of CSN4 compared to TCTP. In agree-

ment with co-immunoprecipitation data, co-expression of AtTCTP-mCherry and

TCTP controls mitotic growth by interacting with COP9 subunit CSN4
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AtCSN4-GFP in tobacco leaf epidermal cells showed that these proteins co-localize in planta

(Fig 1C). To further investigate AtTCTP-AtCSN4 interaction, we performed Bi-molecular

Fluorescence Complementation (BiFC [23]) experiments by protein fusion to split YFP moie-

ties and co-expression in tobacco cells. The data demonstrate that AtTCTP and AtCSN4 inter-

act in planta (Fig 1D), confirming the co-immunoprecipitation results. Similar BiFC

complementation results were obtained regardless if AtTCTP and AtCSN4 were fused to

YFPCter or YFPNter (Fig 1D). BiFC experiments also showed that both AtTCTP and AtCSN4

were able to form homodimers (S2 Fig). However, the localization of AtTCTP-AtCSN4 hetero-

dimer was distinct from that of the AtTCTP or AtCSN4 homodimers, thus corroborating

TCTP-CSN4 in vivo interaction. No signal was observed when one of the vectors was empty

Fig 1. AtTCTP and AtCSN4 interact in vitro and in vivo. (a) TCTP interacting proteins were co-immunoprecipitated from protein extracts prepared from
inflorescences of 35S::GFP, AtTCTPg-GFP, 35S::AtTCTP-GFP and 35S::dTCTP-GFP/tctp plants using anti-GFP coupled magnetic beads. Co-immunoprecipitated
proteins were detected byWestern blotting using anti-CSN4 (upper panel), anti-TCTP (middle panel) or anti-GFP (lower panel) antibodies. White asterisks: CSN4
protein; black arrows: TCTP-GFP protein; black asterisks: free GFP. (b) CSN4 interacting proteins were co-immunoprecipitated from protein extracts prepared from
inflorescences of Col-0, 35S::AtCSN4-GFP and 35S::AtCSN4-GFP/35S::AtTCTP plants using anti-GFP coupled magnetic beads. Co-immunoprecipitated proteins were
detected byWestern blotting using anti-CSN4 (upper panel) or anti-TCTP (lower panel) antibodies. White asterisks: CSN4 protein; white arrow: CSN4-GFP protein;
black asterisks: TCTP protein. (c) AtCSN4-GFP (green) and AtTCTP-mCherry (red) co-localize in tobacco leaves. Bars: 50 μm. (d) Bimolecular Fluorescence
complementation experiments in tobacco leaves show that AtTCTP and AtCSN4 fused with either C- or N-terminal YFP moieties, interact in vivo. Bars: 50 μm. As
shown in S2 Fig, no signal was observed in the control BiFC assays in which AtTCTP or AtCSN4 fused with N- or C-terminal YFP moieties was co-infiltrated with an
empty plasmid.

https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1007899.g001
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(S2 Fig). Taken together these data demonstrate that AtTCTP and AtCSN4 interact physically

in vivo.

To understand the biological significance of the AtTCTP-AtCSN4 interaction, we per-

formed genetic interaction analyses using knockdown or overexpressor lines for both proteins.

Previously, we showed that while AtTCTP knockout leads to embryo lethality, its down-regula-

tion via RNAi (RNAi-AtTCTP lines) gave viable plants that nevertheless showed developmen-

tal defects [6]. Similar to plants mutants for AtTCTP, plants knockout for AtCSN4 showed

severe developmental defects during early seed germination leading to seedling death in few

days after germination (S3 Fig), thus in agreement with Dohmann et al. [22]. To overcome

this difficulty, we generated knockdown plants via expression of a RNAi directed against

AtCSN4 (line RNAi-AtCSN4). Western blot analyses confirmed the downregulation of

AtTCTP and AtCSN4 in the corresponding RNAi lines (S4 Fig).

RNAi-AtCSN4 exhibited significant delay in rosette development compared to Col-0, thus a

similar phenotype as RNAi-AtTCTP plants (Fig 2A–2C). Measurements of growing rosette

diameters from 8 days post-germination until bolting, confirmed that these genotypes are

impaired in development and that the difference in growth starts to be visible as early as 8 days

after germination (Fig 2C). Similar to RNAi-AtTCTP plants, the inflorescence stems of

AtCSN4-RNAi plants were shorter and the plants exhibited a dwarf phenotype (Figs 2B and

S5). Additionally, RNAi-AtCSN4 plants had very short internodes between siliques resulting in

a “bushy” plant phenotype (Figs 2B and S5).

Plants overexpressing AtCSN4 (line 35S::AtCSN4) had normal development and adult

plants had similar size as WT Col-0 plants (Fig 2). Plants overexpressing AtTCTP (line 35S::

AtTCTP) exhibited accelerated growth and reached adult size earlier than the wild-type (Fig

2), in agreement with previously reported data [6]. The double overexpressor line (35S::

AtCSN4/35S::AtTCTP) exhibited no additive effect and behaved as the single overexpressor

line 35S::AtTCTP (Fig 2).

Crosses between RNAi-AtTCTP and AtCSN4 overexpressor lines on the one hand (line

RNAi-AtTCTP/35S::AtCSN4) and between RNAi-AtCSN4 and AtTCTP overexpressor lines on

the other hand (35S::AtTCTP/RNAi-AtCSN4), yielded plants with delayed growth compared

to the WT, thus a phenotype similar to the single RNAi-AtTCTP and RNAi-AtCSN4 knock-

down plants, respectively (Fig 2A–2C). We should note that 35S::AtTCTP/RNAi-AtCSN4

plants grew a little slower than RNAi-AtCSN4, and RNAi-AtTCTP /35S::AtCSN4 plants grew a

little faster than RNAi-AtTCTP plants. However, adult plants of the double transformant lines

were indistinguishable from simple RNAi plants, demonstrating similar dwarf phenotype (Fig

2B). These data show that overexpression of AtTCTP or AtCSN4 could not compensate the

developmental anomalies induced by knockdown of AtCSN4 or AtTCTP, respectively, and

suggest that TCTP requires functional CSN4 to control growth. Despite several attempts, by

plant genetic crossing or by genetic transformation, we were unable to generate the RNAi-

AtTCTP/RNAi-AtCSN4 double knockdown line. It is likely that double TCTP/CSN4 knock-

down leads to plant lethality.

AtTCTP and AtCSN4 regulate cell cycle progression and mitotic growth

To explore the cause of the growth defects observed in RNAi-AtTCTP and RNAi-AtCSN4

plants, we analyzed cell division and cell expansion profiles. Previously, we demonstrated that

downregulation of AtTCTP and the resulting decrease in plant organs size are correlated with

reduced cell proliferation activity [6]. To explore if AtCSN4 down-regulation is also associated

with defects in cell proliferation, we performed kinematic analysis of leaf growth on plantlets

grown in vitro [6,24]. Previously, kinematic of leaf growth analyses demonstrated that
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downregulation of AtTCTP results in smaller leaves compared to the WT, due to slower cell

proliferation [6]. Similarly, in line RNAi-AtCSN4 a significant reduction in leaf area was

observed compared to the WT Col-0, starting from seven days after germination and the

reduction was maintained during the whole observation period (Fig 3A). The reduction in leaf

size correlated with about 20% decrease in cell number starting from day seven after germina-

tion and was maintained all along the observation period (Fig 3C), while no differences in cell

size were observed (Fig 3B), thus again similar to RNAi-AtTCTP [6]. These data demonstrate

that, similar to AtTCTP, the leaf growth defects associated with AtCSN4 knockdown (RNAi-

AtCSN4) correlated with the decrease in cell number, while cell size remained unchanged.

Using the slope of the log 2–transformed number of cell per leaf [25], we calculated the cell

division rate in RNAi-AtCSN4 plants. We observed that the cell division rate in RNAi-AtCSN4

was slower than in WT Col-0 plants (Fig 3D) in the early stage of leaf development where the

cell division activity is higher [26]. Previously, we reported a similar tendency for RNAi-

AtTCTP lines [6]. Determination of the number of newly produced cells per hour during leaf

development showed that the lower cell division rate in RNAi-AtCSN4 line resulted in less

newly produced cells at the beginning of leaf development (S6 Fig). Interestingly, the cell divi-

sion rate was maintained at a higher level for longer time in the RNAi-AtCSN4, which indi-

cates that a compensation mechanism likely exists. However, this was not enough to

compensate the delay in leaf development, and therefore RNAi-AtCSN4 leaves stayed smaller

than WT (Fig 3A). Later in leaf development, cell division in both plants was reduced to a very

low level (Fig 3D).

We investigated root growth in both RNAi-AtTCTP and RNAi-AtCSN4 lines. Similar to leaf

growth, we also observed reduced root growth in developing seedlings of both lines (S7A Fig).

Both RNAi-AtTCTP and RNAi-AtCSN4 roots were shorter compared to WT starting as early

as 3 days after germination (S7A Fig).

Similar to leaves and roots, petals of RNAi-AtCSN4 were also smaller in size compared to

WT Col-0 (S7B Fig). The petal size reduction was associated with reduced cell number, thus a

phenotype similar to that observed in RNAi-AtTCTP (S7B Fig) [6]. These data corroborate the

results obtained in leaves and demonstrate that, like for AtTCTP, downregulation of AtCSN4

leads to reduced organ size as a result of altered cell proliferation. However, conversely to

leaves, we observed that in petals of both RNAi-AtCSN4 and RNAi-AtTCTP the defects in cell

proliferation were associated with an increase in cell size (S7B Fig), suggesting a compensation

mechanism in the petals. AtTCTP overexpression (line 35S::AtTCTP) resulted in petals with

increased size, but cell size was not affected, thus in agreement with Brioudes et al. [6].

AtCSN4 overexpression (line 35S::AtCSN4) did not affect petal development, (S7B Fig), thus

corroborating the observed normal development of plants overexpressing AtCSN4 (Fig 2).

Similar to observation during rosette development, overexpression of AtTCTP or AtCSN4 in

RNAi-AtCSN4 and RNAi-AtTCTP, respectively, could not compensate for the petal develop-

mental defects of the RNAi lines (S7B Fig). Line overexpressing both AtTCTP and AtCSN4

showed similar phenotype to 35S::AtTCTP (S7B Fig).

These data together show that the downregulation of AtCSN4 leads to slower cell prolifera-

tion associated with reduced organs size, thus a phenotype similar to that observed in AtTCTP

mutant plants.

Fig 2. AtTCTP and AtCSN4 control plant development. (a-b) Plants knockdown for CSN4 (RNAi-AtCSN4) exhibit a delay in development
similar to that of RNAi-AtTCTP plants. RNAi-AtCSN4 or RNAi-AtTCTP plants overexpressing AtTCTP or AtCSN4, respectively, show
similar phenotype as the simple RNAi lines. Pictures of plants were taken 59 days (a) and 92 days (b) after sowing. Bars: 2 cm. (c) Rosette
diameter was measured from 8 days until 68 days after germination. The error bars represent standard errors. n = 18.

https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1007899.g002
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Fig 3. TCTP and CSN4 control cell proliferation and cell cycle progression. Leaf blade area (a) and cell number per leaf (c) are
reduced in RNAi-AtCSN4 plants compared to Col-0WT due to a decrease in cell division rate (d). Cell size in developing leaves
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To further identify the origin of this reduced cell proliferation activity, we investigated cell

cycle progression in tobacco BY-2 cells down-regulating or overexpressing NtCSN4 (line

RNAi-NtCSN4 and 35S::NtCSN4, respectively) or NtTCTP (RNAi-NtTCTP, 35S::NtTCTP,

respectively). Both, CSN4 and TCTP proteins accumulated at low levels in RNAi BY-2 cells

and over-accumulated in overexpressor BY-2 cells, as demonstrated by Western blot analysis

(S8 Fig).

Wild-type BY-2 cells and BY-2 cells under- or over-accumulating TCTP (RNAi-NtTCTP,

35S::NtTCTP) or CSN4 (RNAi-NtCSN4, 35S::NtCSN4) were synchronized using aphidicolin.

Cell cycle progression was followed every 2 hours after aphidicolin release (AAR) using flow

cytometry (Fig 3E). Normal progression of cell cycle over time was observed in wild-type BY-2

cells with rapid reduction of G1 cells (2N) and a concomitant increase of G2 cells (4N) over

the first 5 hours AAR, followed by a decrease of G2 cells with mitosis ending at about 13h

AAR. In agreement with previously reported data [6], the G1/S transition in RNAi-NtTCTP

BY-2 cells occurred with 4 hours delay compared to the wild-type and this delay was main-

tained all along the cell cycle (Fig 3E). Similarly, RNAi-NtCSN4 BY-2 cells also showed a slower

cell cycle progression with about the same 4 hours delay at the G1/S transition compared to

wild-type BY-2 cells (Fig 3E). Like for RNAi-NtTCTP, the 4 hours delay of cell cycle progres-

sion in RNAi-NtCSN4 was maintained until the end of the cell cycle, thus corroborating the

kinematic of growth data obtained in Arabidopsis leaves (Fig 3).

These data together demonstrate that the downregulation of either NtTCTP or NtCSN4

leads to comparable delays in cell cycle progression and that such delay occurs at G1 and/or

early S phase.

Conversely to BY-2 cells knockdown for NtTCTP, BY-2 cells overexpressing NtTCTP (35S::

NtTCTP) entered G1/S transition about 2 hours earlier than wild-type BY-2 (Fig 3E). How-

ever, these cells completed their first cell cycle the same time as WT BY-2 cells, at 13h AAR.

This indicates that 35S::NtTCTP BY-2 cells has longer S or M2 phase to compensate faster G1.

In agreement with the absence of cell proliferation and developmental defects in 35S::AtCSN4

(b) of RNAi-AtCSN4 was the same as in Col-0WT. n = 10; �: p-value<0,05. (e) Cell cycle progression at G1/S transition is slower
in RNAi-NtCSN4 and RNAi-NtTCTP aphidicolin synchronized BY-2 cells compared to WT. The blue plots show cell population in
G1 (2N), green plots are cells in S phase, and the red plots are cells in G2 (4N) phase.

https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1007899.g003

Table 1. TCTP and CSN4 does not control S-phase length during cell cycle progression.

Cell Cycle Length (h) Confidence Interval 95% S-phase length (h) Confidence Interval 95%

1 Col-0 15 [13,5–16] 1,5 [0,6–2,4]

RNAi-AtTCTP 18�� [16,8–20] 1,5 [0,5–2,3]

RNAi-AtCSN4 19��� [16,5–23,2] 1,9 [0,4–3,9]

35S::AtTCTP 15 [13,5–15,8] 1,7 [0,9–2,5]

35S::AtCSN4 15 [13,5–15,8] 1,5 [0,53–2,2]

2 Col-0 15 [13,6–15,9] 2,8 [0,9–3,1]

RNAi-AtTCTP 19��� [16,4–20,3] 2,7 [0,8–3,2]

RNAi-AtCSN4 19��� [16,5–23,1] 2,8 [1–3,7]

35S::AtTCTP 15 [13,5–16] 2,8 [0,9–3,8]

35S::AtCSN4 15 [12,8–16,1] 2,7 [0,8–3,7]

EdU incorporation in Arabidopsis root tips demonstrated in both RNAi-AtTCTP and RNAi-AtCSN4 lines cell cycle duration is about 4h longer compared to Col-0 WT.

Note that the length of S-phase was not affected in any of these lines. Data show results of two independent experiments. Asterisks indicate statistically significant

differences (�� p<0.01; ��� p<0.001).

https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1007899.t001
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Arabidopsis line (Figs 2 and S7B), no significant difference in cell cycle progression was

observed in 35S::NtCSN4 BY-2 cells, compared to the wild-type (Fig 3E).

To further explore at which step of the cell cycle TCTP and CSN4 precisely act and to con-

firm BY-2 results directly in planta, we performed cumulative EdU labeling in the root tips of

the different Arabidopsis lines to estimate S-phase length and total cell cycle length. Results

show that, similar to observations in BY-2 cells, total cell cycle length in root tips was increased

by 4 hours, both in RNAi-AtTCTP and RNAi-AtCSN4 lines, while S-phase length remained

unchanged (Table 1). Likewise, no substantial changes were observed in cell cycle length in

35S::AtTCTP and 35S::AtCSN4 lines (Table 1), again consistent with the results obtained in

BY-2 cells (Fig 3C). Interestingly, S-phases lengths again remained unchanged, suggesting that

the observed cell cycle slow-down after the rapid progression through G1/S phase seen in 35S::

NtTCTP BY2 cells, did not affect S-phase but probably G2/M phase.

All these data together with the TCTP-CSN4 co-immunoprecipitation and the in vivo inter-

actions studies suggest that TCTP and CSN4 interact physically to control G1/S transition dur-

ing cell cycle progression.

TCTP/CSN4 interaction impact CUL1NEDD8 /CUL1 ratio in plants and
animals

CSN4 is one of the eight subunits of the CSN that regulates CRL activity via the post-transla-

tional RUB/NEDD8 modification of its CUL subunit. To investigate the biological significance

of AtTCTP/AtCSN4 interaction, we evaluated the neddylation status of the Arabidopsis CUL-

LIN1 (CUL1), a major target of CSN. Using an antibody against CUL1, we were able to distin-

guish free CUL1 and the neddylated CUL1 (CUL1NEDD8) forms (Figs 4A–4C and S9A–S9C).

By growing plants on medium with increasing concentrations of MLN4924, a drug that

inhibits CUL neddylation [27], we confirmed that the observed protein bands indeed corre-

spond to CUL1 and CUL1NEDD8 (Figs 4C and S9C). In WT plants, we observed about 8–10

times more CUL1NEDD8 than free CUL1 while at 50μMMLN4924 we observed that almost all

CUL1 were non-neddylated (Figs 4C and S9C). Moreover, we demonstrate that WT inflores-

cence contains more neddylated CUL1, while in WT seedlings non-neddylated CUL1 is more

present (Figs 4B and S9B). Inflorescence of a weak mutant of csn4 contains almost exclusively

neddylated CUL1 (Fig 4B) in accordance with previous results [28].

Next, CUL neddylation status was analyzed in two independent tctp knockout lines (tctp-1

and tctp-2), in 35S::AtTCTP, RNAi-AtCSN4 and 35S::AtCSN4 (Figs 4A and S9A). For both

tctp-1 and tctp-2, we observed a drastic decrease (Fig 4A) to complete absence (S9A Fig) of the

CULNEDD8, with a concomitant increase of free CUL1, leading to a drop in CUL1NEDD8/CUL1

ratio in knockout lines (Figs 4A and S9A). Overexpression of AtTCTP led to a slight increase

in CUL1NEDD8 (Fig 4A) in agreement with the fact that although 35::AtTCTP plants grow

faster, fully adult plants showed a phenotype similar to the wild-type [6] (Fig 2). These data

suggest a role for AtTCTP in the regulation of CUL1 neddylation status, which in turn influ-

ences the activity of CRL complexes. Only small changes of CUL1NEDD8/CUL1 ratio were

observed in RNAi-AtCSN4 plants (Fig 4A). This is likely due to the fact that flowers already

accumulated high level of neddylated CUL1 (Fig 4B) and that in RNAi-AtCSN4 lines we do

not have full obliteration of AtCSN4 (S4A and S4B Fig).

In 35S::AtCSN4, no decrease of CUL1NEDD8 was observed and the CUL1 neddylation status

was similar to wild-type (Fig 4A). This is in agreement with previous studies showing that

overexpression of only one subunit of the COP9 complex does not modify its deneddylation

activity [29]. The data also corroborate the fact that CSN4 overexpression does not affect cell

cycle progression as well as organ and plant development (Figs 2 and 3E and S7).
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We demonstrated that CUL1 neddylation is affected in tctp mutants, suggesting that CRLs

function in general might be affected. The best characterized SCF/CRL in Arabidopsis is

SCFTIR1 implicated in auxin perception and signaling [30,31]. Therefore, we investigated if

Fig 4. The CUL1NEDD8/CUL1 ratio is modified in Arabidopsis tctpmutants. (a) CUL1NEDD8/CUL1 ratio decreases
in a similar manner in the two independent tctp knockout lines, tctp-1 and tctp-2, while in plants overexpressing
AtTCTP (35S::AtTCTP) increased CUL1NEDD8/CUL1 ratio was observed. (b) CUL1NEDD8/CUL1 ratio in inflorescence
and seedlings of Col-0 WT plants and in inflorescence of weak mutant of csn4. (c) Treatment of WT Col-0 with
MLN4924, a drug that inhibits neddylation, results in an increase of the free CUL1 form with concomitant decrease of
the CUL1NEDD8 form, confirming that the observed bands correspond to CUL1 at different neddylation status. CUL1
protein was detected byWestern blot using anti-CUL1 antibody. Quantifications of CUL1NEDD8/CUL1 ratio are
shown under each lane. Anti-TUB is shown as control. Star: free CUL1; Arrow: CUL1NEDD8 form.

https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1007899.g004
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auxin responses are affected in tctp mutant. Auxin homeostasis reporter DR5rev::GFP and

auxin efflux reporter PIN1::PIN1-GFP [32] were introgressed into tctp knockout plants. Similar

toWT embryos, in tctp embryos PIN1::PIN1-GFP accumulated in apical cell lineage at globular

and transition stage, then at heart stage the pattern switches to a PIN1 localization in the future

cotyledons and across the provasculature (S10A Fig). In agreement with these data, in tctp

mutant embryos the accumulation pattern of auxin homeostasis reporter DR5rev::GFP was

similar to that of WT embryos. Moreover, the accumulation pattern of auxin homeostasis

reporter DR5rev::GFP in response to exogenous treatment with synthetic auxin 2,4D was also

similar in WT and tctp embryos (S10B Fig). These data show that the modification in CUL1

neddylation associated with AtTCTP mutation do not affect the auxin pathway nor the signal-

ing via SCFTIR1, indicating that the role of TCTP-CSN4 interaction in regulating CUL neddy-

lation and CRL activity is specific to cell cycle.

Previously, we demonstrated that the role of TCTP in regulating cell proliferation was con-

served between plants and animals. Furthermore, we demonstrated that AtCSN4 is able to

interact with dTCTP (Figs 1A and S1C). Therefore, we investigated if the TCTP-CSN4 path-

way has similar roles in Drosophila development as observed in plants. Using the UAS/GAL4

system [33], first, we generated flies in which the expression of dTCTP was silenced via the

expression of a dTCTP RNAi under the control of the eye-specific promoter eyless (line

ey>dTCTPi). eyless promoter drives gene expression in the eye imaginal disk anterior to the

furrow at the time when eye cell progenitors are actively dividing [34]. Interference with

dTCTP using the eyless promoter led to a significant size reduction of the eye, in agreement

with Brioudes et al [6] (Fig 5A).

To study the role of CSN4 in the Drosophila eye, we used the P-element recessive lethal

lines CSN4k08018 from the UCLA URCFG collection. Previous analysis of CSN4k08018reported

a rough eye associated with loss of photoreceptor and patterning defects [35,36]. To further

analyze the loss of dCSN4 function, we used the mosaic Tomato/GFP-FLP/FRT method in

combination with the caspase inhibitor p35 [36,37]. In this system, the absence of red fluores-

cence (tdTomato) marks dCSN4-/- mutant photoreceptors in a background where all photore-

ceptors express GFP in the adult Drosophila eye. This method allowed the observation of

mosaic eyes, in which regions where the dCSN4 gene have been inactivated can be detected by

the absence of the tomato reporter (Fig 5B, middle panel). dCSN4 inactivation led to a strong

loss of photoreceptors as seen by the lack or diffuse GFP staining in dCSN4-/- mutant clones of

Drosophila adult retina (Fig 5B, left panel). Importantly, no effector caspase (dcp-1, death cas-

pase-1) staining was detected in dCSN4-/- mutant clones in third instar eye discs (Fig 5C).

Moreover the loss of photoreceptor in dCSN4-/- mutant clones was not rescued by the expres-

sion of the caspase inhibitor p35 (Fig 5B, lower panels), a protein that prevents apoptosis [38].

This indicates that the loss of photoreceptors in dCSN4-/- mutant clones is not due to increased

apoptosis but rather impaired proliferation as in dTCTP mutants.

Next, we examined the expression of the neuronal marker ELAV, which is progressively

acquired in differentiating photoreceptor posterior to the morphogenetic furrow in third

instar eye discs [34]. We observed a delay and a reduction of ELAV staining in dCSN4-/-

mutant clones compared to wild type (Fig 5D and 5E). The delay in the acquisition of ELAV

marker in dCSN4-/- mutant clones could be the consequence of a delay in the proliferation of

dividing photoreceptor progenitors as previously described in dachsund mutant that allows a

tight coordination of proliferation and differentiation [39].

To explore whether the effect of TCTP on CUL1 neddylation is also conserved between

plants and animals, we investigated CUL1 neddylation in Drosophila knockdown for dTCTP

under the control of TUBULIN constitutive promoter (line tub>dTCTPi). Interference with

dTCTP under the TUBULIN constitutive promoter (tub>dTCTPi) led to severe larval
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developmental defects and to growth arrest after the first larvae instar (Fig 5F). We evaluated

the CUL1 neddylation status in tub>dTCTPi larvae knockdown for dTCTP exhibiting severe

developmental delay, as compared to the wild-type flies and we observed a drastic decrease of

the CULNEDD8 with a concomitant increase of free CUL1 (Fig 5G). These data strongly suggest

that, like in Arabidopsis, knockdown of dTCTP or dCSN4 led to impaired cell proliferation.

Moreover, knockdown of dTCTP in Drosophila also affects CUL1 neddylation status in a

Fig 5. The role of TCTP and CSN4 in the control of CULLIN neddylation and cell proliferation is conserved inDrosophila. (a)Downregulation of dTCTP
specifically in the eyes (ey>dTCTPi) of Drosophila leads to small eye phenotype. Close up images of wild type adult eye and of eye expressing ey>dTCTPi are shown
(Bars = 500 μm). (b) Drosophila adult retina visualized by immersion microscopy with the Tomato/GFP-FLP/FRTmethod. CSN4 mutant clones are visualized by the
expression of Rh1-GFP and by the absence of tomato (red) and are delineated by a white line. Photoreceptors are visualized by Rh1-GFP (Left panels), Rh1-tdTomato
(Middle panels) or in the merge (Right panels). Photoreceptor absence is indicated by loss or diffuse GFP fluorescence in CSN4k08018mutant clones (CSN4-/-, upper
panels). CSN4k08018mutant clones in which p35 is overexpressed (CSN4-/-, lower panels) still show loss or diffuse GFP staining in mutant clone. Bars = 5μm. (c-e) CSN4
mutant photoreceptors show a delay in the acquisition of neuronal identity but not in caspase staining. Third instar eye imaginal discs carrying dCSN4-/- mutant clones
visualized by the lack of GFP (green) Bars = 25 μm. (c) eye imaginal discs stained with anti-Dcp-1 (purple) show no increase of staining in dCSN4-/- mutant clones. (d)
Eye imaginal discs stained with anti-Elav show a delay of expression (arrowheads) at the morphogenetic furrow and a reduced level in dCSN4-/- mutant clones. (e)
Quantification of Elav staining in (d) shows significant reduction in dCSN4-/- mutant clones compared to wild type (GFP) (n = 5; p< 0,01). (f) Downregulation of
dTCTP in all tissues of Drosophila larvae (tub>dTCTPi) leads to developmental arrest with reduced size and subsequent larval lethality at the first instar larvae. 7 days
after egg-laying, control larvae (tub-GAL4) are at third instar (left) while tub>dTCTPi larvae stay at first instar (right). Bars = 500 μm. (g) Impaired larval development is
associated with a decrease of the CUL1NEDD8 abundance in the tub>dTCTPi compared to tub-GAL4. Star: free CUL1; Arrow: CUL1NEDD8 form.

https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1007899.g005
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similar manner than in Arabidopsis, suggesting a conserved role of TCTP in the control of

CUL neddylation between plants and animals. Importantly, the fact that AtCSN4 interacts

with dTCTP (Fig 1C) suggests that, similar to plant AtTCTP, Drosophila dTCTP controls

CUL1 neddylation likely via its interaction with CSN4.

Discussion

In plants and in animals, TCTP is known to be implicated in many cellular processes, but its

mode of action is largely unknown. Previously, we demonstrated that in Arabidopsis and in

Drosophila, TCTP has a conserved role in the control of organ growth by regulating cell prolif-

eration. We showed that TCTP regulates cell cycle progression more specifically at the G1/S

transition [6]. To gain insight into the pathway by which TCTP fulfills this function, we identi-

fied its interactors in Arabidopsis. Here, we establish a functional relationship between TCTP

and CSN4, one of the eight subunits of the COP9 Signalosome, a complex conserved among

eukaryotes [12].

Like tctp null mutants, csn4mutants are not viable [22] (and this study). We therefore ana-

lyzed partial loss-of-function lines using RNAi. Both RNAi-AtTCTP and RNAi-AtCSN4 Arabi-

dopsis lines display dwarf phenotype and reduced organ size due to decreased cell proliferation,

and more specifically to a delay in the G1/S transition as evidenced by tobacco BY-2 cell syn-

chronization and EdU incorporation assays in Arabidopsis root meristematic cells.

The ability of AtTCTP and AtCSN4 to interact and the similarity of the phenotypes of

RNAi lines suggest that they could function in the same pathway, which was corroborated by

our genetic analyses. No additive phenotypic effect was observed in the double overexpressor

and the down-regulation of AtCSN4 was epistatic on AtTCTP overexpression, and recipro-

cally, AtCSN4 overexpression did not fully rescue the developmental defects of RNAi-AtTCTP

plants. However, we observed that although the RNAi-AtTCTP plants that overexpress

AtCSN4 exhibited delayed development compared to the wild-type, they grew faster than

RNAi-AtTCTP plants. This could be due to the fact that CSN4 is likely involved in other bio-

logical process required for plant development, separately from AtTCTP [40]. We were unable

to generate RNAi-AtTCTP/RNAi-AtCSN4 double knockdown line, likely because these plants

are not viable. This could be due to the fact that both simple RNAi lines are only partially loss

of function, and that simultaneous down-regulation of AtTCTP and AtCSN4 leads to defects

comparable to what is observed in tctp or csn4 knockout lines. However, we cannot rule out

the possibility that AtTCTP and AtCSN4 could also be separately involved in several other bio-

logical processes required for plant development [3,4,6,40]. This is supported by the fact that

AtTCTP and AtCSN4 proteins are not always co-localized in the cell (Fig 1C). Thus, TCTP/

CSN4 interaction is most likely required at a defined time points during cell proliferation, but

both proteins have additional functions independently of their interaction.

Using synchronized BY-2 cells and EdU incorporation assays, we determined that both

RNAi-AtTCTP and RNAi-AtCSN4 present similar delays at the G1/S transition, reinforcing

the idea that the two proteins act in the same pathway. On the other hand, adding more

AtTCTP leads to accelerated cell cycle progression. The fact that no effect on cell cycle progres-

sion was observed in plants over-accumulating AtCSN4, suggests that AtTCTP is likely the

limiting factor to control cell cycle progression in the AtTCTP-AtCSN4 pathway.

CSN4 is part of the COP9 complex known to control CRL via neddylation status of their

CULLINS (CUL) subunits [17]. We therefore asked whether TCTP and CSN4 might control

CUL neddylation status. Indeed, we observed that both AtTCTP and dTCTP misexpression

strongly impacts CUL1NEDD8/CUL1 ratio supporting an elegant hypothesis relative to how

TCTP controls G1/S transition. In fact, it is conceivable that via its interaction TCTP could
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sequester CSN4, preventing its association with the COP9 complex specifically at the G1/S

transition. It is well established that the lack of one of the eight COP9 sub-units is sufficient to

suppress the deneddylation activity [19,20,30,41]. Moreover, in Drosophila it was previously

reported that during development, CSN4 functions to maintain self-renewal of stem cells, and

the switch from self-renewal to differentiation requires the sequestration of CSN4 from the

CSN by the protein Bam [42]. Another subunit, CSN5 was also demonstrated to be sequestered

by the small protein Rig-G, in order to negatively regulate SCF-E3 ligase activity in mamma-

lian cells [43]. We can thus imagine that a similar scenario exists between TCTP and CSN4 to

drive cell cycle through the G1/S transition and maintain cell proliferation. This is the first

time that a sequestration mechanism to regulate CSN activity is described in plants.

This model is also consistent with the phenotypic defects triggered by TCTP deficiency (Fig

6). Franciosini et al. [44] suggested that during embryo maturation COP9 became deactivated,

and subsequently reactivated at germination. It is possible that the role of TCTP during

embryogenesis is to sequester CSN4 and prevent assembly and activity of COP9 complex dur-

ing the G1/S transition. Moreover, it was demonstrated that CUL1 neddylation is increased

during normal embryo development, thus the reduced neddylation in tctp embryos could

explain their delayed development and death [6,44].

To our surprise, although AtCSN4 down-regulation induced severe developmental defects,

we were not able to detect strong modification in CUL1NEDD8/CUL1 ratio in RNAi-AtCSN4

lines. This is probably due to the fact that CUL1NEDD8 level is already too high in the inflores-

cence to see a small increase due to reduced level of CSN4 accumulation and also to additional

functions of CSN4 [16,18,40] independently of its interaction with TCTP. Also, because the

CUL1NEDD8/CUL1 homeostasis is known to be highly dynamical process that is strictly regu-

lated during plant development [44], it is possible that AtCSN4 down-regulation in our RNAi

lines is not strong enough to have measurable CUL1NEDD8 ratio changes at the studied devel-

opmental stages. However, we assumed that the developmental phenotypes observed in this

line were due to compromised COP9 complex function. Indeed, previous work on dominant

negative, weak alleles or RNAi lines of different CSN subunits demonstrated that the develop-

mental defects, similar to those observed in our RNAi-AtCSN4 line, were due to disturbance of

CSN activity [28,31,41,44].

TCTP down-regulation leads to a decrease of the CUL1NEDD8/CUL1 ratio. Since CSN4 is

involved in the deneddylation of CULs, its down-regulation would be expected to increase this

ratio, as described in csn4 mutant [22]. TCTP and CSN4 thus appear to act antagonistically on

CULs neddylation, and one could therefore expect RNAi-AtCSN4 and RNAi-AtTCTP lines to

display opposite phenotypic defects instead of the similarities we report here. However, the

effect of neddylation on CRLs activity is extremely complex: csn mutants that produce more

neddylated CUL are expected to increase CRL activity resulting in positive effect on develop-

ment. However, all csn mutants are delayed in their development. On the other hand, treat-

ment of plants with MLN924, a drug that inhibits neddylation resulting in the accumulation of

deneddylated CUL1, also leads to plant lethality [27], thus a similar phenotype as when TCTP

is mutated. It is now well established that in addition to the CULNEDD8/CUL ratio, the tempo-

ral kinetics of CUL and NEDD8 association/dissociation controls CRL activity [45–48].

Indeed, to be fully active, CRLs need to undergo a cycle of neddylation and de-neddylation

[14,49] and inactivation of factors with opposite roles on this cycle can thus result in the same

cellular defects. On the other hand, CRL acts both on positive and negative cell cycle regulators

and the timing of the degradation of these regulators has to be tightly coordinated [16]. Thus,

opposite perturbation of CRL activity by TCTP or CSN4 downregulation can lead to similar

phenotypes.
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Together, our results provide evidence for the role of TCTP and CSN4 in the control of cell

cycle regulation via the modification of CUL1 neddylation status that affects CRL activity

(summarized in Fig 6). However, the nature of the CRLs and their targets that account for this

role on cell cycle regulation remains to be established.

Fig 6. Model showing the interaction of TCTP and CSN4 and its impact on CUL neddylation and CRL complex and growth. (a) Wild type situation. (b) Mutation
of TCTP leads to enhanced deneddylation of CUL and inactivation of CRL, resulting in slower cell cycle progression and reduced growth. (c) The inverse is observed
when TCTP is overexpressed. Other pathways involving CUL neddylation via CSN are not shown. CSN1-3 and CSN5-8: subunits of the Cop9 complex forming the
active COP9 complex when associated with CSN4.

https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1007899.g006
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In plants, the mechanisms controlling the G1/S transition are poorly known. However, it

seems that there are close similarities compared to animals. Indeed, overexpression of CKI

results in G1 arrest of the cell cycle in plants [50]. Furthermore, ICK2/KRP2, a CKI related

protein, and other central cell cycle regulators such as E2Fc, a central transcription factor con-

trolling G1/S transition in plants, must be degraded via the ubiquitin/26S proteasome pathway

to allow the cells to go through the G1/S transition [51,52]. Although it was suggested that

AtCSN4 is implicated in the G2/M transition [22], it has also been reported that G1/S phase

specific core cell cycle genes were overexpressed in csn4 mutant [22,53]. Furthermore, in

human cells, it was reported that the downregulation of different CSN subunits can affect cell

cycle in opposite ways, and the resulting perturbation of COP9 activity affect both G1/S and

G2/M transition [54]. These published data suggest that CSN is likely equally important for

G1/S and G2/M transitions in both plants and animals, and thus corroborate our findings

here. They are also consistent with the fact that CUL deneddylation affects the activity of mul-

tiple CRL complexes.

Our data show that TCTP regulates G1/S transition, in agreement with Brioudes et al [6]. It

is likely that TCTP/CSN4 interaction is specifically interfering with CSN function at G1/S. In

this scenario, TCTP controls cell cycle through sequestration of CSN4, leading to CSN assembly

impairment that in turn impacts neddylation status and stability of CRL complexes. CRLs have

major role in several biological processes, among which hormone transduction and signaling

are well studied [17]. The fact that no changes were observed in auxin flux and homeostasis in

tctp knockout embryo during development is in favor of the conclusion that TCTP/CSN4 inter-

action likely controls CRLs specifically involved in cell cycle control but not in auxin signaling.

It was reported that perturbation of CUL neddylation do not necessarily affect the activity of all

CLRs. In mice, deletion of CSN8 did not affect SCF/CRL function in general, as a subset of

CRLs maintained their capacity to degrade their substrate [55]. Similarly, in Drosophila csn4

and csn5mutants, some but not all SCF/CRLs implicated in circadian rhythmmaintenance are

affected [56]. Therefore, it is likely that in tctp embryos, only a specific subset of CRLs impli-

cated in cell cycle progression is affected, resulting in arrest of development, while auxin signal-

ing remains normal. This is also supported by the fact that conversely to tctp, auxin signaling

mutants are able to complete embryo development and produce mature seeds [57].

Previously, we demonstrated that TCTP function in the regulation of cell proliferation is

conserved between plants and animals [6]. Arabidopsis AtTCTP and Drosophila dTCTP share

only 38% amino acids identity, but many of the essential amino acids and domains known to

be required for TCTP functions are conserved between plant and animal TCTPs [3,6]. Previ-

ously we showed that AtTCTP and dTCTP were able to homodimerize, but also to dimerize

with each other in vivo [6], thus another argument that despite the overall relatively divergent

protein sequences, their function is conserved. In support of a conservation and importance of

TCTP/CSN4 interaction in animals, we show that, similar to dTCTP loss of function, dCSN4

loss of function result in a loss of photoreceptors in adult Drosophila retina accompanied by a

delayed acquisition of neuronal identity, which requires a tight coordination with cell prolifer-

ation in the developing eye disc. Furthermore, we show that, like for AtTCTP, down-regulation

of Drosophila dTCTP also led to a decrease of CUL1NEDD8. Moreover, co-immunoprecipita-

tion results show that dTCTP is able to interact with AtCSN4, which indicates that TCTP/

CSN4 interaction is likely conserved between plants and animals.

In summary, our data provide evidences that TCTP functions as a key growth regulator by

controlling cell proliferation together with CSN4. We propose that TCTP could sequester

CSN4 to control CUL1 neddylation status and thus CRL activity (Fig 6), and this role is con-

served between plants and animals. These data add a new piece to resolve the puzzle of devel-

opmental biology processes by connecting two evolutionary conserved pathways, TCTP and
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COP9, for cell proliferation. Our work will help future studies to better understand growth dis-

orders and malignant transformation, associated with TCTP miss-expression.

Materials andmethods

Constructs, plant biological material and growth conditions

T-DNA insertion knockout lines tctp-1 (SAIL_28_C03), tctp-2 (GABI_901E08) as well as the

RNAi-AtTCTP, 35S::AtTCTP, 35S::AtTCTP-GFP, 35S::dTCTP-GFP and the AtTCTPg-GFP

lines harboring the AtTCTP genomic sequence including the promoter region, exons, introns,

and the 30 UTR region in which the GFP was inserted in frame with AtTCTP (At3g16640),

have been previously described [6]. csn4 knockout line (Salk_043720C) was provided by

NASC. The weak allele mutant of AtCSN4 was kindly provided by C. Bellini (Umea Univer-

sity, Sweden).

AtCSN4-RNAi lines: The DNA fragment corresponding to the ORF of AtCSN4

(At5g42970) without start codon ATG was cloned into the vector pB7GWIWG2D(II) [58]

under the control of the CaMV 35S constitutive promoter. The resulting construct was then

used to transform A. thaliana Col-0 plants. Lines are referred to as RNAi-AtCSN4.

AtCSN4-GFP overexpressing line: The DNA fragment corresponding to the ORF of

AtCSN4 was cloned into the pK7WGF2 [58] under the control of the CaMV 35S promoter.

Lines are referred to as 35S::AtCSN4.

The above lines were then crossed to generate the 35S::AtTCTP/RNAi-AtCSN4, the 35S::

AtCSN4/RNAi-AtTCTP and the 35S::AtTCTP/35S::AtCSN4 lines.

AtTCTPgGFP/35S::AtCSN4-Flag line: The DNA fragment corresponding to the ORF of

AtCSN4 was cloned into pEarleyGate202 vector containing Flag motif [59]. The resulting con-

struct was then used to transform Arabidopsis line AtTCTPg-GFP that harbors pTCTP::

TCTPg-GFP construct [6].

Arabidopsis thaliana Columbia-0 (Col-0) was used as the wild-type (WT) for all

experiments.

Embryo rescue of homozygous tctp-1 and tctp-2 embryos was performed as described previ-

ously [6]. During all steps, embryos from wild type siliques were used as control.

PIN1::PIN1-GFP/TCTP+/- and DR5rev::GFP/TCTP+/- were generated by crossing tctp-2+/-

with PIN1::PIN1-GFP or DR5rev::GFP, respectively. Embryo from white seeds and green seeds

were then isolated [6] and observed under LSM 710 confocal microscope (Zeiss). In vitro cul-

ture of Arabidopsis embryo and hormone treatments with 2,4D were performed as previously

described [60].

All seedlings were grown in culture chambers under shorts-day condition (8h/16h day/

night at 22˚C/19˚C) for 4 weeks, then transferred to long-day condition (22˚C, 16h/8h light/

dark) to promote flowering, with light intensity of 70 μEm-2 sec-1.

Fly analyses

All flies were maintained on standard corn/yeast medium at 25˚C.

eyless>dTCTPi line: Expression of dTCTPi was carried out using the GAL4/UAS expression

system [33]. We crossed eyless-GAL4 line (Bloomington Drosophila Stock Center) with UAS::

dTCTPi [10] and analyzed the F1 adult progeny.

tub>dTCTPi line: Expression of dTCTPi was carried out using the GAL4/UAS expression

system. We crossed tub-GAL4 line (Bloomington Drosophila Stock Center) with UAS::

dTCTPi [10] and analyzed the F1 larvae.

We generated dCSN4 mosaic clones in the eye using Tomato/GFP-FLP/FRT method

[36,37]. The following fly strains were used: P{neoFRT}42D P{lacW}CSN4k08018/CyO (Kyoto
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Center), ey-FLP; FRT42D, Rh1-tdTomato[ninaC]/CyO; GMR-p35,Rh1-GFP/TM6B and ey-

FLP; FRT42D, Rh1-tdTomato 94.1/CyO; UAS-GFP. Living adult flies were anesthetized using

CO2 and embedded in a dish containing 1% agarose covered with cold water, as described [37]

and imaged using a Leica SP5 upright confocal microscope using a water immersion objective.

Photoreceptors were marked by Rh1-GFP or Rh1-tdTomato.

Mosaic clones were also generated using ey-FLP; FRT42D Ubi-GFP and eye discs analyzed

at third instar larvae as previously described [61]. Dissected eye discs were stained with a rat

anti-ELAV (Developmental Hybridoma Bank, 1/10) or anti-Dcp-1 (Cell Signaling, 1/300) and

a rabbit anti-GFP (Invitrogen, 1/400) and imaged using a LSM800 Zeiss confocal microscope.

BY-2 cell lines

RNAi-NtTCTP and 35S::NtTCTP-GFP BY-2 cell lines have been described previously [6].

RNAi-NtCSN4 and 35S::NtCSN4-GFP BY-2 cell lines: DNA corresponding to NtCSN4 ORF

was amplified using primers BY2-CSN4-F (CACCATGGAGAGTGCGTTCGCTAGTG) and

BY2-CSN4-R (CTAGACAGGAATAGGGAGCCCCTTCT) and cloned into the vector

pK7GWIWG2 or pK7WGF2, respectively [58]. The resulting constructs were used to trans-

form tobacco BY-2 (N. tabacum L. cv. Bright Yellow-2) cell suspension as previously described

[62]. BY-2 cells were grown in the dark at 25˚C constant temperature and with agitation at 150

rpm.

Cell cycle synchronization of BY-2 cells and DNA content analyses

BY-2 cells were synchronized using aphidicolin (Sigma) as previously described [6]. Samples

were collected every two hours and flow cytometry analyses were performed essentially as pre-

viously described [6]. Fluorescence intensity of stained nuclei was measured with MACSQuant

VYB flow cytometer (BD Bioscience), using 405nm excitation blue laser. DNA content analysis

was performed using FlowJo,LLC software version 10.

EdU incorporation assay

Seeds of the relevant lines were germinated on half strength MS. Five days after germination,

plantlets were transferred to EdU (10 μM, Sigma-Aldrich) supplemented medium and har-

vested after 3h, 6h, 9h and 12h of incubation. Experiments were performed as described [63].

The percentage of EdU positive nuclei increases linearly with time, and follows an equation

that can be written as P = at + b where P is the percentage of EdU positive nuclei and t is time.

Total cell cycle length is estimated as 100/a, and S phase length is b/a. The parameters of the

equation and their confidence intervals were estimated with the R statistics software using the

least-square method.

Plant and organ growth analyses

Kinematic of leaf growth was performed as previously described [24] on the two first initiated-

leaves of Col-0 WT and RNAi-AtCSN4 plants grown in vitro. Leaf size as well as number and

size of abaxial epidermal cells were determined starting of day 3 and until day 16 after germi-

nation. The average cell division rates were determined by calculating the slope of the Neper-

ian Logarithmic-transformed number of cells per leaf, which was done using five-point

differentiation formulas [25]. The number of newly produced cells were calculated by 72h

time period.

Rosette diameter was determined starting of 8 days after germination, until bolting. Rosette

area was measured every 3 days with a caliper. Each measure was performed using 18 plants
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for each genotype. Experiments were performed on two independent transformation events

and in three biological replicates.

To investigate root growth, seeds were germinated on half strength MS and 5 day-old plant-

lets were transferred to a new plate and grown vertically for 6 days. Root length of each plant

was measured using the Fiji software at day 0, 3 and 6 after transfer.

Petal area, petal cell number and size measurements were performed as previously

described [64]. Briefly, petals were cleared overnight in a solution containing 86% ethanol and

14% acetic acid followed by two incubations of 4h each in ethanol 86%. Petals were dissected

and photographed using Leica MZ12 stereomicroscope. Cells from cleared petals were

observed with a Nikon Optiphot 2 microscope with Nomarski optics. Petal area and cell den-

sity i.e. number of cells per surface unit, were determined from digital images using ImageJ

software (U. S. National Institutes of Health).

Proteins interactions in planta

Co-localization experiments: cDNA fragments corresponding to the coding sequences of

AtTCTP and AtCSN4 were PCR amplified and then fused to RFP and GFP, respectively.

Resulting constructs were used to infiltrate leaf epidermal cells of Nicotiana benthamiana

plants as previously described [65].

Bimolecular Fluorescence Complementation (BiFC) experiments: cDNA fragments corre-

sponding to the coding sequences of AtTCTP and AtCSN4 were PCR amplified and then

cloned into the pBiFP1, pBiFP2, pBiFP3 and pBiFP4 vectors [66] using the Gateway technol-

ogy. Resulting constructs were used to infiltrate leaf epidermal cells of Nicotiana benthamiana

plants as previously described [65]. BiFC was observed four days post-infiltration using a LSM

710 Confocal microscope (Zeiss).

Immunoprecipitation

Co-immunoprecipitation experiments using AtTCTP-GFP or AtCSN4-GFP as bait were per-

formed using the μMACS GFP Isolation Kit (Miltenyi Biotec). Three biological replicates were

performed for each sample. Wild-type Col-0 and 35S::GFP plants were used as controls. Tis-

sues of 10 days-old seedlings, mature seeds harvested from green siliques or inflorescences

were ground to a fine powder in liquid nitrogen using mortar and pestle. The tissue powder

(200 mg) was resuspended with 1ml pre-cooled (4˚C) Miltenyi lysis buffer complemented

with one tablet of cOmplete Mini EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (Roche) for 5 ml of

lysis buffer. Cellular extracts were incubated on ice 10 min and then centrifuged 10 min at 21

000g (4˚C). The supernatants were incubated with 50μl anti-GFP antibody coupled to

magnetic μMACS microbeads for specific isolation of GFP-tagged protein during 1 hour at

4˚C on orbital shaker. Microbeads were bound to magnetic columns and washed as described

by the manufacturer, before elution of GFP-tagged proteins and bound proteins. Eluted pro-

teins were analyzed byWestern blot. For the immunoprecipitation followed by mass spec-

trometry (IP/MS) we visualized proteins by silver staining of the SDS-PAGE gel (ProteoSilver

Plus Silver Stain Kit, SIGMA).

Protein extraction and western blot analysis

Tissue (plants or cell culture) were grinded and total proteins were extracted using « Plant

Total Protein Extraction Kit » (Sigma).

Protein from Drosophila larvae were extracted using approximately 10 larvae in 100 μl of

protein extraction buffer (20 mMHEPES pH:7,5, 100 mM KCl, 5% Glycerol, 10 mM EDTA,

0,1% Tween, 1 μMDTT, 1 μMPMSF, 5 μl/ml Protease Inhibitor Cocktail (Sigma), 5 μl/ml
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Phosphatase Inhibitor (Sigma)). After centrifugation for 10 min at 160000 g, proteins con-

tained in the supernatant were dosed using Bradford method[67].

Proteins were analyzed byWestern blot using antibodies directed against AtTCTP (1/500

dilution) [6], AtCUL1 (1/2000 dilution; Enzo LifeScience), dCUL1 (1/500 dilution; Thermo

Scientific), AtCSN4 (1/2000 dilution; Enzo LifeScience), Flag (1/1000 dilution; Sigma-

Aldrich); α-Tubulin (1/1000 dilution; Sigma) or GFP (1/2000 dilution; Roche). IRDye 800CW

and IRDye 680RD (1/10 000 dilution; LI-COR) were used as secondary antibodies and the sig-

nal was revealed using Odyssey Clx imaging system and signal intensity was quantified using

the Image Studio Lite software (LI-COR). HRP conjugated anti-mouse or anti-rabbit IgG were

used as secondary antibodies (1/5000 dilution) and the signal was revealed using Clarity West-

ern ECL substrate and the ChemiDocTouch imaging system (Biorad). Intensity of the bands

was quantified using ImageJ software (U. S. National Institutes of Health).

Supporting information

S1 Fig. AtTCTP and AtCSN4 interact in vitro and in vivo. (a-c) TCTP interacting proteins

were co-immunoprecipitated from protein extracts prepared from seedlings (a) or from

mature green seeds (b) of AtTCTPg-GFP/35S::AtCSN4-Flag plants, and from inflorescences (c)

of 35S::GFP, AtTCTPg-GFP (two independent lines 1 & 2), 35S::AtTCTP-GFP and 35S::

dTCTP-GFP/tctp (two independent lines 1 & 2) plants, using anti-GFP coupled magnetic

beads. Co-immunoprecipitated proteins were detected byWestern blotting using anti-Flag (a,

lower panel; b, left panel), anti-GFP (a, upper panel; c, lower panel), anti-TCTP (c,middle

panel) or anti-CSN4 (b, right panel; c, upper panel) antibodies. Red asterisks: CSN4 protein;

white arrows: CSN4-Flag protein; black arrows: TCTP-GFP protein; black asterisks: free GFP.

(d) CSN4 interacting proteins were co-immunoprecipitated from protein extracts prepared

from inflorescences of Col-0, 35S::GFP and 35S::AtCSN4-GFP plants using anti-GFP coupled

magnetic beads. Co-immunoprecipitated proteins were detected byWestern blotting using

anti-CSN4 (upper panel), anti-TCTP (middle panel) or anti-GFP (lower panel) antibodies.

Red asterisks: CSN4 protein; white arrows: CSN4-GFP protein; blue arrows: TCTP protein;

black arrows: TCTP-GFP protein; black asterisks: free GFP.

(TIF)

S2 Fig. AtTCTP and AtCSN4 homodimerise in vivo. (a) Bimolecular fluorescence comple-

mentation assays show that AtTCTP or AtCSN4 fused with N- and C-terminal YFP moieties

are able to form homodimers. No signal was observed in the control assays in which AtTCTP

or AtCSN4 fused with N- or C-terminal YFP moieties was co-infiltrated with an empty plas-

mid (b, c; respectively).

(TIF)

S3 Fig. csn4 exhibits constitutive photomorphogenesis and severe delay in seedling devel-

opment.Wild type Col-0 and csn4 seedlings grown in light (a) or dark (b) show severe devel-

opmental delay. Plants at 10 days after germination are shown. csn4 seedlings grown in dark

show no hypocotyl elongation (b), confirming the constitutive photomorphogenesis pheno-

type. Bars = 500μm.

(TIF)

S4 Fig. Quantification of AtTCTP and AtCSN4 accumulation. AtCSN4 (a,b) and of

AtTCTP (c,d) protein accumulation was assessed by Western blot in the different plant lines

downregulated and/or overexpressor of AtCSN4 or AtTCTP.

Relative AtCSN4 or AtTCTP accumulation in the different plant lines was determined com-

pared to accumulation in the WT Col-0 (= 1). Values are shown under each lane.
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Black arrow indicates AtCSN4-GFP. Red arrow indicates endogenous AtCSN4. Blue arrow:

AtTCTP. �: α-Tubulin (TUB) was used as loading control.

(TIF)

S5 Fig. RNAi-AtCSN4 and RNAi-AtTCTP inflorescence phenotype. RNAi-AtCSN4 and

RNAi-AtTCTP plants exhibit similar dwarf phenotype of flower stem with short internodes.

Bars = 1cm.

(TIF)

S6 Fig. Reduced cell division during leaf development in RNAi-AtCSN4 line. The number

of newly produced cells per hour was reduced in RNAi-AtCSN4 plants compared to Col-0 WT.

The number of newly produced cells was determined by 72h period. The error bars represent

standard errors. n = 10; �: p-value<0,05.

(TIF)

S7 Fig. Root growth, and petal size and cell size measurements. (a) RNAi-AtTCTP and

RNAi-AtCSN4 plants exhibit reduced root growth compared to the wild-type (Col-0). Root

length was measured at day 5, 8 and 11 days after germination. Values are average +/- standard

error (n = 30 for RNAi-AtTCTP and n = 20 for RNAi-AtCSN4). Asterisks indicate statistically

relevant differences (T-test; p-value<0.01).

(b) Compared to the WT, mature petals of lines tctp, RNAi-AtTCTP, RNAi-AtCSN4, RNAi-

AtTCTP/35S::AtCSN4 and 35S::TCTP/RNAi-AtCSN4 are reduced in size with increased cell

size, suggesting lower cell division rate.

Conversely, mature petals of lines overexpressing AtTCTP (lines 35S::AtTCTP) and the double

overexpressor 35S::AtTCTP/35S::AtCSN4 are larger in size while cell size was unaffected or

smaller, respectively, compared to Col-0. This suggest increased cell division rate in these lines.

The stars indicate significant differences relative to the WT Col-0 (T-test; p-value< 0,001).

(TIF)

S8 Fig. NtTCTP and NtCSN4 accumulation in BY-2 cell lines.Western blot assay to evaluate

the accumulation of NtTCTP (a) and NtCSN4 (b) in WT BY-2 tobbacco cells, and in BY-2

cells knockdown and overexpressor for these genes.

The relative accumulation of NtTCTP and NtCSN4 based onWestern blot data is shown

under each lane. Black arrows indicate GFP fused proteins (NtTCTP-GFP or NtCSN4-GFP).

Red arrows indicate endogenous NtTCTP and NtCSN4 proteins.

(TIF)

S9 Fig. CUL1 neddylation is modified in tctpmutant lines. (a) CUL1 neddylation is

decreased in tctp mutants. Three independent samples (1–3) were analyzed using two inde-

pendent tctp knockouts (tctp-1 and tctp-2). (b) CUL1NEDD8/CUL1 ratio in inflorescence and

seedlings of Col-0 plants. (c) Treatment with MLN4924, a drug that inhibits neddylation,

results in an increase of the free CUL1 form with concomitant decrease of the CUL1NEDD8

form, confirming that the observed two bands correspond to neddylated and non neddylated

CUL1. CUL1 protein was detected by Western blot using anti-CUL1 antibody. Quantification

of CUL1NEDD8/CUL1 ratio is shown under each lane. Star: CUL1. Arrow: CUL1NEDD8.

(TIF)

S10 Fig. Auxin transport and accumulation is not modified in Arabidopsis tctpmutants.

(a) PIN1::PIN1-GFP localization in tctp knockout embryos is similar to that in WT embryos,

indicating that auxin efflux is not disturbed by tctp loss-of-function. Embryos at globular, tran-

sition and heart stages are shown. Bars: 2 0μm.

(b) The accumulation of GFP, expressed under the control of synthetic auxin response DR5rev
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promoter, is not disturbed in tctp mutant embryos compared toWT embryos, indicating that

auxin transduction pathway is not disturbed by tctp loss-of-function. Exogenous treatment

with synthetic auxin, 2,4-D leads to similar expansion of DR5rev-GFP expression in tctp

mutant andWT embryos. Bars = 20 μm.

(TIF)

S1 File. File containing numerical data underlaying the graphs in Figs 2, 3, 5 and S6 and

S7.

(XLSX)
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Investigation: Léo Betsch, Véronique Boltz, Florian Brioudes, Garance Pontier, Victor Girard,

Julie Savarin, Barbara Wipperman, Pierre Chambrier, Nicolas Tissot, Moussa Benhamed,

Cécile Raynaud, Judit Szécsi.
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